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Résumé :

Les dérivés d'hydrazones sont des composés organiques formés par la réaction d'une hydrazine avec
une cétone ou un aldéhyde, impliquant I'élimination d'une molécule d'eau. Ils présentent un intérét
significatif dans divers domaines, notamment en pharmacologie, en chimie analytique et en science
des matériaux, en raison de leurs propriétés et de leur réactivité spécifiques. La présente étude consiste
a évaluer la toxicité aigué (hépatique, rénale, lipidique et hématologique) de la molécule d’hydrazone.
Ainsi, nous avons administré des doses uniques (300mg/kg, 625mg/kg, 1250mg/kg, 2500mg/kg et
5000mg/kg) a des rats wistar femelles. Le dosage des parametres biochimiques et FNS ainsi que les
coupes histologiques ont été réalisés. Aucune mortalité et aucun signe clinique de toxicité ni
changement de comportement et de poids n’a été observé chez tous les rats pendant 1’expérimentation.
Nos résultats montrent que la molécule en question a causée 1’altération de la fonction hépatique par
une inflammation a partir de la dose 1250mg/kg; et la fonction rénale par une nécrose a partir de
625mg/kg. En ce qui concerne les paramétres hématologiques FNS, aucune différence significative n’a
été rapportéil apparait que cette molécule n’a pas un effet hématotoxique.

Mots clés : Dérivé d’hydrazone, néphro-toxique, hépato-toxique, hémato-toxique, toxicité aigué
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Abstract:

Hydrazone derivatives are organic compounds formed by the reaction of a hydrazine with a ketone or
aldehyde, involving the elimination of a water molecule. They are of significant interest in various
fields, including pharmacology, analytical chemistry and materials science, due to their specific
properties and reactivity. In the present study, we evaluated the acute toxicity (hepatic, renal, lipid and
hematological) of the hydrazone molecule. Single doses (300mg/kg, 625mg/kg, 1250mg/Kkg,
2500mg/kg and 5000mg/kg) were administered to female wistar rats. Biochemical and FNS
parameters were measured, and histological sections were taken. No mortality, clinical signs of
toxicity or changes in behavior or weight were observed in any of the rats during the experiment. Our
results show that the molecule in question altered liver function through inflammation at doses of
1250mg/kg and above, and renal function through necrosis at 625mg/kg and above. With regard to
FNS haematological parameters, no significant differences were reported, suggesting that this
molecule does not have a haematotoxic effect.

Key words: Hydrazone derivative, nephrotoxic, hepatoxic, hematoxic, acute toxicity.
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ASAT: AspartateAminotransférase.

CHU: Centre hospitalier universitaire.

CL50: Concentration Iétale 50.

COF: Covalent organic frameworks.

DESs: Deep Eutectic Solvents.

DL50: Dose létale 50.

DMM: Dose minimale mortelle.

EDTA: Acide éthylenediaminetétraacétique.

FNS: NumérationFormule Sanguine.

HOMO/LUMO: Highest occupied molecular orbital/Lowest unoccupied molecular orbital.
IRA: Insuffisance rénale aigué.

LC-MS/MS: Chromatographie liquide coupléee a la spectrométrie de masse en tandem.
MCH: Hémoglobine Corpusculaire Moyenne.

MCHC: concentration moyenne d’hémoglobine corporelle.

OCDE: Organisation de cooperation et de développement économiques.
PFAS: Substances per- et polyfluoroalkylées.

TNF: Tumornecrosis factor.

VGM: Volume globulaire moyen.

Xi



Introduction générale



Introduction générale

La biochimie, souvent appelée chimie biologique, est un domaine vital qui explore les
processus chimiques au sein des organismes vivants, englobant des domaines tels que la
biologie structurale, I'enzymologie et le métabolisme (El-Khateeb, 2020).Dans I'ensemble, la
nature interdisciplinaire de la biochimie facilite des contributions importantes & la médecine, a
la nutrition et a I'agriculture, améliorant ainsi notre compréhension de la santé et des maladies
(ElI-Khateeb, 2020) (Ahsan, 2022).

La biochimie synthétique et les molécules synthétiques représentent une intersection
transformatrice de la biologie et de la chimie, permettant la production de produits chimiques
et pharmaceutiques d'origine biologique par le biais de systemes biologiques modifiés.
L'évolution historique de la chimie organique de synthése influence les pratiques actuelles de
biologie synthétique, soulignant I'importance de concevoir de nouveaux systemes biologiques
pour synthétiser des molécules jusque-la inexistantes (Yeh & Lim, 2007). De plus, la biologie
synthétique utilise des outils avancés pour l'ingénierie métabolique, facilitant la production de
biomolécules complexes et de composés bioactifs a partir de substrats peu onéreux (Jain &
Shalini, 2015). De plus, I'étude de la reconnaissance moléculaire par le biais de systemes
synthétiques permet de mieux comprendre les interactions biochimiques, ce qui est crucial
pour le développement de meédicaments et d'autres applications (Hamilton, 1991).

Les dérivés de I'nydrazone constituent une classe importante de composes connus pour leurs
diverses propriétés pharmacologiques et leurs applications en chimie médicinale. Ils sont
synthétisés par la réaction de I'hydrazine avec des composes contenant du carbonyle, ce qui
donne divers deérivés qui présentent des activités antibactériennes, anticancéreuses et
antioxydantes(Ibraheem et al., 2024) (Shah et al., 2022) (Swiqtek et al., 2019). Par
exemple, de nouveaux dérivés de I'nydrazone ont montré des effets antibactériens prometteurs
contre des agents pathogeénes tels que Staphylococcus aureus et Escherichia coli, certains
composés présentant une cytotoxicité significative contre les cellules cancéreuses (Shah et
al., 2022) (Swiatek et al., 2019). De plus, les dérivés de I'hydrazone sont utilisés en chimie
analytique pour détecter les ions métalliques et les molécules organiques, et ils servent de
précurseurs pour la synthése de matériaux avancés tels que des diodes électroluminescentes et
des nanoparticules (Jabeen, 2022) (Amadi et al., 2023). La polyvalence structurale des
hydrazones, y compris la présence de liaisons azométhines, accroit leur potentiel en tant
qu'agents thérapeutiques, ce qui les rend utiles pour la recherche pharmaceutique en cours
(Ibraheem et al., 2024) (Amadi et al., 2023).
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Bien que les dérivés de I'nydrazone présentent de nombreux avantages, des défis tels que la
toxicité potentielle et la nécessité de poursuivre les études in vivo restent essentiels pour leur
développement en tant qu'agents thérapeutiques.

Avec ce contexte et les études que nous avons menées, nous avons cherché a répondre a cette
problématique : « Peut-on considérer les dérivés des hydrazones comme étant un produit
toxiqueou pas? Si oui, quelle est sa DL50 ? Et quel est I’effet de ces dérivés sur notre sang et
’activité rénale et hépatique ? »

Pour répondre a ces interrogations; nous avons réalisé une étude de toxicité aigué (14 jours)
de la molécule d’hydrazone (Benzil) sur des rats femelles de souche Albinos wistar. Nous
avons évalué des paramétres biochimiques, des paramétres hématologiques (FNS) et des
coupes histologiques.

Ce travail comporte cing chapitres :

7

% Apercu des hydrazones.
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»  Leffet toxique.
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«» Résultats et discussion.

% Conclusion genérale.



SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre 01:

Apercu des hydrazones




Chapitre 01: Apercu des hydrazones

1. Présentation des hydrazones :

Les hydrazones sont des composeés organiques caractérisés par le groupe fonctionnel
R1R2C=NNH2, ou R1 et R2 peuvent étre différents substituant. Ils sont formés par
condensation d'hydrazines avec des composés carbonylés, tels que des aldéhydes ou des
cetones. Les hydrazones se distinguent par leur polyvalence en matiere de synthése organique
et leur présence dans de nombreux composés bioactifs, qui ont suscité un vif intérét en chimie
medicinale (Mali et al., 2024) (Agrawal et al., 2022).

De plus, les hydrazones font partie intégrante de la synthese des structures organiques
covalentes (COF), qui possédent des caractéristiques structurales et des applications uniques
en catalyse et en détection chimique (Zhuang et al., 2024).

De plus, des hydrazones spécifiques dérivées d'aldéhydes naturels ont démontré des effets
cytotoxiques prometteurs contre diverses lignées cellulaires cancéreuses, avec des profils
pharmacocinétiques favorables indiquant leur potentiel en tant qu'agents thérapeutiques
(Aradjo et al., 2021).

Des avancées récentes ont mis en évidence leur utilit¢ dans les transformations
électrosynthétiques, permettant la géneration de molécules organiques complexes dans des

conditions douces (Claraz, 2024).

Figure 1.1 Structure de base des hydrazones (Kieczykowski et al., 1995)

Bien que les hydrazones soient principalement reconnues pour leurs propriétés
pharmacologiques bénéfiques, il est essentiel de prendre en compte leur toxicité potentielle et
leur impact environnemental, en particulier dans les applications agricoles ou elles peuvent

affecter des organismes non cibles (Xinghai et al., 2016).
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2. Préparation et leurs syntheses :
2.1.Méthode de reflux:

Les hydrazones peuvent étre synthétisees en faisant réagir des acides aminés avec des
aldéhydes dans des solvants tels que le méthanol ou I'éthanol, ce qui permet d'obtenir des
composeés aux structures confirmées par des techniques spectroscopiques (Abid et al., 2017).
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~F #
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fﬁAN,&c_.NHN% (d) | m]/L e C'NHNHQ
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[LU, H oo RICHO > 0
{6a-n) (5a-h) (4a-c)

Figure 1.2 Synthese des bases de Schiff (a) PhCOCI,MeOH (b) MeOH sec, H2SO4 conc.,reflux
(c) MeOH, hydrate d'hydrazine80 %o, reflux (d) MeOH, R1ICHO, reflux (Abid et al., 2017).

2.2.Syntheése catalytique:

De nouvelles hydrazones ont été synthétisées a l'aide de catalyseurs biodégradables,

améliorant ainsi l'efficacité et la durabilité environnementale du procédé (Mali &Pandey,
2022).
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Figure 1.3 Exemple de synthése d’hydrazone sans solvant(Hajipour et al., 1999)

2.3.Synthése en plusieurs étapes:

les hydrazones complexes, telles que celles contenant des structures de benzopyrazine, sont

préparées par une série de réactions impliquant de I'hydrazine et divers aldéhydes, ce qui
donne des rendements élevés (Xinghai et al., 2016).
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Figure 1.4 Exemple de synthése d’hydrazone sous micro-ondes (Krishnakumar&Swaminathan,
2011)

Les hydrazones peuvent étre synthétisées par diverses méthodes innovantes, chacune offrant
des avantages distincts en termes d'efficacité et de rendement :

2.4.Solvants eutectiques profonds (DESs) :
Une combinaison d'ultrasons et de DESS améliore significativement les rendements de
réaction et reduit les temps de réaction, atteignant jusqu'a 98 % de rendement pour certaines
hydrazones(Busi¢ et al., 2023).
Les DESs sont biodégradables, non toxiques et recyclables, ce qui en fait des options

écologiques pour la synthese de I'nydrazone.
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Figure 1.5Structures de toutes les hydrazones synthétisées dans différents DES. La partie
permanente de lamolécule est marquée en noir (1, 6, 10 et double liaison pour les autres
composeés). La partie de lamolécule qui change est colorée en prune (1-5), vert (6-9) et bleu (10-
14) (Busi¢ et al., 2023).
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2.5.Carbonylation catalysée par le palladium :
Une nouvelle méthode catalysée au palladium permet la synthése en un seul pot

d'acylhydrazones a partir d'halogénures, d'aldéhydes et d’hydrazines (Liang et al., 2024).

Ph
I [M] '
e ~= N __Ph
Ph— % ppNoy, * PhTTO Q5 Ph N
A1 B1 c1 D1 O

Figure 1.6 Le criblage de chargement du catalyseur Pd(Liang et al., 2024).

2.6.Réactions mécanochimiques et a I'état solide :
La mécanosynthése et les réactions de fusion a I'état solide fournissent des voies alternatives

pour la preparation de I'nydrazone, particulierement efficaces pour des substrats spécifiques

(Pisk et al., 2020).

’ @@@ﬁ
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Figure 1.7Hydrazones la—4a et 1b-4b. La sphere bleue présente un atome Ndans le cas de
I'hydrazide d'acide isonicotinique ou nicotinique, ou un groupe NH2dans le cas de I"hydrazide
d'acide 2- ou 4-aminobenzoique. La sphére rouge présente un groupe OH(Pisk et al., 2020).

3. Stabilité :

La stabilité des hydrazones est influencée par divers facteurs, notamment leur structure
chimique, les conditions environnementales et la présence de substituants :

3.1.Stabilité métabolique :
Les dérivés de I'hydrazone, tels que le N’- [(4-chlorophényl) méthylidene)] -4- [(4-
méthylphényl) sulfonyloxy] benzohydrazide, présentent une stabilité métabolique élevée in

vitro, en particulier en I'absence de cofacteurs (Sellitepe et al., 2024).
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Les évaluations de stabilité effectuées par LC-MS/MS sur des microsomes de rat révélent que
le composé conserve son intégrité au fil du temps, ce qui indique son potentiel en tant que
candidat médicament.

3.2.Stabilité structurelle :
Des études théoriques sur les composés benzimidazole-hydrazide-hydrazone montrent que des
conformeéres spécifiques, en particulier le conformére Esp, présentent une plus grande stabilité
en raison des caractéristiques favorables de I'énergie libre de Gibbs et du moment dipolaire
(Assoma et al., 2024).
De méme, les dérivés du benzylidénehydrazide de l'acide nicotinique sont stabilisés par des
effets électroniques, les isomeres les plus stables présentant des écarts HOMO/LUMO
(KICHOU et al., 2023) plus importants.

3.3.Stabilité hydrolytique :
Les hydrazones cétoniques aromatiques sont generalement stables dans des conditions
hydrolytiques, tandis que les hydrazones aldéhydiques sont plus sensibles a I'nydrolyse, en
particulier dans les environnements acides (lepyuuu et al., 2023).
Cette distinction est cruciale pour les applications impliquant des hydrazones dans divers

procédes chimiques.

4. Utilisations :

Les hydrazones sont des composés polyvalents ayant un large éventail d'applications dans
divers domaines :
4.1.Applications pharmaceutiques :

4.1.A. Synthese de composés bioactifs :Les hydrazones jouent un réle crucial dans la
synthese des dérivés du 1,3,4-oxadiazole, qui jouent un réle important dans la
découverte et le développement de médicaments(Tripathi et al., 2024).

4.1.B. Agents antimicrobiens et anticancéreux : Les hydrazones et leurs complexes
métalliques présentent des activités antimicrobiennes et antiprolifératives
remarquables, ce qui les rend utiles en chimie médicinale(Czyzewska et al.,
2024).

Des dérivés spécifiques de I'hydrazone ont montré des propriétés antivirales
comparables a celles des médicaments établis, ce qui indique leur potentiel dans le

traitement des infections virales (Nurkenov et al., 2024).
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De plus, les hydrazones jouent un r6le déterminant dans la synthése de dérivés
bioactifs de I'azétidin-2-one, qui possédent divers effets thérapeutiques,
notamment des activités anti-inflammatoires et antioxydantes(Popiolek, 2023).
4.2.Applications agricoles :
Les hydrazides et leurs dérivés, y compris les structures d'hydrazone, sont utilisés comme
fongicides, ciblant divers agents pathogénes par le biais de mécanismes tels que l'inhibition de
la succinate déshydrogénase. La relation structure-activité des dérivés de I'hydrazide a été
explorée pour développer de nouveaux fongicides, soulignant leur importance en chimie
agricole (Hua, 2023).
4.3.Science des matériaux :
Cadres organiques covalents (COF) : Les COF liés a I'nydrazone sont reconnus pour leur
flexibilité structurelle et leur stabilité, et trouvent des applications dans les domaines de
I'adsorption, de la détection chimique et de la catalyse(Zhuang et al., 2024).
4.4. Transformations électrosynthetiques :
Synthése organique : Les hydrazones peuvent subir des transformations oxydatives
électrosynthétiques, permettant la construction de diverses molécules organiques dans des
conditions douces (Claraz, 2024).
Bien que les hydrazones soient principalement reconnues pour leur utilité synthétique et leurs
activités biologiques, leur potentiel dans des domaines émergents tels que le stockage de
I'énergie et les applications environnementales est également exploré, ce qui laisse entrevoir

un champ plus large pour les recherches futures.

5.Source naturelle :

5.1.Synthese a partir d'huiles naturelles :
Les hydrazones peuvent étre synthétisées a partir d'huiles naturelles telles que le ricin, le colza
et le soja, par le biais de réactions impliquant de I'nydrate d'hydrazine et du salicylaldéhyde.
Ce procéde produit de la salicylaldéhydehydrazone (SAH), dont il a été démontré qu'elle
réduisait de maniére significative la viscosité et le point d'écoulement du pétrole brut,

améliorant ainsi sa fluidité (Shu et al., 2023).
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Figure 1.8 Présentation d’huile (ricin,colza,soja)(Shu et al., 2023).

5.2.Dérivation a partir d'aldehydes naturels :
Plusieurs hydrazones ont été synthétisées a partir d'aldéhydes naturels, tels que le
cinnamaldéhyde et la vanilline. Ces composes présentent des activités biologiques
remarquables, notamment des propriétés antileishmaniennes et anticancéreuses, avec des
dérivés spécifiques présentant des effets cytotoxiques prometteurs contre les lignées

cellulaires cancéreuses (Souza et al., 2020).
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Figure 1.9 Schéma d'hybridation moléculaire utilisant la conception structurelle de HDZ-3 et
HDZ-5(Souza et al., 2020).

5.3.Synthese respectueuse de I'environnement :
L'utilisation d'extraits naturels, tels que ceux des gousses d'Acacia concinna, sert de catalyseur
a la synthése des aryl-hydrazones. Cette méthode est sans danger pour l'environnement,
fonctionne dans des conditions douces et produit des produits efficacement (Chavan et al.,
2016).
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Figure 1.10 Synthése des aryl-hydrazones(Chavan et al., 2016).
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1. Introduction a la toxicologie :

« Toutes les choses sont poison, et rien n’est sans poison ; seule la dose détermine ce qui n’est
pas un poison » Paracelse (1493-1541)

La toxicologie est la science qui étudie les toxiques, leur nature, leurs propriétés physiques et
chimiques, leurs effets nocifs sur I'organisme, des méthodes pour les rechercher, les identifier
et des moyens pour traiter leurs effets nocifs (Hassiba, 2019).

Elle fait appel a une multitude de connaissances scientifiques et s’intéresse a plusieurs
secteurs de [I’activit¢ humaine, notamment [’agriculture, 1’alimentation, 1’industrie

pharmaceutique, ’environnement, milieu de travail et cosmétique (Notion de la toxicologie).

2. ldée sur la toxicité :

La toxicité d'une substance se réfere a sa capacité a provoquer des effets nefastes sur un
organisme vivant. Cette toxicité dépend de plusieurs facteurs, tels que la dose, la fréquence, la
durée d'exposition et le délai d'apparition des signes cliniques (Bensakhria, 2018).

3. Type:

L’¢tude de la toxicité¢ s'applique a des domaines extrémement diversifiés, En effet, des
médicaments aux armes chimiques en passant par les plantes, les animaux, les produits
industriels, et une multitude d'autres substances. Toute substance destinée a é&tre
commercialisée que ce soit un médicament ou autre produit chimique doit étre soumise a trois
types de toxicité pour bien évaluer sa dangerosité (Nichane&Saber, 2023).
En fonction de la nature de substance, de la durée d’exposition et des effets sur les organismes
vivants, on distingue une toxicité aigué, une toxicité subaigué et une toxicité a long terme
(Ouzani& Touati, 2015).
3.1.Toxicité aigué :
3.1.A. Définition : La toxicité aigué se réfere a la capacité d'une substance de causer
un préjudice biologique grave, voire mortel peu apres une exposition unique.
Cette exposition peut se faire par voie cutanée, orale ou respiratoire. C'est
également, tout effet toxique li¢ a une ou plusieurs prises treés rapprochées d’un
éléement chimique. Les effets toxiques aigues surviennent généralement
immédiatement ou dans peu de temps (quelques jours) apres 1’exposition
(Nichane&Saber, 2023).
L’étude de la toxicité aigu€ permet de déterminer la dose 1étale 50 (DL50) ainsi
que la dose Minimale Mortelle (DMM). La DMM correspond a la dose minimale
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d'une substance capable de tuer un animal par perfusion continue. Cette mesure
est utilisée pour évaluer la toxicité d'une substance et déterminer les doses a
utiliser dans d'autres études, comme la détermination de la DL5O0.

La dose létale 50 correspond a une dose qui provoque la morts de 50% d’un lot
d’animaux de laboratoire, plus la DL50 sera élevée, moins la substance sera
toxique, c’est-a-dire moins la substance est toxique, plus grande est la quantité
supportée par I’organisme (DL50 élevée). A I’inverse, une substance trés toXique

aura une DL50 faible (Boulila&Iratni, 2021).
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Figure 2.1 Détermination de la dose létale 50 (Nichane&Saber, 2023).
Selon la valeur de la DL50, les substances sont classees en différentes catégories :

Tableau 4.1 : Les catégories de la toxicité par voie orale (Amiard, J.-C. (s.d.).

catégorie DLs « dose unique en mg-kg- *
Extrémement toxique =1
Hautement toxique =50
Modérément toxique = 500 |
Légerement toxique = 5000
Légérement toxique <5000
Relativement atoxique =15 000

3.1.B. Evaluation :
«Etudes expérimentales in vivo (systémique)
*Etudes expérimentales in vitro (Les tests de culture de cellules humaines)
*Etudes épidémiologiques (1’évolution des maladies ou les déces)
Etudes in silico (basent sur la relation structure activité) (Benhamou
&Bouadjaib, 2020).
16
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3.2.Toxicité subaigué :
La toxicité subaigué résulte de [l'absorption répétée d'un agent chimique étranger
(xénobiotique), sur une période ne dépassant pas 90 jours, chez l'animal, a des doses
relativement élevées mais insuffisantes pour provoquer des effets toxiques lors des
administrations uniques (Dermeche, 2023).

3.3.Toxicité subchronique :
La toxicité subchronique est I’exposition des animaux a la substance sous test pendant une
période prolongée, généralement 28 ou 90 jours. L'exposition est fréquente et généralement
du quotidien. Ces tests fournissent des informations sur les organes cibles touchés par le
composé et les principaux effets toxiques (Boulila&Iratni, 2021).

3.4.Toxicité chronique :
Une intoxication est dite chronique que lorsque ses manifestations apparaissent apres une
exposition soutenue ou repétée a long terme, sont faites sur des durées supérieures a 3 mois a
I’agent responsable. Elle peut également résulter de ’accumulation progressive du toxique
dans I’organisme jusqu’a ce que sa concentration atteigne une valeur seuil critique au niveau
de I’organe cible (Boulila&Ilratni, 2021).

Les effets soit aigus ou chroniques peuvent étre réversibles ou irréversibles, plus ou moins
séveres. Il faut également distinguer la nature de I’exposition qui est déterminée par la durée
de celle-ci, de la nature et de la gravité de I’effet. Ainsi, une exposition aigué peut entrainer

des effets chroniques (Noisel et al., 2023).

4. Dose-effet /dose-réponse :

En toxicologie, I’établissement des relations dose-effet et dose-réponse est essentiel pour
évaluer le risque lié a une substance.

Il s’agit d’une classification arbitraire des niveaux d’exposition (Extrémement toxique, Tres
toxique , Toxique , Nocif Peu toxique ) a I’origine d’effets toxiques qui permet de
répertorier les produits exercant un Effet Immédiat. La classification de la toxicité permet de
classer les produits chimiques dans des catégories générales selon leur effet nocif.

Elle sert également a émettre des avertissements administratifs et a informer (Benhamou
&Bouadjaib, 2020).

La classification de la toxicité repose sur un arbitraire des doses en fonction de leur
dangerosité immédiate, généralement basée sur des seuils de dose (DL50/CL50) ou des

niveaux d’exposition entrainant des effets nocifs.
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4.1.Relation dose-effet :
Il s'agit de la relation entre la quantité administrée et I'effet observé au niveau individuel.
L'augmentation de la dose pourrait intensifier ou aggraver un effet. On peut établir une
courbe dose-effet pour I'ensemble de l'organisme, la cellule ou la molécule cible. Certains
effets toxiques, tels que la mort ou l'apparition d'un cancer, n‘ont pas une nature progressive ;
ils sont de type « tout ou rien ».

4.2.Relation dose-réponse :
Elle désigne la relation entre la dose et le pourcentage d'individus manifestant un effet
particulier. A mesure que la dose s'accroit, un nombre accru d'individus est touché au sein de

la population exposee.

5.Se métamorphoser en un poison dans I’organisme :

5.1.Toxico-cinétique :
La toxico-cinétique de tout xénobiotique recouvre plusieurs phases distinctes : lI'absorption, la
distribution, le métabolisme, et l'excrétion. Les principaux organes cibles dans la
toxicocinétique sont ’intestin gréle (pour l'absorption, meétabolisme et sécretion), le foie
(métabolisme et excrétion biliaire) et les reins (métabolisme et excrétion).

5.1.A. Absorption : Le terme absorption définit le passage du médicament du site
d’administration jusqu’a la circulation générale. Par exemple, la phase
d’absorption d’un Xéno-biotique administré par voie orale correspond au passage
a travers la barriere intestinale et au transit hépatique par la veine porte avant
diffusion dans la circulation générale (Rechak&Hamdi, 2011).

5.1.B. Distribution : La distribution est le déplacement d'un toxique dans
I’organisme et sa répartition dans les différents tissus, dispersion parmi les
différents tissus, y compris les organes cibles. L'affinité d'un Xénobiotique pour
divers tissus est déterminée par ses propriétés physico-chimiques, mais d'autres
facteurs (liaison protéique, flux sanguin tissulaire...) peuvent également affecter
cette distribution (Rechak&Hamdi, 2011).

5.1.C. Métabolisation : Le métabolisme peut étre divisé en trois phases : la phase I,
qui implique des oxydations, des réductions ou une hydrolyse, et la phase Il, qui
impligue une conjugaison. La majeure partie de la phase | est appelée cytochrome
P450 (CYP 450), une hémoprotéine trouvée dans les hépatocytes. Ces enzymes

sont responsables du métabolisme de nombreux xénobiotiques, y compris les
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médicaments et les substances endogenes, et jouent un role crucial dans la
protection du corps contre les menaces exterieures. Les enzymes de phase I,
telles que les uridinediphosphateglucuronosyltransférases (UGT), les
nacyltransférases (NAT), les glutathion S-transférases (GST) et les
sulfotransférases (SULT), sont généralementcytosoliques et exprimées dans le
foie et d'autres tissus périphériquestroisieme phase est transport et excrétion des
metabolites (Rechak&Hamdi, 2011).

5.1.D. Elimination : L’élimination ou excrétion de Xéno-biotique est principalement
assurée par le foie et les reins. Outre ses capacités métaboliques, le foie participe
a l’excrétion des xéno-biotiques hors de l’organisme par le biais du systéme
biliaire. Aprés excrétion dans la bile, le Xéno-biotique se retrouve dans la lumiere
intestinale ou il peut étre réabsorbé. Au niveau rénal, la réabsorption tubulaire
intervient tout au long du néphron. Il s’agit le plus souvent d’un processus passif
qui est influencé par le degré d’ionisation du Xéno-biotique (Rechak&Hamdi,
2011).

5.2.Toxico-dynamique :

L’analyse toxico-dynamique se rapporte aux phénoménes a I’origine de la production des

effets néfastes exercés par les xéno-biotiques sur I’organisme.

Tous les effets toxiques proviennent de I’interaction entre une substance étrangere (xéno-
biotique soit produit d’origine ou métabolite) et un composant de 1’organisme (membrane
biologique, ADN....). L’analyse toxico-dynamique s’intéresse spécifiquement a décrire et a
comprendre la relation qui existe entre la dose d’un xéno-biotique et la réponse toxique. Elle
vise également a expliquer les mécanismes d’action impliqués dans la production des effets
toxiques observés sur différentes cibles biologiques. Nombreux facteurs (meétabolisme, Age,
sexe et habitude de vie, Bagage génétique....) peuvent influencer la toxicité des xéno-
biotiques aux quels ’humain est exposé. Il est important de prendre en compte a chaque fois
que cette modification de la toxicité est imputable a une modification de toxico-cinétique des

composeés a une altération de la réponse toxico-dynamique (Houria,2016).

6. Organes cibles :

L’organe cible est I'organe le plus sensible atteint lors d’une exposition. Un méme agent

chimique pénétrant dans I’organisme peut atteindre des organes cibles différents selon la voie,
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la dose, le sexe et 1’espéce. Une interaction entre agents chimiques et d’autres facteurs, peut
également influencer différents organes cibles (Silbergeld, E. K).

La toxicité peut s’exprimer a divers niveaux biologiques. La Iésion peut étre évaluée a
I’échelle de ’homme ou de I’animal, de I’organe, de la cellule ou de la molécule. Par systéme,
il faut entendre les systemes ou appareils immunitaire, respiratoire, cardio-vasculaire, rénal,
endocrinien, digestif, musculo-squelettique, sanguin, reproducteur et nerveux central. Les
principaux organes sont le foie, les reins, les poumons, le cerveau, la peau, les yeux, le cceur,
les testicules et les ovaires. Au niveau cellulaire ou biochimique, les effets nocifs peuvent
perturber le métabolisme protéique normal ou les récepteurs endocriniens, inhiber le
métabolisme ¢énergétique ou encore entraver ou favoriser l’induction enzymatique des

substances etrangéres (Silbergeld, E. K).
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1. Matériaux :

1.1.Matériel chimique :
Au cours de notre étude expérimentale,nous avons utilisé une molécule de synthése des
dérivés des hydrazones (Benzil) ; qui été récupérée a partir de laboratoire de catalyse et
synthése en chimie organique « Faculté de médecine ; université de Tlemcen »

Figure 3.1 La molécule de dérivé d'hydrazone (benzil) (photo originale)

1.2.Matériel animal :
Le modeéle animal sélectionné pour cette étude in vivo est le rat blanc AlbinoWistar ;a été
menée sur 18 femelles ayant un poids vif entre 160g et 185g9.L’¢levage des animaux ainsi que
les différents tests ont été realisés au sein de I’animalerie du laboratoire de recherche de
physiologie, physiopathologie et biochimie de lanutrition de Tlemcen, aune température de
25°C * 2° et une photopériode naturelle dans des cages en plastique tapissés d’une litiére
constituée de copeaux de boisrenouvelable 2 foispar semaine pour assurer le bon état

hygiénique ;Elles ont accés libre a I’eau et a I’aliment.
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Figure 3.2 Les rats wistar de laboratoire (photo originale)

Les rats sont divisés en lots (5lotstraités + un lot témoin), la molécule de dérivé d’hydrazone
(benzil) a été gavée (dose unique); Cela pendant 14jours. Durant ce temps, une
observationréguliere est imposée (comportement alimentaires, le pelage..) ainsi que la pesée
(1/2jours).

Lot 1 : troistémoinsregu uniquement I’aliment et 1’eau.

Lot 2 : trois rats ontune dose de 300 mg/kg (6%)

Lot 3 : trois rats ont une dose de 625 mg/kg (12.5%)

Lot 4 : trois rats ont une dose de 1250 mg/kg (25%)

Lot 5 : trois rats ontune dose de 2500 mg/kg (50%)

Lot 6 : trois rats ont une dose de 5000 mg/kg (100%)

1.3.Appareils et instruments :
Voici quelques appareils et instruments que nous avons utilisés :

Balances de précision, Centrifugeuse, vortex, Matériel pour administration des substances

(seringues, gavages oraux).....et Sans oublier Equipement de protection individuelle (EP1)

2. Méthodes :

2.1.Préparation des solutions pour le gavage gastrique :
Donc, il faut mettre la molécule pesée dans un eppendorfs, puis ajouter de solvant “Tween80

a 5%”; et on vortex jusqu'a la solubiliser.

2.2.Dissection de I’animal :
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A la fin de I’expérience, les rates sont anesthésiées par inhalation de chloroforme dans une
cloche en verre et apres leurs sacrifices un préléevement sanguin est effectué a partir de la

veine orbitale a I’aide des tubes EDTA et héparinés ; et extraction du foie, des riens et de

Figure 3.1 Rat sacrifiée (photo originale)  Figure 3.2 Prélevements et organes (photo originale)

2.3.Dosages :
2.3.A. Paramétres biochimiques :
» L alanine aminotransférase (ALAT) :
Appelée aussi le pyruvate de glutamate transaminase (GPT) catalyse le transfert réversible
d'un groupe aminé a partir de l'alanine au a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate.
Le pyruvate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H +
(Murray, 1984).

Alamine + a-Cétoglutarate — ALY . Glutamate + Pyruvate
, MDH .
Pyruvate + NADH. H ————*  Lactate + NAD

» L aspartateaminotransférase (ASAT) :
Appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible
d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au o-cetoglutarate formant le glutamate et
l'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le
NADH,H+ (Murray, 1984).

Aspartate + a-Cétoglutarate —————— &= ST Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + MNADH_H™ MDD, Malate + MNAD'

» Cholestérol :
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Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :
Cholestérol estérase
Cholestérol estérifié + H20 » Cholestérol + Acides gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + 02 » 4-Cholesténone + H202

Peroxydase

H202 + Acide hydroxybenzoique + 4-aminoantipyring ————3 Quinone imine +4H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans

I’échantillon (Naito ,1984).

» Triglycéride :
Les Triglycérides sont déterminés apres une hydrolyse enzymatique par les lipases.
L’indicateur est un quinoneimine formé a partir de I’hydrogene — peroxyde, le 4-
aminophenazone et le 4-chlorophenol sous I’influence catalytique de la peroxydase (Fossati

,1982) ; selon les quatre réactions suivantes :

Lipases
Triglycérides + H2 * glycérol + acides gras.
GK
Glycérol + ATP p glycérol-3-phosphate + ADP
GPO
glycérol-3-phosphate +02 ——  » Dihydroxyacetone + P + H202

FDO

2H202 + 4-aminophenazone + 4-chlorophenol ————— quinoneimine + Hel + H20.

» Créatinine :
Réaction colorimétrique (réaction de jaffé, sans étape de prétraitement du spécimen) de la
créatinine avec ’acide picrique en milieu alcalin dont la cinétique de développement est
mesurée a 490 nm (490-510). Cette méthode a été optimisée (spécificité, rapidité, et

adaptabilité) par le développement d’une méthode cinétique 2 points.
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> Urée :
L’échantillon de 1’urée est hydrolysé de maniére enzymatique dans ’lammoniac (NH+4) et le
dioxyde de carbone (CO2).Les ions ammoniacs réagissent avec le salicylate et ’hypochlorite
en présence du catalyseur nitroprussiate pour former un indophénol vert.

> Glycémie :
Le glucose présent dans I’échantillon forme un composé coloré suivant les réactions ci-

dessous :

Lrdmsntt

REputlgue Alkdricrne

Loadra

Pémocratique

o el B 8
istére de 1, Sante

Figure 3.3 : Les kits utilisé (photo originale)

2.3.B. Parametres hématologique :
Lors de I'étude, les paramétres hématologiques ont été mesurés pour évaluer l'effet toxique
potentiel de la molécule(Benzil) sur le systéme circulatoire des rats. La mesure de la formule
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de numération sanguine (FNS) a été réalisee a l'aide d'un automate d'hématologie situé au
Service d'hématologie du CHU de Tlemcen.
Ont étée mesurés : globules blancs, globules rouges, hémoglobine, hématocrite, plaquettes,
lymphocytes, basophiles, monocytes et éosinophiles. Ces mesures permettent d'évaluer
d'éventuelles altérations de la composition sanguine et de laformule sanguine des rats traités.
2.3.C. Les coupes histologiques :

Le tissu hépatique, rénal et adipeux est minutieusement prélevé et conservé dans une solution
de formol mélangé a de I'eau physiologique. Une portion aliquote des tissus est rapidement
placée dans du formol pendant une durée de 12 heures, ce qui permet la fixation des structures
et composants cellulaires.
L'intégration des tissus dans la paraffine facilite I'obtention de sections hachées et uniformes.
Etant donné que la paraffine est hydrophobe, une déshydratation préalable du prélévement
d'organe doit étre effectuée a l'aide d'un automate (via une immersion dans des bains d'alcool
a gradation croissante) avant de proceder a son coulage dans un moule rempli de paraffine
liquéfiée par chauffage, ce qui permet l'infiltration des tissus. Apres avoir été plongées dans
la paraffine, les coupes délicates sont réalisées a l'aide d'un microtome. Ces morceaux sont
ensuite soumis a une série de procédures visant a colorer leurs élements de maniere plus ou
moins spécifique.
L'étape de deparaffinage et de réhydratation est nécessaire pour la coloration des sections de
divers organes. Cette procédure consiste en une série de bains, d'abord dans un solvant pour
enlever la paraffine (Xyléne), puis dans des alcools de concentration décroissante.
Aprés avoir été réhydratée, la coupe est teinte avec de I'hématoxyline-éosine. La préparation
est donc préte pour une observation au microscope.

2.4.Analyse statistique :
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type pour chaque parameétre
biochimique et hématologique ; comparant le groupe témoins aux différentes doses de la
molécule d’hydrazone par analyse ANOVA a I’aide du test Tukey.
e Une valeur de P>0,05 est considérée comme une différence non significative.
e Une valeur de *0.01<P< 0,05 est considérée comme une différence significative.
e Une valeur de **0.001<P<0,01 est considérée une différence moyennement significative.
e Une valeur de ***P<0,001 est considérée comme une différence hautement significative.

Tous les calculs ont été effectués a l'aide du logiciel SPSS (version 23).
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Résultats et discussion

1. Résultats :

1.1.Evaluation de la toxicité aigué :
Les signes cliniques et de mortalité apparus chez les rates de chaque lot ont été suivis
continuellement pendant une heure aprés I’administration d’une dose de la molécule (benzil).
Cette observation a été étendue le long de la durée d’étude de la toxicité aigué (14 jours).
Le tableau ci-dessous présente les résultats de mortalité observée chez les rats traités d’une

dose unique de la molécule.

Tableau 4.1Mortalité aprés une dose unique de la molécule

Dose (mg/kg) Mortalité Latence de mortalité
0 0/3 0
300 0/3 0
625 0/3 0
1250 0/3 0
2500 0/3 0
5000 0/3 0

D’apreés le résultat obtenu, nous constatons que les doses administrées aux rats ont été bien

tolérées, d’ailleurs aucun cas de déces li¢ a la substance d’essai n’a été signalé.

Tableau 4.2Evaluation des comportements et symptomes des rates lors de I’étude de la toxicité

aigue
Signes cliniques Lot témoin Lots exposés
Chaque jour Chaque jour
Peau et fourrure Normal Normal
Yeux Normal Normal
Mugueuse Normal Normal
Comportements anormaux / /
Salivation / /
Léthargie / /
Somnolence / /
Diarrhée / /
Coma / /
Tremblements / /
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1.2.Evolution pondéral :
L’un des paramétres auquel nous nous sommes intéressés durant notre travail, est 1’évolution
pondérale des rates étudiées. Ce parameétre est en relation directe avec la toxicité.
La figure ci-dessous montre I'évolution du poids corporel des rates pendant la période

expérimentale.

210
205 —
200 ]
195 // l___ e==Témoin
190 —— 7 300mg/kg
185 - // = 625mg/kg
175 e 2500mg/kg
170 V 5000mg/kg
165 /
160

J1 J3 J5 J7 J9 J11 J13 J15

Figure 4.1 Evolution du poids des rates par moyenne en gram durant la période d’étude

On remarque toutes les courbes indiquant une prise de poids progressif dans toutes les
groupes, en observe a partir de un jour certains groupes notamment 1250mg/kg montre une
Iégere basse initiale de poids suivi d'une récupération et une augmentation continue, le group
300 mg/kg semble affiche l'augmentation de poids la plus forte a partir des 7 a 15 jours et
puis, les groupes 625mg/kg et 1250mg/kg présentent une évolution intermédiaire avec une
augmentation réguliére mais moins marqué que 300 mg/kg ,et pour les groupes 2500 mg/kg et
5000mg/kg suivent une augmentation de poids a partir comparable mais légerement inférieur

a celle du témoin.

1.3.Etudes des parametres hématologiques:
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Hématocrite (%)
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témoin 300 mg/kg 625 mg/kg 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg

Figure 4.2 Evaluation de taux des hématocrites des différents lots traités et témoins dans les
conditions de toxicité aigue

D’aprés les résultats d’hématocrite aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté une
diminution non significative chez les rates traités par apport au lot témoins.

Hémoglobine (g/dl)

16

14

12 *
*k
| I E

témoin 300 mg/kg 625 mg/kg 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg

o N B O

Figure 4.3 Evaluation de taux des hémoglobines des différents lots traités et témoins dans les
conditions de toxicité aigue

D’apres les résultats de I'hémoglobine aprés 14 jours de la dose unique, on enregistre une
diminution moyennement significative chez les rates traitées a partir de la dose 2500 mg/kg

par rapport au lot témoins.
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Plaquettes(10e3/ul)
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Figure 4.4 Evaluation de taux des plaquettes des différents lots traités et témoins dans les
conditions de toxicité aigue

D’aprés les résultats des plaquettes aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté une
diminution non significative dans les lots traités par apport lot témoins.

VGM

50
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 - B VGM
15 -
10 -
5 _
0 - . . . . .

témoin 300 mg/kg 625 mg/kg 1250 2500 5000

mg/kg mg/kg mg/kg

Figure 4.5Evaluation de taux des VGM des différents lots traités et témoins dans les conditions
de toxicité aigue

D’apres les résultats de VGM aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

diminution non significative chez les rats traités par rapport au lot témoins.
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MCH (pg)
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Figure 4.6 Evaluation de taux des MCH des différents lots traités et témoins dans les conditions
de toxicité aiglie

D’apres les résultats des MCH apres 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

diminution non significative chez les rates traités par apport au lot témoins.

MCHC (g/dl)
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témoin 300 mg/kg 625 mg/kg 1250 mg/kg 2500 mg/kg 5000 mg/kg

Figure 4.7 Evaluation de taux des MCHC des différents lots traités et témoins dans les
conditions de toxicité aigue

D’apres les résultats des MCHC aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

diminution non significative chez les rates traités par apport au lot témoins.
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Globules blancs(10e3/pul)
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Figure 4.8 Evaluation de taux des globules blancs des différents lots traités et témoins dans les
conditions de toxicité aigue

D’aprés les résultats des globules blancs aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté
une augmentation moyennement significative chez les rates traités a la dose de 5000mg/kg par

apport au lot témoins.

Neutrophiles(%)
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Figure 4.9 Evaluation de taux des neutrophiles des différents lots traités et témoins dans les
conditions de toxicité aigue

D’apres les résultats des neutrophiles apres 14 jours de la dose unique, nous avons noté une
augmentation non significative dans les lots traité par 300mg/kg et 625mg/kg et 1250mg/kg et
5000mg/kg et pour lot traité par la dose 2500 mg/kg on enregistre une diminution non

significative par apport lot témoins.
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Figure 4.10 Evaluation de taux des lymphocytes des différents lots traités et témoins dans les

conditions de toxicité aigle

D’apreés les résultats de lymphocytes apres 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

similarité avec le groupe témoins et pour les lots traités.
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300mg/kg 625mg/kg 1250mg/kg 2500mg/kg 5000mg/kg

Figure 4.11 Evaluation de taux des monocytes des différents lots traités et témoins dans les

conditions de toxicité aigue

D’apres les résultats des monocytes aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

similarité avec le groupe témoins et pour les lots traités.
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Figure 4.12 Evaluation de taux des basophiles des différents lots traités et témoins dans les

conditions de toxicité aigue

D’aprés les résultats de basophiles aprés 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

similarité avec le groupe témoins et pour les lots traités.
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Figure 4.13 Evaluation de taux des éosinophiles des différents lots traités et témoins dans les

conditions de toxicité aigue

D’apres les résultats des éosinophiles apres 14 jours de la dose unique, nous avons noté une

augmentation moyennement significative chez les rates traités par apport au lot témoins.
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1.4.Etudes des parameétres biochimiques :

0.8
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300mg/kg 625mg/kg 1250mg/kg 2500mg/kg 5000mg/kg

Figure 4.14 Dosage d’Urée plasmatique des différents lots traités et témoin

D’aprés les résultats de la variation de 1’urée aprés 14 jours de la dose unique, nous avons

noté une augmentation non significative dans le lot traité par la dose 300mg/kg et on

enregistre une augmentation significative et hautement dans 625mg/kg et 1250mg/kg et

2500mg/kg et 5000mg/kg par apport au lot témoins.

Créatinine(g/dl)
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Témoin

300mg/kg  625mg/kg 1250mg/kg 2500mg/kg 5000mg/kg

Figure 4.15 Dosage de La créatinine plasmatique des différents lots traités et témoin

D’aprés les résultats de la variation de créatinine apres 14 jours de la dose unique, nous avons

noté une augmentation significative, moyennement et hautement dans les lots traités par des
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doses 625mg/kg et 1250mg/kg et 300mg/kg et 2500mg/kg et 5000mg/kg par apport au lot

témoins.

Glycémie(g/dl)
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Figure 4.16Dosage de La glycémie plasmatique des différents lots traités et témoin

D’aprés les résultats de la variation de glycémie apres 14 jours de la dose unique ; montre des

augmentations moyennement et hautement significative pour les lots traités respectivement

par apport lot témoins.
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Figure 4.17Les résultats en moyenne du dosage sur déférents lots traités et témoins de lafonction

hépatique ASAT a des doses variables

Les résultats du dosage de I'ASAT révelent des différences significatives et hautement a partir
de la dose 1250mg/kg.
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Figure 4.18 Les résultats en moyenne du dosage sur déférents lots traités et témoins de la
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fonction hépatique ALAT a des doses variables

Les résultats du dosage de I’ALAT révelent des différences hautement significatives a partir
de la dose 1250mg/kg.

Figure 4.19Dosage de L’acide urique plasmatique des différents lots traités et t¢émoin
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D’apres les résultats de la variation d’acide urique aprés 14 jours de la dose unique ; montre

une augmentation hautement significative a partir de la dose 625mg/kg par apport au lot

témoins.
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Figure 4.20 Dosage cholestérol des différents Io_ts :craites et témoins dans les conditions de toxicité
aigle

D’aprés les résultats de la variation de cholestérol aprés 14 jours de la dose unique, nous

avons noté une diminution non significative dans le lot traité par la dose 1250mg/kg et on

enregistre une diminution moyennement et hautement significative dans les lots traités par des

doses 625mg/kg et 2500mg/kg et 300mg/kg et 5000mg/kg par apport au lot témoins.
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Figure 4.21 Dosage TG des différents lots traites et témoins dans les conditions de toxicité aigle

D’aprés les résultats de la variation de triglycérides apres 14 jours de la dose unique ; montre

une augmentation hautement significative pour les lots traités par apport lot témoins.
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1.5.Etude histologique :
L’analyse histologique du foie, des riens et de tissus adipeux du lot de rats témoins montre
une architecture normale. L’étude des coupes histologiques de tissus adipeux dans tous les
lots traités révele un aspect subnormal ; du parenchyme hépatique du lot de 300mg/kg et
625mg/kg réveéle aussi aspect subnormal, et de 1250mg/kg,2500mg/kg et 5000mg/kg siege
d’une légere inflammation focale faite essentiellement de lymphocytes avec de rares
polynucléaires ;mais du parenchyme rénal de 300mg/kg révele une légere congestion
vasculaire, et aux de doses de 625mg/kg, 1250mg/kg, 2500mg/kg et 5000mg/kg on observe
au niveau du cortex une zone confluente de nécrose des tubes avec la disparition du noyau et

effacement de la bordure en brosse ; cette nécrose s’étend aux vaisseaux avoisinant.

2ol

Témoin 300mg/kg 625mg/kg

S

1250mg/kg 2500mg/kg 5000mg/kg

Figure 4.22Coupes histologiques des tissus adipeux chez les lots étudiés
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Témoin 300mg/kg 625mg/kg

1250mg/kg 2500mg/kg 5000mg/kg

Figure 4.23 Coupes histologiques du foie chez les lots étudiés

e

e

Témoin 300mg/kg 625mg/kg

1250mg/kg 2500mg/kg 5000mg/kg

Figure 4.24 Coupes histologiques des reins chez les lots étudiés
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2.Discussion :

Les molécules synthétiques et les dérivés des hydrazones ont suscité une attention particuliére
en chimie médicinale en raison de leurs diverses activités biologiques, notamment leurs
propriétés analgésiques, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticancéreuses. Les
hydrazones, caractérisées par leur groupe azométhine réactif, constituent des intermédiaires
essentiels dans la synthese de divers composés bioactifs et hétérocycles, augmentant ainsi leur
potentiel pharmaceutique (Asif&Husain, 2013) (Amadi et al., 2023).

Cependant aucune étude n’a fait 1’objet du profile toxicologique des dérivés des hydrazones.
Pour cela, notre étude entre dans le cadre de la recherche des activités toxicologiques in vivo.
Nous sommes intéressés a I’évaluation de la toxicité aigué et I’impact sur le métabolisme
lipidique, la détermination de la DL50 des dérives des hydrazones, la néphrotoxicite,
I’hépatotoxicité et 1’hématotoxicité de ces derniers chez les rats Albinos Wistar. Une
évaluation de plusieurs parametres biochimiques, hématologiques(FNS), histologiques et
pondeéraux.

La toxicité aigué fait référence aux effets indésirables qui surviennent peu de temps aprées une
exposition unique ou bréve a une substance, souvent évalués au moyen d'essais sur des
animaux pour determiner la Iétalité et les temps d'exposition, les valeurs DL50/CL50 étant des
indicateurs clés(**The diverse ways to determineexperimental dose in animals **, 2022).

En effet, dans notre travail, nous avons remarqué que les animaux qui recoivent des doses de
6%,12.5%,25% ,50%et 100% de la molécule d’hydrazone n’entrainent aucun effet toxique
,aucune létalité et aucun changement dans le comportement général ou d’autres activités
physiologiques, ce qui signifie que la DL50 de cette molécule est supérieure a 5000mg/kg qui
présente la dose d’essai.

Selon le systéme de classification globalement harmonisé de ’OCDE de 2008, notre déchet
peut étre classé dans la catégorie 5 et considéré comme une substance non toxique par voie
orale.

Dans les études impliquant une toxicité aigué, les variations du poids corporel peuvent
indiquer l'état de santé des sujets testés. Par exemple, les rats traités avec de I'extrait de fruit
du dragon n‘ont présenté aucune perte de poids significative, ce qui suggere l'absence d'effets
indésirables sur le poids corporel (Rizkifani et al., 2024). De méme, la protéine de krill
antarctique n'a pas affecté le poids corporel des souris, ce qui renforce son innocuité (Liu et
al., 2022) ; sinon la méme chose pour non résultats indiquant une prise de poids progressif

dans les limites de la normale dans toutes les groupes.
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Sur le plan biochimique, la toxicité aigilie est associée a une altération significative de
quelques parametres biochimiques. Les résultats du dosage de I'ASAT et ALAT révelent des
différences significatives et hautement a partir de la dose 1250mg/kg. Les taux d'’ALAT et
d'ASAT augmentent significativement en cas de Iésions hépatiques aigués induites par des
agents hépatotoxiques. Par exemple, de fortes doses de paracétamol ont entrainé des
élévations marquées des taux d'ALAT et d'’ASAT dans un modele murin d'hépatotoxicité

(Uchida et al., 2017);donc nos résultats se rapprochent.

Une atteinte hépatique aigué altere la synthése et I'élimination du cholestérol et des
triglycérides, entrainant une altération des taux plasmatiques. Une baisse du cholestérol total
et une augmentation des triglycérides sont observées pendant la phase active de I'hépatite,
puis se normalisent pendant la convalescence (Luo et al., 2010).Dans cette étude, on a montré
une diminution du taux plasmatique de cholestérol, ces résultats sont moyennement et
hautement significative dans les lots traités par des doses 625mg/kg et 2500mg/kg et
300mg/kg et 5000mg/kg et non significative dans le lot traité par la dose 1250mg/kg. Il est
important de noter que l'absence de différence statistiquement significative ne signifie pas
nécessairement l'absence d'effet biologique ou toxicologique. Dans la figure de dosage
triglycérides nous avons observé une augmentation hautement significative pour les lots
traités. Cette observation est en accord avec des études sur des modéles animaux et cellulaires
montrent que des substances comme les PFAS augmentent les triglycérides tout en réprimant
la synthese du cholestérol (Louisse et al., 2020).

L'urée et la créatinine sont des biomarqueurs essentiels pour évaluer la fonction rénale, en
particulier dans le contexte de la toxicité aigué et de l'insuffisance rénale aigué (IRA). Des
taux élevés de ces substances indiquent une insuffisance rénale, l'urée servant souvent de
marqueur de la déshydratation et la créatinine comme critére diagnostique de I’AKI (Haines
et al., 2019) (Sirota et al., 2011).

Dans notre travail, ces taux dans 1’urée et la créatininemontre une augmentation hautement
significative a partir de la dose 625mg/kg par apport au lot témoins;Par exemple, dans une
étude portant sur une insuffisance rénale aigué (IRA) induite par le cisplatine chez le rat, les
taux sériques de créatinine et d'azote uréique dans le sang étaient nettement élevés les jours 3
et 5 apreés le traitement, ce qui indique une insuffisance rénale (Won et al., 2016).

Une augmentation de 1’acide urique sérique est directement liée a une incidence plus élevée
d’IRA, que ce soit dans des modeles expérimentaux ou chez des patients en situation de Stress

aigu (ex. chirurgie cardiaque)(Ejaz et al., 2019).Notre étude montre une augmentation non
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significative pour le lot traité par la dose 300 mg/kg et enregistre une augmentation hautement
significative dans les lots traités par des doses 625mg/kg et 1250mg/kg et 2500mg/kg et
5000mg/kg par apport au lot témoins.

Des médiateurs comme le TNF-a augmentent 1’utilisation du glucose dans certains tissus, ce
qui peut modifier la distribution et la concentration sanguine du glucose lors de la toxicité
aigué(Mészaros et al., 1987).Notre résultats montre des augmentations moyennement et
hautement significative de la glycémie.Certaines substances toxiques, comme des dérivés
cyclohexénone, peuvent entrainer une augmentation significative de la glycémie lors d’études
de toxicité aigué et subaigué(Kamil et al., 2021).

Cette €tude a révélédes perturbations de certains parametres hématologiques, notamment dans
l'analyse de la formule numération sanguine (FNS) et nous avons observé des variations

significatives dans plusieurs parametres.

la toxicit¢ aigu€ de I’hydrazone montre  une perturbation de quelques paramétres
hématologiques ; notamment  une diminution significative au niveau du lot 4 et 5
(concentration respective de 2500mg/kg et 5000 mg/kg) la concentration de I’hémoglobine,
alors que les valeurs de CMH , CCMH, hématocrite et VGM demeurent comparables aux
valeurs du lot témoin .Cela est donc en faveur d’une légeére anémie normo chrome , normo
cytaire et régénérative induite soit par une hémolyse résultant de I’action de 1’extrait
administré surtout a fortes doses.

Pour comparer nos résultats par rapport a la littérature, Nous n’avons pas trouvé de travaux
portant sur ’hématotoxicité de I’hydrazone. Cependant nos résultats sont proches de ceux
dedocumentés dans les fiches toxicologiques de I'INRS et de PINERIS qui ont montré une
perturbation des parameétres hématologiques avec une diminution des globules rouges et de
I’hémoglobine, sans modification significative des indices érythrocytaires tels que le CMH,
CCMH, I’hématocrite et le VGM. Ces études suggerent que I’hydrazine induit une anémie
normochrome, normocytaire et régénérative, probablement liée a une hémolyse provoquée par
I’exposition a fortes doses de la substance (INRS, 2022)

Les globules blancs jouent un role essentiel dans la défense de I'organisme. Nos résultats ont
montré une augmentation moyennement significative du taux de leucocytes dans le groupe
traité avec la dose de 5000mg/kg. Une étude de (Al-Attrache, 2016) a rapporté une
augmentation significative de l’activité de certains biomarqueurs en lien avec la toxicité
hépatique aigué, accompagnée d’une augmentation du nombre de globules blancs, notamment

dans le contexte de toxicités médicamenteuses.
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On enregistre également une augmentation moyennement significative des éosinophiles dans
tous les lots traités; dans les modeles murins de lésions hépatiques, les éosinophiles
s'accumulent apres une exposition a l'acétaminophéne, au tétrachlorure de carbone ou a la
concanavaline A ; ce recrutement dépend de I'interleukine-33, de l'interleukine-4 et du CCL24
dérivé des macrophages (Xu et al., 2022).

Le parenchyme hépatiquedans le cadre de [I’étude histologique aux doses
1250mg/kg,2500mg/kg et 5000mg/kg est le sicge d’une légére inflammation focale faite
essentiellement de lymphocytes avec de rares polynucléaires ;D'autres études, telles que celles
de (Zohra et. al., 2010), ont évalué la toxicité aigué de composés spécifiques chez le rat,
soulignant que I'administration de certains agents peut entrainer une inflammation hépatique
marquée, avec des modifications histopathologiques et biochimiques. Ces modifications sont
souvent accompagnées d'une augmentation des marqueurs inflammatoires, témoignant d'une
réponse inflammatoire aigué.

Par ailleurs, le parenchyme rénal a la dose de 300mg/kg révele une légére congestion
vasculaire, et aux doses de 625mg/kg, 1250mg/kg, 2500mg/kg et 5000mg/kg on observe au
niveau du cortex une zone confluente de nécrose des tubes avec la disparition du noyau et
effacement de la bordure en brosse ; cette nécrose s’étend aux vaisseaux avoisinant. La
gravité des lésions rénales dans les affections aigués peut également étre surveillée par le biais
de modifications fonctionnelles et morphologiques. Par exemple, une ischémie prolongée
dans des modeles expérimentaux peut entrainer une nécrose tubulaire aigué et une hypoxie du
parenchyme rénal (Heyman et al., 2011).

L'un des mécanismes a l'origine des Iésions rénales aigués implique les dérivés réactifs de
l'oxygene (DRO). Des études indiquent que I'exposition a certains agents néphrotoxiques, tels
que la gentamicine, le glycérol, le cisplatine et la cyclosporine A, peut augmenter la

production de DRO, contribuant ainsi aux lésions rénales (Baliga et al., 1999).

47



Concluston
ognerale



Conclusion générale

Dans la présente étude, nous avons réalisé une étude toxicologique sur I’effet des dérivés des
hydrazones sur les riens; le foie; le tissus adipeux et le sang chez les rats wistar.

A la lumiere des résultats obtenus, nous avons conclu que la DL50 des hydrazones est
supérieure & 5000mg/kg donc selon ’Echelle de Gosselin, Smith et Hodge cette molécule
presque n’est pas toxique.

L'évaluation de la toxicité aigué de la molécule d’hydrazone administré par voie orale a des
doses de 300 mg/kg, 625 mg/kg, 1250 mg/kg, 2500 mg/kg et 5000mg/kg n'a pas entrainé de
changement de comportement ni de poids corporel chez les rats. Aucun déces n'a été observé.
Cependant, au niveau de l’activité hépatique (ASAT, ALAT) et la vue histologique, la
molécule en question a cause d’altération hépatotoxique sur le parenchyme hépatique par une
inflammation a partir de la dose 1250mg/kg.

Egalement, d’apres les résultats de I’activité néphrétique (Urée, Créatinine, Acide urique) et la
vue histologique il existe une néphrotoxicitéliée a I’administration de la molécule par la
nécrose des tubules rénaux a partir de la dose 625mg/kg.

Les résultats biochimiques révélent que cette molécule change le métabolisme lipidique
(cholestérol et triglycéride);n’apas un effet lipotoxique selon la vue histologique subnormal
observeée a partir de la dose 300 mg/kg.

En ce qui concerne les résultats hématologiques, il apparait que cette molécule entraine une

anémie normocytaire avec diminution significative de 1’hémoglobine a partir de 2500mg/kg.

Ces résultats indiquent qu'il est nécessaire de mener d'autres recherches pour enrichir notre

comprehension. 1l est conseillé de réaliser les prochaines études :

«Analyse de toxicité subaigué sur une durée de 28 jours.

«Analyse de toxicité sub-chronique des dérivés hydrazones sur une durée de 90 jours, dans le
mais d'identifier les impacts a moyen et long terme, ainsi que de déterminer la dose sans effets
toxiques.

* Analyser de toxicité a long terme sur une période d'un a deux ans afin de définir les normes
de sécurité relatives a I'exposition humaine.

*Réaliser des tests légers de supplémentaires en utilisant d’autres méthodes d'administration
que l'administration orale.

» Comparaison avec d'autres composés synthétiques.

* Recherches concernant d'autres organes cibles.
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