RESUME

Les herbicides, y compris le glyphosate, sont les pesticides les plus utilisés dans le
monde. Leurs utilisations ont augmenté de facon exponentielle depuis leur introduction
sur le marché. Les niveaux de résidus dans les aliments ou l'eau, ainsi que les
expositions humaines sont en augmentation. En effet, I'exposition en permanence au
glyphosate reste un grand probleme qui menace la santé humaine en particulier lors des
périodes critiques de développement. Ainsi, la contamination par le glyphosate peut avoir
des effets indésirables sur le développement de l'organisme et surtout sur le

développement cérébral.

L'objet de la présente étude est d'évaluer la toxicité et la neurotoxicité du glyphosate a de
faibles doses (0,5,14, 25, 50mg/l) chez la souris. Ces doses sont administrées aux souris
durant la période de gestation, de l'allaitement et jusqu’au stade adulte. Pendant cette
phase d’intoxication nous avons étudié le statut antioxydant dans les organes cibles tels
qgue le cerveau, le foie, les reins et les testicules. Une étude de comportement a été

réalisée en paralléle.

Au niveau cérébral, nos résultats ont montré une augmentation de la peroxydation
lipidique, une dérégulation des enzymes anti oxydantes (SOD, GPX, GST et CAT), une
inhibition de [l'acétylcholinestérase qui serait a l'origine du changement dans le
développement des réflexes, de l'activité motrice et les anomalies comportementales
lices a I'anxiété et a la mémoire chez les souriceaux traités par de faibles doses du

glyphosate et a I'age adulte.

Au niveau périphérique, le glyphosate a induit un stress oxydatif dans le foie et les reins
chez les souriceaux et au stade adulte suite un taux élevé de la peroxydation lipidique et
une instabilité de réponse de la défense du systeme antioxydant, témoignant d’un effet
toxique sur le systeme de détoxification. Nos résultats au niveau testiculaire ont montré
gue le glyphosate a engendré une augmentation de la peroxydation lipidique et une
dérégulation des enzymes anti oxydantes chez les souris adultes traitées. Ceci pourrait

induire un effet toxique et des perturbations de la reproduction.

Nous pouvons aussi conclure que le glyphosate exerce sa neurotoxicité en perturbant le
systéme cholinergique (inhibition de 'AChE) et en altérant le statut antioxydant au niveau

des différentes structures cérébrales.

Mots clés : GLP, cerveau, neurotoxicité, mémoire, acétylcholinestérase, anxiéteé,

stress oxydatif, enzymes antioxydants et le systeme de détoxification.
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Résumé

Les herbicides, y compris le glyphosate, sont les pesticides les plus utilisés dans le monde.
Leurs utilisations ont augmenté de facon exponentielle depuis leur introduction sur le marché.
Les niveaux de residus dans les aliments ou I'eau, ainsi que les expositions humaines sont en
augmentation. En effet, I’exposition en permanence au glyphosate reste un grand probléme qui
menace la santé humaine en particulier lors des périodes critiques de développement. Ainsi, la
contamination par le glyphosate peut avoir des effets indésirables sur le développement de

I’organisme et surtout sur le développement cérébral.

L'objet de la présente étude est d'évaluer la toxicité et la neurotoxicité du glyphosate a de faibles
doses (0,5,14, 25, 50mg/l) chez la souris. Ces doses sont administrées aux souris durant la
période de gestation, de I’allaitement et jusqu’au stade adulte. Pendant cette phase
d’intoxication nous avons étudié le statut antioxydant dans les organes cibles tels que le

cerveau, le foie, les reins et les testicules. Une étude de comportement a été réalisée en paralléle.

Au niveau cérébral, nos résultats ont montré une augmentation de la peroxydation lipidique,
une dérégulation des enzymes anti oxydantes (SOD, GPX, GST et CAT), une inhibition de
I’acétylcholinestérase qui serait a I’origine du changement dans le développement des réflexes,
de l'activité motrice et les anomalies comportementales liées a 1’anxiété et a la mémoire chez

les souriceaux traités par de faibles doses du glyphosate et a 1’age adulte.

Au niveau périphérique, le glyphosate a induit un stress oxydatif dans le foie et les reins chez
les souriceaux et au stade adulte suite un taux élevé de la peroxydation lipidique et une
instabilité de réponse de la défense du systéme antioxydant, témoignant d’un effet toxique sur
le systéme de détoxification. Nos résultats au niveau testiculaire ont montré que le glyphosate
a engendré une augmentation de la peroxydation lipidique et une dérégulation des enzymes anti
oxydantes chez les souris adultes traitées. Ceci pourrait induire un effet toxique et des

perturbations de la reproduction.

Nous pouvons aussi conclure que le glyphosate exerce sa neurotoxicité en perturbant le systeme
cholinergique (inhibition de I’AChE) et en altérant le statut antioxydant au niveau des

différentes structures cérébrales.

Mots clés : GLP, cerveau, neurotoxicité, mémoire, acétylcholinestérase, anxiété, stress

oxydatif, enzymes antioxydants et le systeme de détoxification.



Abstract

Herbicides, including glyphosate, are the most widely used pesticides in the world. Their use
has increased exponentially since their introduction to the market. Residue levels in food and
water, as well as human exposure, are increasing. Indeed, continuous exposure to glyphosate
remains a major problem that threatens human health, especially during critical developmental
periods. Thus, glyphosate contamination can have adverse effects on the development of the

body and especially on brain development.

The present study aims to evaluate the toxicity and neurotoxicity of glyphosate at low doses
(0,5,14, 25, 50mg/l) in mice. These doses are administered to mice during the gestation period,
lactation, and up to the adult stage. During this phase of intoxication, we studied the antioxidant
status in target organs such as the brain, liver, kidney, and testicle. A behavioral study was

carried out in parallel.

At the brain level, our results showed an increase in lipid peroxidation, deregulation of anti-
oxidant enzymes (SOD, GPX, GST, and CAT), an inhibition of acetylcholinesterase which
would be at the origin of the change in the development of reflexes, motor activity and
behavioral abnormalities related to anxiety and memory in pups treated with low doses of

glyphosate and as adults.

At the peripheral level, glyphosate induced oxidative stress in the liver and kidney of pups and
the adult stage following an elevated level of lipid peroxidation and instability of the antioxidant
system defense response, indicating a toxic effect on the detoxification system. Our results at
the testicular level showed that glyphosate induced an increase in lipid peroxidation and
deregulation of anti-oxidant enzymes in treated adult mice. This could induce a toxic effect and

disturbances of reproduction.

We can also conclude that glyphosate exerts its neurotoxicity by disrupting the cholinergic
system (inhibition of AChE) and by altering the antioxidant status at the level of different brain

structures.

Keywords: GLP, brain, neurotoxicity, memory, acetylcholinesterase, anxiety, oxidative stress,

antioxidant enzymes, and the detoxification system.
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I. INTRODUCTION GENERALE

L’homme un des étres vivants composant la multitude des organismes de la biosphére demeure
exposé en permanence a de nombreuses substances chimiques de son environnement. Il s’agit
d’¢léments naturels mais également d’autre produits issus des activités humaines tels que les
rejets industriels ou ceux liés aux activités agricoles tels que les fertilisants ou encore les
pesticides. En effet, les pesticides sont largement utilisés dans le monde entier pour protéger les
cultures contre les maladies cryptogamiques (fongicides), les insectes nuisibles (insecticides)
ou les « mauvaises herbes > (herbicides), dans le but d’augmenter la productivité agricole

pour répondre a I’accroissement des besoins alimentaires (Rani et al., 2017).

La neurotoxicité développementale est aujourd’hui définie de maniére précise, comme toute
action des substances chimiques, physiques, ou biologiques sur le systeme nerveux en
développement, avant ou apres la naissance, et qui interfere avec les structures et les fonctions
normales. L’exposition a ces molécules chimiques pendant le développement peut induire des
effets déléteres sur un plan structural, fonctionnel, comportemental et neurochimique (Dorman
et al, 2001). Les conséquences concréetes de la prise en compte de la sensibilité particuliere du
systéme nerveux dans les phases précoces de son développement ne sont plus a prouver, afin de
surveiller I’exposition des enfants aux pesticides contenus dans 1’alimentation. Le systeme
nerveux central en développement est plus sensible aux substances neurotoxiques au cours de sa
maturité, Car la barriere hématoméningée n’achéve sa formation que tardivement : elle ne se
termine chez ’Homme que 6 mois apres la naissance, laissant la porte ouverte aux molécules
toxiques (Rodier, 1995). De plus, le r6le de la barriére placentaire est également insuffisant pour
empécher de nombreuses molécules chimiques de pénétrer dans le corps et le cerveau (Andersen

et al., 2000).

Néanmoins, avec I’utilisation massive des pesticides (particuliérement les herbicides) sont
apparus des signes ¢évidents de toxicit¢ et d’effets néfastes pour 1’environnement et pour
I’Homme (Van Bruggen et al., 2018). En effet, Le développement du cerveau peut étre également
altérer par les pesticides parmi lesquels sont bien représentes les insecticides, et en particulier les
insecticides neurotoxiques de la famille des organophosphorés (OP) (Grandjean & Landrigan,
2006).

Il a été également rapporté que des effets sur la reproduction (Owagboriaye et al., 2017; Wasiu
& Abdulfatai, 2019), la tératogénicité (Fagan et al., 2012; Osano et al., 2002) , la toxicité rénale
et hepatique (Clausing, 2015) , ainsi que des effets cancérigénes (Thongprakaisang et al., 2013)
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pourraient étre étroitement liés a leurs utilisations. Certains des effets nocifs produits par des
herbicides sont neurotoxiques et sont liés a une perturbation du développement du systeme
nerveux (Szepanowski et al., 2019). Ainsi, plusieurs études expérimentales in vitro et in vivo
ont permis de montrer que certains herbicides peuvent induire des troubles neurodégénératifs,

tels que les maladies de Parkinson et d'Alzheimer (Richardson et al., 2014)..

Le glyphosate (N-phosphonométhyl-glycine) est un composé organophosphoré, largement
utilisé comme herbicide non sélectif a large spectre dans des activités agricoles et non agricoles.
Quatre-vingt pour cent des cultures genétiquement modifiées étaient des plantes résistantes aux

glyphosate, telles que le mais, le soja, le coton et le canola, etc. (Williams et al., 2000).

Les agriculteurs américains ont largement utilisé des cultures anti-glyphosate depuis 1996
(Frisvold et al., 2009) .Cela signifie qu'il y aura une quantité importante de glyphosate dans
I'environnement du sol et de I'eau. Une étude a montré que le glyphosate (GLP) et ses métabolites
tels que l'acide aminométhylphosphonique (AMPA) ont été retrouvé dans le sol et dans les

rivieres (M. Martinez et al., 2020; Poiger et al., 2017).

En revanche, I'exposition au glyphosate (GLP) entraine un stress oxydatif dans plusieurs tissus,
notamment le foie et les reins (Beuret et al., 2005; EI-Shenawy, 2009; Modesto & Martinez,
2010; K. Larsen et al., 2012; Cattani et al., 2014). Cependant, on sait peu de choses sur I'impact
des doses sublétales du GLP sur la santé humaine et I'environnement, et bien que le GLP soit
considéré comme sans danger pour les étres vivants, sa sécurité a été mise en doute dans le
monde entier. Certains rapports cliniques sur l'intoxication humaine par des formulations
commerciales de GLP ont montré des effets négatifs sur le systeme nerveux (Barbosa et al.,
2001; G. Wang et al., 2011).

L’étude de la toxicité développementale "des herbicides", comme celle du glyphosate serait donc
d’un grand intérét, tant pour la santé publique que pour aider a évaluer les effets de ces substances
sur I’environnement. Il est intéressant de noter que le glyphosate et 'AMPA induisaient des effets
cytotoxiques sur le développement neuronal, le stress oxydatif et la mort cellulaire via les voies
apoptotiques, autophagiques et nécrotiques (M. Martinez et al., 2020). Il a été rapporté que le
glyphosate peut affecter le développement du systéme nerveux chez le nématode Caenorhabditis
elegans (McVey et al.,, 2016) . L’exposition au glyphosate provoquerait également des
changements dans la substance noire et I'nippocampe chez le rat male, suggérant ainsi que cet

herbicide pourrait perturber les processus neurodéveloppementaux (Cattani et al., 2021).


https://www.synonymes.com/synonyme.php?mot=cependant

Dans ce contexte, I’objectif de cette thése est d’évaluer les effets du GLP suite a une exposition
chronique avec de faibles doses. Les périodes d’intoxications choisies correspondent aux
périodes de gestation et lactation jusqu’au stade adulte. Ce sont des périodes trés critique au

cours desquelles il y a le développement et la maturation des structures cérébrales.

Dans la partie théorique, nous allons essayer de présenter des données sur les pesticides ainsi

que, I’effet du glyphosate sur le systéme nerveux, la reproduction, le foie et les reins.

Dans la partie expérimentale, on présentera le matériel utilisé, les méthodes suivies et les
résultats obtenus de notre expérimentation. Enfin, cette partie sera terminée par une conclusion
génerale qui synthétisera les principaux resultats de ce travail suivi de réferences

bibliographiques.
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I1. Généralité sur les Pesticides

11.1.1 Définition

Les pesticides peuvent se définir comme des substances chimiques ou mélange de substances,
permettent de combattre ou détruire les espéces indésirables de plantes et des animaux (les
insectes, nématodes, arachnides, ...etc.) qui sont nuisibles aux produits agricoles, aux denrées
alimentaires, au bois et aux produits ligneux. En outre, les pesticides sont utilisés dans plusieurs
domaines d'activité pour lutter contre les bactéries, les virus (antimicrobien) et les parasites. En
effet, Les pesticides sont utilisés autant en agriculture que dans d’autres secteurs tels que la
gestion des espaces urbains, les milieux hospitaliers, les jardins domestiques. Ils agissent sur
les micro-organismes et les ravageurs par le contact direct, I’ingestion ou par d’autres voies

d’exposition (VoPham et al., 2017).

1.2 Familles, modes d’action et usages

Les pesticides présentent une grande diversité de caractéristiques chimiques, structurales et
fonctionnelles. Les familles des pesticides sont en général distinguées en fonction du type
d’organisme ciblé, On parle ainsi d’insecticides, de fongicides et herbicides, certaines
substances chimiques sont spécifiquement, par exemple, nématicides ou algicides, acaricides,
mais font I’objet d’un usage beaucoup plus limité que les trois groupes précédemment cités
(Goel & Aggarwal, 2007). Une autre nomenclature est basée sur la structure chimique des
molécules et est inspirée de I’Union Internationale de Chimie pure et Appliquée (IUPAC).
Parmi les familles les plus connues on peut citer (Figure 1) :

Les organochlorés qui sont des composés organiques incluant un atome de chlore (aldrine,
chlordane, endosulfane). C’est la famille la plus ancienne qui a été découverte en 1950 avec des
propriétés insecticides du lindane (les organochlorés les plus connus) et du
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) (Debouge et al., 1987).

Les organochlorés sont des insecticides de contact, provoquent une détérioration du
fonctionnement des canaux sodiques, nécessaires a la transmission de I’influx nerveux (Durand
et al., 2012). En plus, Le DDT est le premier insecticide organochloré moderne ayant
révolutionné la prise en charge de certaines grandes epidémies comme le typhus et le paludisme
(Girard et al., 2020). Certaines études ont montré une association positive entre la survenue d'un
cancer du sein et les pesticides organochlorés ainsi que tous les organophosphorés, en

particulier avant la ménopause (Engel et al., 2017; Lerro et al., 2015). Ces pesticides sont des
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polluants organiques persistants et qui également sont souvent des perturbateurs endocriniens
(Fenichel et al., 2016). Ainsi, les organochlorés peuvent causer des dommages directs aux
cellules de I'épithélium germinal telles que les cellules de Sertoli, ce qui entraine un faible
nombre de spermatozoides (Henkel, 2018). L’effet peut étre également sur les cellules de
Leydig ou la stéroidogenése est perturbée (Henkel, 2018). En fait, certains organochlorés
persistants sont suspectés de participer a I’augmentation de 1’obésité, du diabéte de type 2 et du

syndrome métabolique (Ambolet-Camoit et al., 2012).

Les organochlorés sont interdits en Europe et dans nhombreux autres pays en raison de leur
caractere lipophile. En outre, ces pesticides présentent une grande stabilité dans

I’environnement et provoquent une contamination des chaines alimentaires.

Les urées substituées (NH2-CO-NH2) sont des herbicides connus depuis 1951. lls sont
utilisés aussi bien en agriculture que dans les secteurs non agricoles. Leur mode d’action est de
type désherbant comme celui des triazines (herbicides), le chlortoluron et Le diuron qui font
partie de cette famille (¥ousef & Freed, 1987) . Une étude a confirmé que les cultures de
microalgues sont clairement affectées par une exposition aigué et chronique du chlortoluron
(\Valiente Moro et al., 2012). Par exemple, cet herbicide (chlortoluron) a montré un effet
inhibiteur significatif sur la croissance d’A. Coffeaeformis, tandis que la mésotrione a induit

une augmentation de la densité cellulaire chez A. fusiformis (Valiente Moro et al., 2012).

Carbamates : Depuis 1956, plus de 50 matiéres actives des carbamates ont été synthétisées.
Ces carbamates sont dérivés de I'acide méthyl-ou diméthyl-carbamique et peuvent étre dotés de
propriétés insecticides, herbicides ou fongicides. les études épidémiologiques ont montré que
certains carbamates pouvaient exercer des effets toxiques sur le systéme nerveux avec le
développement de pathologies neurodégénératives ou 1’apparition de troubles cognitifs et
anxio-dépressifs (Juricek & Coumoul, 2014), plus évident est que ces pesticides permettent
I’inhibition des cholinestérases (Darvesh et al., 2008). De plus, une étude sur les enfants d'une
région agricole de Chine exposés aux carbamates a montré un impact négatif sur le
développement neurologique (Zhang et al., 2020). Une autre étude récente a démontré un
dysfonctionnement du complexe I mitochondrial induit par les carbamates (Janowska et al.,
2020).

Les triazines sont des composés qui incluent les trois atomes d’azote dans leur cycle
aromatique et ils ont été découverts en 1960. Ce sont des herbicides qui inhibent la

photosynthése, par blocage du photosystéme 11 (Berard & Pelte, 1996). En fait, 1’atrazine (le
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plus connus) et la simazine ou la terbuthylazine ont été massivement utilisées pour le traitement
des cultures de mais sur de trés grandes surface jusqu’en 2003. Les triazines entrainent dans ce
sens une contamination généralisée des cours d’eau et des sols (Christian Le Coz & Thevenot,
2015). De plus, une lésion au développement des neurones dopaminergiques via la boucle
autorégulatrice Lmxl1a / Wntl induite par la simazine ( Li et al., 2020). En outre ,la simazine
retarde le début de la puberté chez le rat femelle avec une diminution significative de la
prolactine serique (PRL) (Zorrilla et al., 2010). L’exposition de l’atrazine provoque le
dysfonctionnement immunitaire, la neurotoxicité, une perturbation endocrinienne et des effets
néfaste sur la reproduction chez les rongeurs (Fan, 2014). De méme, I’exposition maternelle a
certains triazine perturbe le développement normal de la progéniture femelle en provoquant
apoptose et prolifération cellulaires (Park et al., 2014). L’utilisation des composés de triazines

sont interdits depuis 2003.

Le développement des organophosphorés (OP) a été initié depuis en 1970, favorisé par
I'interdiction de I'utilisation des composés organochlorés. Les organophosphorés sont des
insecticides qui peuvent étre pénétrer dans les tissus végétaux et permettent de protéger les
plantes contre les insectes. Les OP ont en commun leur mode d’action sur le systéme nerveux des
ravageurs et sont responsables d'une mortalité élevée par intoxication aigué (Thabet et al., 2009).
En fait, ces insecticides agissent au niveau des synapses cholinergiques en inhibant le
fonctionnement de 1’acétylcholine estérase (I’enzyme de dégradation de I’acétylcholine).
L’acétylcholine s’accumule donc dans 1’espace inter-Synaptique et provoque une
hyperexcitation menant a la mort (Shieh et al., 2019). Certains auteurs suggérent que 1’exposition
a ces OP durant la grossesse ou en période périnatale pourraient contribuer au développement de
l'asthme de I’enfant (Xu et al., 2012). La persistance couplée au caractére lipophile des OP a
contribué a leur bioaccumulation dans la faune a travers la chaine alimentaire (Wiberg et al., 2000).
La détection de ces OP au niveau de plusieurs écosystémes a été démontré par certaines études
récentes (Connor et al., 2007; Xue et al., 2005) .

Les OP aliphatiques (par exemple : malathion...), les OP & cycle phenyl (par exemple:
phosalone, parathion...) et les OP a hétérocycle (dont : chlorpyrifos, diazinon...) appartiennent

a cette famille.

La famille des chloroacétamides (ou chloroacétanilides) a été développé en 1975, avec la
commercialisation de 1’alachlore, puis du métolachlore. Ces chloroacétamides sont des
herbicides qui inhibent le développement et la croissance d’une nouvelle plante (germination),

en bloquant la synthése des acides gras a longue chaine (pelmont) (Matthes et al., 1998). Cette
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famille est le plus fréqguemment retrouvée dans les zones de culture de mais et dans les eaux.
Une autre étude a démontré que les herbicides induisent un effet de stress oxydatif plus fort
chez les vers de terre ; une augmentation des activités de la superoxyde dismutase (SOD), de
I'enzyme antioxydante catalase (CAT) et la teneur en cytochrome P450 a été signalée chez les
vers de terre ( Liu et al., 2020). En fait, certains chlorocétamides présentent un risque plus élevé

dans I'environnement du sol ( Liu et al., 2020).

Les sulfonylurées est une famille qui comporte une vingtaine de molécules, le chlorsulfuron
est le premier composeé qui a été commercialisé en 1981. Les sulfonylurées sont des herbicides
de contact, ils inhibent I’acétolactacte synthétase, responsable de la syntheése d’acides aminés
essentiels, bloguant ainsi rapidement la croissance du végétal (Khelifa & Abrous, 2003). Une
étude récente a conclu que l'utilisation de sulfamide hypoglycémiant a été associée a une
augmentation de 14% du risque de développer une fracture dans le diabéte de type 2 (Zhang et
al., 2020). Le risque de fracture causée par la sulfonylurée était similaire a celui de la
thiazolidinedione, supérieur a la metformine et inférieur a I’insuline (Zhang et al., 2020).
L'absorption et la toxicité de quatre herbicides a base de sulfonylurée (metsulfuron-méthyl,
chlorsulfuron, triasulfuron et tribénuron-méthyl) pour la microalgue d'eau douce Chlorella
fusca ont été étudiées sous différents régimes de pH. Les paramétres de toxicité étaient
I'inhibition de la croissance du volume cellulaire et de la reproduction cellulaire, cultivées dans

des conditions photoautotrophes (Fahl et al., 1995).

Depuis 1994, Les néonicotinoides ont été commercialisés. Ces néonicotinoides sont considérés
comme des insecticides neurotoxiques. Ils se lient aux récepteurs nicotiniques de certains
neurones du systéme nerveux central de I’insecte, induisant a une paralysie totale puis a la mort
(Buszewski et al., 2019). Cette famille offre une protection du stade de semence au stade adulte
de la plante. En fait, L'imidaclopride est une substance active qui appartient a cette famille et le
plus connu pour traiter les céréales (Royer et al., 2005). Une étude réalisée sur les effets
interactifs des néonicotinoides et du rayonnement ultraviolet (UVR) naturel sur les larves de
perche jaune (Perca flavescens) ont montré une interaction entre les UVR et le thiaméthoxame
en termes de mortalité larvaire. Au niveau sublétal, I'imidaclopride était associée a une
augmentation de la teneur en protéines, eten présence d'UVR, avec une activité
acetylcholinestérase accrue, indiquant ainsi une perturbation cholinergique semblable a celle
trouvée chez les insectes. Enfin, les chercheurs ont également trouvé une peroxydation lipidique

réduite inattendue associée a I'imidaclopride (Paquet-Walsh et al., 2019) .



Les strobilurines sont des fongicides a large spectre, la strobilurine de synthese
(’azoxystrobine) a été commercialisée pour la premiere fois en 2000, une partie de cette famille
est Le kresoxim-méthyl. Elles contribuent a I’inhibition de la respiration, et permettent a la
plante une protection systématique et préventive contre les champignons (Ortufio et al., 2008).
Par conséquent, 1’exposition aux azoxystrobine, perméthrine et tributyltinoxyde non
aromatique ont provoque des altérations cellulaires (Rudzok et al., 2009). Une étude sur le
développement embryonnaire a révélé que le krésoxim-méthyl et la pyraclostrobine
provoquaient une toxicité pour le développement (inhibition de I’éclosion). En effet, le poisson
zebre larvaire exposé aux krésoxim-méthyl et la pyraclostrobine avec des concentrations
élevées ont augmenté de maniére significative les activités catalase (CAT), peroxydase (POD),
carboxylestérase (CarE) et la teneur en malondialdéhyde (MDA\) par rapport a celles du groupe
témoin (Mao et al., 2020). En outre, les effets du stress oxydatif ont été rapportés dans le foie
de poisson zebre adultes aprés une exposition a long terme aux krésoxim-méthyl et a la

pyraclostrobine (Mao et al., 2020).

Organochlorés Carbamates Organophosphorés Sulfonylurées
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1940 1951 1956 1960 1970 1975 1981 1994 /OOO'
Urées substituées Triazines Chloroacétamide Néonicotinoides Strobilurines

Figure 1:Chronologie d'apparition des différentes familles de pesticides



1.3 Les voies d’exposition aux pesticides :

La pénétration des pesticides dans I’organisme peut se faire par des voies suivantes : la voie
cutanée, la voie respiratoire (inhalation), la voie digestive et la voie oculaire. Plusieurs facteurs
sont responsables du risque d’exposition aux pesticides ; les personnes concernées ici sont les
personnes manipulant directement les produits (les agriculteurs, usage domestique), au moment
de la préparation, de ’application, de nettoyage des appareils et du vidage des cuves, ainsi que,
les travailleurs qui entrent en contact avec des surfaces préalablement traitées (végétation ou

autres) avec des pesticides (Aardema et al., 2008).

La voie cutanée est le principal mode d’exposition aux pesticides chez ’homme (Kim et al.,
2017). La majorité de ces pesticides peuvent traverser les vétements, et facilement absorbés
via le revétement cutané, a travers certaines régions corporelles comme le cuir chevelu, le front,
les yeux (muqueuse) et les organes génitaux (contact des mains avec la région génitale). Une
intoxication par les produits liposolubles (plus pénétrants) peut engendrer plusieurs effets
dermatologiques et oculaires possibles. L’utilisation des pesticides dans les champs ou a
domicile font courir le risque de I’entreposage. En effet, ils sont souvent entreposés sans
précaution particuliére dans les habitations a qui expose en plus les membres de la famille.
L’importance de la pénétration cutanée varie selon la matiére active et la formulation du produit
chimique. Des facteurs externes peuvent influencer et majorer les risques d’une telle exposition.
Comme I’absence de protection individuelle, le port prolongé de vétements de travail
contaminés, certaines conditions environnementales comme le vent ou la température ambiante,
I’humidité et le délai entre deux périodes d’exposition peuvent augmenter le risque

d’intoxication par voie cutanée.

Le mode d’intoxication le plus rapide et le plus direct est la voie respiratoire (Yélamos et al.,
1992).En réalité, I’inhalation constitue souvent la principale voie d’entrée dans 1’organisme
pour les pesticides tres volatiles, et qui s'évapore ou se décompose en produits gazeux au contact
de I'air ou de I'eau (fumigant). En effet, les pesticides normalement appliqués sous forme de
fines particules (aérosol), de brouillard ou de gaz peuvent ainsi étre facilement inhalés. Le
risque d’une infection pulmonaire est d’autant plus élevé quand les travaux sont effectués dans
un espace clos confiné ou bien si la ventilation est inadéquate, comme un tunnel de culture ou
une serre. On observe souvent ce type d’intoxication lorsqu’une personne ne porte pas du
matériel de protection respiratoire adéquat. L’absorption de pesticides par la voie gastro-

intestinal (voie orale) est plus rare chez les travailleurs. A I’exception d’une intoxication
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accidentelle des pesticides déposés dans un contenant inapproprié ou de suicide (cas
d’intoxication volontaire). En outre, en cas de fumer, manger ou boire lors de I’exécution de
travaux avec des pesticides (contact de la bouche avec des mains contaminées) peuvent
provoquer un risque sur la santé (Derkaoui et al., 2011). La voie alimentaire constitue la
principale voie d’exposition en population générale (Anses, 2011). Elle est essentiellement due
a I’ingestion d’aliments contenant des résidus de pesticides (Gasull et al., 2011). Les enfants
sont exposés in utero, par passage transplacentaire des substances auxquelles la mére est
exposée. Les nourrissons sont également exposés aux pesticides par le lait maternel, notamment
aux molécules persistantes et bioaccumulables comme les organochlorés (Gascon et al., 2013;

Tagiyeva et al., 2010).
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I11.Généralite sur le glyphosate

111.1.1 Introduction

A T'heure actuelle, avec I’avancement et le développement des activités humaines, diverses
molécules chimiques sont détectées dans 1’environnement dont plusieurs ont été démontrées
comme étant dangereuses et ont des effets toxiques sur I’homme, les organismes aquatiques
ainsi que terrestres. Certains pesticides sont parmi les causes principales de la contamination du
sol, de I’air, de I’cau et des organismes vivants. Ainsi, leur utilisation pose un grand probléme
pour la santé publique, et non seulement pour les applicateurs qui sont les plus exposes, mais
pour la population en général (Gasull et al., 2011; Kim et al., 2017). Par ailleurs, les pesticides
diffusent dans I’environnement ou ils peuvent s’y transformer en métabolites plus toxiques que
le produit du départ (cas du malathion qui se transforme en malaoxon et du Glyphosate (GLP)
en acide aminométhylphosphonique (AMPA)). Par I’intermédiaire de réseaux trophiques
(ensemble de chaines alimentaires), les résidus des pesticides ou leurs métabolites peuvent
s’accumuler dans les tissus des organismes et atteindre ’homme ou les consommateurs

terminaux (figure 2).

Mammiféres oiseaux

Les insectes—’"“‘"'_'_’_'—-_’_'—'_>

Pulvérisation

Sol

a el
Eau souterraine

Eau potable T

I
Plan d’eau
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Figure 2: Les diverses voies possibles d’exposition de I’homme et des consommateurs
terminaux aux micropolluants (Katsikantami et al., 2019).
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111.2 Histoire du glyphosate

Le glyphosate (N-phosphonométhyl glycine) est un composé organophosphoré, il est utilisé
comme un herbicide a large spectre pour éliminer les plantes indésirables dans le milieu agricole
et non agricole. C’est un analogue de la glycine (acide aminé naturel) dont la fonction amine
primaire sur laquelle a été substitué un atome d’hydrogéne par un groupement
phosphonométhyle. Le glyphosate appartient ala famille des aminophosphonates
(Owagboriaye et al., 2017) .

Actuellement, le processus enzymatique qui est capable d’effectuer cette substitution est
inconnu. Alors que le glyphosate est une molécule de synthese, le premier qui a découvert La
molécule active du glyphosate est Henri Martin a Schaffhouse (Suisse) en 1950. Quelques
années plus tard (1970), I’un de ses collégues John E. Franz, un chimiste du groupe Monsanto
a découvert son potentiel comme une substance active non sélective qui peut détruire les
mauvaises herbes (herbicide). En fait, le glyphosate est toujours mélangé a d’autres substances
chimiques, qui facilitent notamment sa pénétration a I’intérieur des cellules de la plante

(Nandula, 2010).

Quatre ans plus tard, le glyphosate est commercialisé sous la marque Roundup. Le produit était
initialement réservé aux agriculteurs. Mais le succes tel que Monsanto a décidé d'élargir I’acces
aux jardiniers amateurs en 1988. Quelques années, le Roundup deviendra rapidement
I’herbicide le plus utilisé dans le monde et ses ventes continuent de croitre encore aujourd’hui
(Williams et al., 2000).

En 1996, Monsanto développe des cultures génétiqguement modifiées, congues pour résister aux
traitements par le Roundup. L’objectif est d’autoriser aux agriculteurs de pulvériser leurs
champs sans avoir a cibler seulement les mauvaises herbes. Le brevet détenu par Monsanto est
tombé dans le domaine public en 2000, et le produit du glyphosate est actuellement
commercialisé par un grand nombre de firmes sous différentes formulations et sous différents

noms de marques dans plusieurs pays a travers le monde (Williams et al., 2000).
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111.3 Mode d’action dans la plante

Le glyphosate (GLP) est un dérivé d'acide aminé phosphonométhyle utilisé comme ingrédient
actif dans certains herbicides. Dans les années récentes, la commercialisation des herbicides au
glyphosate a augmenteé en raison du développement de la culture de graines résistantes a cette

molécule, telles que le mais, le soja, le canola et le coton (Dill et al., 2008) .

Le glyphosate est un herbicide absorbé par les feuilles et les tiges, puis est transporté jusqu’aux
racines par la seéve. Il agit en inhibant I’enzyme 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase
(EPSPS), qui est localisée dans chloroplastes et indispensable pour biosynthese des acides
aminés aromatiques (tyrosine, phénylalanine et tryptophane) essentiels pour le développement,
la croissance et la survie des plantes. En fait, ’EPSPS catalyse la synthése du 5-
énolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) a partir du phosphoénolpyruvate (PEP) et du
shikimate-3-phosphate (figure 3). En plus, la molécule du glyphosate entre en compétition avec
le phosphonoénolpyruvate (PEP) et elle lie directement a un possible site allostérique (elle ne
se lierait pas directement dans le site actif de I’enzyme) provoquant un changement structural
qui empécherait le PEP de se lier. Par conséquent, le déficit en acides aminés aromatiques
entraine I’arrét de la synthése des protéines et de la formation de certains composés phénoliques

(E.L.Naylor, 2002) .

La voie du shikimate est présente chez les plantes, les bactéries et les champignons. Néanmoins,
les mammiféres ne possédent pas cette voie métabolique, les acides aminés aromatiques doivent

faire partie de leur alimentation (Cerdeira et al., 2007).
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Figure 3: Biosynthese des acides aminés aromatiques chez les végétaux supérieurs.

I11.4 Contamination du sol et de I’eau par le glyphosate

La dégradation du glyphosate semble étre principalement microbienne En fait, Le glyphosate
contient une liaison C-P qui a une forte résistance a la dégradation chimique. La dégradation se

produit par un processus biologique impliquant une C-P lyase produite par des microorganismes

présents dans la rhizosphére de certaines plantes (Rainaud, 2013).

Le sol constitue le réceptacle final du glyphosate. Le comportement du glyphosate dans les sols
ainsi que les différents procédés biologiques et physico-chimiques mis en jeu vont conditionner
I’apparition de son caractére polluant et de sa dégradation. En général, il a été rapporté que les
demi-vies du glyphosate et de son principal metabolite I'acide aminométhylphosphonique
(AMPA) (Figure 4) varient dans le sol de 2 a 215 jours et de 60 a 240 jours, respectivement
(Battaglin et al., 2014). lls peuvent persister dans I'environnement sous forme de résidus dans

les sols et les cultures jusqu'a a une durée de 3 ans (M. Martinez et al., 2020).

15



0) O

I [
HO—C—CHR—?TJ—CHg—lr—OH

Glyphosate H OH

0
AMPA I

H—TI\’—(‘. Hg—ll)—OH
H OH

Figure 4:Structures chimiques du glyphosate et de son métabolite AMPA (M. Martinez et al.,
2020).

Une fois appliqué, le glyphosate peut atteindre la culture, les mauvaises herbes et / ou la surface
du sol. Dans le sol, cet herbicide peut étre dégradé, retenu ou méme migrer vers des couches
plus profondes du sol. (Villarreal et al., 2020). En effet, la contamination du sol et de I’eau par
le GLP et son interaction avec les éléments de 1’environnement ont été évaluées par plusieurs
études. 1l a été montré que le GLP était capable d’interagir avec les particules d’argiles, ces
interactions n’empéchent pas sa future solubilisation notamment en présence de phosphates
(Shushkova et al., 2010; Simonsen et al., 2008). En plus, le GLP est également capable
d’interagir avec les ions métalliques du sol. Une étude a montré que le GLP peut se lier a la
matiére organique par les cations qu’elles contiennent. Par ailleurs, I’adsorption est liée a la

nature du composant de la matiere organique du sol (Eker et al., 2006; Sprankle, 1975) .

Le Glyphosate et I’AMPA sont parmi les pesticides les plus détectés dans les eaux souterraines
et dans les eaux de surface. L’AMPA a été méme retrouvé en quantité plus importante. En fait,
il a été montré que les concentrations en GLP sont plus faibles que celles de ’AMPA dans le
temps sec. Au contraire, par temps de pluie, ce sont les concentrations en AMPA qui deviennent
les plus diminuées. Alors que, la dégradation du GLP en AMPA est favorisée par
I’augmentation de la température (Narimani & Da Silva, 2020). De plus, le glyphosate et
I'AMPA ont été détectés dans la grande majorité des échantillons d'eau de la région de Zurich,
en Suisse, avec des concentrations médianes de 0,11 et 0,20 pug / L et 95% des concentrations
de 2,1 et 2,6 ug/ L, respectivement (Poiger et al., 2017). Le glyphosate dans les eaux de surface
du sud de I'Ontario (Canada) a été étudié sur une période de 2 ans. La limite réglementaire en
GLP des eaux de surface en Canada est de 65 pg/L. La concentration maximale en GLP

retrouvée dans les eaux de surfaces était de 40,8 pug/L(Struger et al., 2008). Concernant les eaux
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souterraines, des concentrations supérieures a 24ug/L en GLP ont été retrouvées en Europe et
de 4,7 pg/L en Amérique. Les concentrations révélées précédemment sont inférieures a la limite
maximale établie pour la protection de la santé et fixée par 1’agence de la protection de

I’environnement (EPA) qui est de 700 ug/L(K. Larsen et al., 2012).
Exposition au Glyphosate et effets sur la santé

Le glyphosate peut contaminer ’homme et les animaux. La contamination de I’organisme peut
provoquer plusieurs effets néfastes sur le cerveau, le foie, les reins et la reproduction (figure
5).
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Figure 5:Effets toxiques suspectés chez I’humain (Equiterre, 2014).
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1.5 Toxicité hépatique et rénale

Certaines substances chimiques qui arrivent au foie sont plus toxiques pour l’organisme.
D’ailleurs, le role du foie est de dégrader ces substances par différents systemes enzymatiques
en produits non-toxiques. Les produits liposolubles sont reversés dans la bile, ensuite dans
I'intestin, et puis eliminés dans les selles. Les produits hydro-solubles sont reversés dans la
circulation sanguine, qui les méne jusqu'aux reins (élimine aussi les substances toxiques) : ils
sont éliminés par les urines. Au fait, le foie et les reins sont parmi les premiers points cibles des
intoxications alimentaires. A cet égard , il faut noter qu’il y a une augmentation de la fréquence
des maladies rénales chroniques observée chez les agriculteurs (Jayasumana et al., 2015).

Les études sur la toxicité aigué, du fait qu’ils utilisent généralement des doses comprises dans
la limite des doses létales, ne sont pas trés informatives sur les effets secondaires en cas
d'exposition a I'environnement. Les symptomes d'exposition aigué ont des caractéristiques et
des mécanismes déja bien connus (Anton et al., 1994; Bach et al., 2018; Brunetti et al., 2020;
Sani & Idris, 2016; Trigueiro et al., 2021; Zocchi & Sommaruga, 2019).

Les effets de la toxicité du glyphosate dans le foie et les reins sont bien connus. Parmi lesquels
la capacité du glyphosate a perturber la phosphorylation oxydative mitochondriale hépatique
(Olorunsogo et al., 1979). Une diminution des indices respiratoires des mitochondries
dépendants du succinate hépatiques a été observé chez le rat (Peixoto, 2005). de plus, une autre
étude a confirmé que le glyphosate inhibe I'activité du succinate déshydrogénase (SDH)
mitochondriale par une interaction du composé actif (du glyphosate) avec le site de liaison du
complexe Il (SDH) (Ugarte, 2014). Des études ont démontré des modifications des fonctions
mitochondriales et des voies de transcription / épissage dans les hépatocytes chez les souris
nourries de soja génétiqguement modifié (GM) (traité par Glyphosate) (Malatesta et al., 2008).
Ensuite, Astiz et al, ont constaté que le glyphosate induit un stress oxydatif, en raison de
I’augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale aux protons et au ions Ca 2
(Mariana Astiz et al., 2009). En effet, le Ca?" est considéré comme I'un des principaux
stimulateur de I'accumulation d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO) mitochondriales car il
favorise les altérations structurelles de la membrane mitochondriale interne (Kowaltowski &
Vercesi, 1999). A noter aussi que 500mg/kg du glyphosate pendant 5 semaines ont causé un
stress oxydatif dans les tissus hépatiques et rénaux chez les rats ( Tang et al., 2017). Une faible
capacité antioxydante dans le foie et les reins a été constatée chez les rats exposés au
glyphosate ; des niveaux éleves de glutathion et de protéines oxydées dans le plasma et des

concentrations réduites de 1’alpha-tocophérol et la superoxyde dismutase dans le foie et le
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cerveau ( Astiz et al., 2009). Le glyphosate inhibe la glutathion réductase dans le foie, mais , il
augmente ainsi le lactate déshydrogénase et y-glutamyltransférase dans le foie et les reins
(Astiz et al., 2009). Outre cela, une autre étude a montré une altération de la capacité
antioxydante du foie chez les porcelets exposés au 40 mg/kg du glyphosate pendant 5 semaines :
une augmentation de la SOD , GPX, H.O2 ,MDA et une diminution de la capacité antioxydante
totale et de la catalase (CAT) (Fu et al., 2020). En accord avec Li et al., (2017) ; I’exposition
chronique (90 jours) de GBH a induit des troubles des indices biochimique sanguins
(ALAT ,ASAT et CRE ), des lésions des tissus renaux , des perturbations significatives dans le
stress oxydatif (augmentation du niveau de MDA et diminution des niveaux de SOD, GSH-Px
et glutathione reducase (GR)) , et aussi des altérations dans les réseaux métaboliques internes
des tissus du foie et des reins chez poissons rouges ( Carassius auratis ) ( Li et al., 2017). De
plus ,I’exposition subchronique des rats wistar a partir de la dose la plus faible de GLP a
provoqué une fuite des enzymes intracellulaires hépatiques (ALAT, ASAT).et une
augmentation des cellules de Kupffer dans la sinusoide hépatique (Benedetti et al., 2004). En
addition, Jasper et al., (2012) ont observé des augmentations significatives des niveaux
d'alanine aminotransférase (ALAT), d’aspartate aminotransférase (ASAT) et de vy-
glutamyltransférase (y-GT) chez les souris males et femelles traitées par GLP Dans la méme
étude, I'analyse hématologique a montré des altérations significatives, en raison des réductions
des globules rouges, de 1’hématocrite, de I'némoglobine, et une augmentation significative de
volume globulaire moyen (VGM) chez les deux sexes. Bien que, chez les males, une
augmentation importante du MDA a la fois ainsi qu'une diminution du thiols non protéiques a
été constatée dans le tissu hépatique (Jasper et al., 2012).

L’intoxication des porcelets par le GLP a induit une fibrose dans les hépatocytes, une altération
au niveau du noyau hépatocytaire et de la membrane mitochondriale (Fu et al., 2020) . En outre
, ’administration de 4 ng /1 du Glyphosate aux rats pendant 2 ans présentait des signes de lésion
hépatique accrue (Mesnage et al., 2017).Par ailleurs, I’ exposition chronique a des doses ultra-
faibles du GLP a montré des lésions hépatiques et rénales chez le rat (Mesnage et al., 2015).
Par contre, une étude a apporté qu’il n'y a aucune preuve sur la lésion rénale chez les enfants
exposés a de faibles niveaux de glyphosate (Trasande et al., 2020).

Dans des zones ou prédominent des maladies rénales chroniques de cause inconnue, une
recherche a montre que le glyphosate et 1’acide aminométhylphosphonique (AMPA) se trouvent
dans des eaux de surface, des eaux souterraines, des sols agricoles et des sédiments (Gunarathna
etal., 2018).
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I111.6 Effet sur la reproduction

Chez I’homme le glyphosate peut causer des modifications physiopathologiques le long de 1’axe
hypothalamus-hypophyso-surrénalien et gonadique pouvant modifier la fonction de la
reproduction en altérant la quantité et la qualité des spermatozoides, et les malformations

congénitales (Benachour et al., 2012).

Les herbicides a base de glyphosate (GBH) peuvent également entrainer des troubles de la
reproduction chez les animaux (Jarrell et al., 2020). En fait, une étude a montré le retard
pubertaire et des modifications des niveaux de testostérone et de la morphologie des testicules
chez les rats wistar exposés a 5 mg/kg p.c. du GLP (Romano et al, 2010). De méme ,
I’exposition du GLP a entrainé une diminution de la testostérone des cellules testiculaires chez
les rats adultes par rapport a leurs témoins (Clair et al., 2012). En effet, 50 mg/kg du GLP a
altéré également le développement reproductif de la progéniture male en perturbant I'expression
des gonadotrophines (Romano et al., 2012). D'ailleurs, il induit une altération de 1’expression
du gene régulé par I’estrogene dans les cellules humaines (Hokanson et al., 2007). Le
glyphosate inhibe aussi les activités de transcription des récepteurs d'androgenes et

d'cestrogénes a partir de 0,5 mg/L (Gasnier et al, 2009).

Le GLP induit un stress oxydatif, conduisant a la mort des cellules de Sertoli dans les testicules
de rats (De Liz Oliveira Cavalli et al., 2013). Ensuite, il provoque une surcharge du calcium
dans les testicules et perturbe également les fonctions reproductives males (la mort des cellules
de Sertoli ) (De Liz Oliveira Cavalli et al., 2013). D’autre chercheurs confirment que le
glyphosate déclenche le stress oxydatif testiculaire chez les rats (Astiz et al., 2009) et

I’altération des protéines ovariennes (Ganesan & Keating, 2020).

Les herbicides a base de glyphosate peuvent perturber la fonction hormonale normale d'un
organisme non ciblé, entrainant plusieurs effets de perturbation endocrinienne (DE) :
intersexualité, diminution de la spermatogenése, papilles urogénitales asymétriques, lésions
testiculaires et ovules stériles (Horak et al., 2021). Par conséquent, le glyphosate inhibe les
cytochromes P450 dans la cellule humaine et celle du rat (Hietanen et al., 1983), ce qui pourrait
induire certains effets sur le systéme endocriniens (Richard et al., 2005) . L'exposition périnatale
aux 0.5 et 5 mg/kg de glyphosate et a un herbicide a base de glyphosate affecte la
spermatogenése chez la souris (diminution de 89 % et 84 % du spermatozoides) (Pham et al.,
2019). En effet, une dose de 0.36 mg/l du GLP exerce des effets toxiques sur la motilité
progressive des spermatozoides humains (Anifandis et al., 2018). En outre,le nombre total de
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spermatozoides chez les rats exposés a 500 mg / kg du glyphosate (pendant 5 semaines ) était
significativement diminué par rapport a celui du groupe témoin (Dai et al., 2016). Une autre
étude a confirmé que le glyphosate cause une diminution des concentrations de spermatozoides
(Cai etal., 2017).

Quelques ¢tudes épidémiologiques sur les femmes de I’Ontario (Canada) ont démontré que
I’exposition a un herbicides a base de glyphosate a été associée a une réduction de la fertilité
(d'au moins 20 %) (Curtis et al., 1999). Dans le centre de 1’Indiana (USA), une étude sur 71
femmes enceintes (age moyen de 29 ans) a été signalé une association entre I'exposition au
glyphosate et le raccourcissement de la durée de la gestation (Parvez et al., 2018). Une étude
sur les rats femelles wistar exposés aux 126 mg/kg et 315 mg/kg du GBH pendant 60 jours a
révélé une folliculogenese altérée, une diminution de la sécrétion d'cestrogenes, des altérations
des aspects histologiques des ovaires, et une nécrose cellulaire (Hamdaoui et al., 2018). En plus,
le GLP inhibe la stéroidogenese (Walsh et al., 2000). Par contre, une exposition chronique
(pendant dix semaines) des souris femelles a de faible dose (2 mg / kg) du GLP n’a pas affecté
le gain de poids corporel, le poids des organes, le nombre de follicules ovariens ou I'abondance
des protéines et la stéroidogenése (Ganesan et al., 2020). En addition, une étude réalisée sur la
truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss exposée a de faibles doses de GLP (environs 1 pg/1)
pendant 10 mois : n’a révélé aucune perturbation dans les parameétres de reproduction et le stress
oxydatif ou les parametres du métabolisme (Du-Carrée et al., 2021). Alarcon et al., (2019) ont
démontré que 1’exposition & 2mg/kg du GBH pendant 45 jours n’a pas affecté le poids ovarien
ou utérin chez les agneaux de brebis. Par contre, le GBH a modifié I'expression génigue et la

dynamique folliculaire ovarienne (Alarcon et al., 2019).

111.7 Effets neurotoxiques du glyphosate.

Les pesticides en général, comme la plupart des xénobiotiques affectent le systeme de
communication entre les cellules. Ainsi, ces contaminants perturbent non seulement le systeme
endocrinien, mais interagissent également avec les fonctions du systéme nerveux, et peuvent
favoriser les effets épigénétique (Mesnage and Séralini, 2014). Plusieurs études montrent que
I'exposition aux pesticides pourrait étre un facteur de risque de développement des maladies
neurodégénératives, avec I’augmentation de 1'incidence de la maladie de Parkinson et de la
maladie d’Alzheimer (Aloizou et al., 2020; Li et al., 2021; Shrestha et al., 2020; Wang et al.,
2006).
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Les pesticides comme les organophosphorés (OP) sont largement utilisés dans I'agriculture,
I'norticulture, la médecine vétérinaire et les ménages. La plupart des OP sont facilement
absorbés par la voie orale, cutanée, gastro-intestinale et respiratoire, et ont la capacité d'inhiber
la cholinestérase chez les insectes et les mammiféres (Marrs, 1993). L'acétylcholinestérase
(AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE) sont les membres les plus pertinents au sein de la

famille des enzymes cholinestérases.

L’AChE est une enzyme estérase nécessaire au fonctionnement des synapses du systéme
nerveux central et de la jonction neuromusculaire. En effet, cette enzyme extracellulaire
hydrolyse en quelques millisecondes 1’acétylcholine libre dans la fente synaptique, en acétate
et choline. Elle fournit un des moyens de mettre un terme a I’activation des récepteurs
cholinergiques (Larsen et al., 2016). Une étude a révélé que I’activité catalytique de I’AChE
augmente progressivement dans le jeune age pour atteindre son maximum a I’age adulte. Chez
le rat, elle est de 30% au jour post-natal 5 (PND5), passe a 50% au PND 12, monte encore a
75% au PND 21 et atteint son maximum au PND 60. En effet, I’inhibition de I’ AChE provoque
une accumulation de I’acétylcholine libérée dans la fente synaptique lors d’une stimulation
nerveuse, menant a une hyperstimulation des récepteurs cholinergiques. En conséguence, le
passage de I’'information nerveuse est perturbé jusqu’au non fonctionnement des synapses, ce
qui peut mener a D’apparition de divers troubles nerveux pouvant aller jusqu’a la mort de

I’individu (Lotti, 1995).

Par conséquence, le diagnostic définitif de la toxicité des OP nécessite la mesure de I'activité
de I'AChE dans le sang et/ou de la BChE dans le sérum des animaux ou des étres humains
exposés a ces pesticides (Tafuri , 1987). En outre, la mesure de I'inhibition de I'AChE a été
utilisée comme biomarqueur de I'effet aprés 1’exposition aux OP (Lionetto et al., 2013).
L'utilisation massive des OP pour la lutte contre les parasites entraine le rejet de grandes
quantités de ces composeés dans I'environnement (Lionetto et al., 2013). Dés lors, les organismes
non cibles (y compris les étres humains) pourraient étre exposés a ces pesticides par le biais

d'une contamination de I'environnement ou d'une utilisation professionnelle.

C'est généralement le cas des OP qui inhibent I'activité de I'acétylcholinestérase a la jonction
neuromusculaire. Ce parametre a fait I'objet d'un débat pour le GLP. Une étude a rapporté les

effets du glyphosate sur I'acétylcholinestérase sérique in vitro ( EI-Demerdash et al, 2001) .

Les effets neurotoxiques du glyphosate et de 1’herbicide a base de glyphosate (GBH) restent

incertains, en particulier a des doses pertinentes pour I'environnement. Plusieurs études sur des
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especes non mammiferes ont montré une inhibition de I'acétylcholinestérase par le GLP. Par
exemple, le GLP a inhibé I’acétylcholinestérase dans le cerveau de Cnesterodon
decemmaculatus a partir de 1 ppm (Menéndez-Helman et al., 2012). Cette enzyme est en fait
inhibée dans divers modeles par des doses de GBH dans I'ordre des ppm chez Cyprinus carpio
(Cattaneo et al., 2011), Prochilodus lineatus (Modesto & Martinez, 2010), les tétards
amphibiens (Lajmanovich et al., 2011), Leporinus obtusidens (Glusczak et al., 2006; Salbego
et al., 2010), et le poisson-chat argenté (Glusczak et al., 2007).

Il est intéressant de noter que la plupart de ces études ont porté sur des concentrations de GLP
dans I'environnement (de 0,2 a 5 mg/L) et que I'inhibition de I'AChE était comprise entre 20 et
30 % par rapport a ses niveaux d'activité de base. En plus de cela, une faible inhibition (entre
13 et 20 %) de I'activité de I'AChE a été également observée lorsque des érythrocytes humains
ont été incubés avec des concentrations élevees (0,25 a 5 mM) du GLP, qui ne se retrouveraient
dans le plasma qu'aprés une exposition aigué de cet herbicide (Kwiatkowska et al., 2014). Sur
la base de ces observations, la présente recherche a été congue pour obtenir des informations
supplémentaires sur les effets du glyphosate contre I'AChE chez les souris.

L’acide glutamique, ou glutamate, est I’'un des vingt acides aminés qui constituent les protéines.
Il présente dans le cerveau a forte concentration (Curtis & Phillis, 1960). Il est formé dans les
mitochondries des neurones suivant deux voies : soit par une transamination de l'alpha-
cétoglutarate (un métabolite du cycle de Krebs mitochondrial), soit par une désamination
oxydative de la glutamine par I'enzyme glutaminase (Krebs & Johnson, 1937). En fait, la
glycine et d'autres acides aminés comme le glutamate agit comme un neurotransmetteur et joue
un réle important dans le fonctionnement du cerveau souléve le questionnement sur les effets

neurologiques du glyphosate.

Le glyphosate entraine une dégénérescence des neurones dopaminergiques au niveau des
ganglions de la base chez le Caenorhabditis elegans (petit nématode) a pour conséquence un
déséquilibre total au niveau des neurotransmetteurs (notamment le glutamate et l'acide y-
aminobutyrique (GABA)) (Duty, 2010; Negga et al., 2012). Cette étude apporte un lien entre

la maladie de parkinson et le GLP.

Cattani et al ; (2014) ont signalé que I’exposition au GLP peut réduire 1’absorption et le
métabolisme du glutamate par les cellules gliales. En outre, il augmenterait la libération de ce
neurotransmetteur dans la fente synaptique. En fait, cet herbicide inhibe donc les voies de
I'aspartate aminotransférase (ASAT), de I'alanine aminotransférase (ALAT) et de la glutamine
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synthétase. Il y a donc une inhibition de lI'absorption du glutamate et de ses métabolites par les
astrocytes de I'hippocampe exposé a I'herbicide. Ce taux excessif de glutamate extracellulaire
entraine une intoxication des cellules neuronales. En effet, le glutamate va activer les récepteurs
N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et les canaux calcium voltage dépendants des types de L-
VDCC ; il y aura un afflux de calcium a I'intérieur des cellules pyramidales de I'hippocampe,

ce qui a conduit a un stress oxydatif et a la mort des cellules (Cattani et al., 2014) (figure 6 ).

Hippocampe

Présynaptique

AMPAR

RO Postsynaptique

Figure 6: Proposition du mécanisme de neurotoxicité du glyphosate dans I’hippocampe de rat

(Cattani et al., 2014).

111.8 L’effet du glyphosate sur le microbiote

Le microbiote est I'ensemble des micro-organismes, bactéries, microchampignons et protistes
vivant dans un environnement spécifique (appelé microbiome). Le microbiome se situe a
I'intérieur du systeme digestif. Le systéme nerveux entérique est la partie du systeme nerveux
autonome qui est constitué d'un réseau de neurones formant un plexus nerveux, qui est
interconnecté avec le systeme nerveux central (SNC) et qui controle le systeme digestif
(Furness et al., 2014) . Des études sur les animaux ont montré que les microorganismes
intestinaux peuvent activer le nerf vague et que cette activation joue un réle essentiel dans la

médiation des effets sur le cerveau et le comportement (Forsythe et al., 2014).

Dans la littérature, il a été rapporté que le GLP pourrait causer une dysbiose, un phénomeéne qui

se caractérise par un désequilibre entre les microorganismes bénéfiques et pathogénes. Par
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conséquent, il a un effet sur le systéme nerveux central et d’autres troubles neurobiologiques,
en raison de I’axe intestin-cerveau (Rueda-Ruzafa et al., 2019). En effet, une diminution du
nombre total des bactéries intestinales (Corynebacterium, Firmicutes, Bacteroidetes et
lactobacillus) a été constatée chez les souris traitées par des doses 250 et 500mg/kg de GBH
(Aitbali et al., 2018; Lozano et al., 2018; Q. Tang et al., 2020).

I11.9 Sensibilité particuliére de I’organisme en développement

Jusqu’a récemment, plusieurs études ont été focalisées sur 1’évaluation des effets indésirables
et liés a une exposition a des substances chimiques chez I’adulte.(Fagan et al., 2020; Landrigan
& Goldman, 2011). Peu d’études ont été apportées pour l'organisme a des stades de vie plus
sensibles, comme la période de développement feetal ou la petite enfance (Landrigan et al.,

2004).

La sensibilité accrue de I’organisme en développement en général, et plus particulierement du
systéme nerveux en développement, par rapport a un organisme mature est la résultante de

plusieurs facteurs :

- L'enfant est souvent plus exposé que l'adulte, pour des niveaux de contamination
environnementale équivalents. Cela peut étre expliqué de différentes manicres. Tout d’abord,
par rapport a leur poids corporel, les enfants consomment plus de nourriture, et ils ont des
besoins énergétiques plus importants que les adultes (Landrigan et al., 2002) . lls peuvent étre
exposés a des grande quantités de contaminants (par exemple les pesticides) contenus dans les
produits alimentaires par rapport aux adultes (Sly & Flack, 2008). En outre, le comportement
d’exploration des enfants (par exemple ; introduire un grand nombre d’objets dans la bouche),
représente un autre facteur qui peut augmenter le niveau d’exposition d’un enfant (Graeter et
al, 1996) Enfin, le lait maternel, seule nourriture pour les nouveau-nés, représente un important
vecteur de nombreux composés chimiques liposolubles, auxquels peut étre exposé 1’organisme

apres la naissance (Weiss, 2000).

- Le métabolisme de 1’organisme en développement est encore immature, ce qui induit une
diminution des capacités de détoxification (Grandjean & Landrigan, 2006), et le rend donc plus
sensible a certains agents chimiques par rapport a un organisme adulte. Le feetus, par exemple,
dépend essentiellement des capacités de métabolisation de sa mére, puisque les enzymes de
cytochrome P450 sont peu actives, bien que présentes ( Dorman et al, 2001). En général, les
enzymes du métabolisme des molécules chimiques polluantes (xénobiotique) commencent a se

développer a partir du milieu de la grossesse et atteignent le niveau du corps adulte (Sly &
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Flack, 2008). Neanmoins, chez le jeune enfant, par exemple, certaines enzymes impliquées dans
le contrble du stress oxydant ne sont pas exprimées a des niveaux comparables a ceux de
I’adulte, ce qui le rend particuliérement sensible au stress oxydant (Sly & Flack, 2008).
L’immaturité des systémes enzymatiques de détoxification augmente la quantité de
contaminants dans 1’organisme. Cela peut représenter un risque de toxicité important pour

I’organisme en développement (Sly & Flack, 2008).

- Le systéme nerveux en développement est tres sensible a l'influence des facteurs
environnementaux pendant la gestation et la période néonatale. En effet, il reste plus vulnérable
a beaucoup d’agents que le systéme nerveux mature (Miodovnik, 2011; Sagredo et al., 2018;
Sly & Flack, 2008; Tilson, 1998). En fait, Les mécanismes de développement du systéme
nerveux central ne sont pas les mémes en périodes postnatale ou prénatale. Ainsi, chez le rat,
I’organogénese et I’histogéneése du cerveau sont terminées en période prénatale, et la
neurogéneése et la migration neuronale sont achevées vers PND10. En revanche, la
synaptogéneése, la gliogénese et la myélinisation continuent en période post-natale, et ne sont
finies qu’a la maturité de I’animal, vers PND35-45 (Dubovicky et al., 2008; Rice & Barone,
2000). En plus, le cerveau du rat connait une période de croissance et de maturation rapide vers
PND10-12, qui est atteinte chez I’ Homme en période prénatale, vers la naissance (Dubovicky
et al., 2008). La synaptogénese chez le rat a lieu presque exclusivement pendant les trois
premicres semaines de vie, alors que chez I’Homme, elle atteint un pic a 1’age de deux ans

(Patricia M. Rodier, 2004) et se poursuit jusqu’a 1’adolescence (Rice & Barone, 2000).

En général, le développement cérébral est ainsi une longue succession de nombreux processus
complexes, précisément controles, et finement régulés dans le temps (prolifération cellulaire,
migration, différenciation, synaptogénése, apoptose, myélinisation), mais tres sensibles,
notamment a I’action de substances environnementales (pesticides, métaux lourds ...etc)
(Grandjean & Landrigan, 2006; Mendola et al., 2002; Weiss, 2000). Alors que, la complexité
du systeme nerveux et de son développement offre alors une multitude de mécanismes par
lesquels des agents toxiques peuvent induire des dommages (Slikker et al., 2005; Walker,
2005).

D’ailleurs, des études ont identifié des periodes de vulnérabilité, c'est-a-dire des stades critiques
du développement, durant lesquels I'exposition d'une personne a des agents toxiques peut
entraver son développement normal et causer des dommages importants (Miodovnik, 2011;

Landrigan & Goldman, 2011). Pendant la période de croissance du cerveau, la maturation des
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axones et des dendrites, établissement des connections neuronales, synaptogenese, prolifération
des cellules gliales, et la myélinisation (les différentes phases de développement fondamentales)
représentent autant de fenétres pour I’induction d’effets neurotoxiques persistants (Andersen et
al., 2000), absolument uniques, et n’ayant pas de contreparties chez 1’adulte (Grandjean &
Landrigan, 2006).

Finalement, selon la durée et la période d’exposition, il existe un large spectre de déficits
structuraux ou fonctionnels (Miodovnik, 2011) et une exposition avec la méme substance peut

finalement entrainer en une grande variété de troubles (Patricia M. Rodier, 2004).

111.10 Transfert placentaire et via le lait maternel de contaminants.

Pendant les périodes initiales de développement, le jeune est principalement exposé a des
substances potentiellement toxiques via sa mére. Le développement normal du feetus dépend
donc en grande partie du niveau d'exposition de la mére a certains contaminants (Graeter, 1996)
. Les deux principaux types de transfert de contaminants (composés chimiques toxiques) de la
meére vers le jeune sont le transfert placentaire pendant la grossesse, et le transfert via le lait
maternel pendant les premiers mois de vie postnatale. Le transfert d’un composé de 1’organisme
maternel a I’organisme du jeune dépend de la dose administrée a la meére, et des caracteristiques
pharmacocinétiques dans les différents compartiments (organismes de la mere et du jeune,
placenta, lait maternel) (Dorman, 2001). En fait, ces deux modes de transfert ne sont pas
identiques en termes de facteurs pharmacocinétiques, et peuvent donc conduire a des doses

disponibles différentes chez le jeune, pour une méme exposition de la mére (Barton, 2005).

Le placenta est un organe unique qui relie physiquement et biologiqguement I'embryon en
développement a la paroi utérine. Tout au long de la grossesse, le placenta fournit a I'embryon,
puis au feetus des nutriments (Andersen et al., 2000; Jeong et al., 2018) . Le feetus n'est exposé
aux contaminants toxiques que par le biais du placenta, qui est considéré comme un milieu qui
reflete I'exposition chimique de la mére pendant la grossesse et tout au long de sa vie (Leino et
al., 2013; Vizcaino et al., 2014). De plus, le placenta peut empécher le transfert de certains
polluants, mais il est démontré que les POP, méme ceux de poids moléculaire élevé, peuvent

atteindre les feetus (Vizcaino et al., 2011).

Finalement, le transfert de contaminants pendant la grossesse peut avoir des consequences sur
la santé du feetus. Les feetus sont plus vulnérables que les adultes a 1'exposition chimique car
leur systeme immunitaire et leurs mécanismes de détoxication ne sont pas complétement

développés (Vizcaino et al., 2014). Par conséquent, I'exposition prénatale et déeveloppementale
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aux POP a été associée a une croissance feetale altérée (Govarts et al., 2018; Weight et al.,
2012), & des perturbations endocriniennes , & des maladies métaboliques (Tang-Péronard et al.,
2015), un développement cognitif et neurologique réduit (Berghuis et al., 2018; Kyriklaki et
al., 2016; Lam et al., 2017), des impacts sur la santé respiratoire (Gascon et al., 2014) , et

I'adiposité et I'nypertension au déebut de I'enfance (Vafeiadi et al., 2015).

Apres la naissance, le lait maternel est considéré comme la meilleure alimentation pour les
nouveau-nés afin d'obtenir une croissance, un développement et une santé optimale. C'est pour
cette raison que I'Organisation mondiale de la santé (OMS) recommande I'allaitement maternel
exclusif pendant les six premiers mois de la vie (Ms & Kakuma, 2012). Cependant, I’exposition
du jeune a certains agents peut continuer via le lait maternel (David C. Dorman, 2001), qui
constitue un milieu efficace pour le transfert de substances chimiques lipophiles de la mere vers
I’enfant(Weiss, 2000).

La présence de POP dans I'environnement et dans la chaine alimentaire peut entrainer des
concentrations élevées de polluants dans le lait maternel (Aerts et al., 2019; Landrigan et al.,
2002). De plus, L’exposition a des substances presentes dans I'environnement, telles que les
métaux lourds et les pesticides, peut contaminer le lait humain (D’Apolito, 2013; Mehta et al.,
2020). des études ont montré que certains xénobiotiques (DDT) sont retrouvés dans le lait

maternel (Limon-Miro et al., 2017).

Plus de 20 % des polluants peuvent étre transférés au nouveau-né par I’allaitement et stockés
dans le corps en fonction de I'affinité de la molécule du polluant et de la composition corporelle
de la personne (Gebremichael et al., 2013; Lackmann et al., 2005). Les pyréthroides et les
pesticides organochlorés sont bioaccumulés dans les organismes en raison de leur coefficient
de partage octanol/eau élevé, ce qui augmente leur lipophilie et facilite leur accumulation dans
les tissus riches en graisse. Pour cette raison, les pesticides sont transférés passivement du
plasma au lait maternel et leur concentration est proportionnelle a leur liposolubilité (Lackmann
et al., 2005; Waliszewski et al., 2012). Une étude a montré que 1’exposition de 1’enfant via le
lait maternel peut alors étre cent fois supérieure a celle de la mere, proportionnellement a leur

poids respectif (Dorman, 2001; Grandjean & Landrigan, 2006).

La contamination du lait maternel pendant I’allaitement peut avoir des risques sur la santé du
nouveau-né. Parmi les risques pour la santé, on a trouvé que les pesticides présentes dans les
échantillons de lait maternel sont associées a des effets sur le développement (Beth & Rogan,
2000; Karmaus et al., 2002) et l'infertilité (Gerhard et al., 1999). L'exposition prénatale aux
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pesticides a déja eté associée a des effets nefastes sur la santé des nouveau-nés, tels que la
réduction du poids a la naissance (Govarts et al., 2012), la réduction du périmétre cranien
(Mdaller et al., 2017) et le retard du développement mental et psychomoteur (Ribas-Fit6 et al.,
2003). Il est trés important de déterminer I'impact sur la santé des nouveau-nés exposés apres
la naissance par l'allaitement maternel. En outre, plusieurs études confirment le rdole des

pesticides en tant que neurotoxiques (Kao et al., 2019; Saeedi Saravi & Dehpour, 2016).
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IV. Stress Oxydant

1VV.1.1 Définition

Le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre de la balance entre la
production d’espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes
(Pincemail et al., 2002) (Figure 7). Le déséquilibre peut résulter d'un manque de capacité
antioxydante causé par une perturbation de la production, de la distribution, ou par une
surabondance d’ERO provenant de sources endogeénes ou de facteurs de stress
environnementaux. S'il n'est pas régulé correctement, I'excés d’ERO peut endommager les
lipides cellulaires, les protéines ou I'ADN, inhibant ainsi les voies de transduction du signal, et
la fonction cellulaire normale. Pour cette raison, le stress oxydatif a été impliqué dans une liste
croissante de maladies humaines telles que les maladies cardiovasculaires et
neurodégéneératives et le cancer ainsi que dans le processus de vieillissement (Brenneisen et al.,
2005) (Figure 7).

Antioxydants : Enzymatiques SOD,
CAT, GPX..., et I’alimentation (non

Radicaux libres \

ERO & ERN Stress oxydant

gy U

Lésions

Enzvmatiques)

Protéines, Lipides, ADN

Les polluants, tabac, I’alcool

Vieillissement
Les maladies neurodégeneratives, les

maladies cardiovasculaires et le cancer.
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Figure 7:Schéma montrant le stress oxydant, qui est un état de déséquilibre entre le systeme de
défense par les antioxydants et la surproduction des radicaux libres. ERO : especes réactives de
I’oxygene ; ERN : espéces réactives de 1’azote (Belaich & Boujraf, 2016).

1VV.2 Radicaux libres

IvV.2.1 Généralités sur les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules trés reactifs ayant un ou plusieurs
électron(s) non apparié(s) dans leur enveloppe externe et peuvent se former lorsque I'oxygene
interagit avec certaines molécules (Chandrasekaran et al., 2017). Ces radicaux peuvent étre
produits dans les cellules en perdant ou en acceptant un seul électron, et se comportent donc
comme des oxydants ou des réducteurs (Lobo et al., 2010), ce phénoméne pouvant se propager
par des réactions en chaine (Carriére et al., 2006).

La durée de vie des radicaux libres est extrémement trés courte de la nano a la milliseconde, et
il est symbolisé par un point qui indique ou I’électron libre se situe (Finaud et al., 2006; Goto,
2008).

IV.2.2 Les radicaux libres biologiques

La présence de radicaux libres dans les matériels biologiques a été découvert il y a moins de 50
ans (Commoner et al., 1954; Droge, 2002). Par la suite, Denham Harman a émis I'hypothese
que les radicaux d'oxygene pourraient étre formés comme sous-produits de réactions
enzymatiques in vivo. En 1956, il a décrit les radicaux libres comme une bofite de Pandore qui
peuvent expliquer les dommages cellulaires importants, la mutagenése, le cancer, et surtout, le
processus dégenératif du vieillissement biologique (Drdge, 2002; Harman, 1981).
L’oxygene est un élément indispensable a la vie des organisme aérobies. En fait, les radicaux
libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de 1’02 (Droge, 2002).les especes
réactives de I’oxygéne (ERO) (molécules contenant de 1’oxygéne) représentent , réellement, la
classe la plus importante d'espéces radicalaires générées dans les organismes vivants a cause
de I'importance de leur métabolisme aérobique (Valko et al., 2007). Néanmoins, d'autres
especes radicalaires doivent encore étre prises en considération, a savoir les especes réactives
de I’azote (ERN) (Palmer et al., 1988).
Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédeés :

- Addition d’un électron libre & un non radical (NR + e- — R") ;

- Perte d’un électron par un non radical (NR —e - - R°) ;

- Scission homolytique d’une liaison covalente (A : B — A*+B°)
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Les radicaux libres comme 1’anion superoxyde (O2+—) et le radical hydroxyle (*OH), et des
composés réactifs oxydants non radicalaires (sans électrons libres dans leur couche externe)
comme le peroxyde d'hydrogéne (H202), ’oxygeéne singulet (102) et I’ozone (O3) sont
géneralement des especes reactives oxygénees (ERO, ou ROS Reactive Oxygen Species)) ; ils
sont générés en tant que sous-produits métaboliques par des systéemes biologiques (Garrel et al.,
2007)( Tableau I). De plus, Les especes réactives azotées (ERA, ou Reactive Nitrogen Species
(RNS)) sont définies comme un sous-groupe d'oxydants dérivés de l'oxyde nitrique ou du
monoxyde d'azote (‘(NO). Cela a poussé certains auteurs a parler de RONS (Reactive Oxygen
and Nitrogen Species) au lieu de ROS pour définir toutes les espéces réactives oxydantes
radicalaires ou non radicalaires (Tableau ).

Tableau I: Principales espéces réactives oxydantes (ERO) organiques(Valko et al., 2007).

ERO Abreéviations
Especes oxygénées actives EOA
Radical (lon, Anion) Superoxyde 02—
Radical Hydroperoxyle HO:*
Peroxyde D’hydrogeéne H202
Radical Hydroxyle *OH
Singulet Oxygéne 102
Ozone O3
Especes azotees actives EAA
Oxyde Nitrique ou monoxyde d’azote ‘NO
Dioxyde d’azote ‘NO2
Peroxynitrite ONOO-
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IVV.3 Mécanismes de production des principales ERO

Iv.3.1 ERO radicalaires
- L’anion superoxyde (0O2¢-)

C’est I’espéce la plus couramment générée par la cellule, par réduction d’une molécule
d’0O2(Wolin, 1996) .il constitue le précurseur de la plupart des ERO et induit les réactions

oxydatives en chaine (Abele et al., 2002)

O +é — 0;"

Les radicaux superoxydes ne sont pas tres réactifs. La faible réactivité de ces radicaux permet
leur utilisation par lI'organisme comme médiateurs régulant les fonctions biologiques(Favier,
2003).

Le radical hydroxyle HO*

Selon la réaction d’Haber-Weiss ; la génération du radical hydroxyle (HO¢) peut étre induite
par la réduction de I’H20> en produisant alors un ion OH inoffensif et un radical hydroxyle
HO-.

H}_D]'PDIL * *» HO + 0; +0H

Cette réaction est trés lente et certainement inefficace dans les tissus vivants. Mais en revanche,
en présence du cuivre cuivreux ou du fer ferreux (métaux de transition), le H>O2 peut se
décomposer en OH™ et HO- selon la réaction de fenton (Goldstein et al., 1993).

0, + Fe™ * 0, + Fe™

H,0,+ Fe™ OH + HO" + Fe™

L

L 4
L

Ce radical hydroxylé a une durée de vie trés breve et incapable de franchir les membranes, il a
une vitesse de réaction trés grande avec la majorité des molécules (I’ADN, les protéines, les
sucres et les lipides membranaires)( Bonnefont-Rousselot et al, 2003) .

L’oxyde nitrique (NO*)

L’oxyde nitrique est un gaz qui ainsi traverse les membranes. Il n'est réellement néfaste pour la
cellule que lorsqu'il est présent en grande quantité et produit ainsi un autre ERO: le
peroxynitrite NO3 -. En fait, NO- est par I’enzyme oxyde nitrique synthase (NOS) & partir de
1’02 et I’acide aminé L’arginine ( Bonnefont-Rousselot et al, 2003).

1V.3.2 ERO non radicalaires

L’oxygéne singulet (1Oz)
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L’oxygene singulet (102) n’est donc pas radicalaire et correspond & une forme excitée de
I’oxygene O2. Son état « excité » lui confére un potentiel oxydant supérieur a celui de 1’02 (
Bonnefont-Rousselot et al, 2003). L’oxygene singulet est principalement produit dans le vivant
suite a une exposition a des rayons lumineux (Freinbichler et al., 2011).
Le peroxyde d’hydrogéne H202
Le peroxyde d’hydrogéne H>O> est appelé également eau oxygénée. Il est généré dans le
peroxysome, les microsomes et les mitochondries par une réaction de dismutation (Ramirez et
al., 2009).
SOD

20,7 +2H ________  H;0:+ 0
Le peroxyde d’hydrogene est trés lipophile et peu réactif en milieu aqueux a cause de I’absence
de charge a sa surface (Cash et al, 2007). En effet, H.O> peut traverser les membranes des
cellules et des organites cellulaires pour engendrer des dommages oxydatifs (Pham-Huy et al,
2008).
Le peroxynitrite (NO3 -)
Son apparition est extrémement rapide, Le NO devient nocif pour les cellules en particulier en
réagissant avec 1’0O2e¢-pour former un puissant agent oxydant, le peroxynitrite (ONOQ®)

(Densiov E.T., 2005).

0, +NO * > NOy

NO3 - est un ERO qui provogue beaucoup de dommages aux constituants cellulaires(
Bonnefont-Rousselot et al, 2003).

L’acide hypochlorique (HOCI)

Il est obtenu a partir de peroxyde d'hydrogéne. Il traverse facilement les membranes biologiques
et peut endommager les constituants protéiques de la cellule en raison de son fort pouvoir

oxydant ( Bonnefont-Rousselot et al, 2003).
H;0: + CI' + » HOCI+ HO

Un résumé des principales ERO et de leur formation est présenté dans la figure ci-dessous.
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Figure 8 :Mécanismes de production des principales espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

impliqués en biologie (Favier et al, 2003) .

IV.4 Conséquence du stress oxydant

Un déséquilibre de la balance antioxydante en faveur de la production des ERO constitue le
stress oxydant (Barouki, 2006; Valko et al., 2007). En fait, Le stress oxydant di aux radicaux
libres, entraine des I€sions tissulaires essentiellement par 1’oxydation des protéines, de I’ADN

ou des lipides (Curtin et al., 2002; Ferreira et al., 2019; Laight et al., 2000).

IV.4.1 Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires en raison
de leurs hydrogénes bis-allyliques facilement oxydables. Plus I’acide gras est insaturé et plus il
est susceptible d’étre peroxydé, c'est-a-dire dégrade par un processus oxydant non enzymatique.
L’autoxydation des AGPI et monoinsaturés est un processus radicalaire de réaction en chaine
qui se décompose en trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell, 1989).
La phase d’initiation débute par une création d’un radical d’acide gras (Re) a partir d’un acide
gras (RH) par soustraction d’un atome d’hydrogene provenant d’un groupement méthyléne (-
CH2-) bis allylique.Cette déshydrogénation peut étre provoquée par un initiateur radicalaire tel
que le *OH et le HOO-. Le radical lipidique Re subit ensuite un réarrangement moléculaire pour
donner un radical avec une structure de diéne conjugué, plus stable. Ensuite, la propagation est
réalisée par la fixation d’une molécule d’O2 et formation un radical peroxyde (ROOv)

(Esterbauer et al, 1992). Ce radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un
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hydrogene a un acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. Il est genéralement
admis que chaque radical Re peut étre a I’origine d une centaine de molécules d’hydroperoxyde
avant que survienne la phase de terminaison. L hydroperoxyde lipidique (ROOH) formé peut
étre oxydé en présence de métaux de transition divalents de Fe2+ ou Cu2+ et entrainer la
formation d’alcalins et d’aldéhydes toxiques dont le malonyldialdéhyde (MDA) ou le 4-
hydroxynonenal (4-HNE). La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison)
par I’association de deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent

par la réaction du radical avec une molécule antioxydante (Favier, 2003) (Figure 9).
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Figure 9:Réaction de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).

IV.4.2 Oxydation des protéines

Les protéines sont une cible importante des ERO et peuvent subir des modifications oxydatives.
L’oxydation des protéines, surtout des acides aminés aromatiques et des acides aminés soufres,
provoquent des modifications structurales des protéines, facilitant de ce fait leur agrégation ou
leur dégradation par les protéases (Squier, 2001). Ces modifications entrainent la formation de
protéines carbonylées « PC » par l’introduction d’un groupement carbonyle, et elles
s’accumulent avec 1’age dans de nombreux tissus et altérent la fonction des organes (Levine,
2002)(figure 10). En effet, les métaux de transition peuvent influencer fréequemment sur les
réactions d’oxydation (Bloomer, 2004). De plus , les réactions d’oxydations peuvent étre

classées en deux catégories : celles qui détruisent les liaisons peptidiques et modifient la chaine
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peptidique, et les autres qui induisent des modifications peptidiques par I'addition de produits
issus de la peroxydation lipidique comme le 4-HNE (Levine, 2002).

L’oxydation des acides aminés soufrés entraine une perte des groupements thiols (figure 11)
(Davis et al., 2001). Ces altérations concernent particulierement les enzymes antioxydantes qui
contiennent tres souvent des groupements thiols (-SH). En effet, I’oxydation de la cystéine est
réversible mais peut également perturber les fonctions biologiques du glutathion (GSH) ou des

propriétés fonctionnelles des protéines membranaires (récepteurs ou enzymes) (Jacob et al.,
2006; J. L. Martin et al., 2006) .
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Figure 10: Les modifications des chaines latérales d’acides aminés des protéines apres attaque
radicalaire (Favier, 2003).

IV.4.3 Oxydation de ’ADN

La transmission des caractéres héréditaires d'une genération a l'autre est basée sur l'acide
désoxyribonucléique (ADN). 1 existe deux types d’ADN au sein d’une cellule procaryotique :
I’ADN nucléaire et I’ADN mitochondrial. Ce dernier est une cible cellulaire importante pour
les ERO en raison de son potentiel de réparation plus faible que celui de I’ADN nucléaire et la
chaine respiratoire mitochondriale (I’'une des principales sources des ERO cellulaires). Ainsi,
le taux de bases oxydées serait plus élevé dans I'ADN mitochondrial que dans I'ADN nucléaire

(Stevnsner et al., 2002). Les changements induits par les processus oxydatifs dans I’ADN se
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répartissent en quatre catégories : les coupures simples et doubles brins, les bases modifiées
comme le 8- hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OHdG) (la guanine qui peut étre transformée en
8-OHdG ou encore la thymine en thymine glycol) qui est un marqueur des dommages oxydatifs
de ’ADN, les pontages ADN-ADN et ADN-protéines ou ADN-avec des dérivés d’oxydation
lipidique et les sites abasiques (Favier, 2003). La figure ci-dessous montre ces différents types

de dommages (Figure 11)
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Figure 11: les différents types de dommages de I’ADN (Favier, 2003).

IV.5 Le stress oxydant et les pathologies

Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées aux intoxications chimiques et
médicamenteuses et d'expositions a des rayonnements, d’un syndrome d'hyperoxygénation, de
phénomeénes inflammatoires, le stress oxydant est le facteur déclenchant originel (figure 12).
En effet, Le stress oxydant est impliqué dans le développement des maladies comme : le cancer,
les maladies neuro-dégénératives et le vieillissement accéléré. En addition, des études récentes
montrent que le stress oxydatif est un facteur important de maladies respiratoires (Olabisi et al.,
2020). De plus, une étude a démontré une augmentation du stress oxydatif cérébral chez les
patients atteints de la maladie de Parkinson ou de sclérose latérale amyotrophique avec des

changements métaboliques mitochondriaux, tels qu'une utilisation accrue du glucose avec la
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fermentation lactique, une suppression du métabolisme des acides gras , une activité de la

chaine respiratoire altérée (llkawa et al, 2021).
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Figure 12: les effets des ERO sur le matériel génétique (Barouki, 2006)
IV.6 Les antioxydants

IV.6.1 Définition des antioxydants

Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui réduit les dommages dus a I'oxygene, tels
que ceux causés par les radicaux libres (Heo et al., 2007; Priymenko, 2007). Les antioxydants
peuvent éventuellement réduire les risques de cancer, d'artériosclérose, des maladies cardiaques
et de plusieurs autres maladies métabolique (Bandyopadhyay et al., 2007). Les cellules peuvent
utiliser de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup d'énergie pour
contréler leur niveau d'ERO. Elles sont dotées de divers systemes antioxydants répartis dans
tous les compartiments de l'organisme, qu’ils soient membranaires, intracellulaires ou
extracellulaires (Powers SK, 2000).

Dans I’organisme, il existe deux systémes de défense antioxydant : les systémes enzymatiques
et les systemes non enzymatiques.

IV.7 Le systeme antioxydant enzymatique

Les cellules sont protégées contre le stress oxydatif par un réseau d'enzymes antioxydantes en
interaction (Lobo et al., 2010). Les trois principales enzymes antioxydantes sont les

superoxydes dismutases (SOD), les glutathions peroxydases (GPx) et la catalase (CAT).

IV.7.1 Les superoxydes dismutases (SOD)
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La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme catalysant la dismutation des ions superoxydes
(les premieres especes toxiques) en peroxydes d’hydrogénes et oxygeénes moléculaires selon la

réaction suivante :

| 50D
) 1 — + 0,

La SOD est une métalloenzymes qui selon sa localisation s’associe a différents métaux. Il existe
trois grandes familles de superoxyde dismutase, en fonction du cofacteur métallique : Cu/Zn
(qui lie a la fois le cuivre et le zinc), les types Fe et Mn (qui lie le fer ou le manganése), et enfin
le type Ni qui lie le nickel (NiSOD est également présente dans les bactéries) (Jochen Wuerges
et al, 2004). Les isozymes SOD ont été localisées dans différents compartiments cellulaires. La
Mn-SOD est présente dans les mitochondries et les peroxysomes. La Fe-SOD a été trouvée
principalement dans les chloroplastes mais a également été détectée dans les peroxysomes, et
la CuzZn-SOD a été localisée dans le cytosol, les chloroplastes, les peroxysomes et I'apoplaste
(Lobo et al., 2010).

IV.7.2 La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme commune que I'on trouve presque dans tous les organismes vivants
qui sont exposés a I'oxygene (Lobo et al., 2010). Elle catalyse la transformation du peroxyde
d’hydrogéne en eau et oxygene moléculaire pour prévenir la formation de radicaux hydroxyles
(Alothman et al., 2021).

CAT
~ ——— H,0+0,

Le peroxyde d'hydrogéne est un sous-produit toxique de nombreux processus métaboliques
normaux : pour prévenir les dommages, il faut que cette substance soit rapidement transformée

en d'autres substances moins toxiques (Lobo et al., 2010).

IV.7.3 Les glutathions peroxydases (GPX) et réductases (GR)
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Le systeme du glutathion comprend le glutathion, le glutathion réductase, glutathion
peroxydases et glutathion S-transférases. Ce systeme est présent chez les animaux, les plantes
et les microorganismes (Lobo et al., 2010). La GPX est présente dans le plasma sanguin, mais

aussi les globules rouges (cytosolique et membranaire) , est une enzyme contenant quatre
cofacteurs sélenium qui catalysent la réduction par le glutathion réduit (GSH) du peroxyde
d’hydrogene en eau et de divers hydroperoxydes lipidiques produits (ROOH) en alcools et des
espéces radicalaires en especes non radicalaire (Baudin, 2020; Lobo et al., 2010).

GSH
GPx < ) GR
GSSG
H,O

L’action des GPx dépend de la biodisponibilité en GSH, glutathion réductase (GR) et NADPH.
La GR catalyse la réduction du glutathion oxydé GSSG en glutathion réduit GSH a 1’aide du
cofacteur NADPH (provient de la voie des pentoses phosphates) (Baudin, 2020).

IV.8 Antioxydants non enzymatiques

La défense antioxydante est composée d’antioxydants endogenes, qui sont synthétisés par le
corps, et d’antioxydants exogenes, obtenue a partir de I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydants non enzymatiques nous retrouvons par exemple ; vitamine C, vitamine E,

caroténoides, I’acide urique et glutathion réduit.

IV.8.1 Le glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un peptide contenant de la cystéine que I'on trouve dans la plupart des formes
de vie aérobie, Il est détoxifiant au niveau hépatique.(Ursini & Maiorino, 2020). Le GSH est
constamment indispensable a la vie, car la réduction au silence de la y-Glu-Cys ligase (GCL),
I'enzyme limitant la vitesse de synthése de la GSH, est mortelle (Ursini & Maiorino, 2020). La
régenération du GSH a partir du GSSG se fait principalement grace a ’intervention de la
glutathion réductase, et elle consomme une molécule de NADPH (Baudin, 2020).Le GSH
intervient également dans le cycle de régénération de 2 vitamines antioxydantes : la vitamine E

et la vitamine C (Powers & Jackson, 2008).
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IV.8.2 L’acide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines (Baillie et al., 2007). Il
représente environ la moitié de la capacité antioxydante du plasma (Jaeschke et al., 2002), et il
agit comme un donneur d’électrons capable ainsi de stabiliser les radicaux hydroxyle et
peroxyle et I’oxygéne singulet (Powers & Jackson, 2008). En fait, I'acide urique pourrait étre

régenéré par la vitamine C (Waring et al., 2003).

1V.8.3 Lavitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présents
dans le plasma et les fluides extra-cellulaires (compartiments hydrophiles) (Vertuani et al.,
2005). Son action est directe et indirecte, elle agit directement sur les ERO (superoxydes,
hydroxyle, oxygene singulet, radicaux lipidiques) et indirectement par son action de
régénération de la vitamine E et du GSH (Duarte & Jones, 2007; Lobo et al., 2010). La vitamine
C est principalement antioxydante, mais en doses trop élevées et dans le processus de défense
immunitaire, elle peut exercer une action prooxydante au travers de son habilité a réduire 1’ion
ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+) qui est un puissant catalyseur de plusieurs réaction redox

comme la réaction de Fenton/Haber-Weiss (Duarte & Jones, 2007; Sayre et al., 2005)

1VV.8.4 Vitamine E

La vitamine E est un terme générique pour tous les tocophérols et les tocotriénols, desquels
existent 8 dérivatifs et dont 1’alfa-tocophérol est la forme la plus active de la classe des
tocophérols. L’a-tocophérol, est le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les
érythrocytes. Situé dans les lipoprotéines et les membranes, il est capable de piéger 1’oxygéne
singulet et de réagir avec le radical hydroxyle et former le radical tocophéryle ( Xiaoyuan Wang
& Peter J. Quinn, 1999;Lobo et al., 2010). La vitamine E joue donc un rdle protecteur en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. Par la suite
la vitamine E oxydée pourra étre reconvertie principalement par la vitamine C, mais également

par d’autres composés comme le GSH et la vitamine A (Xiaoyuan Wang et al, 1999).

1VV.8.5 Caroténoides

Les caroténoides sont les antioxydants liposolubles et qui sont une source importante de la
vitamine A (Rao & Rao, 2007). En fait, Les caroténoides dont la vitamine A, sont d'excellents
piégeurs d'espéces radicalaires grace a leur systeme conjugué de doubles liaisons. lls sont
responsables de la couleur jaune, orange et rouge des fruits et des légumes (Rao & Rao, 2007),
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et ils sont des colorants importants dans les oiseaux, les insectes, les poissons et les crustacés
(Stahl & Sies, 2005). Les caroténoides sont des éboueurs éminents de I'oxygéne singulet et des
radicaux peroxyles. Mais le caroténoide le plus connu et étudié est le 3-caroténe, qui est un

puissant antioxydant capable d'étancher rapidement I'oxygéne singulet (Fusco et al., 2007).
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Chapitre 11

Matériels et Méthodes
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V. Animaux, traitement et modalités d’exposition

Des souris suisses sont obtenues aupres de 1’élevage de ['université Sultane Moulay Slimane,
a la Faculté des Sciences et Techniques de Beni Mellal au Maroc. Les animaux sont hébergés
dans des cages en plexiglas standard (30 cmx15 cmx12 cm), 4 a 5 animaux par cage avec un
acces libre a la nourriture et a 1’eau selon un cycle de 12 h lumiére /12 h obscurité. Deux souris
femelles et une souris méle sont choisies au hasard, logés dans une cage et exposées a de 1’eau
contenant du Glyphosate (groupes traités) ou de 1’eau douce sans traitement (groupe témoin).
Les souris males sont retirées de leurs cages apres la verification du bouchon vaginal (24h apres
I’accouplement). Les souris femelles sont ensuite isolées et exposées au Glyphosate dissout
dans 1’eau potable ad libitum, durant toute la période de gestation. Aprés la mise bas, les
souriceaux sont laissés avec leurs méres jusqu’a I’age de 21 jours. Les souriceaux des groupes
traités sont alimentés en Glyphosate par 1’allaitement maternel, aprés le sevrage, la progéniture
est séparée par sexe et logée au hasard. Les groupes traités ont été toujours exposés a de I’eau

contenant du Glyphosate et le groupe témoin a de 1’eau douce jusqu'a I’age adulte.

La durée de traitement et les différentes manipulations réalisées au cours de cette étude sont

résumeées dans le graphique ci-dessous (figure 13).
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Traitement par Glyphosate
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Mise bas

;

U

U

Allaitement
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Etude du comportement
maternel du (PN1-PN22).
Tests neuro-développement
du PN5-PN21.

Evaluation des parametres
physique et comptage des
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PNO-PN21.

Evaluation du stress oxydatif
au niveau du cerveau, du
foie, des reins et des
testicules aux PNS5, PN10,
PN15 et PN21
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PN21
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-Evaluation du
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(EPM, Open Field,
Reconnaissance
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Dosage de I’AChE
cérébrale

Figure 13: Durée de traitement avec les différentes manipulations réalisées au cours de cette
étude.
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V1. Etude du comportement

VI.1 Evaluation du comportement maternel

Le comportement maternel a été observé quotidiennement pendant 50 min dans la cage de
chaque femelle avec sa portée entre PNO1 et PN22.

Les observations ont été faites au début du jour : entre 8 :00 & 9 :00 heure (Slamberova et al.,
2001). Au cours de chaque séance de 50 minutes, chaque femelle et sa portée ont été observées
10 fois pendant 5 s a des intervalles de 5 minutes. Onze types d’activités présentées par les
femelles et les trois postures d’allaitement ont été enregistrés pendant chaque session. Ainsi,
chaque femelle et sa portée ont été observées 220 fois (22 jours *10 Observations/session). Lors
de chague observation, le score « 1 » a été attribué si un comportement se produit et un score
de « 0 » dans le cas contraire.

En ce qui concerne 1’allaitement, on note deux types :

e L’allaitement actif : se réalise quand la femelle est cambrée sur ses souriceaux avec
les jambes écartées.

e L’allaitement passif: se produit lorsque la femelle est au-dessus de sa litiére,
néanmoins le dos de la femelle n’est pas cambré ainsi qu’il n’y a pas d’extension
évidente de ses jambes ou lorsque la mere couchée sur le cdté ou sur le dos avec un
ou plusieurs petits.

Les autres activités de femelles ont été enregistrées lors de chaque session et se

présentent comme suit :

Femelle en contact avec 1’un de 2. Femelle dans ou hors du nid.

Ses souriceaux.

Femelle portant des souriceaux. 4. Femelle toilettant 1’un de ses

souriceaux.

Femelle manipulant des copeaux 6. Femelle reposant les yeux fermés.
de nid.

Femelle mangeant. 9. Auto-toilettage de la femelle.

Femelle buvant.

10. L’exploration (rearing). 11. Le renfilage (sniffing) de la

femelle avec la téte levée.
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V1.2 Test de récupération des souriceaux (Retrieval Test)

Le test de récupération a été réalisé quotidiennement entre 9 :00 et 10 :00 heure. Chaque mére
et chaque portée ont été testées entre PND 1 et PND12 (12fois) (Slamberova et al., 2001).

Tous les souriceaux ont été retirés de leurs cages de maternité et placés dans une autre cage
pendant 5 min. apres 5 min, tous les souriceaux ont été remis a leur mere dans la cage de
maternité en les répartissant autour de la cage. Le comportement de leur mére a été observé

pendant 10 min et les parametres suivants ont été relevées :

a) Le temps nécessaire pour toucher le premier souriceau.
b) Le temps nécessaire pour ramener le premier souriceau dans le nid
c) Le temps nécessaire pour ramener tous les petits au nid.

d) Le comportement inhabituel, tel que :
- retirer un souriceau précédemment ramené
- prendre soin des souriceaux autour de la cage avant de les placer dans le nid
-perturber considérablement les copeaux du nid

Au cours de chaque observation, le score « 1 » a été attribué si un comportement se produit et

un score « 0 » dans le cas contraire (Figure 14).

B

&
:

Figure 14: Images explicatives du test de récupération des souriceaux : A) séparer la femelle

et ses souriceaux, B) Remettre les souriceaux dans la cage de maternité, C) Ramener tous les

souriceaux au nid.
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V1.3 Les tests neurodéveloppements réalisés sur les souriceaux

Le comportement chez les souriceaux est un indicateur efficace de 1’adaptation du nouveau-né
a la vie extra-utérine pendant les premiers stades du développement.
Des réflexes retardés pourraient étre un resultat de troubles neurologiques.

Pendant la période de sevrage, tous les souriceaux sont soumis aux tests comportementaux
suivants (les tests et les ages sont rapportés dans le tableau I1) .

Tableau Il : Calendrier des tests neurodéveloppements chez les souriceaux

Les tests neurodéveloppements Age du test (jours postnataux)

Surface righting reflex 05-07

IJumping down choice cages I 15-17 I
ISWimming I 10-12-21 I

VI1.3.1 Test de retournement (righting reflex)

Le test de retournement est le premier effectué chez le souriceau. Les structures nerveuses
impliquées dans ce test sont des structures labyrinthiques, qui jouent un réle tres important dans
le déclenchement du réflexe de retournement. En effet le centre d’organisation de reflexe dans
les premiers jours est les régions bulbaires, ensuite il devient plus mésencéphalique (Bignall,
1974; Windle & Fish, 1932).

Procédure : Ce test est réalisé a PN 5 et a PN7. Le souriceau est initialement déposé sur la
table sur le dos. Le temps écoulé pour se retourner et avoir les 4 pattes au contact avec la surface

a été enregistré. La durée maximale du test est 30 secondes (Figure 15).
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Figure 15: Photos explicatives du test « surface righting reflex ».

V1.3.2 CIiff Avoidance

Le but de ce test est d’évaluer la capacité de 1’animal a éviter le vide. Il met en jeu la force

musculaire de I’animal, et sa coordination des membres.

Procédure : Ce test est réalisé a PN6. Le souriceau a été placé sur un bord d’une table avec les
pattes antérieures et le nez sur le bord (Figure 16). Le temps mis pour se détourner avec un
angle de 180° du bord de la table et éviter la chute a été enregistré. La durée maximale de
chaque essai est de 2 minutes.

Figure 16: dispositif pour le déroulement du test « Cliff Avoidance ».

V1.3.3 Test de réaction anti-gravitaire (negative geotaxis)

Ce test permet de renseigner sur les structures nerveuses a savoir la maturation du systéme

vestibulaire. De méme, il permet d’évaluer le développement de la réaction motrice (Altman &
Sudarshan, 1975; Hooker, 1952).

Le dispositif du test de réaction anti-gravitaire est composé d’une planche en bois (45 x 40 cm)

recouverte d’une étoffe colorée (feutrine), et inclinée de 45° par rapport a I’horizontale.
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Procédure : les souriceaux ont été placés sur une surface inclinée avec la téte vers le bas, le
temps nécessaire pour tourner & 90° puis a 180° a été enregistré. La durée maximale de ce test
est de 2 minutes (Figure 17).

Figure 17: Dispositif explicatif du test « Négative geotaxis »

V1.3.4 Saut vers le bas avec le test de choix (« Jumping down choice cage

»

Ce test renseigne sur le développement de l'orientation, la coordination, ainsi que les fonctions
sensori-motrices. Le dispositif du test de choix est composé d’une plateforme surélevée de 25
cm placés au-dessus de deux cages ; I’une est vide et l'autre contient la fratrie. Le temps pour

descendre dans I’une des cages et le choix a été enregistré.

Procédure : Ce test est réalisé a PN15 et a PN17. Le souriceau est placé sur une plate-forme
surélevee, Le test est terminé lorsque le souriceau saute soit vers la fratrie soit vers le vide. La

durée maximale de ce test est de 2 minutes (Figure 18).

Figure 18: Dispositif du test Saut vers le bas avec avec le test de choix (Jumping down choice

cage).
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VI1.3.5 Le développement de la natation (« Swiming developpement ».

Ce test permet d’évaluer la capacité de nage et de mesurer le développement de la coordination
neuro-motrice (Kihara et al., 2001). Le souriceau est placé individuellement dans un réservoir
d'eau a 28 °C pendant 10 s. 'utilisation des membres, La direction, et ’angle ont été observés.
Le Dispositif du développement de la natation est constitué d’un réservoir rempli de 1’eau a une

température de 28 °C, la hauteur de 1’eau dans le réservoir est de 12 cm.

Procédure : Ce test est réalisé a PN10, PN12 et PN21. Pour la direction : lorsque le souriceau
coule le score est de 0 points, il est de 1 point lorsqu’il flotte, 2 points s’il tourne en faisant un
cercle, et le score est de 3 lorsque le souriceau nage tout droit ou presque tout droit. Pour ’angle
de la nage ; le score est de 0 si la téte reste sous 1’eau, il est de 1 point si le nez est a la surface
de I’eau et de 2 si le nez et le sommet de téte sont au-dessus de la surface de I’eau, mais les
oreilles sont toujours sous 1’eau. Le score est de 3 si la moiti¢ des oreilles est au-dessus de la
surface et il est de 4 si les deux oreilles sont complétement hors de 1’eau. Concernant l'utilisation
des membres, le score est de 0 lorsque I’animal n’utilise pas ses membres, il est de 1 lorsque le
raton patauge avec les membres postérieurs et antérieures et de 2 lorsqu’il nage uniquement

avec les membres antérieurs, les membres postérieurs restent fixes (Figure 19).

Figure 19: Dispositif du test du développement de la nage « swiming developement ».
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VIl. Evaluation du comportement individuel de 23 jours et a ’age adulte

VIIL.1.1 Le labyrinthe en croix surélevée ou Elevated Plus Maze (EPM).

L’EPM est un test qui permet de détecter un comportement de type anxieux. Ce test est validé
par Pellow et al. en 1985 (Pellow et al., 1985; Salum et al., 2003).

Le labyrinthe en croix surélevée est composé de quatre bras surélevés a 70 cm du sol (Figure
20). Deux bras (50 x 10 x 50 cm) entourées de parois verticales opaques, appelées bras fermés,
font face a deux bras dépourvus de parois, dits bras ouverts. L’intersection des bras (10 x 10
cm) est appelée zone centrale. Les bras ouverts sont délimités par un rebord de 2 mm pour éviter

que I’animal ne tombe.

L'anxiété chez les souris est liée directement au temps passé dans les bras fermés par rapport
au temps passé dans les bras ouverts. Plus I'animal passe assez du temps dans bras fermé, et
plus il est anxieux. La zone centrale constitue une zone de décision, et est considérée, avec les
bras fermés, comme un espace protégé. L'indice d'anxiété a été calculé selon Cohen (Cohen et

al., 2013) et Contreras (Contreras et al., 2014) comme suit :

T n———

Indice d'anxiété (1A) = 1 - [([Temps de bras ouvert / Durée du test] + [Entrées des bras

Ouverts/ Nombre total d'entrées]) / 2]

Procédure : Au début du test, la souris est placée dans la zone centrale, la téte orientée vers un
bras ouvert. Il est alors laissé libre d’explorer son environnement pendant 5 minutes.
Variables mesurées : Nombre des entrées dans les bras ouverts, Nombre des entrées dans les
bras fermés, temps passé dans les bras fermés, temps passé dans les bras ouverts et 1’indice
d’anxiété.

Une entrée est comptée chaque fois que 1’animal place les quatre pattes sur chaque bras. Le
labyrinthe a été nettoy¢ avec une solution d’éthanol (10%, v/v) et séché avant de mettre 1’animal

dans le dispositif.
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Figure 20 : Dispositif expérimental du test de labyrinthe surélevé

VI11.1.2L°Open Field (Champs ouvert)

L’Open Field est un test psychophysiologique qui fut la mesure populaire d’émotivité chez les
animaux. Son role principal est la mesure de I’anxiété. Mais il peut étre utilisé pour I’évaluation
d’autres paramétres. Il est largement validé dans la mesure des troubles de la motricité chez les

rongeurs (Carola et al., 2002).

Le dispositif est composé d’un carré (diametre : 50 cm) délimitée par une paroi verticale de 50
cm de hauteur. Le plancher est divisé en 25 cases réparties dans deux zones : une zone centrale

et une zone periphérique (Figure 21).

Procédure : L’animal est placé dans le dispositif (au centre) pendant 5 minutes, dans un
environnement calme sous la lumiere d’une lampe. Le comportement de 1’animal est enregistré

avec une caméra.

Variables mesurées : le temps passé dans chaque zone, compte le nombre de cases
périphériques, centrales et total parcourues ainsi que le nombre de redressements.

/

Figure 21:Dispositif expérimental du test champ ouvert (« Open Field »).
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VI1.1.3 Le labyrinthe en Y (Y-Maze)

Y-maze est un test utilisé en général pour I’évaluation de la mémoire spatiale. Il renseigne aussi
sur 1’état de la mémoire a court terme, 1’activité locomotrice et le comportement stéréotypé
(Kokkinidis et al., 1976).

Ce dispositif est composé de trois bras identiques espacés d’une maniére égale (120°, 41 cm
de longueur et 15 cm de largeur) (Figure 22).

Déroulement du test : L’animal est placé dans un des bras, la téte vers le mur du bras puis
laisser 5 minutes. Son activité est enregistrée avec une caméra. Les bras sont nommés A, B et
C et la sequence des entrées dans les différents bras est marquée manuellement. Le parametre
calculé est le pourcentage d’alternance ; une alternance est 1’entrée consécutive de 1’animal
dans tous les bras.

Variables mesurées : Pourcentage d’alternance (PA)

'PA= (NB AIlt*100) / (Nb Visites-2). (Chen et al., 2016)%

—_— —

Exemple : ABCBCAABCC PA=(3*100) / (10-2) =37.5%

Figure 22: Dispositif expérimental du test labyrinthe en Y avec la formule adaptée pour

calculer le pourcentage d’alternance.

VI11.1.4 Reconnaissance d’objet

Le test de reconnaissance d’objet est spécifique pour étudier la mémoire déclarative chez les
souris car il préfére naturellement un nouvel objet par rapport a un objet familier. Ceci évalue
la capacité de la souris a bien explorer un nouvel objet par rapport a un objet familier dans un

endroit connu.
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Les animaux témoins passent habituellement assez de temps a reconnaitre le nouvel objet, ce
qui refléte ainsi I'utilisation de la mémoire et le processus d’apprentissage. L’absence de
différence dans 1’exploration des objets peut étre expliquée comme un déficit de mémoire.
Déroulement du test : au début du test, chaque animal est autorisé a explorer le dispositif
librement pendant 5 minutes en I’absence de tout objet. 24 heures plus tard, 1’animal doit
explorer deux objets identiques (Al et A2) placés a deux coins adjacents du dispositif et a 10
cm des murs, pendant 5 minutes ; c’est la phase d’acquisition. On ne parle d’exploration que
lorsque le nez de la souris est dirigé vers 1’objet a moins de 1 cm, alors que le grignotage et le
marquage des objets ne sont pas considérés comme exploration.

Variables mesurées : -I’indice de reconnaissance (IR)

IR = C*100/(C+A); Avec:

- C : le temps passé par I’animal avec 1’objet C pendant la phase de reconnaissance.
-A : le temps passé par I’animal avec 1’objet A pendant la phase de reconnaissance.

-I’indice de discrimination (ID) (Antunes & Biala, 2012)
'DI=(TN-TF)/ (TN + TF) Avec:

- TN : Temps a explorer nouvel objet

-TF : Temps a explorer 1’objet familier

Figure 23: Dispositif expérimental du test « Reconnaissance des objets » (A) : le Dispositif
sans objets (phase d’habituation), (B) : le Dispositif avec deux objets similaires Q1 et Q2 (phase
acquisition), (C) : le Dispositif avec deux objets différents (Q1 ou Q2) et I.

VIIL.15 Test de I’interaction sociale :

La sociabilité des souris traitées par le Glyphosate et leurs témoins a été étudiée en utilisant le
systéeme de test a trois chambres bien développées par Crawley (Crawley, 2004).
Les souris a tester et les souris stimulantes ont été placées dans la salle d’essai 30 min avant le

début du test. Des souris méme sexe et age que les souris a testées ont eté utilisés comme
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souris stimulus. Chaque souris stimulus a été utilisée une fois par jour et la durée du test est de
25 minutes pour chaque souris.
v’ La phase d’adaptation :

Isoler les compartiments droits et a gauche en utilisant les murs en plexiglas de démarcation et
placer des tasses métalliques vides de confinement au milieu de la chambre droite et a gauche
(un pour chaque chambre) et puis placer la souris a tester au centre de la chambre du milieu
pour I’adaptation et laisser pendant 5 min.

v’ Aspect de I’appartenance sociale (Session I) (10min)

Dans un premier temps, il faut placer ’'une des souris stimulus (étranger 1) a I’intérieur d’une
tasse de confinement métallique qui se trouve dans 1’une des chambres latérales. Le placement
d’étranger 1 dans le c6té droit ou gauche de la chambre est systématiquement changé entre les
essais, apres les murs sont retirés entre les compartiments, afin de permettre un acces libre pour
la souris testée a explorer chacune des trois chambres. Immediatement, il faut commencer a
surveiller et enregistrer les paramétres suivants :

La durée et le nombre des contacts directs (actif) entre la souris testée et la tasse vide ou bien
contenant 1’étranger 1 pour chaque chambre individuelle. Le contact direct entre la souris testée
et la tasse de confinement, ou étirement du corps de la souris dans une zone soumise 3-5 cm
autour de la tasse est compté comme un contact actif ainsi le temps passé dans les trois
compartiments.

La durée et le nombre d’autres comportements par la souris testée dans chaque compartiment,
y compris 1’auto-toilettage et les comportements inhabituels.

v Nouveauté sociale / préférence : session de 1’épreuve (Session de

I’épreuve (Session II) (10 min)
Placez une 2 °™ souris stimulus (étranger 1) a I’intérieur de la 2°™ tasse vide de confinement
identique dans la chambre de I’autre coté (qui a été vide dans la Session 1) et surveiller les
mémes parametres décrits précédemment, la différenciation des comportements de la souris

testée a la présence de la souris étranger 1 par rapport a la souris étranger 2, (Figure 24)
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Figure 24: Dispositif explicatif du test Interaction Sociale : A : phase d’habituation, B :
appartenance sociale avec une seule souris étrangere 1, C : Nouveauté sociale/ préférence avec

deux souris (étrangére 1 et étrangere 2).

VIIl. Dosages biochimiques
IX. Dosage de I’acétylcholinestérase
- Principe

La méthode utilisée est Colorimétrique, elle est décrite par Ellman (Ellman et al., 1961), La
fraction des tissus contient de 1’acétylcholinestérase qui va réagir avec 1’acétylthiocholine
(ASCh) en libérant I’acétate et la thiocholine (SCh). Ensuite, la thiocholine (SCh) va réagir
avec le 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) en donnant du TNB produit de couleur jaune
qui absorbe a 412 nm et dont la concentration est relative a la quantité d’enzymes présente dans

le milieu. La réaction peut se schématiser comme suite :
Acétylcholinestérase
Acétylthiocholine + H;O == Acide acétique + Thiocholine

Thiocholine + DTNB = 5-thio-2-nitrobenzoate + 2-nitrobenzoate-mercaptothiocholine
Incolore Jaune

- Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) 1050 1000
DTNB 50 50
ASCh 50 50
Homogénat _ 50

Les tubes sont fermés puis agitation ; par la suite la lecture de I’absorbance se fait a 412 nm a
un intervalle de temps de 25 min (lecture de la DO chaque 3min) contre la solution blanche.

- Calcul de ’activité de ’AChE

L’activité de I’AChE exprimée nanomoles par minute par milligramme de protéines selon la

formule suivante :

i AChE (nmol/min/mg prot) = (A DO/ A t x 1691.18) / P’

e A DO/ At: variation de la densité optique par minute ;

e P : Concentration de protéines en mg/ml.

IX.1.1 DOSAGE DES MARQUEURS DU STRESS OXYDANT
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IX.1.2 Préparation de I’homogénat

0.4 g de foie, rein, testicule ou du cerveau de souris a eté broyé et homogénéisé dans 4 ml de
TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). Ensuite une centrifugation de la suspension
cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), par la suite, le surnageant obtenu est aliquoté dans des
tubes eppendorfs puis conserves a -20°C en attendant d’effectuer les dosages des paramétres

du stress oxydant.

IX.1.3 Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéhyde (MDA) est un produit terminal de la dégradation des lipides, sa teneur est
en relation étroite avec les dégradations de la membrane cellulaire, permet d’évaluer ’effet
d’une pénétration d’une substance étrangére dans 1’organisme. Il peut étre utilisé comme
biomarqueur du stress oxydant. En effet, ce paramétre est un indicateur précoce d’une agression
toxique (Funes et al., 2006; Ladhar-Chaabouni et al., 2007).

Principe :

Le MDA est dosé par la méthode colorimétrique a I’aide de I’acide thiobarbiturque (TBA). La
réaction au TBA (méthode trés sensible) permet de détecter de faibles quantités de peroxydes
lipidiques et plus particulierement le MDA Libre. Le principe de ce dosage est basé sur la
condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec 1’acide thiobarbiturique (TBA), Pour
former un pigment (rose). L’intensité du chromogéne rose augmente avec la concentration en
MDA, ainsi il peut étre mesuré par spectrophotomeétre d’absorption a 530 nm.

Mode opératoire :

Réactifs Blanc (ul) Echantillon (ul)
|
Se(mg prot/ml) 0 500
TBS 700 200
TCA-BHT 500 500

Vortex et centrifuger a 1000 tr/min pendant 10 min

Tris-TBA 640 640
Surnageant 800 800
Hcl 160 160

Vortex incuber a 80 °C pendant 10 min lecture de I’absorbance a 530 nm
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Calculer de la concentration de la MDA
La concentration de MDA est exprimée en nanomoles par milligramme de protéines

(nmol/mg prot) selon la formule suivante :

‘C=(DO.10%i(s . 7, L. Fdy;

C : Concentration de MDA en nmoles/mg de prot ;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;

¢ : Coefficient d’extinction molaire du MDA, eMDA = 1.56 x 105 M-1cm-1 ;
L : Longueur du trajet optiqgue =1 cm;

y : Concentration du surnagent en protéines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution, Fd = 0.2083.

1X.1.4 Dosage de I’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)

Le Dosage du superoxydes Dismutase (SOD) est realisé selon la méthode de Asada (Asada et
al., 1974) .
-Mode opératoire :

La procédure expérimentale du dosage de la superoxyde dismutase est comme suit :

= Prélever 0.1 ml de mélange (méthionine et Na2EDTA).

= Ajouter 0.8922ml de tampon phosphate (50 mmol,PH=7.8).

= Ajouter 0.05 ml du surnageant.

= Ajouter 0.95 ml tampon phosphate.

= Ajouter 0.0852 ml de NBT.

= Ajouter 0.0226 ml de riboflavine.
La réduction du NBT est estimée a une longueur d’onde de 580 nm contre le blanc.

Calcul de la concentration de la SOD
Le pourcentage (Y) contre unité de SOD (quantité des protéines enzymatiques capable d’inhiber

50% de NBT) peut étre calculé selon 1’équation suivante :

'Y= (((DOétalon —DOéchant) /(DOgtalon)) *100) *20/C

20 : Facteur de dilution de 1’échantillon dans le milieu réactionnel.

C : la concentration des protéines dans 1’échantillon (mg/ml).

IX.1.5 Dosage de la glutathion peroxydase (GSH-PXx)
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L’activité enzymatique du glutathion de peroxydase (GSH-Px) est mesurée par la méthode de
Floche (Flohé & Giinzler, 1984) .

-Principe
Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H202) en présence de
glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de la GSHPx
selon la réaction suivante :

H202+2 GSH = o) GSSG+2H,0

Mode Opératoire
Pour un dosage spectrophotométrique, on mélange 200ul de I’homogénat (surnageant), 200ul
de tampon phosphate (100 mM),200 pl de GSH (4 mM) et 400 pl de H202 (5 mM). On les
incube ensuite pendant 1 min a 37°C puis on ajoute 500 ul TCA 5%. Le mélange est ensuite
centrifugé pendant 5 min a 1500 Tours/minutes. 200 pl du surnageant est récupéré et on lui
ajoute 500 ul de tampon phosphate et 500 ul DTNB. Ensuite on note 1’absorbance mesurée a
412 nm chaque minute pendant 5 min.

Calcul de la concentration

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a I’aide de la formule suivante :

Ty g g

GPX=Y/X

et s sy oo v ramrras |

Y= (DOglanc —DOgchantilion) /6.22
X=Quantité de protéine dans 200 ul de 1’échantillon (mg/ml)

L’activité de GPX est exprimée en nmol de GSH consommé/min/mg de proteine.

IX.1.6 Dosage de la glutathion-S-transférase (GST s)

La mesure de I’activité des GST, consiste a fournir a ’enzyme un substrat en général du
(CDNB) 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne, qui réagit facilement avec de nombreuses formes de GST
et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une
nouvelle molécule qui absorbe la lumiere & 340 nm de longueur d’onde, la méthode utilisée
dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig (Habig, 1974).

Principe
Le dosage de I’activité du GST permet de mesurer la cinétique de formation entre un substrat

modele, le chlorodinitrobenzene (C-DNB) et le glutathion, qui absorbe la lumiére a 340 nm.
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Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 850 830
7.4)

CDNB (0.02 M) 50 50
GSH (0.1 M) 100 100
Homogénat - 20

La lecture de I’absorbance se fait a 340 nm apres 30 s en intervalle de 3 min.

- Calcul de I’activité de la GST

L’activité de la GST est exprimée en nanomoles de C-DNB par minute par milligramme de

protéines (nmol C-DNB/min/mg prot) selon la formule suivante :

GST (nmol C-DNB/min/mg prot) = (A DO échantillon — A DO Blanc)/ (¢ x L x mg prot)

= A DO échantillon — A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —

moyenne des DO des blancs par minute ;
= g : Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢C-DNB = 9.6 mM-1.cm-1 ;

= L : Trajet optique de la cuve = 1cm.

1X.1.7 Dosage de I’activité de la catalase (CAT).

- Principe

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes

tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces

enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les

especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de 1’hydrolyse du peroxyde d’hydrogéne

(H202) toxique pour la cellule en eau et en oxygéne (Aebi, 1974).

CAT

2 H202 meess——) 2 H0 + 02

L’activité de la CAT est mesurée a 240nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV/visible par la

variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H205).
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- Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) 800 780
(0.1 M, pH 7.4)

H202 (0.5 M) 200 200
Homogénat _ 20

La lecture de I’absorbance se fait a 340 nm apres 15 s de délai et dure 60 s de mesure.
- Calcul de P’activité de la CAT
L’activité de la CATest exprimée en micromoles de H202 par minute par milligramme de

protéines (umol de H202/min/mg prot) selon la formule suivante :

ICAT (umol de H,Oz/min/mg prot) = (A DO x d/ (¢ x X x L x 0.02);

= A DO : variation de la densité optique par minutes, ¢’est-a-dire pour :
= Al (Absorbance initiale) : 15 s ;
= AF (Absorbance finale) : 1min ;
On fait : (Al - AF) x 4/3 par min ;
= d: dilution de I’échantillon au début ;
» ¢ : Coefficient d’extinction moléculaire de 1’eau oxygénée, ¢ H,O2 = 0.043 mM-t.cm™
=0,043 umol cm™ml? ;
L : Trajet optique de lacuve=1cm ;
X : Concentration de protéines en mg/ml.

-Analyse statistique

Les données obtenues sont analysées en utilisant le logiciel SigmaPlot. Les résultats sont
présentés sous forme de moyennes £S.E.M (erreur-type de moyenne). L’étude statistique est
réalisée en utilisant le mod¢le d’analyse des variances one-way ANOVA pour comparer entre
les différents groupes, puis dans la mesure du possible, le test de Différence Significative
Minimale (LSD) de Fisher est realisé pour comparer entre deux groupes traités et le groupe

témoin. La signification statistique a été conventionnellement fixée a p<0,05.
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Résultats et Discussion
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X. Aspect neurodéveloppement

XI. Résultats de I’étude des paramétres physiques chez les souriceaux

XI.1.1 Résultats des parametres physiques étudiés

En ce qui concerne détachement des oreilles, 1’apparition des poils, 1’éruption des incisives,
I’apparition du sexe et I’ouverture des yeux, les groupes traités avec 0.5 mg/l, 25 mg/l et 50
mg/l n’ont montré aucune différence significative par rapport aux témoins, (Tableau 1V). Par
contre, nous avons observé un retard d’ouverture des yeux chez les souriceaux traités avec 14
mg/l par rapport aux témoins (Tableau I11).

Tableau 111 : Effet du glyphosate sur la maturation physique des souriceaux. Les résultats sont
présentés comme moyenne + S.E.M. # = * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Traités 0.5 mg/I
(n=33), 14 mg/l (n=66) et les témoins (n=49), (One Way ANOVA).

Témoin 0.5 mg/l 14mg/]
Moyenne  SEM  Moyenne SEM ~ Moyenne SEM

1# jour d'apparition du

sexe 8571 0,369 94 0245 1025 0313
1 ¥ jour d'apparition des

poils 6,143 0,261 38 0.2 6 0,189
1# jour d’ouverture des

Veux 13.813 0,298 141 0438 15125”0206
1¥ jour de détachement

des oreilles 4,643 0,283 49 01 4688 0162
1¥ jour d'éruption des

HICISIVES 93837 0,34 10 0447 10375 028
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Tableau IV : Effet du glyphosate sur la maturation physique des souriceaux. Les résultats sont
présentés comme moyenne + S.E.M. # = * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Traités 25 mg/Il
(n=53), 50 mg/l (n=61) et les ttémoins (n=48), (One Way ANOVA).

Témoin 25 mg/l 50mg/1

Moyenne SEM Moyenne SEM Moyenne SEM

1¢ jour d'apparition

du sexe 10,167 0,307 9714 0,286 11 0.408
1 ¢ jour d'apparition

des poils 5,833 0,167 6,143 0,143 6.4 0,163
1¢r jour d’ouverture

des yeux 14,333 0,279 14143 034 14,814 0369
1¢ jour de

détachement des

oreilles 4,111 0.2 4,001 0211 4429 0,137
1¥ jour d'éruption

des incisives 114 0,267 111 0277 11,615 0241

X1.1.2 Le poids, la longueur du corps et de la queue des souriceaux

L'exposition prénatale et postnatale au Glyphosate a montré une diminution significative du
poids corporel des souriceaux traités par 25mg/l et 50 mg/l aux jours postnataux PN5,
PN9, PN12, PN15 et PN17 par rapport aux témoins, Cependant au jour 21 aprés la naissance,
il n’y a pas de différence significative entre les traités avec 25 mg/l, 50 mg/l et les témoins.
(Figure A).

Concernant la longueur de la queue, le traitement avec GLP a la dose de 50mg/I a entrainé une
diminution significative au jour PN5 (p=0.031, f=4.11) aprés la naissance, néanmoins aucune
différence significative entre les souriceaux traités avec 50mg/l et les témoins aux jours
postnataux PN9 (p=0.105), PN12 (p=0.446), PN15 (0.435), PN17 (p=0.598) et PN21 (0.759)
n'a été observée. De méme, aucune différence significative de la longueur de la queue n’a été
observée chez les souriceaux traités avec 25 mg/l aux jours PN5 (p=0,691), PN9 (p=0.105),
PN12 (p=0.446),PN15 (0.435), PN17 (p=0.598) et PN21 (0.759) par rapport aux témoins
(Figure B).
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Poids (g)

[=2]
1

L’exposition au Glyphosate a montré une diminution de la longueur corporelle des souriceaux
traités avec 50 mg/l et 25 mg/l aux jours PN9 (p=0.014, £=3.539), ainsi qu’une diminution
significative a été observée chez les souriceaux traités 50 mg/l aux jours postnataux PN12
(p=0.003, f=7.172) et PN21 (p=0.041, f=5.426) par rapport aux témoins. Mais aucune
différence significative chez les souriceaux traités a 50 mg/l aux jours PN5(p= 0,065), PN15(p=
0,461) et PN17(p=0,085), ainsi que ceux traités avec 25 mg/l aux jours PN5(p= 0,065), PN12
(p=0,753), PN15 (p= 0,096), PN17 (p=0,085) et PN21 (p=0,279) n’a été relevée (Figure C).
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Figure 25: Evolution du poids (A), de la longueur de la queue (B) et de la longueur du corps
(C) chez les souriceaux traités et leurs témoins aux jours postnataux PN5, PN12, PN15, PN17
et PN21. Les résultats sont présentés comme moyenne = S.E.M. # = * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001. Traités 25 mg/l (n=53), 50 mg/l (n=61) et les témoins (n=48), (One Way ANOVA).
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XIl.  ANALYSE DU COMPORTEMENT

XI1.1 Les tests neurodéveloppementaux

Dans cette partie nous nous sommes intéressés a analyser les effets de la bioaccumulation des
quatre doses 0.5mg/l1,14mg/1,25mg/l et 50mg/l du Glyphosate sur le fonctionnement cérébral
notamment en relation avec les altérations du dévelepement sensorimoteur chez les souriceaux

durant la période d’allaitement.

XI1.1.1 Surface righting reflex (réflexe de redressement sur une Surface)

L’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative chez les souriceaux traités avec
0.5 mg/l, 14 mg/l et 25 mg/I de glyphosate par rapport aux témoins au jour PN7. Une différence
a été observée chez les souriceaux traités avec 50 mg/l au jour PN 7 (p=0.002 ; f=6,666). Par
contre la surface réflexe de redressement est significative chez les souriceaux traités avec 0.5
mg/l, 14 mg/l, 25 mg/l et 50 mg/l par rapport aux témoins au jours Postnataux PN5 (p=0.016 ;
f=4.714 ; p=0.007; f=4.714, p= 0,02 ; f= 12,641et p= 0,001 ; f= 12,641) (Figure 26).
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£l - *  kx
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t o n14 mgfl
> “g 5
ZI 5
”’ i ]
0 0
PN5 PN7 PN5 PN7
Age (jours) Age (jours)

Figure 26: Test Surface réflexe de redressement. Les résultats sont présentés comme moyenne
+ S.E.M ; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 0.5mg/l (n=33),14mg/l (n=66), Témoins (n=49),
Traités 25 mg/l (n=53), 50 mg/l (n=61) et les ttmoins (n=48), (One Way ANOVA).
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XI11.1.2 Evitement de la falaise (Cliff avoidance)

La différence au niveau du temps nécessaire des souriceaux pour se retourner avec un angle de
120° au contact du bord de la table dans le test "cliff avoidance" n’est pas significative entre les

groupes traités avec 0.5 mg/l,14 mg/l, 25 mg/l et 50 mg/l et leurs témoins (Figure 27).

PN6 PN6

4,5 5
—
2 4 _I_ = 45 1
@ 35 8 4
T 1 S 35 A
= 1 & 5 W controle
% ~
© 2,5 M controle g 5 _T_ 00,5 mg/l
P ,
L 025 mg/l E 5 014 mg/l
= 1,5 050 mg/l S
o 1,5
= S
g ! g1
uSJ 0,5 o 05

0 _— e | 0 _— L |
controle 25mg/l 50 mg/l contréle0,5 mg/l 14 mg/I

Figure 27: Effet du traitement du Glyphosate sur les réponses du test d’évitement de la falaise
au PN 6. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001. 0.5mg/l (n=33),14mg/l (n=66), Témoins (n=49), Traités 25 mg/l (n=53)), 50 mg/I
(n=61) et les témoins (n=48), (One Way ANOVA).

XI1.1.1 Test de réaction anti-gravitaire (négative geotaxis)

Le test de réaction anti-gravitaire est utilisé pour étudier la coordination motrice et la sensibilité
vestibulaire chez les souriceaux. L’analyse des données relevées dans ce test a montré que les
souriceaux traités a 14 mg/l, 25mg/l et a 50 mg/l du Glyphosate a entrainé une augmentation
significative du temps nécessaire pour tourner du 180° dans une surface inclinée de 45° pour
les trois jours postnataux. Il n’y a pas de différences significatives entre les souriceaux traités
0.5 mg/l et les témoins. En plus, nous avons remarqué une tendance au jour PN9, plutbt que
véritablement non significative chez Les souriceaux traités par 25 mg/l par rapport a leurs

témoins (Figure 28).
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Figure 28: Résultats de I’effet du Glyphosate sur le comportement des souriceaux traités
25mg/1 ;50mg/l par rapport aux témoins, « Test de réaction anti-gravitaire ». Les résultats sont
présentés comme moyenne = S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 0.5mg/l (n=33)
),14mg/l (n=66), Témoins (n=49), Traités 25 mg/l (h=53), 50 mg/l (n=61) et les témoins (n=48),
(One Way ANOVA).

XI1.1.2 Saut vers le bas avec le test de choix (Jumping down choice cage
test)

L’analyse statistique des données n’a montré aucune différence significative dans le temps
nécessaire des souriceaux pour sauter dans 1’'une des deux cages (vide ou la cage de la fratrie)
chez les quatre groupes traités avec 0.5mg/l,14mg/1,25mg/l et 50mg/l de Glyphosate par rapport
aux témoins. Il est a noter que le pourcentage de sauts dans la cage vide est toujours important
chez les souriceaux traités 50 mg/l (75%) par rapport aux témoins (14%) au jour postnatal 17,
alors que les souriceaux témoins choisissent de sauter dans la cage de la fratrie (86%) de
maniere significative par rapport aux souriceaux traités (25%) 50 mg/l. Néanmoins aucune
différence significative dans les jours postnataux PN15 et PN17 entre les souriceaux traités a

25 mg/l et 2 50 mg/1 et les témoins (Figure 29).

o 40 A o 40 B
o 120 = o 120
L O L O
= ;g/ 100 = ;g/ 100
2] 80 0 80 .
8z W controle Sz M contréle
o 2 60 22 60
‘% @ 40 025 mg/! > o 40 00,5 mg/l
8T 83° 20
> 2 050 mg/l > O14mg/
58 o - 52 0
351 353
n PN15 PN17 n PN15  PN17

Age (jours) Age (jours)

70



m Sibling

Empty

Jumping PN15 Gr témoin

0%
m Sibling
100% N
(]

Jumping PN15 Gr 0.5mg/I

H Sibling
Empty

Jumping PN15 Gr 25 mg/I

m Sibling
empty
83%

Jumping PN17 Gr 0.5mg/I

H Sibling
Empty
86%

Jumping PN17 Gr témoin

&

Jumping PN15 Gr 14 mg/I

Hsibling
empty

Jumping PN15 Gr 50 mg/I

H Sibling
empty

Jumping PN17 Gr 14 mg/I

H Sibling

empty




m Sibling
sibling

Empty W empty

Jumping PN17 Gr 25 mg/I Jumping PN17 Gr 50 mg/I

Figure 29: Effet du traitement par le Glyphosate sur les réponses des souriceaux au test

Figure 30: Effet du traitement par le Glyphosate sur les réponses des souriceaux au test
"Jumping down choice cage », (A et B) le Temps pour sauter dans 1’une des deux cages, (C et
D) le choix des souriceaux témoins pour sauter dans les deux cages aux PN15 et PN17, (E ,F,
G et H) le choix des souriceaux traités 0.5mg/l,14 mg/l,25mg/l et 50 mg/I pour sauter dans les
deux cages au PN15,(1 ,J,K et L) le choix des souriceaux traités 0.5mg/l,14 mg/l,25mg/I et 50
mg/l pour sauter dans les deux cages au PN17. Les résultats sont présentés comme moyenne +
S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 0.5mg/l (n=33),14mg/l (n=66), Témoins (n=49),
Traités 25 mg/l (n=53), 50 mg/l (n=61) et les témoins (n=48), (One Way ANOVA).
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XI11.1.3 Le développement de la natation **Swiming developement"*

L’analyse statistique des parametres du développement de la natation n’a révélé aucune différence
significative chez deux groupes traités avec 0.5mg/l ,25mg/l et 50 mg/l de Glyphosate et leurs témoins
aux jours PN10, PN12 et PN21 (Figure 30). Au niveau de 1’angle, nous avons observé une diminution

significative chez les souriceaux traités par 14 mg/l par rapport aux témoins.
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Figure 31: les parametres du test "le déeveloppement de la natation ". (A et B) score direction,
(C et D) score angle, (E et F) score utilisation des membres. Les résultats sont présentés comme
moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 0.5mg/l (n=33),14mg/l (n=66), Témoins
(n=49), Traités 25 mg/l (n=53), 50 mg/l (n=61) et les témoins (n=48), (One Way ANOVA).

XI1.2 Comportement Maternel

L’analyse statistique des résultats du comportement maternel a révélé que les femelles traitées
par 25 mg/l et 50mg/l, allaitent plus passivement par rapport aux femelles témoins, et une
diminution significative de 1’allaitement actif a été remarqué chez les deux groupes traités 25
mg/l et 50 mg/l par rapport au groupe témoin, alors qu’elles ne présentent pas de différence
significative concernant 1’allaitement total (Figure 31). Dans tous les cas 1’effet du traitement
au GLP 25 ou 50 mg/l entraine un effet dose-dépendant. En outre, nous avons montré que les
activités maternelles chez les femelles traitées par 25mg/l et 50 mg/l du Glyphosate ont été
diminuées significativement pour ce qui est du parameétre contact des souriceaux (Tableau V).
De méme, nous avons noté une diminution significative de [’activité non maternelle
"femelle boit ". Il est & noter aussi une augmentation " I’auto toilettage de la femelle " chez les

femelles traitées a 25 mg/l et a 50mg/l par rapport aux témoins (Tableau VI).

-Score d’allaitement
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Figure 32: Effet du Glyphosate administré durant la gestation et aprés la mise bas sur

I’allaitement des femelles traitées 25mg/l et 50 mg/1 par rapport aux témoins (PN1-22). Les

résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Traités
25 mg/l (n=6), 50 mg/l (n=7) et les témoins (n=7), (One Way ANOVA).

Tableau V : Effet de I’administration de Glyphosate sur les activités maternelles. Les résultats

sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Traités 25 mg/I
(n=6), 50 mg/l (n=7) et les témoins (n=7), (One Way ANOVA).

Activités maternelles

Controle 25mg/I 50mg/I
Dans le nid 3.748+0.332 3.913+0.326 3.533+0.453
Contact avec souriceaux 0.328+0.0295 0.18+0.0363** 0.159+0.0306**
Toilettage des souriceaux 0.123+£0.0497 0.143+0.0269 0.175+0.0542
Porter les souriceaux 0.102+0.036 0.1+0.0427 0.0737%0.0223
Manipulation des copeaux 0.139+0.031 0.101+0.0158 0.238+0.0756

de nid
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Tableau VI: Effet de 1’administration de Glyphosate sur les activités non maternelles Les
résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Traités
25 mg/l (n=6), 50 mg/l (n=7) et les témoins (n=7), (One Way ANOVA)

Activités non maternelles

Controéle 25mg/I 50mg/I
Femelle mange 2.419+0.210 2.338+0.282 2.356+0.203
Femelle boit 0.689+0.0938 0.332+0.0526* 0.374+0.121*
Auto-toilettage de la femelle 0.62+0.0634 1.058+0.114* 1.018+0.162*
Rearing 0.960+0.168 1.398+0.152 1.636+0.254
Reniflement (sniffing) 0.286+0.0933 0.335+0.0565 0.414+0.109
Femelle se repose avec yeux fermés 1.568+0.24 1.922+0.334 1.468+0.203

XI11.2.1 Résultats du test de récupération des souriceaux (Retrieval Test)

L’analyse des données relevées dans ce test de récupération des souriceaux a montré une
augmentation significative du temps pour récupérer le premier souriceau jusqu’au nid chez les
femelles traitées 25 mg/l (p=0.03 ; f=9.365) et 50 mg/l (p=0.001 ; f=9.365) par rapport aux
témoins. De plus, les femelles traitées 50mg/l prennent un temps plus élevé que leurs témoins
pour récupérer tous les souriceaux au nid. Cependant, aucune différence significative n’a été

observée pour "récupérer le premier souriceau au nid « (Figure 32).
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Figure 33: Effet du Glyphosate administré durant la période de gestation et apreés la mise bas
sur les parametres du test de récupération des souriceaux durant les premiers 12 jours
postnataux. Temps pour contacter le premier souriceau (A), Temps pour récupeérer le premier
souriceau jusqu’au nid (B) et Temps pour ramener tous les souriceaux au niveau du nid (C).
Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
Traités 25 mg/l (n=6), 50 mg/l (n=7) et les témoins (n=7), (One Way ANOVA).

XIIl. Résultats de ’étude du comportement des souriceaux au 23°™ jour postnatal

XI1.1.1 Test de labyrinthe eny (y-Maze)

Dans ce test "Labyrinthe en Y », I’évaluation de ’alternance spontanée se détermine par le

pourcentage d’alternance. Le test d’analyse de la variance (ANOVA) précise que le
pourcentage d’alternance et le nombre des entrées dans les trois bras sont plus bas chez les deux
groupes de souris males exposées aux 25 mg/l et 50 mg/l du Glyphosate que chez les souris
males non exposées (p=0.003; f=7,546, p=0.002; f=7,546, p=0.01; f=5.956, p=0.003;
f=5.956). Alors que le pourcentage d’alternance et le nombre des entrées dans les trois bras sont
non significatifs chez les deux groupes traités a 0.5 mg/l et a 14 mg/l par rapport aux témoins
(Figure 33).

Nous suggérons donc que I’exposition au Glyphosate diminue le niveau de I’alternance
spontanée chez les souris males. Nous pouvons en conclure que par ce test, nous détectons un

effet d’altération de la mémoire des souris males par le glyphosate.
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Figure 34: Evolution du pourcentage d’alternance (A et B) et le Nombre des entrées dans les
trois bras (C et D) obtenus par le test du labyrinthe en Y chez les souris males traités 0.5 mg/I
(n=10), 14 mg/l (n=10), 25 mg/l (n=12) et 50 mg/l (n=12) du Glyphosate et les ttmoins (n=12).
Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One
Way ANOVA).

XI11.1.2 Test reconnaissance des objets

Dans ce test, nous avons évalué les effets du glyphosate sur les parameétres suivants : le temps
d’exploration des deux objets présentés A et B, I’indice de reconnaissance et sur I’indice de
discrimination chez les souriceaux traités au Glyphosate par rapport aux témoins. Les résultats
obtenus dans ce test ont montré une diminution significative de I’indice de reconnaissance et

I’indice de discrimination chez les groupes traités par 25 mg/l (p=0,023, F=4.398 ; 0,011,
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F=4.398) et 50 mg/I (p=0,018 ; F=4,644, 0,01 ; F=4,644). Ainsi, une augmentation significative

du temps d’exploitation de 1’objet A a €té remarquée chez les deux groupes traités 25 mg/I
(p=0,026, F=4.937) et 50 mg/l (p=0,005, F=4.937) par rapport aux témoins. A noter que

I’indice de reconnaissance (IR), I’indice de discrimination (ID)et le temps passé a explorer les

deux objets A et B ne présentent pas de différences significatives des groupes traités avec 0.5

mg/l par rapport aux témoins (Figure 34). Par contre, nous avons montré une diminution

significative de I’IR chez les souriceaux traités par 14 mg/1 par rapport aux témoins.
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Figure 35 : les résultats de reconnaissance d’objet des souriceaux traités par le Glyphosate et
leurs témoins : (E et F) le temps passé prés de chaque objet A et B, (A et B) I’indice de
reconnaissance, (C et D) l’indice de discrimination. Les résultats sont présentés comme
moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=12), 0.5mg/l (n=10),14mg/l (n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/I
(n=12). p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XI11.1.3 Labyrinthe en croix surélevé (EPM)

L’analyse des résultats du test EPM n’a pas montré de différences significatives du temps dans
les bras ouverts, le pourcentage des entrées dans les bras ouverts et 1’indice d’anxiété chez les
souriceaux exposés aux concentrations de 0.5 mg/l, 14 mg/l,25mg/l et 50mg/l du Glyphosate
par rapport aux témoins (Figure 35).
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Figure 36: Résultats du test labyrinthe surélevé (EPM) : (A et B) I’indice d’anxiété, (C et D)
pourcentage des entrées dans les bras ouverts, (E et F) pourcentage du temps dans les bras
ouverts chez les souriceaux traités et témoins. Les résultats sont présentés comme moyenne +
S.E.M.*; témoins (n=12), 0.5mg/l (n=10),14mg/l (n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/l (n=12).
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XI111.1.4 Test d’Open Field

Dans ce test nous avons montré une augmentation significative du temps dans la périphérie du
dispositif chez les souriceaux traités par 25 mg/l (p=0,024 ; F=5,379) et 50 mg/l (p=0,004;
F=5,379) du Glyphosate par rapport aux témoins. Une diminution significative a été mise en
évidence pour le temps dans le centre chez les deux groupes traités par 25 mg/l (p=0,024 ;
F=5,379) et 50 mg/l (p=0,004; F=5,379) (Figure 36). Cependant aucune différence
significative n’a été signalée pour le pourcentage des carreaux centraux, le nombres des
carreaux centraux, des carreaux periphériques, des carreaux totaux et 1’ auto toilettage

(grooming) chez les deux groupes exposés au glyphosate et leurs temoins.
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Figure 37: Résultats de ’effet du Glyphosate sur les parametres du test "Open Field " : (A)
pourcentage des carreaux centraux, (B) Nombres des carreaux centraux, périphériques, des
carreaux totaux, (C) Grooming et (D) Temps passé a la périphérie et au centre. Les résultats
sont présentés comme moyenne * S.E.M.*; témoins (n=12), 0.5mg/l (n=10),14mg/|
(n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/l (n=12) .p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XI111.1.5 L’interaction sociale

Ce test a affirmé dans la deuxiéme session que le Glyphosate a diminué la sociabilité des
souriceaux traités (25 mg/l et 50 mg/l) par la diminution du temps passé dans le "box" du
souriceau étranger 2 par rapport aux témoins (p= 0,022; F= 3,428), (p= 0,046; F= 3,428). Par
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contre, nous avons remarqué une augmentation significative du temps passé avec 1’étranger 1
chez les souriceaux traités 0.5 mg/l(p= 0,033; F= 3,424) et 14 mg/l(p= 0,03; F= 3,424). Alors
qu’il n’a pas montré de différence significative chez les souriceaux traités par 0.5

mg/l,14mg/l,25mg/l et 50 mg/l dans la premiere session.

En outre, I’analyse des résultats du test « interaction sociale » dans la deuxiéme session a
révelé un effet significatif chez les souriceaux traités par 50mg/l du Glyphosate sur le temps
passé en contact de la grille "étranger 1" (p= 0,016 ; F= 3,911), et "étranger 2" (p= 0,005; F=
4,667), par rapport aux témoins, ainsi qu’une diminution significative a été constatée pour le
temps en contact de la grille "étranger 1" chez les souris traitées 25 mg /I (p= 0,033 ; F=3,911).
Cependant, nous n’avons pas observé de différences significatives dans la deuxieme session

chez les deux groupes traités 0.5 mg/l et 14 mg/I par rapport a leurs témoins (Figure 37).
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Figure 38: Comportement social des souriceaux témoins et traités par le Glyphosate dans le
test de I’interaction social, (A, B) et (C, D) la durée dans les deux boxes du dispositif (session
let2), (E, F)et (G, H) ladurée des souriceaux en contact des deux grilles des souris étrangeres
(session 1 et 2). Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=12),
0.5mg/l (n=10),14mg/l (n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/l (n=12). p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, (One Way ANOVA).
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XIV. Résultats des tests comportementaux a I’age adulte

XIV.1.1 Test labyrinthe en Y (Y-Maze)

Dans ce test « labyrinthe en Y », nous avons évalué 1’effet du Glyphosate sur 1’alternance
spontané¢e des souris. Nos résultats ont montré que le pourcentage d’alternance est
significativement plus faible aprés une exposition chronique a 50 mg/l de Glyphosate par
rapport aux témoins, mais aucune différence significative a été remarquée chez les souris
traitées 0.5 mg/l,14mg/l et 25 mg/l. En plus, une diminution significative du nombre d’entrées
dans les trois bras a été montrée chez les souris traitées 25 mg/l et 50 mg /I par rapport aux
témoins. Cependant, nous n’avons pas observé de différence significative d’entrées dans les
trois bras chez les souris traitées 0.5 mg/l et 14 mg/I par rapport aux témoins (Figure 38). Ces
résultats pourraient étre expliqués par une réduction de ’activité locomotrice et de la mémoire

spatiale chez les souris.
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Figure 39: Evolution du pourcentage d’alternance (A et B) et le nombre des entrées dans les
trois bras (C et D) obtenus par le test du labyrinthe en Y chez les souris méles traités avec
0.5mg/l (n=10),14mg/l (n=10),25 mg/l (n=12) et 50 mg/l (n=12) de Glyphosate et chez les
témoins (n=12). Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001, (One Way ANOVA).

XIV.1.2 Test de reconnaissance des objets

Les résultats de cette expérience ont montré que le Glyphosate a un effet significatif sur I’indice
de reconnaissance (p=0,007, f=4,351), (p=0,016, f=4,593), (p=0,012, f=4,593) et de
discrimination (p=0,004, f=6.028), (p=0,037, f=3,654), (p=0,021, f=3,654) respectivement chez
les souris méles traitées par des doses de 14 mg/l, 25 mg/l et 50mg/I par rapport aux témoins.
De plus, une augmentation significative du temps d’exploration de 1’objet A a été remarquée
chez les souris males traitées par 50 mg/l (p=0,009, f=6,591) par rapport aux témoins. Aussi,
une diminution significative du temps d’exploration de 1’objet B a été révélée chez les souris

males traitées par 14 mg/l (p=0,009, f=6,591) par rapport a leurs témoins (Figure 39).
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Figure 40: les résultats du test de reconnaissance d’objet des souris traitées par le Glyphosate
et leurs témoins : (A et B) I’indice de reconnaissance, (C et D) I’indice de discrimination, (E
et F) le temps passé prés de chaque objet A et B. Les résultats sont présentés comme moyenne
+ S.E.M.* ; témoins (n=12), 0.5mg/l (n=10),14mg/l (n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/l (n=12).
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XIV.1.3 Test d’Open Field

L’analyse des résultats obtenus au niveau du test champ ouvert a montré un effet significatif du
Glyphosate sur le temps passé a la périphérie du dispositif et celui passé au centre  chez les
deux groupes traités avec des doses de 25 mg/l et de 50 mg/l par rapport aux témoins. En effet,
une augmentation du temps passé a la périphérie a été notée chez les souris adultes traitées
(p=0,003, f=6,921), (p=0,004, f=6,921) a 25 mg/l et a 50 mg/l, ainsi qu’une diminution du
temps passé au centre par rapport aux contrdles. Cependant, aucune différence du temps passé
a la périphérie et au centre chez les souris traitées a des doses de 0.5 mg/l et de 14 mg/l par
rapport aux témoins. Finalement, le nombre des carreaux, le grooming et le passage central ne
présentent pas de différences significatives chez les groupes traités avec 0.5
mg/l,14mg/l,25mg/l et 50mg/I par rapport aux témoins (Figure 40).
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Figure 41: Résultats de I’effet du Glyphosate sur les paramétres du test "Open Field " : (A et

B) : Temps passé a la périphérie et au centre, (G et H) : Auto toilettage, (C et D) : Nombres des

carreaux centraux, périphériques et des carreaux totaux et (E et F) : le passage central. Les

résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=12), 0.5mg/l (n=10),14mg/I
(n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/l (n=12). p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XIV.1.4 Labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Le test labyrinthe en croix surélevée a confirmé que le Glyphosate a un effet anxiogéne sur

des souris males adultes. En effet, L’analyse statistique des résultats de ce test a révélé un

indice d’anxiété élevé (p=0,008, f=4,387) accompagné d’une diminution du pourcentage du

temps dans les bras ouverts (p=0,005, f=4,939) chez les souris males traitées avec la dose de

50 mg/l par rapport aux témoins. Cependant, aucune différence significative n’a été mise en

évidence pour le pourcentage des entrées dans les bras ouverts et I’indice d’anxiété chez les

trois groupes traités avec 0.5mg/l, 14 mg/l et 25mg/l par rapport aux contrbles (Figure 41).
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Figure 42: Résultats du test labyrinthe surélevé (EPM) : (A et B) : I’indice d’anxiété, (C et D) :
le pourcentage du temps passé dans les bras ouverts, (E et F) : le pourcentage des entrées dans
les bras ouverts chez les souris males traitées et témoins. Les résultats sont présentés comme
moyenne £ S.E.M.* ; témoins (n=12), 0.5mg/l (n=10),14mg/l (n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/I
(n=12). p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XIV.1.5 L’interaction sociale

La sociabilité des souris traitées par le Glyphosate a été évaluée en utilisant le systeme de test
a trois chambres. Ce test montre que le Glyphosate a diminué la sociabilité des souris traitées
25 mg/l (p=0,028, f=5,552) et 50 mg/l (p=0,004, f=5,552) par la diminution du temps passé
dans le box de la souris étrangere 1 par rapport aux témoins dans la premiere session. De plus,
dans la deuxieme session, les résultats ont montré une diminution significative du temps passé
dans le box du souris étrangére 2 chez les deux groupes traités 25 mg/l (p=0,046, f=4,194) et

50 mg/l (p=0,01, f=4,194) par rapport aux témoins, ainsi qu’une diminution significative du
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temps passé dans le box du souris étrangére 1 a été observé seulement chez le groupe traité 50

mg/l (p=0,034, f=3,864) par rapport au groupe témoin.

En outre, Nous avons évalué les effets du Glyphosate sur le temps en contact des grilles des

souris. Les résultats obtenus dans la premiére session ont montré une diminution significative

du temps en contact de grille de la souris étrangere 1 chez les deux groupes traités avec 25 mg/I

et 50 mg/l par rapport au groupe contrdle, alors qu’il n’y a pas eu de différence significative

dans la deuxiéme session. En plus, nous n’avons pas trouvé de différences significatives dans

ce test « Interaction sociale » chez les souris traitées avec 0.5mg/l et 14 mg/l par rapport aux

témoins (Figure 42).
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Figure 43: le comportement social des souriceaux témoins et traités par le Glyphosate dans le

test de I’interaction sociale, (A, B) et (C, D) : la durée dans les deux box du dispositif (session

let?2), (E, F)et (G, H): ladurée des souris en contact des deux grilles des souris étrangéres

(session 1 et 2). Les résultats sont présentés comme moyenne * S.E.M.*; témoins
(n=12),0.5mg/I(n=10),14mg/1(n=10),25mg/l (n=12) et 50mg/l (n=12). p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, (One Way ANOVA).
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XV. Dosages

XV.1 Résultats du dosage de I’acétylcholinestérase chez les souriceaux
-Chez les souriceaux au jour PN5

Les structures analysées chez les souriceaux au jour postnatal 5 (PND5) sont le cervelet, le tronc
cérébral et les hémisphéres cérébraux. Nous avons constaté une augmentation significative
(p=0,004, f=10.746) de I’activité de I’acétylcholinestérase dans la partie cervelet et le tronc
cerébral chez les souriceaux traités par 50 mg/l de glyphosate par rapport aux témoins. Par
contre, aucune différence significative n’a été démontrée chez les souriceaux traités par 25 mg/l.
Dans les hémispheres cérébraux, nous avons montré une augmentation significative (p=0,001,
f=172.167) de I’activité de I’acétylcholinestérase chez les souriceaux traités par 25 mg/l, et une
diminution significative (p=0,001, f=172.167) chez les souriceaux traités a 50 mg/l par rapport

aux témoins (Figure 43).
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Figure 44: Evolution de I’activité acétylcholinestérasique chez les souriceaux traités et témoins
au jour postnatale PN5. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins
(n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

-Chez les souriceaux aux jours PN10, PN15 et PN21

Parmi les quatre structures analysées chez les souriceaux traités au glyphosate et les témoins
correspondants, une diminution significative de ’activit¢é de I’AchE est observée chez les
souriceaux traités par 25 mg/l et par 50 mg/l au jour PN21 dans le cervelet (p=0,035, f=36.126)
(p=0,001, f=36.126), dans le tronc cerébral (p=0,023, f=5.347), (p=0,043, f=5.347), dans
hémisphere droit (p=0,002, f=6.765), (p=0,033, f=6.567) et dans hemisphére gauche (p=0,042,
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f=5.498) (p=0,021, f=5.498). De plus, une diminution significative de I’AchE dans le tronc
cerébral a été démontrée chez les souriceaux traités par 50 mg/l au jour PN10, pour le méme
jour postnatal (PN10) une diminution de cette activité est observée dans 1’hémisphére gauche

chez les deux groupes traités par 25 et 50 mg/l (Figure 44).
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Figure 45 : I’évolution de I’activité acétylcholinestérasique dans les différentes structures
ceérébrales (cervelet, tronc cerébral, hémisphere droit et gauche) chez les souriceaux traités par
le glyphosate et leurs témoins aux jours PN10, PN15 et PN21. Les résultats sont présentés
comme moyenne = S.E.M.*; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).
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XVI. Résultats du dosage des marqueurs du stress oxydant
XVI1.1 Dosage du stress oxydant au niveau cérébral, hépatique et rénal

XVI1.1.1 Dosage de Malondialdehyde (MDA)
-MDA Cérébrale Chez les souriceaux au jour PN5

La peroxydation lipidique est élevée dans les hémisphéres cérébraux au jour PN5 chez les
souriceaux traités par 50 mg/l du glyphosate par rapport aux témoins. Néanmoins, aucune

différence significative n’a été constaté dans le cervelet et le tronc cérébral (Figure 45).
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Figure 46: Variation du taux de MDA au niveau du cervelet/tronc cérébral et les hémispheres
cérébraux des souriceaux traités par glyphosate et leurs témoins. Les résultats sont présentés
comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6).
*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- MDA cérébral Chez les souriceaux aux jours postnataux PN10, PN15 et PN21

D’apres les résultats obtenus, on observe une augmentation significative du taux de
malondialdéhyde (MDA) au niveau du cervelet, du tronc cérébral et de 1’hémisphére gauche
au jour PN 21 chez les souriceaux recevant le glyphosate par rapport aux souriceaux

témoins.

On enregistre aussi qu’au jour PN10 une différence significative du taux de MDA dans les
structures cérébrales (tronc cérebral et hémisphere droit) chez les souriceaux traités par le

glyphosate par rapport aux témoins.

On note également une augmentation significative du taux de MDA dans le cervelet au jour
PN15 chez les souriceaux traites par 50 mg/I du glyphosate par rapport aux témoins (Figure
46).
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Figure 47: Variation du taux en malondialdéhyde (nmol/mg protéine) dans le cervelet, le tronc
cérébral et hémisphere droit et gauche chez les souriceaux témoins et traités aux jours PN10,
PN15 et PN21. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/I
(n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

-MDA au niveau hépatique et rénal

Nos résultats révelent que 1’activité de la peroxydation lipidique hépatique et rénale augmente
de fagon significative aux jours PN15 et PN21 chez les souriceaux traités par 50 mg/l de

glyphosate par rapport aux témoins (figure 47).
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Figure 48 : Variation du taux en malondialdéhyde (nmol/mg protéine) dans le foie et les reins
chez les souriceaux témoins et traités aux jours PN10, PN15 et PN21.Les résultats sont
présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/I (n=6). *p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XVI1.1.2 Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)

-GPx Cérébrale Chez les souriceaux au jour PN5

Le traitement des souriceaux par 25 mg/l et 50 mg/I de glyphosate provogue une augmentation
significative de ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) (au jour PN5) dans le
cervelet, le tronc cérébral (p=0,001, f=928.307) et les hémisphéres cérébraux (p=0,001,

f=2907.442) comparé aux souriceaux témoins (figure 48).
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Figure 49 : Effet du glyphosate sur ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (nmol
GSH/protéine) dans le cervelet/tronc cérébral et les hémisphéres cérébraux chez les souriceaux

témoins et traités au jour PN5. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ;
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témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way
ANOVA).

- GPx cerébrale Chez les souriceaux aux jours PN10, PN15 et PN21

Chez les souriceaux traités par 25 mg/l et 50mg/l du glyphosate, on note une augmentation
significative de la GPX au jour PN10 dans le cervelet (p=0,013, f=26.5) ; (p=0,001, f=26.5) et
le tronc cerébral (p=0,001, f=38.061) ; (p=0,001, f=38.061). Par contre, une diminution
significative de la GPX a été démontré dans I’hémisphére droit (p=0,007, f=11.703) ; (p=0,005,
f=11.703) et hémisphére gauche au jour PN10 (p=0,008, f=7.694) (figure 49).

En revanche, on ne note pas de variations significatives de I’activité de la GPX dans le cervelet
et I’hémisphere droit au jours PN15 et PN21. Mais, nous avons montré que ’activité de la GPX
subit une augmentation significative au jour PN21 dans le tronc cérébral chez les souriceaux

traités par 50 mg/l de glyphosate par rapport aux témoins (figure 49).
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Figure 50 : Effet du glyphosate sur I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (nmol
GSH/protéine). dans le cervelet/tronc cérébral et les hémisphéres cérébraux chez les souriceaux
témoins et traités au jour PN5. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.*;
témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way
ANOVA).

- GPX hépatique et rénale Chez les souriceaux aux jours PN5, PN10, PN15 et PN21

Nos résultats (figure 50) révelent que I’activité de la GPX hépatique vari¢ de fagon tres
hautement significative aux jours PN5 (p=0,001, f=1045.43) et PN10 (p=0,001, f=556.459) ;
(p=0,001, f=556.459) chez les souriceaux traités par 25 mg/l et 50 mg/l de glyphosate par
rapport aux témoins. En revanche, on constate une diminution significative de I’activité de la
GPX du foie chez tous les souriceaux témoins par rapport aux traités (50mg/l du glyphosate)
aux jours PN15 (p=0,041, f=6.263) et plut6t une augmentation significative au PN21 (p=0,008,
f=13.041) (Figure 50).

On note une augmentation significative de 1’activité de la GPX au jour PN5 dans les reins chez
les souriceaux traités par 25 mg/l (p=0,001, f=215.794) et 50 mg/l (p=0,001, f=215.794) de
glyphosate par rapport aux témoins. Cependant, on montre une diminution significative de
’activité de la GPX dans les reins au jour PN10 (p=0,001, f=220.333) ; (p=0,001, f=220.333)
jusqu’au jour PN21(p=0,01, f=8.418) chez les souriceaux traites 25mg/l et 50 mg/| par rapport
aux témoins (figure 50).
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Figure 51 : Effet du glyphosate sur 1’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (nmol
GSH/protéine) dans le foie et les reins chez les souriceaux témoins et traités au jours PN5,
PN10, PN15 et PN21. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins
(n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XV1.1.3 Dosage de la superoxyde dismutase (SOD)
- SOD Cérébrale Chez les souriceaux au jour PN5

L’exposition a des doses de 25 mg/l et de 50mg/l de glyphosate chez les souriceaux induit une
augmentation significative de 1’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) dans le
cervelet/tronc cérébral et I’hémisphére cérébral (surtout a la dose de 50mg/l) par rapport aux
souriceaux témoins. Au jour postnatal PN5, une diminution de I’activité de la SOD a été observée

chez les souriceaux traités par 25 mg/l par rapport aux témoins (Figure 51).
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Figure 52 : Effet du glyphosate sur I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (nmol
GSH/protéine) dans le foie et les reins chez les souriceaux témoins et traités au jours PN5,
PN10, PN15 et PN21. Les résultats sont présentés comme moyenne = S.E. M.* ; témoins
(n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- SOD cérébrale Chez les souriceaux aux jours PN10, PN15 et PN21

Les résultats de ’activité de la superoxyde dismutase (SOD) déterminée chez les souriceaux

aux jours PN10, PN15 et PN21 sont représentés dans la figure (52).

L’activité de cette enzyme a montré une grande variation chez les souriceaux traites par 25
mg/l et 50 mg/l du glyphosate dans le cervelet aux jours PN10 (p=0,001, f=271.897) ;
(p=0,001, f=271.897), PN15 (p=0,001, f=21.286) et PN21(p=0,001, f=138.693) ; (p=0,001,
f=138.693) par rapport aux témoins. En revanche, 1’activité de la SOD est significativement
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plus faible dans le tronc cérébral, I’hémisphére droit et I’hémisphére gauche chez les
souriceaux traités par 25 mg/l et 50 mg/l de glyphosate aux jours PN10, PN15 et PN21 par

rapport aux témoins (Figure 52).
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Figure 53 : Effet du glyphosate sur de I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) dans le
cervelet, le tronc cérébral et ’hémisphere droit et gauche chez les souriceaux témoins et traités
aux jours postnataux PN10, PN15 et PN21. Les résultats sont présentés comme moyenne *
S.E.M.*; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
(One Way ANOVA).

- SOD hepatique et rénale Chez les souriceaux aux jours PN5, PN10, PN15 et PN21.

La variabilité de la réponse de I’activité de la SOD a été egalement observée aux jours PN5,

PN10, PN15 et PN21 dans le foie et les reins chez les souriceaux lors de leur exposition aux
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doses de 25 mg/l et de 50 mg/l de glyphosate. En effet, la SOD augmente dans le foie au jour
PN5 (p=0,001, f=839.915) ; (p=0,001, f=839.915) respectivement chez les souriceaux traités
par 25 mg/l et 50 mg/l du glyphosate, et diminue dans les jours PN10(p=0,001, f=6.692),
PN15(p=0,001, f=32.28) ; (p=0,001, f=32.28) et PN21(p=0,001, f=18.114) (Figure 53). Nous
avons montré une augmentation significative de I’activité de la SOD dans les reins aux jours

postnataux PN5, PN10 et PN21 chez les souriceaux traités par 50mg/l par rapport aux témoins.
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Figure 54 : Effet du glyphosate sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) dans le foie et
les reins chez les souriceaux témoins et traités au jours PN5, PN10, PN15 et PN21. Les résultats

sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6).

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).
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XV1.1.4 Dosage de la catalase (CAT)
-CAT Cérébrale Chez les souriceaux au jour PN5

Nos résultats montrent une diminution de I’activité enzymatique de la catalase dans les
hémispheéres cérébraux (p=0,048, f=8.225) suite a I’exposition des souriceaux au glyphosate
(25mg/l). Au contraire, aucune différence significative de cette activité n’a été démontrée dans

le tronc cérébral/cervelet et les hémisphéres cérébraux (50mg/l) (Figure 54).
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Figure 55 : Effet du glyphosate sur I’activité enzymatique de la catalase (CAT) dans le
cervelet/tronc cérébral et les hémispheres cérébraux chez les souriceaux témoins et traités au
jour PN5. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/I
(n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- CAT cérébrale Chez les souriceaux aux PN10, PN15 et PN21

L’intoxication des souriceaux par le glyphosate a entrainé une augmentation significative de
I’activité enzymatique de la catalase dans le cervelet (p=0,004, f=12.875) et le tronc cérébral
(p=0,019, f=13.786) ; (p=0,002, f=13.786) au jour PN10 par rapport aux témoins. Alors que, le
dosage de cette enzyme dans le cervelet et le tronc cérébral ne présente pas de différence

significative entre les souriceaux traites et leurs témoins aux jours PN15 et PN21(Figure 55).

Tandis qu’on montre une diminution significative de 1’activité de la catalase dans I’hémisphere
gauche chez les souriceaux traités par 25mg/l et 50mg/I du glyphosate par rapport aux témoins dans
les jours PN10 (p=0,022, f=672.495) ;(p=0,001, f=672.495) ,PN15 (p=0,035, f=7.7) ;(p=0,009,
f=7.7) et PN21 (p=0,012, f=11.346); (p=0,004, f=11.346) .Cependant, aucune différence

significative de cette activité n’a été revélée dans I’hémisphére droit chez les souriceaux traités par
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25mg/l et 50mg/1 du glyphosate par rapport aux témoins dans les jours PN10, PN15 et PN21(Figure
55).
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Figure 56 : Variation de 1’activité enzymatique de la catalase dans le cervelet, le tronc cérébral
et les hémisphéres droit et gauche chez les souriceaux témoins et traités aux jours PN10, PN15
et PN21. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6)
et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- CAT hépatique et rénal Chez les souriceaux aux jours PN5, PN10, PN15 et PN21

Les résultats obtenus montrent que le traitement des souriceaux par le glyphosate aux jours PN5
(p=0,025, f=5.683);(p=0,028, f=5.683), PN10 (p=0,005, f=13.911)et PN15 (p=0,012,
f=6.942) provoque une diminution significative de 1’activité enzymatique de la catalase (CAT)
dans le foie par rapport aux souriceaux témoins. A noter qu’il n’y a pas de différence
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significative dans le foie chez les souriceaux traités par rapport aux témoins au jour PN21
(Figure 56).

Par ailleurs, une augmentation significative de la catalase a été observé dans les reins chez les
souriceaux traités par 25 mg/l (p=0,031, f=7.793) et 50 mg/I (p=0,009, f=7.793) de glyphosate
au jour PN5. Par contre, aucune variation significative a été démontrée chez les souriceaux

traités dans les jours PN10, PN15 et PN21 par rapport aux témoins (Figure 56).
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Figure 57 : Effet du glyphosate sur I’activité de la catalase (CAT) dans le foie et les reins chez
les souriceaux témoins et traités au jours PN5, PN10, PN15 et PN21. Les résultats sont présentés
comme moyenne = S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XVI1.1.5 Dosage de I’activité de la glutathion S-transférase (GST)
-GST Cérebrale Chez les souriceaux au jour PN5

L’exposition prénatale et postnatale du 50 mg/l GLP montre une augmentation significative de
la GST (PN5) dans les hémispheres cérébraux des souriceaux. Cependant, aucune différence
significative n’a été observée dans le cervelet et le tronc cérébrale des souriceaux traités par 25

mg/l et 50mg/l de GLP par rapport aux témoins (Figure 57).
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Figure 58 : Effet du glyphosate sur I’activité de la glutathion S-transférase (GST) dans le

cervelet/tronc cérébral et les hémispheres cérébraux chez les souriceaux témoins et traités au

jour PN5. Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/I
(n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

GST cérébrale Chez les souriceaux aux PN10, PN15 et PN21

Les résultats de I’effet du GLP sur I’activité de la GST ont montré une diminution significative

de cette enzyme dans 1’hémisphére gauche au jour PN10 (p=0,003, f=13.044) chez les

souriceaux traités et leurs témoins. Par contre, une augmentation significative de cette activité

est observée dans le tronc cérébral au jour PN15 (p=0,01, f=7.689) et dans le cervelet au jour
PN21 (p=0,001, f=26.436 et p=0,03, f=26.436) chez les souriceaux traités par rapport aux

témoins (Figure 58).
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Figure 59 : Effet du glyphosate sur I’activité de la GPx dans le cervelet/tronc cérébral et les

hémispheres cérébraux

chez les souriceaux témoins et traités au jours PN10, PN15 et

PN21.Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6)
et 50mg/l (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- GST hépatique et rénal Chez les souriceaux aux jours PN5, PN10, PN15 et PN21

L’exposition prénatale et postnatale du GLP montre variation significative de la GST (PN21)

dans le foie des souriceaux (Figure 59). Cependant, aucune différence significative n’a été

observée dans les reins des souriceaux traités par 25 mg/l et 50mg/l de GLP par rapport aux

témoins.
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Figure 60 : Effet du glyphosate sur 1’activité de la GPx dans le foie et les reins chez les

souriceaux témoins et traités au jours PN5, PN10, PN15 et PN21. Les résultats sont présentés
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comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=6)),25mg/l (n=6) et 50mg/l (n=6). *p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).
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AChE Activity(nmol/min/mg of

XV1.2 Résultats du dosage de I’acétylcholinestérase chez les souris adultes

Parmi les structures analysées chez les souris traitées au GLP et les contrdles correspondants,
une diminution significative de 1’AchE est observée dans I’hippocampe (p=0,023, f=7.4), le
pont (p=0,029, f=16,418) et le cervelet (p=0,028, f=6.189 et p=0,019, f=6.189) (Figure 60).
Par contre, I’analyse statistiques des données a révélé que I’inhibition n’est pas significative
dans I’hypothalamus, mésencéphale, le bulbe olfactif et rachidien chez les souris traitées par

GLP et leurs témoins.
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Figure 61 : I’évolution de I’activité acétylcholinestérase dans les différentes structures
cérébrales (Bulbe olfactif, Hypothalamus, Mésencéphale, Pont, Cervelet, Bulbe rachidien et
Hippocampe) chez les souris traitées par le GLP et leurs témoins. Les résultats sont présentés
comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et
50mg/l (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XVII. Résultats du dosage des marqueurs du stress oxydant chez les souris adultes

XVII1.1.1 Dosage de Malondialdéhyde (MDA)
-MDA Cérébrale Chez les souris adultes

Pour estimer la peroxydation lipidique cérébrale, le taux de MDA est mesuré au niveau des
structures cérébrales, bulbe olfactif, hypothalamus, mesencéphale, pont, cervelet, bulbe
rachidien et hippocampe des souris traitées avec les différentes doses du GLP et leurs témoins
correspondants (figure 61). Nous avons montré que le taux de MDA est significativement élevé
chez les souris traitées au niveau de 1’hippocampe (p=0,02, f=6.751 et p=0,024, =6.751),
I’hypothalamus (p=0,013, f=96,835 et p=0,001, f=96.835) et le pont (p=0,003, f=13,104) par

rapport aux souris témoins.
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Figure 62 : Variation du taux de MDA au niveau des structures cérébrales (Bulbe olfactif,
Hypothalamus, Mésencéphale, Pont, Cervelet, Bulbe rachidien et Hippocampe) des souris
témoins et traitées au GLP. Les résultats sont présentés comme moyenne = S.E.M.* ; témoins
(n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/l (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, (One Way ANOVA).

- MDA hépatique, rénal et les testicules chez les souris adultes.

Nos résultats montrent que 1’exposition au GLP a augmenté significativement le taux de MDA
rénal , hépatique et au niveau des testicules chez les souris traitées avec 25 mg/l et 50mg/l par
rapport aux témoins alors qu’il n’a pas d’effet sur le taux de MDA rénal chez les souris traitées
avec des faibles doses ( 0.5mg/l et 14 mg/l ), d’autre part ce dosage a montré une différences
significatives du taux de MDA au niveau des glandes sexuelles males (testicules) chez les

souris traitées avec 0.5 mg/l et 14 mg/l par rapport aux témoins (figure 62).
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Figure 63 : Variation du taux de MDA hépatique, rénal et des testicules chez les souris traitées
au GLP et leurs témoins. Les résultats sont présentés comme moyenne £ S.E.M.* ; témoins
(n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/l (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, (One Way ANOVA).

XVIIL.1.2 Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)
- GPx cérébrale Chez les souris adultes

L’activité de la glutathion peroxydase (GPx) est inhibée sous ’effet de GLP dans certaines
structures cérébrales analysées. Les diminutions les plus importantes sont observées au
niveau du cervelet (p=0,027, f=11.373 et p=0,003, f=11.373) et le bulbe olfactif (p=0,008,
f=8.702 et p=0,019, f=8.702) chez les souris traitées par 25 mg/l et 50mg/l du GLP par
rapport aux témoins, alors que certaines structures notamment ’hypothalamus (p=0,02,
f=6.649) et le bulbe olfactif (p=0,013, f=6.247) ont montré une augmentation significative

chez les souris traitées par 14 mg/l du GLP par rapport aux témoins (figure 63).
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Figure 64 : Effet du glyphosate sur I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (nmol
GSH/protéine) dans le bulbe olfactif, I’hypothalamus, le mésencéphale, le pont, le cervelet, le
bulbe rachidien et I’hippocampe chez les souris adultes témoins et traitées. Les résultats sont
présentés comme moyenne £ S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/I
(n=7) et 50mg/I (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- GPX hépatique, rénal et les testicules chez les souris adultes.

L’analyse statistique des résultats de la GPx hépatique montre une augmentation significative
chez les souris males exposées au GLP (50mg/l) (p=0,002, f=13.831) par rapport aux souris

témoins. Alors que, le dosage de cette enzyme dans les reins ne présente pas de différence
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significative entre les souris traitées et leurs témoins. De plus, une variation significative a été
observée au niveau testiculaire chez les souris traitées (0.5 mg/l et 14 mg/l (p=0,004, f=19.743
et p=0,04, f=19.743) et leurs témoins (Figure 64) .
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Figure 65 : Effet du glyphosate sur I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (nmol
GSH/protéine) dans le foie, les reins et les testicules chez les souris adultes témoins et traitées.
Les résultats sont présentés comme moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/I
(n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/l (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XVII.1.3 Dosage de la superoxyde dismutase (SOD)
- SOD cérébrale Chez les souris adultes

Une diminution significative de I’activité de la SOD est observée chez les souris exposées
au niveau de I’hippocampe (p=0,025, =6.249), le cervelet (p=0,019, f=15,326), le bulbe
rachidien (p=0,001, f=33,48) et le mésencéphale (p=0,038, f=6.626 et p=0,013, f=6.626),
(Figure 65), alors qu’au niveau de ’hypothalamus (p=0,001, f=3239,805) cette activité a
montré une augmentation significative. Cette activité est également diminuée dans le bulbe

olfactif mais elle n’a pas atteint un niveau significatif, (Figure 65).
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Figure 66 : Effet du glyphosate sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) dans le bulbe
olfactif, I’hypothalamus, le mésencéphale, le pont, le cervelet, le bulbe rachidien et
I’hippocampe chez les souris adultes témoins et traitées. Les résultats sont présentés comme
moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/I
(n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- SOD hepatique, rénale et testicules chez les souris adultes

Une variation significative de 1’activité de la SOD est observée chez les souris exposées au
niveau du foie, les reins et les testicules par rapport aux témoins (figure 66), alors qu’au niveau
de certaines doses cette activité n’a pas montré aucune différence significative.
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Figure 67 : Effet du glyphosate sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) dans le le foie,
les reins et les testicules chez les souris adultes témoins et traitées. Les résultats sont présentés
comme moyenne = S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et
50mg/l (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XVII.1.4 Dosage de la catalase (CAT)

- CAT cérébrale Chez les souris adultes

Apres D’exposition au GLP, D’activité catalase (CAT) est significativement réduite dans
I’hippocampe (p=0,017, =5,932), le cervelet (p=0,038, f=8.701 et p=0,009, f=8.701), et le
mésencéphale (p=0,005, f=41.296 et p=0,004, f=41.296) (Figure 67). A I’inverse cette activité
est plus élevée sous ’effet du GLP accumulé au niveau de 1’hypothalamus (p=0,004, f=35.854
et p=0,001, f=35.854).
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Figure 68 : Eftet de glyphosate sur 1’activité de la catalase au niveau des structures cérébrales

(Bulbe olfactif, Hypothalamus, Mésencéphale, Pont, Cervelet, Bulbe rachidien et Hippocampe)

chez les souris traitées et leurs témoins. Les résultats sont présentés comme moyenne = S.E.M.*
; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/l (n=7). *p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

-CAT hépatique, rénal et testicules chez les souris adultes

Nos résultats montrent que I’exposition au GLP a augmenté significativement 1’activité de la

catalase (CAT) du foie chez les souris traitées avec 25 mg/l et 50mg/l (p=0,029, f=22.491 et

p=0,001, f=22.491) par rapport aux témoins (Figure 68), alors qu’au niveau des autres organes

(les reins et les testicules) cette activité n’a montré aucune différence significative.
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Figure 69 : Effet de glyphosate sur I’activité de la catalase au niveau des organes (le foie, les

reins et les testicules) chez les souris traitées et leurs témoins. Les résultats sont présentes
comme moyenne £ S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et
50mg/l (n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

XVIIL.1.5 Dosage de I’activité de la glutathion S-transférase (GST)
- GST cérébrale Chez les souris adultes

L’activité de la glutathion S-transférase (GST) est caractérisée par des effets contrastés dans les
différentes structures analysées. Ainsi, nous avons constaté une diminution significative au
niveau de I’hippocampe (50mg/l) (p=0,005, f=11.927), le cervelet (25mg/l et 50mg/l) (p=0,0086,
f=14.309 et p=0,003, f=14.309) et le bulbe rachidien (14mg/l) (p=0,01, f=9.693) (Figure 69),
alors qu’une augmentation significative est observée au niveau I’hippocampe (p=0,003,
f=12.62) et I’hypothalamus (p=0,002, f=15.386) chez les souris traitées avec 14 mg/l du GLP

par rapport aux témoins.
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Figure 70 : Variation de I’activit¢ de la glutathion s-transférase au niveau des structures
cérébrales (Bulbe olfactif, Hypothalamus, Mésencéphale, Pont, Cervelet, Bulbe rachidien et
Hippocampe) des souris traitées et témoins. Les résultats sont présentés comme moyenne +
S.E.M.*; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/l (n=7). *p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).

- GST hépatique, rénal et testicules chez les souris adultes.

Nos resultats révélent des variations non significatives de I’activité de la glutathion S-
transférase dans les organes analysés (le foie, les reins et les testicules) chez les souris traitées

par rapport aux témoins (figure 70).
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Figure 71 : Variation de I’activité de la glutathion s-transférase au niveau des organes (le foie,
les reins et les testicules) des souris traitées et témoins. Les résultats sont présentés comme
moyenne + S.E.M.* ; témoins (n=7)), 0.5mg/l (n=7), 14mg/l (n=7), 25mg/l (n=7) et 50mg/I
(n=7). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, (One Way ANOVA).
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XVII1.Discussion

Les troubles neurocomportementaux de I’exposition du glyphosate pendant La grossesse

et I'allaitement (jusqu’a 21 jours) chez la progéniture des souris.

L'impact des doses sublétales du GLP (un organophosphoré) sur la santé humaine et
I'environnement est un sujet préoccupant. Bien que le GLP ait une faible persistance dans
I’environnement (Primost et al., 2017), son taux d'utilisation pourrait avoir un impact negatif

sur I'environnement (Mamy et al., 2010).

Il a été rapporté que les OP peuvent traverser le placenta et atteindre le feetus (Rauh et al., 2006;
Whyatt et al., 2009). Ainsi, les feetus sont plus vulnérables aux OP (Tau & Peterson, 2010).
L'exposition a un faible niveau de OP peut influencer les comportements émotionnels (Roegge
etal., 2008) , le développement des cellules neuronales et les systémes d'acétylcholine (Slotkin
et al., 2008) et le stress oxydatif (Slotkin & Seidler, 2009). Depuis , il a été démontré que la
GBH est capable de traverser la barriére placentaire, ce qui pourrait éventuellement perturber

le processus de développement du feetus (Mose et al., 2008).

En dernier lieu, nous expliquerons les effets du glyphosate mis en évidence par des études
neurocomportementales qui seront notre outil de travail. D’autant plus que les études portant
notamment sur les effets du glyphosate sur le systéme nerveux central de la progéniture de la

souris par exposition in utero est rare.

Les humains sont indirectement exposés au GLP par des aliments et de I'eau contaminés par
des résidus de GLP. Selon L’agence de protection de I'environnement des Etats-Unis (US EPA),
le niveau supérieur de GLP autorisé dans I'eau destinée a la consommation humaine est de
0.7mg/l (US-EPA, 2011). C’est pour cela que nous avons utilisé dans cette étude une dose
(0.5mg/l) inférieure a celle autorisée et les autres doses se situent en dessus de la dose sans
effet. En effet, dans ce travail, nous avons étudié 1’effet de quatre doses de GLP. Le choix de
ces doses, du moins pour les plus basses a été¢ motivé par le souci d’explorer les éventuels effets
de "doses" classées en dega des “doses autorisées et connus comme étant sans risque pour la
sant¢ humaine. Il faut noter a cet égard que ces doses ou LMR de I’ordre de mg/l. En effet, bien
que ces doses soient considérées comme "slres", il n’en demeure pas moins que leur
bioaccumulation et leur administration durant des périodes hautement sensibles de la vie
(gestation, développement) n’a pas été largement investiguée pour pouvoir conclure a une
absence totale d’effets toxiques. En appui a cette assertion, les résultats récents de notre
laboratoire ont pu mettre en ¢évidence des dérégulations d’ordre physiologique
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développementaux chez des nouveau-nés issus de souris gestantes ayant recu une dose tres
faible d’un autre insecticide OP (malathion) (Ouardi et al., 2019). Ces données qui représentent
une premiére ont été reprises et citées depuis dans plusieurs publications spécialisées, vu
I’importance sanitaire. Dans la méme visée, nous nous sommes attelés a expérimenter de trés
faibles doses en deca des “LMRs* recommandées soit au niveau des eaux de boissons ou de
I’alimentation (FAO-WHO,2021). 1l s’agit dans ce cas de la dose de 0.5mg/l et & moindre
mesure de la dose de 14 mg/l. Des doses importantes de 1’ordre de 25 mg/l et de 50 mg/I ont
été également expérimentées mais restent en deca de la NOAEL préconisée (500 mg/kg/j). Ceci
pointe I’originalité¢ de notre démarche et la différencie des autres études traitant de 1’effet du
GLP administré durant les périodes gestationnelle et périnatale, bien que ces études soient rares
dans leur ensemble (Ait-Bali et al., 2020; Gallegos et al., 2018).

L’objectif de ce travail est d'évaluer les effets neurocomportementaux d'une exposition
subchronique et chronique du glyphosate pendant la grossesse et I'allaitement. A ce propos, des
souris gestantes ont été exposées a 0.5 mg/l,14 mg/1,25mg/l et 50 mg/l du GLP (via I'eau
potable) pendant la grossesse et I'allaitement et les altérations neurocomportementales de la
progéniture ont été analysées. Pour cette fin, le jour postnatal ou chaque souriceau a développé
des réflexes néonataux (surface réflexe de redressement, évitement de la falaise (CIiff
avoidance), la réaction anti-gravitaire (négative geotaxis), saut vers le bas avec le test de choix
et le développement de la natation .) et les paramétres physiques (le détachement des oreilles,
’apparition des poils ,I’éruption des incisives, I’apparition du sexe et I’ouverture des yeux ) ont
été enregistrées pour I'évaluation du développement sensorimoteur. L'activité locomotrice, les
niveaux d’anxiété, la mémoire et la sociabilité¢ ont été contrdlés par des tests d’open Field, le
labyrinthe en croix surélevé (EPM), le labyrinthe en y (y-maze), reconnaissance des objets et
le test d’interaction sociale respectivement chez les souriceaux apres 21 jours. Nos résultats ont
révélé que l'exposition au GLP pendant la gestation induit un retard dans le développement des
réflexes néonataux et une augmentation de I’anxiété, une altération de la sociabilité ainsi que
des déficits dans les processus d'apprentissage et de mémoire, a différents ages postnataux apres
la mise bas sur une période de 21 jours ou le traitement des meéres allaitantes a continué a se
faire. Il est important de noter que les souriceaux traités par 0.5 mg/l, 14mg/Il, 25mg/l et 50mg/I
du GLP provoquent un retard dans la lI'acquisition du réflexe de redressement aux jours PN5 et
PN7.Alors que, I’exposition a la faible dose (25mg/l) du glyphosate n’affecte pas la surface
réflexe de redressement au jour PN7.
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Pour "le négatif géotaxie" il faut noter que les souriceaux exposes a la plus forte dose de GLP
ont besoin d’un temps de rotation nettement plus long aux jours postnataux PN7, PN9 et PN13
par rapport aux témoins. En outre, nos résultats ont montré que I'exposition aux quatre doses
(0.5 mg/1,14 mg/1,25mg/l et 50 mg/l) du GLP pendant la gestation et I'allaitement des souris
n'affecte ni les paramétres physiques ni I’évitement de la falaise ni Le développement de la
natation (Swiming développement) et le test de choix (jumping) des souriceaux aux jours
postnataux. Par contre, le GLP entraine des variations du poids corporel, la longueur de la queue
et la longueur du corps des souriceaux sur les différents jours postnataux. A ce niveau, il
apparait déja que le glyphosate méme a de tres faibles doses agit sur la maturation sensori-
motrice au niveau du systéme nerveux ce qui pointe sa dangerosité. Des études antérieures ont
mis en évidence des changements au niveau de certains de ces parametres (Gallegos et al., 2016)

mais en utilisant des doses dépassant les valeurs de la NOAEL.

Si nous comparons de maniére grossiére nos résultats (pas d’effet du glyphosate sur 1’activité
locomotrice) avec ceux rapportés par Ait Bali et ses collaborateurs (effet notable du GLP sur
I’activité locomotrice), nous pourrions conclure a des effets différents et notamment les
résultats obtenus par Gallegos et al.(Gallegos et al., 2016). Cependant, nos données sont en
phase avec ceux de cattani et al, qui montrent que chez les rats exposés au GLP par voie orale
pendant la période pre et postnatale n‘ont pas montré de diminution de I'activité locomotrice,
méme lorsque le traitement a induit une diminution du gain de masse corporelle (Cattani et al.,
2017) .

En accord avec nos résultats, une autre étude récente a montré que I'exposition chronique pré
et postnatale au GLP provoquait des troubles comportementaux et cognitifs chez les souris
adultes. Cette exposition a induit un retard dans le développement des réflexes (Ait-Bali et al.,
2020). Dans ce sens, il a été montré aussi que I'exposition au glyphosate pendant la gestation
induit des altérations neurocomportementales (des changements dans le développement des
réflexes, l'activité motrice et la fonction cognitive) (Coullery et al., 2020). En fait, le
développement et I'expression des reflexes chez les nouveau-nés ont été considérés comme un
indice de la maturation et de la connectivité du cerveau (Tamburella et al., 2012). Nos résultats
confirment ces études : juste apres la naissance, nous avons constaté que la descendance dont
les méres ont été exposées au GBH présentaient des réflexes de développement retardés,
pouvant étre liés a une maturité anormale des fonctions sensorimotrices, et pourraient
représenter un facteur de prévision d'autres troubles du comportement a I'age adulte (Fox, 1965;

lezhitsa et al., 2001).En conséquence, le retard dans le développement des réflexes néonatals
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induits par une exposition précoce au GLP pourrait indiquer des troubles de la maturation

cerébrale causés par I'herbicide.

En ce qui concerne la fonction cognitive, nous avons également effectué des tests cognitifs (y-
maze et reconnaissance d’objet) pour évaluer I'effet de I'exposition gestationnelle du GLP sur
I'apprentissage spatial et la mémoire. Ces deux tests comportementaux impliquent I'intégrité de

I'nippocampe.

Tout d'abord, nous avons effectué le test du labyrinthe en Y apres 21 jours postnataux montrant
une diminution du taux d’alternance spontanée et le nombre des entrées dans les trois bras chez
les souriceaux traités par le GLP (25mg/l et 50mg/l). Le test de la reconnaissance d’objets,
quant a lui, a montré une diminution de 1’indice de reconnaissance et 1’indice de discrimination
chez les souriceaux traités par le GLP (25mg/I et 50 mg/l). Néanmoins, I’exposition de la faible
dose (inferieure a celle autorisée 0.7 mg/l) et a de 14 mg/l de GLP n’ont pas montré de
différence significative par rapport aux témoins. Ces observations suggeérent que I'exposition
au GLP pendant la gestation affecte la rétention de la mémoire chez souriceaux. Dans le méme
contexte de nos recherches, plusieurs études ont montré l'altération des fonctions cognitives
chez les rongeurs apres une exposition au GLP ou au GBH. Par exemple, I'exposition au GBH
altere la reconnaissance et la mémoire de travail chez les souris: preuve d'un
dysfonctionnement cortical et hippocampique (Ait-Bali et al., 2020). En outre, L'exposition
périnatale au GBH chez les rats modifie le statut des antioxydant cérébral, le métabolisme du
glutamate et de l'acétylcholine et affecte la mémoire de reconnaissance (Gallegos et al.,
2018).Dans un rapport de cas, il a été méme décrit le cas d'une patiente qui a subi un accident
vasculaire cérébral dans son hippocampe gauche suite a une exposition de glyphosate (Nishiyori
et al., 2014). 11 est intéressant de noter qu’une étude a démontré que le glyphosate affecte
I'absorption, la libération et le métabolisme du glutamate dans les cellules neurales, entrainant
un afflux de Ca?* par I'intermédiaire des récepteurs NMDA et du L-VDCC dans I'hippocampe
de rats immatures (Cattani et al., 2014). une autre étude a montré également une association
entre l'exposition a 1’herbicide a base de glyphosate (GBH) et les comportements de type
dépressif (Cattani et al., 2017).En fait , Le développement neuronal et la croissance des axones
sont modifiés par le glyphosate via une voie de signalisation non canonique WNT (Coullery et
al., 2016). Coullery et al., (2020) suggérent que I'exposition gestationnelle au glyphosate
entraine une inhibition de la voie de signalisation Wnt5a-CaMKII qui pourrait induire une
neurotoxicité développementale mise en évidence par des déficits aux niveaux comportemental

et cognitif chez les ratons.
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Geénéralement, ces résultats démontrent que I'exposition pré et/ou postnatale au GLP ou a la
GBH peut entrainer une altération des capacités cognitives, puisque les processus
d'apprentissage et de la mémoire peuvent étre affectés.

L’exposition au glyphosate pendant la gestation et I’allaitement augmente le niveau

d'anxiéte et réduit le comportement social chez la progéniture des souris.

Concernant le niveau d’anxiété, les souriceaux exposés aux doses de 25 mg/l et de 50 mg/l de
GLP passent plus de temps en zone périphérique, au détriment de la zone centrale de I’Open
Field, et I'exploration préférentielle de la zone périphérique du dispositif est considéréee comme
un indice d'anxiété (Simon et al., 1994). Nos résultats confirment I’augmentation de 1’anxiété
suite & une exposition périnatale et postnatale au GLP, et ce aux deux doses testées. Ce qui est
en accord avec une autre étude qui démontre que I'administration répétée par voie intranasale
(IN) d'un GBH chez des souris adultes produit des altérations neurocomportementales,
impliquant des troubles de I'anxiété et de la mémoire (Baier et al., 2017). En outre, Ait Bali et
al. (2017) ont observé que I'exposition subchronique et chronique a la GBH par voie orale (250
ou 500 mg/kg/jour) augmentait I'anxiété chez les souris traitées. De plus, I'administration
subchronique et chronique de GBH augmente les niveaux de comportement de type dépressif
et réduit I'immunoréactivité de la tyrosine hydroxylase et de la sérotonine dans les différentes
zones du cerveau (Bali et al., 2017). De méme , une autre étude montre que I'exposition précoce
a un herbicide a base de glyphosate affecte le systeme nerveux central de la progéniture des
rats, probablement en perturbant les mécanismes ou les systémes de neurotransmetteurs qui
régulent I'activité locomotrice et I'anxiété (Gallegos et al., 2016). Il a été rapporté aussi que le
glyphosate provoque des changements comportementaux et des altérations des marqueurs
dopaminergiques chez le rat male (Hernandez-Plata et al., 2015). En effet, L'activité de
I'amygdale, du noyau de la stria terminalis, de I'hippocampe ventral et du cortex préfrontal sont
impliqués dans la réponse a l'anxiété (Gwendolyn G. & Tye, 2015). En ce qui concerne les
neurotransmetteurs qui impliquent dans les états anxieux, I'influence de la 5-hydroxytryptamine
(serotonine, 5-HT), de la dopamine, de l'acide -aminobutyrique (GABA),du glutamate et de
I'acétylcholine, ainsi que de leurs récepteurs, a été démontrée (Cortese & Phan, 2005; D. Liu et
al., 2013; E. I. Martin et al., 2009; Olivier et al., 2013; Picciotto et al., 2015; Simon et al., 1994).
L’exposition au GLP pendant la gestation puis I’allaitement peut provoquer des modifications
du meétabolisme de structures cerébrales clés, directement impliquées ou hautement liées a
d’autres zones jouant un role dans les fonctions cognitives, I’anxiété, la peur, I’identification

des émotions et le systeme de récompense (Ait-Bali et al., 2020; Gallegos et al., 2016). Cela
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peut clairement étre 1ié a ’augmentation du niveau d’anxiété. En général, parmi les structures
anatomiques impliquées dans les comportements anxieux, se trouvent notamment les noyaux
amygdaliens, le noyau accumbens, 1’hippocampe, le noyau hypothalamique ventromédian, la
matiére grise périacqueductale, les noyaux thalamiques, le cortex préfrontal, et plusieurs

noyaux du tronc cérébral (Shin & Liberzon, 2010).

Dans le test d’interaction sociale, nous avons évalué l'effet du GLP administré durant les
périodes peéri- et postnatale chez la progéniture. Nos résultats montrent un effet significatif chez
souriceaux traités par des doses (25 mg/l et 50 mg/l) du GLP sur le temps passé en contact de
la grille étranger 1 et étranger 2 lors de la deuxiéme session. Par contre, nous n’avons pas révélé
de différences significatives chez les souriceaux traités par 0.5 mg/l (inférieure a celle autorisée)
et 14 mg/l par rapport aux témoins. Ces résultats montrent une altération de la sociabilité des
souriceaux traités évocatrice d’un syndrome autistique. En effet, Le diagnostic de 1’autisme (un
trouble neurodéveloppemental) repose sur trois catégories de critéres comportementaux : les
interactions sociales anormales, les déficits de communication et les comportements répétitifs
(Silverman et al., 2010). De plus, d’autres travaux fournissent un lien entre I'exposition
prénatale et postnatale d’un ‘'herbicide (Le glufosinate d'ammonium) et l'apparition des

symptdmes de type autisme plus tard dans la vie (Laugeray et al., 2014).
Glyphosate et comportements maternels

Le comportement maternel comprend 1’ensemble des interactions entre les femelles et leurs
descendants et jouant un réle important dans le développement sensorimoteur normal de la
progéniture. Le GLP administré en continu a provoqué une toxicité notable chez les femelles
gestantes. Nos résultats montrent une augmentation du temps de 1’allaitement passif et une
diminution du temps passé aux activités maternelles (contact avec les souriceaux) et du temps
passé dans les activités non maternelles (se nourrir). De méme, nous avons montré que le temps
des trois parametres du test de récupération (premier contact avec les souriceaux, récupération
du premier souriceau et le temps pour récupérer tous les souriceaux) sont plus importants chez
les femelles traités par rapport aux témoins. Des allégations similaires ont rapporté un effet du
glyphosate seul ou en formulation (Roundup) sur le comportement maternel et la neuroplasticité
chez la mere (Dechartres et al., 2019). Deux régions du cerveau, La zone sous-ventriculaire ou
ZSV (une partie du cerveau située pres des ventricules latéraux ) et la zone sous-granulaire dans
le gyrus denté de I'hnippocampe sont connues pour produire un grand nombre de nouveaux

neurones a l'dge adulte (Lim & Alvarez-Buylla, 2014; Zhao et al., 2008). Surtout, la
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neurogeneése hippocampique est fortement modulé pendant la gestation et la période postnatale
chez les rongeurs (Darnaudéry et al., 2007; J. L. Pawluski & Galea, 2007; Jodi L Pawluski et
al., 2016) .Des études ont montré que certains substances chimiques (chlorpyrifos,
les pyréthrinoides ) dans I’environnement peuvent altérer la neuroplasticité et la neurogenese
de I'hippocampe (Hossain et al., 2015; L. Wang et al., 2013) .

Effet du glyphosate sur le stress oxydatif et I’AchE cérébral chez les souriceaux.
-Glyphosate et I’AchE

Les recherches de I’effet du GLP sur I’AchE au niveau de différentes structures cérébrales et
plus particulierement aux jours postnataux PN5, PN10, PN15 et PN21 sont trés rares. Nos
résultats montrent que 1’exposition au GLP pendant la gestation et 1’allaitement entraine une
augmentation de 1’AchE dans le cervelet / le tronc cérébral (50mg/l) au jour PN5. Alors que,
nous n’avons pas observé d’effet chez les souriceaux traités par 25 mg/l par rapport aux
témoins. Ensuite, nous avons constaté une augmentation significative de 1’AchE (chez les
souriceaux traités par 25 mg/l du GLP) et une diminution de I’activité de cette enzyme chez les
souriceaux traités par 50 mg/l du GLP dans les hémispheres cérébraux. De plus, Nous avons
remarqué que le GLP (25mg/1 et 50mg/1) a provoqué une diminution de I’ AchE dans le cervelet,
tronc cérébral et les hémisphéres droit et gauche chez les souriceaux aux jours PN21. De méme,
une diminution de cette enzyme aux jours PN10 (au niveau du tronc cérébral et I’hémisphére
gauche) a été observée chez les souriceaux traités par GLP. Néanmoins, aucun effet de cet
herbicide a été montré dans ces différentes structures cérébrales aux jours PN15. On peut
conclure en somme que le GLP entraine une diminution de 1’AchE. Ceci est conforme & une
recherche précédente montrant que l'exposition maternelle au diminue l'activité de la
cholinestérase dans I'hippocampe de la progéniture immature et du jeune adulte (Cattani et al.,
2017) . Une autre étude a confirmé que I'exposition aux herbicides a base de glyphosate réduit
I'activité de I'AChE dans le cerveau des rats adultes (Gallegos et al., 2018). En plus de cela, une
étude a montré une diminution significative de l'activité spécifique de I'AChE dans le cerveau
des souris traitées par le glyphosate (Ait bali et al., 2019) . Plusieurs études sur des especes non
mammiferes ont montré une inhibition de I'acétylcholinestérase par le glyphosate. Par exemple,
le glyphosate a inhibé I’acétylcholinestérase dans le cerveau de Cnesterodon decemmaculatus
a partir de 1 ppm (Menéndez-Helman et al., 2012). Cette enzyme est en fait inhibée dans divers
modeles par des doses de GBH dans I'ordre des ppm chez Cyprinus carpio (Cattaneo et al.,
2011), Prochilodus lineatus (Modesto & Martinez, 2010), les tétards amphibiens (Lajmanovich
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et al., 2011), Leporinus obtusidens (Glusczak et al., 2006; Salbego et al., 2010), et le poisson-
chat argenté (Glusczak et al., 2007). La réduction de I’activité de I’AChE chez les animaux
traités pourrait étre lié aux fonctions cognitives et anxieuses (Mineur et al., 2013). 1l faut noter
que l'inhibition de I'AChE provoquait un stress oxydatif, qui induit une neurotoxicité pouvant

se manifester par des troubles cognitifs chez les rongeurs (Kazi & Oommen, 2012).
-Glyphosate et les Systemes antioxydants d'enzymes

Le cerveau et le systéme nerveux sont vulnérables au stress oxydatif, et sont insuffisamment
équipés de systemes de défense antioxydants pour prévenir les dommages oxydatifs “continus”,
sans parler des dommages oxydatifs supplémentaires imposeés par la maladie neurodégénérative
(Halliwell, 2006). Il est dans ce sens raisonnable de penser qu'il existe un lien entre le stress
oxydatif et les lésions cérébrales.

L’herbicide a base du glyphosate peut induire un stress oxydatif, en raison de I’augmentation
de la perméabilité de la membrane mitochondriale aux protons et au Ca 2* (Mariana Astiz et al.,
2009). En fait, le Ca 2" est considéré comme I'un des principaux stimulateur de I'accumulation
d'especes réactives de l'oxygene (ERO) mitochondriales car il favorise les altérations
structurelles de la membrane mitochondriale interne (Kowaltowski & Vercesi, 1999). Le GLP
perturbe les fonctions reproductives des males en déclenchant la mort cellulaire induite par le
calcium dans les testicules et les cellules de Sertoli des rats (De Liz Oliveira Cavalli et al.,
2013). Nos résultats montrent que I’exposition prénatale et postnatale du GLP peut induire un
stress oxydatif par 1’altération des activités enzymatiques (SOD, GPX, GST et CAT) et non
enzymatiques (MDA) chez la progéniture de la souris. Ait Bali et al, (2019) ont également
montré une diminution importante des activités de la SOD et de la PO dans le cerveau des souris
traitées par GBH. Il est intéressant de noter que le GLP a induit la production de ROS dans le
cerveau des souriceaux exposeés, et ce qui entraine la peroxydation des acides gras polyinsaturés
dans la membrane du cerveau, ce qui a conduit a la formation de MDA, 1’un des sous-produits
de la peroxydation lipidique comme a été démontré par plusieurs études récentes (Jasper et al.,
2012; Owagboriaye et al., 2017). Cependant, les réductions des activités SOD et CAT dans le
cerveau des souriceaux exposés peuvent étre affectées probablement a la production excessive
de radicaux libres ou de ROS que le glyphosate peut avoir infligé aux structures du cerveau
apres I'exposition. La GPx joue un r6le majeur dans la détoxification et elle utilise le GSH pour
ses activites enzymatiques. L’augmentation de la GPX aux jours postnataux PND5 et PND10
dans le cervelet et le tronc cérébral a été démontrée chez les souriceaux traités par GLP. En
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effet, la réduction des activités de la GPx (PND10 etPND15) dans les héemisphéres droit et
gauche des souriceaux exposés pourrait resulter de la réduction de leur GSH cérébrale.
Cependant, la présence de peroxydation lipidique observée dans les structures du cerveau des
souriceaux exposés dans cette étude peut étre associée a une activité réduite de SOD, CAT et
GPx. Pris ensemble, cette dérégulation dans les activités enzymatiques antioxydantes pourrait
étre associer a des troubles neurocomportementaux (I’anxiété, la mémoire et la sociabilité) et

la voie cholinergique (I’inhibition de I’AChE).

Effet du GLP sur le stress oxydatif, de PAChE cérébral et sur le comportement chez
I’adulte.

D’aprés nos résultats, I’exposition prénatale et postnatale des souris au glyphosate a entrainé
des changements de comportement et des altérations cognitives chez la progéniture. Ces
altérations vont persister jusqu’a 1’age adulte avec la continuité de I’intoxication par le
glyphosate. Les troubles comportementaux observés chez les souriceaux indiquent clairement
que le GLP est capable de franchir la barriere hémato-encéphalique malgré sa faible capacité
lipophile. Chez I’adulte 1’évaluation des effets de cet herbicide dans le cerveau montre des

altérations dans les activités enzymatiques ainsi que dans les tests comportementaux.

En effet, nos résultats montrent clairement qu’une exposition chronique au GLP a des doses

faibles induit des altérations persistantes de la mémoire, de I’interaction sociale ainsi que

I’installation de I’état d’anxiété chez la souris adulte. la présente étude indique également que

I’exposition au GLP diminue I’activité de I’AChE impliquée dans la dégradation de I’ACh au
niveau des synapses muscariniques et nicotiniques. Ceci est en accord avec une étude récente
qu’a rapporté que I'exposition au GLP diminue I'activité de I’AChE dans I'hippocampe de la
souris adulte (Cattani et al., 2017). Cette diminution pourrait étre expliqué de I’AChE par le
taux élevé de MDA chez les souris traitées par rapport aux témoins. la peroxydation lipidique
est connue pour affecter les organites membranaires, en particulier les mitochondries (Pan et
al., 2018). Il a eté rapporté que le GLP augmentent la peroxydation lipidique, altere la
perméabilité mitochondriale et I’homéostasie du calcium (Ca?*) (Astiz et al., 2009). Il est
intéressant de noter que la peroxydation lipidique a été signalée comme étant élevée chez les
souris adultes traitées par GLP (Ait bali et al., 2019). Cette réduction de I’activité de I’AChE
pourrait étre liée a une altération de la mémoire chez les souris adultes. En effet, des résultats
antérieurs ont également révelé des troubles cognitifs chez les souris adultes exposées a des

doses de GLP aux stades péri- et postnataux (Ait-Bali et al., 2020). Les résultats obtenus dans
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I’OF montrent également que le GLP induit un état d’anxiété, puisque nous avons mesuré une
augmentation du temps passé en périphérie par rapport au temps passé au centre. En effet, un
temps plus élevé passé en périphérie du champ ouvert est associé a un niveau d’anxiété plus
élevé. De plus, nous avons examiné 1’effet anxiogéne du GLP chez les souris adultes par
d’autres tests comportementaux, tels que le test d’EPM, qui est I’'un des tests le plus utilisé dans
la recherche scientifique pour évaluer I’anxiété (Costa et al., 2015). Ainsi dans le test d’EPM,
les souris méles traitées par 50 mg/l ont montré un comportement anxiogene, une augmentation
de I’indice d’anxiété et une diminution du nombre d’entré dans les bras ouverts par rapport a
ceux du groupe témoin. Des effets similaires ont été rapportés pour le GLP et le malathion (Ait-
Bali et al., 2020; Ouardi et al., 2019). Il est intéressant de noter que I’irrégularité de la sociabilité
chez les animaux peut étre utilis¢é comme indice de I’anxiété (Gwendolyn & Tye, 2015;
Silverman et al., 2010). Nos résultats ont montré que 1’exposition au GLP diminuait le
comportement social car les souris traitées ont passées moins de temps a explorer la premiére
et la deuxieme souris étrangére lors de la premiére et la deuxiéme session du test. Ces résultats
peuvent indiquer un déficit social spécifique chez les souris adultes traitées qui pourrait étre
plus indicatif des symptomes de 1’autisme (Moy et al., 2004). 1l est intéressant de noter que le
comportement anxieux gue nous avons observé chez les souris traitées est considéré comme un
comportement potentiellement pertinent pour I’autisme (Lord et al., 2000). En plus de ces
anomalies neurocomportementales, il a été rapporté que la contamination au glyphosate modifie
le statut antioxydant du cerveau, le métabolisme du glutamate et de I'acétylcholine et affecte la
mémoire de reconnaissance chez les rats (Gallegos et al., 2018). A noter que les résultats
obtenus lors du test y-maze ont également montré que le glyphosate altére la mémoire au fur et
a mesure qu’une diminution du pourcentage d’alternance et du nombre d’entrés dans les trois
bras chez les souris traitées par rapport aux témoins. Ces troubles neurocomportementaux
pourraient étre liés a un dysfonctionnement de I’hippocampe et un état du stress oxydatif
exageré chez ces animaux (Ait-Bali et al., 2020; Gallegos et al., 2018). 1l est intéressant de noter
que l'inhibition de I'AChE ainsi qu’un stress oxydatif induirait une neurotoxicité pouvant se
manifester par des troubles cognitifs chez les animaux (Kazi & Oommen, 2012). Le test de
reconnaissance des objets appliqué aux souris adultes traitées a montré une altération de ce
comportement (une diminution de I’indice de reconnaissance et 1’indice de discrimination) qui
pourrait étre due a I’anxiété générée par le glyphosate. En effet, des études précédentes ont
démontré un lien entre le stress oxydatif et les effets neurocomportementaux induits par le GLP

(Ait bali et al., 2019; Cattani et al., 2021). Nous rapportons ici des effets sur les activités
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enzymatiques SOD, GPx, CAT et GST dans les régions cerébrales analysees (cervelet,
hippocampe et le bulbe olfactive). Concernant la SOD, il est intéressant de noter que cette
enzyme catalyse la conversion des radicaux superoxydes en peroxyde d’hydrogéne (qu’est
décomposé en eau et en oxygene moléculaire) empéchant ainsi la formation de radicaux
hydroxyles; L’activité de la SOD a été montré dans cette étude comme étant généralement
régulée négativement dans le cerveau, indiquant que le premier systeme de défense antioxydant
enzymatique est sérieusement endommagé, ce qui peut par conséquent déclencher une
peroxydation lipidique, comme le montre 1’élévation des niveaux de MDA dans I’hippocampe.
La GPx cérébrale est particulierement inhibée de maniére significative dans le cervelet et le
bulbe olfactif chez les souris traitées avec 25 et 50mg/l du GLP. A noter que les changements
dans I’activité de la GPx sont liés aux changements au niveau de la GSH cérébrale. 1l est clair
que I’exposition a des doses (25 mg/ et 50mg/l) de GLP utilisées provoquent un profil d’activité
enzymatique différent. De plus, certains composants du systéeme antioxydant notamment la
GST et la CAT sont altéres dans les régions cérébrales analysées tels que ; I’hippocampe et le
cervelet. Ceci pourrait étre lié a la peroxydation lipidique élevée et une altération du statut de
glutathion (GSH). Les résultats de notre étude sont en accord avec les rapports précédents chez
les animaux traités par GLP indiquant des troubles du statut antioxydant qui pourrait produire
des effets durables et potentielles conduire a des deéficits neurologiques (effet négative sur la
mémoire et la cognition, 1’anxiété et la sociabilité) (Ait bali et al., 2019; Cattani et al., 2021;
Gallegos et al., 2018; Martinez et al., 2020).

Effet du GLP sur le stress oxydatif hépatique et rénal.

Nous avons également analysé le systeme pro/anti-oxydant au niveau hépatique et rénal apres
traitement par GLP. Nous avons montré que le GLP peut causer un stress oxydatif entrainant
des lésions au niveau centrale et périphérique. Le stress oxydatif se produit en raison d'un
déséquilibre entre les facteurs créant un environnement pro-oxydant et le systéeme de défense
antioxydant (Zhu et al., 2012). Les espéces réactives de I'oxygene sont des molécules hautement
réactives et pourraient endommager les molécules cellulaires telles que les lipides, les protéines
ou I'ADN. Un excés de radicaux libres d'oxygéne entraine des dommages cellulaires (Zhu et
al., 2012). Les effets sur le foie des animaux sont confirmés par une étude dans laquelle les
marqueurs de dysfonctionnement hépatigue mesurés chez les vaches (glutamate
déshydrogénase, glutamate oxaloacétate transaminase et créatinine kinase) étaient
statistiquement liés a leurs niveaux de glyphosate urinaire (Wieland Schrodl, 2013). Nos

résultats chez les souriceaux traités ont montré une augmentation significative de la
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peroxydation lipidique aux jours PN15 et PN21 alors que la réponse des enzymes antioxydants
au niveau hépatique a montré un effet significatif de la GPx aux jours PN10, PN15 et PN21 et
au jour PN21 pour la GST. Par contre, une diminution significative de la SOD (PN10, PN15 et
PN21) et de la CAT (PN5, PN10 et PN15) a été observée chez les souriceaux traités par rapport
aux témoins. Cette instabilité et dérégulation de ces enzymes au cours des 21 jours apres la
naissance chez les souriceaux peut étre due principalement a leur exposition durant le stade
gestationnelle et lactationnelle. En effet, Le développement normal du feetus dépend donc en
grande partie du niveau de I’exposition de la mére a ces contaminant (Graeter, 1996). De plus,
ces altérations (I’augmentation du MDA et la dérégulation des enzymes antioxydantes) peuvent
étre expliquer par I’augmentation des concentrations de GLP au niveau du foie provenant du
lait maternel. A 1’age adulte et aprés une langue durée d’intoxication au GLP nous avons montré
une augmentation de la peroxydation lipidique et un effet sur la GPx, la CAT et la SOD. Dans
le méme sens, une étude récente a montré une altération du systéme antioxydant du foie chez
les animaux exposés au glyphosate : I’augmentation de la GPX, ,MDA et un effet sur la
catalase (CAT) et de la SOD (Fu et al., 2020) . En effet, le foie est considéré comme étant le
premier point cible des intoxications alimentaires. A cet égard , il faut noter que le glyphosate
induirait un stress oxydatif hépatique, en augmentant de la perméabilité de la membrane
mitochondriale aux protons et au ions Ca 2* (Astiz et al., 2009). Le ca®" est considéré comme
I'un des principaux stimulateurs des ERO mitochondriaux et favorise les altérations structurelles
de la membrane mitochondriale interne. A noter aussi que 1’exposition au GLP a causé un stress

oxydatif dans les tissus hépatiques ( Tang et al., 2017).

Au niveau rénal, des études antérieurs ont montré que le GLP s’accumule dans les reins et peut
provoquer un stress oxydatif et des lésions des tissus rénaux ( Li et al., 2017). Dans la présente
étude la toxicité induite par le GLP est démontrée durant la période de développement et a 1’age
adulte. Ceci est prouveé par une altération du systéme antioxydant menant par conséquent a une
augmentation significative du taux de la peroxydation lipidique durant la période d’allaitement
et a ’age adulte. Nos résultats ont montré un effet sur le systeme enzymatique antioxydant
SOD et GPx dans les jours PN5, PN10, PN15 et PN21 et au jour PN5 pour la CAT. Par contre,
Nous n’avons pas observé de différence significative de la GST chez les souriceaux traités par
rapport aux témoins. En revanche, nous avons confirmé un effet persistant de la SOD a 1’age
adulte. L’activité de la SOD dans cette étude, généralement sont régulée négativement dans les
reins, ce qui va declencher une peroxydation lipidique au niveau rénal, révélée par

I’augmentation du taux de MDA durant la période d’allaitement et a 1’age adulte. Nos résultats
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sont en accord avec d’autre étude chez le rat qui ont rapporté que le GLP induirait un stress
oxydatif dans les tissus rénaux (Tang et al., 2017). De plus, il a été rapporté que 1I’exposition
chronique de glyphosate provoque des perturbations significatives dans le systéme enzymatique
antioxydant (augmentation du niveau de MDA et diminution des niveaux de SOD), et aussi des
altérations dans les réseaux métaboliques internes des tissus rénaux ( Li et al., 2017). Un lien

entre les maladies rénales chroniques et le glyphosate a été suggéré (Gunarathna et al., 2018).
Effets du GLP sur le stress oxydatif dans les testicules.

L'augmentation du taux de MDA et le trouble des activités enzymatiques antioxydantes dans
les testicules des souris adultes exposées au GLP que nous avons mis dans la présente étude

peuvent pourrait étre expliqué par I'induction de stress oxydatif suite a I’intoxication au GLP.

En effet, le glyphosate a induit la production de ROS dans les testicules des souris exposées, et
par conséquent a entrainé la peroxydation des acides gras polyinsaturés dans la membrane des
testicules, ce qui a conduit a la formation de MDA, I'un des sous-produits de la peroxydation
lipidique. Nous avons également rapporte un effet significatif de la SOD et de la GPx au niveau
des testicules chez les souris traitées par rapport aux témoins. Ceci est due probablement au
déclenchement du stress oxydatif testiculaire par le GLP (Astiz et al., 2009). Nos résultats sont
en accord avec les travaux de Owagboriaye et al., (2017) qui a rapporté que I'exposition pré
pubertaire au glyphosate modifie les niveaux de testostérone et la morphologie testiculaire
(Romano et al., 2010). Cette dérégulation des enzymes antioxydantes et la peroxydation
lipidique élevée observée chez les souris traitées peuvent conduire a des perturbations
endocriniennes engendrant des lésions testiculaires et la diminution de la spermatogénése
(Horak et al., 2021). Dans ce sens, le glyphosate inhibe les cytochromes P450 dans la cellule
humaine et celle du rat (Hietanen et al., 1983), ce qui pourrait induire des effets sur le systeme
endocriniens (Richard et al., 2005). la motilité progressive des spermatozoides humains a
également été altérée par le GLP (Anifandis et al., 2018). D’autres études ont rapporté
également une diminution des concentrations de spermatozoides suite a I’intoxication par le
GLP (Cai et al., 2017).
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Conclusion générale

En conclusion, I’exposition subchronique et chronique au glyphosate pendant la gestation,
l'allaitement et a 1’age adulte produit des altérations du développement des réflexes néonataux,
neurocomportementaux, du processus d’apprentissage, de la mémoire, ainsi qu’une
augmentation du niveau d’anxiété chez la souris adulte.

Ainsi, nos résultats fournissent de nouvelles preuves qu’une exposition des souriceaux a des
doses faibles du GLP durant la période de la gestation et d’allaitement induirait des altérations
du dévelepement sensorimoteur. De plus, nous avons également mis en évidence des troubles
du comportement maternel suite au manque d’interactions entre les femelles et leurs

progénitures.

L’exposition a des faibles doses du GLP pendant la gestation et 1’allaitement augmente le
niveau d'anxiété et réduit le comportement social chez la progéniture des souris. Nous avons
montré également une altération des activités enzymatiques de la SOD, de la GPX, de la GST et
de la CAT et non enzymatiques ; le MDA. L’ensemble de ces perturbations induit un stress

oxydatif au niveau central et périphérique.

Au niveau cérébral, I’exposition prénatale et postnatale du GLP a engendré une augmentation
de la peroxydation lipidique au niveau de I’hippocampe, de I’hypothalamus, une dérégulation
des enzymes antioxydantes (SOD, GPX, GST et CAT), une inhibition de I’AChE (dans
I’hippocampe et le cervelet) et qui peuvent étre a 1’origine du retard neurodéveloppementale et
des anomalies comportementales liées a I’anxiété et a la mémoire chez les souriceaux et a I’age
adulte.

Au niveau periphérique, le GLP a induit un stress oxydatif au niveau hépatique et rénal chez
les souriceaux et au stade adulte suite un taux élevé de la peroxydation lipidique et une
instabilité de réponse de la défense du systeme antioxydant, témoignant un effet toxique sur le
foie et les reins (les organes de détoxifications). Nos résultats au niveau testiculaire ont montré
une augmentation du taux de la peroxydation lipidique et une altération des enzymes
antioxydantes chez les souris adultes traitées. Ce qui pourrait induire un effet toxique et des
perturbations de la reproduction.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus dans notre étude montrent que le GLP exerce sa
neurotoxicité en perturbant le systeme cholinergique en particulier via I’inhibition de
I’acétylcholinestérase dans les différentes structures cérébrales et en altérant les activités

enzymatiques du systéme antioxydant ce qui pourrait induire des déficits neurologiques a 1’age
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adulte a savoir une altération de la mémoire, un état d’anxiété, un déficit de I’interaction social

et des troubles sensorimoteurs durant le stade du développement .
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Perspectives

L’évaluation des effets subchronique et chroniques du GLP chez la souris de sexe femelle.
Doser le GLP dans le cerveau, foie, reins et les testicules au cours de la gestation,
’allaitement et aprés sevrage.

Evaluation des paramétres biochimiques, hématologiques et hormonaux chez les souris
exposées au GLP.

L’étude histologique au niveau des organes centraux et périphériques.

Viser le systeme sérotoninergique, en particulier via les 5SHT1A.

Explorer I’état du transporteur du glutamate par immunohistochimie western blot au
niveau cérébral.

Effets de I'exposition des souris au GLP dans I'eau potable : dosage des marqueurs du

stress oxydatif dans I'intestin gréle.
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