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Introduction

Permettant une production agricole de qualité et un rendement constant, les agricul-

teurs mènent un combat contre les ennemis des cultures faisant appel à l’utilisation de

substances chimiques ; les pesticides. Ces molécules sont toxiques pour plusieurs nuisibles

et espèces indiscernables, de ce fait ils sont couramment classés en fonction de leur cible

principale d’une part: insecticides, herbicides, fongicides, rodenticides et antiparasitaire, et

par leur structure moléculaire d’une autre part: Organophosphoré, Organochloré, Carba-

mate, thiocarbamates, pyréthionoide et Nicotinoides (Caroline et michael, 2006). Cepen-

dant, certains pesticides sont persistants dans l’environnement et de fait de leur action non

sélective, la faune et la flore ainsi que l’homme constituent leur cible. En effet toutes les

populations humaines sont exposées aux pesticides par le biais de plusieurs voies lors de

leur fabrication, utilisation professionnelle, application domestique et environnementale:

pollution de l’air, l’eau et contaminations des ressources alimentaires (Abeer et al., 2016).

Les effets indésirables de ces molécules sur la santé et leur implication dans plu-

sieurs pathologies ; allergie, irritation, cancers, troubles de reproduction, perturbation du

système endocrinien, maladies neurodégeneratives et neurotoxicité ; se ressentent de plus

en plus, et par conséquent certains types de pesticides ont été remplacés par d’autres

(Chine chan, 2015). Dans notre études, nous nous sommes concentrés sur l’étude d’un

type de pesticide le plus utilisé dans le monde ; les Organophosphorés (OPs) dont 70 %

sont des insecticides (Diane et al.; 2011). En effet les OPs ont été conçus pour endomma-

ger le fonctionnement du système nerveux des insectes, en particulier les insecticides qui

ont une toxicité plus élevée contre les espèces non ciblées, l’Homme (lucio et al.; 2008).

Nous allons décrire ici les effets neurotoxiques des OPs de manière générale ainsi

que les mécanismes suggérés et élucidés, nous regroupons quelques études épidémiolo-

giques chez l’homme pour avoir une idée des effets cliniques observés dans les différentes

populations exposées à différente tranche d’âge, et d’autres prévenant des modèles ani-

maux (in vivo et in vitro) pour mieux comprendre ce qui ce passe dans l’organisme et au

niveau cellulaire,. En dernier lieu nous allons essayer d’aller encore loin pour rapporter

l’enjeu des gènes et l’impact des OPs sur ces derniers. Dans ce contexte extrêmement sen-

sible, nous allons essayer de mettre en évidence les effets neurocomportementaux rappor-

tés dans la littérature en testant l’insecticides OP le plus utilisée: le Chlorpyrifos (CPF).



Neurotoxicité des pesticides OPs

Page 2

I. Neurotoxicité des pesticides OPs :

Les OP, sont connues pour leur pouvoir inhibiteur d’une enzyme fortement conser-

vée pendant l’évolution ; l’acétylcholine estérase. Cette inhibition engendre une accumula-

tion accrue de l’ACh au niveau des synapses neuronales et une hyperstimulation de ses

récepteurs provoquant des crises cholinergique et l’altération de la signalisation (Sarah et

al., 2015). En effet, tous les OPs présentent les mêmes manifestations cliniques, mais plu-

sieurs d’entre eux induisent également des symptômes qui ne sont pas en corrélation avec

l'inhibition de l’AChE, qui elle est réversible (Verónica et al., 2016). Des souris AChE

knock-out, présentent des symptômes de neurotoxicité comparables à ceux observés chez

les souris de type sauvage après exposition aux OPs. Aucune relation significatif entre

l’activité de l’AChE et les déficits neurocomportementaux n’a été démontrés dans les

études épidémiologiques lors de l’exposition professionnelle aux OPs (Christofer et Pa-

mela, 2012). In vivo, l’exposition aux dichlorvos et diisopropylfluorophosphate cause

des déficits comportementaux indépendants de cette inhibition, où les niveaux d’AChE

reviennent à la normale alors que les manifestations d'exposition persistent longtemps

après (Terry et al., 2014). Ainsi que certains effets du chlorpyrifose qui ont été observé à

des stades embryonnaires pour lesquels l’AChE n’est pas encore exprimée (Ludmila et

xavier., 2014).

l’action dépend fortement de l’expression et de l’activité de la paraoxonase 1

(PON1) (Ioannis et al., 2002). En effet, des études sont actuellement en cours pour com-

prendre plus précisément, les mécanismes moléculaires potentiels de neurotoxicité due aux

OPs dont et la recherche d’éventuelle autres biomarqueurs (d’exposition, susceptibilité,

d’effet) et les fondements moléculaires des déficits neurocomportementaux sont envisagée.

I.1. Etudes épidémiologiques et conséquence chez l’Homme :

Des études épidémiologiques ont montré une association entre toxicité des OPs et

l’indice d’apparition de trouble à long terme ; psychomoteur, cognitive, trouble psychia-

trique, des maladies neurodegéneratives et une diminution progressive des capacités neu-

rocomportementales (Ivanovic et al., 2004). Cependant, une série de tests neuropsycholo-

giques informatisées ont été développées ; le BSID, CBCL, BNBAS, CPT, NEPSY, FTII ;

et utilisés dans les études épidémiologiques, pour comparer les performances cognitives

(la mémoire, l’attention, attention soutenue, le réflexe l’intégration visuo - motrice,

la capacité verbale et la perception).
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Des groupes de sujets exposés et non exposés, et de déceler les déficits subtils correspon-

dant à des atteintes neurotoxiques précoces liées à des expositions professionnelles ou en-

vironnementales. (Daniel et al., 2016 ; Yifan et al., 2014 ; Noriko et Masahiro., 2015).

En effet, Ismail et ses collaborateurs, (2012) ont conclu, dans leur méta analyse de 23

études épidémiologiques, que l'exposition chronique des travailleurs agricoles et des appli-

cateurs de pesticides, a un impact significatif sur les performances neurocomportementales.

Une étude conduite en Egypte d’où cinquante-deux travailleurs masculins exposés

aux OPs ; pendant la période où les pesticides ont été appliqués à des cultures de coton ;

ont été comparés à 50 témoins masculins non exposés, a montré après une série importante

d’examen et de batterie de tests neurologique et neurobiologique; une réduction des per-

formances sur la plupart des tests neurocomportementaux (Farahat et al., 2003) .

En fonction des données du questionnaire d'une cohorte agricole bien définie réali-

sée par Breseler et ses collaborateurs, il a été conclu qu’une exposition chronique à un pes-

ticide, était significativement associée à la dépression, troubles affectifs et anxiété. De plus,

ils ont obsevé des changements du système cholinergique qui s’avère utile à court terme

afin de réparer le déséquilibre engendré par l’hyperstimulation des RCh, qui est

l’expression d'un isoforme de l’AChE connu sous le nom d'ACHE-R (transcrit uniquement

pendant le stress). L’augmentation de l'ACHE-R provoque des changements dans l'expres-

sion de certains gènes via le c-fos à savoir : la réduction de l'ACh, la réduction du nombre

des transporteurs vésiculaire et de la choline acétyl-transférase. Cependant ces réparations

engendrent des problèmes psychiatriques (Dépression) à long termes. (Breseler et al.,

2008)

Concernant la neurotoxicite développementale des OPs, des études récentes ont

démontré les périodes sensibles d’exposition durant la grossesse (périodes néo-natales ou

prénatales) (Karen et al., 2012). Des travaux épidémiologiques ont suggéré un rôle de ces

pesticides dans des retards de croissance intra-utérins et les conséquences sur le dévelop-

pement neurologique et le comportement de l’enfant, à savoir; des malformations congéni-

tales, retard mentale, fonctions motrices et acuité visuelle réduites, un temps de réaction

plus long. De plus, la mémoire à court terme est atteinte et des problèmes d'attention et

d’intelligence plus faible chez les enfants de 7 ans ont été enregistrés (Leslie et al., 2012 ;

Hernández et al., 2016).
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Cependant, les nouveaux nés représentent une population particulièrement sen-

sible à l'exposition aux OPs car ces pesticides traversent le placenta, et sont retrouvés dans

le sang du cordon ombilicale et le lait maternel pendant l'allaitement, pouvant provoquer la

destruction des voies dopaminergiques ou sérotoninergiques pendant le développement

(María Teresa et al., 2013). Une étude menée en 2012 explique clairement que les faibles

niveaux d'enzyme de détoxification, la paraoxonase (PON), lors du développement pré-

coce, engendrent des problèmes fonctionnels qui émergeront plus tard dans la vie chez les

nouveaux nés (Toby et al., 2012).

D’une autre part l'étude CHAMACOS a démontré lors de leur recherche sur des

femmes ayant moins de 20 semaines de gestation, que l’activité enzymatique maternelle

élevée peut protéger le fœtus, en effet les niveaux des OPs dans le sang du cordon ombili-

cale et inversement proportionnelle à l’activité de PON1 maternelle (Karen et al., 2012).

Dernièrement, de nombreuses études se sont intéressées à l’étiologie des maladies

neuro-dégénératives. Les facteurs environnementaux ont été l’objet d’une attention particu-

lière, notamment suite à des observations cliniques singulières (Fernando et al., 2015).

Plusieurs cas de syndromes parkinsoniens survenus de manière aiguë; cas de suicide; ont

été rapportés après une exposition à un pesticide (pei-Chen et al., 2013) .

Une récente méta-analyse de 46 études a montré une association entre l'exposition

générale aux OPs et les maladies neurodégeneratives, en effet tous les OPs étudiés (L'acé-

phate, l'éthéphon, le phorate, le naled, le malathion, le merphos, le chlorpyrifos, le disulfo-

ton, le diméthoate et les monocrotophoses) étaient associés à un risque élevé de développer

la maladie de parkinson. Wang s’est intéressé à une étude de 500 personnes sur les lieux de

travail et de résidence, menée dans la vallée centrale de la Californie et a révélé le lien

entre la maladie de Parkinson et l’exposition domestique aux herbicides et insecticides

(Wang et al., 2014). D’autre part une étude de cas témoin, a fournis la preuve que l'utilisa-

tion fréquente d'un pesticide domestique augmente les probabilités d’atteinte de PD de

47% et 71% spécifiquement par les OPs (shilpa et al., 2013).

En attendant, l’étude des effets neurotoxiques des OPs sur des modèles animaux, peut

donner une idée des risques encourus, par conséquent des études in vivo sont associées à

des recherches in vitro pour une meilleure compréhension des mécanismes impliquées

dans ces phénomènes neurocomportementaux observés, dans les études épidémiologiques.
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I.2. Mécanisme moléculaire et mode d’action:

De nombreuses études ont démontré que les OPs induisent des dommages au niveau

des différentes régions du cerveau à savoir ; Neuronopathies, celles qui visent l'axone pro-

voquent des axonopathies, celles qui induisent des myélinopathies et enfin celles qui affec-

tent la neurotransmission (Steev et al., 2013). Hormis l’inhibition de l’AChE, d’autres

marqueurs ont été identifiés dans les effets des OPs : perturbation de la structure du cytos-

quelette et perturbation du transport axonal par divers mécanismes, une altération de cer-

taines protéines mitochondriales de la chaine respiratoire, induction de certain facteur de

transcription et de protéines pro-inflammatoires, perturbation de l’homéostasie calcique et

de réserve énergétique et une transmission synaptique anormale (Garan et al., 2002).

 OPs et stress oxydant :

Les OPs exercent leurs effets toxiques par la production de radicaux libres, entretenue

par un cycle d’oxydoreduction. La presence de OPs dans une cellule permet ainsi une

production continue d’O2
‑et de ses derives (peroxyde d’hydrogene, H2O2 et radical

hydroxyl OH-), ce deséquilibre exéde la capacilté des enzymes antioxydante à éliminer ces

espéces réactives de l’oxygène (ERO) intrinsèque (par exemple : Superoxyde dismutase

SOD, Gluthation peroxydase et Catalase). Les ERO réagissent fortement avec l’ADN et les

lipides (8-oxodesoxyguanoine et peroxydation lipidique) conduisant ainsi à la mort cellu-

laire (Rodrigo et al., 2010). Les OPs ciblent les mitochondries, en inhibant notamment le

complexe I et IV de la chaine respiratoire, ceci a pour conséquence : une diminution de la

production d’ATP, essentielle pour la cellule (traduction, maintenance du potentiel mem-

branaire, le transport, dynamique cellulaire,…ect). Cependant cet appauvrissement en ATP

contribue à l’accumulation d’agrégats protéique (provoquant la neurodégenerecsence) par

l’inhibition du système ubiquitine/ protéasome dont l’action dépend de l’ATP (Anuman-

tha et al., 2012). Une étude menée par Binukumar, en 2011, rapporte que l'activité de la

cytochrome oxydase et de la NADH déshydrogénase a été réduite de 56,7%, et 70% res-

pectivement chez des rats traités au dichlorvos par rapport aux témoins, et une diminution

de plus de 60% pour le taux d’ATP.

En plus de son rôle dans la respiration cellulaire, les mitochondries sont également im-

pliquées dans les processus neurodégénératifs apoptotique par l’activation de la voie in-

trinsèque et stimulation des protéines pro‑apoptotiques Bax, Bak, Bid qui favorisent le

relargage du cytochrome C, ainsi que l’activation des caspases 3 et 9 (Alesasndra et al.,

2015).
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Par ailleurs plusieurs études ont démontré que la mort cellulaire cible plusieurs cellules

du cerveau mais préférentiellement les neurones dopaminergiques qui seraient plus sen-

sibles pour plusieurs raisons, en effet les OPs stimulerait le métabolisme oxydatif de la

dopamine, et caractériser de faible concentration des antioxydants (glutathion) (Wong et

al., 2014). En outre, des rats exposés à 2,5 mg / kg / j de DDVP pendant 12 semaines, a

montré une réduction de 60 à 80% des neurones dopaminergiques de la substance noire et

d'une réduction de 60 à 70% des niveaux de dopamine et de tyrosine hydroxylase (TH)

(Binukumar BK., 2010).

 OP et neurotransmission :

D’une autre part l’administration des OPs au niveau du striatum de rats conduit à une

élévation transitoire des niveaux extracellulaires de glutamate, Ceci pourrait contribuer à

un mécanisme d’excitotoxicité passant par une stimulation séquentielle de récepteurs glu-

taminergiques NMDA qui conduirait à l’influx de Ca2+ au niveau des terminaisons ner-

veuses et à une activation de la NO synthase inductible et à la mort cellulaire (Ludmila et

xavier, 2014).  L'exposition au CPF à 100 μM et au CPO à 1, 10, 30 et 100 μM induit une 

mort neuronale par des mécanismes excitotoxiques (Rush et al., 2010 ). En effet, la per-

turbation de l’homéostasie calcique est critique pour la plasticité neuronale, la communica-

tion et il est cependant important dans les études neurotoxiques. Ainsi, même de petits

changements dans le niveau de Ca 2+ peut induire à des effets délétères (Laximikant et al.,

2014). Des études ont rapporté que les OPs y compris le CPF et le parathion, inhibent les

concentrations intracellulaires de Ca2+ via les canaux calciques voltage-dépendants VDCC

diminuant ainsi la croissance des neurites et l’observation des lésions neuronales multifo-

cales (Marie et al., 2014).

 OPs et cytosquelette :

En dernier lieu, la modification de la cyto-architecture ou de la morphologie des cel-

lules du système nerveux ; à savoir des changements dans la longueur, le nombre ou les

motifs de ramification des axones ou des dendrites font partie des autres mécanismes pro-

posés est associés à des symptômes neurologiques lors d’une exposition aux OPs; (Chen et

al., 2013 ).
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Ces effets ont été observés lors d’une exposition aux diazénon qui a altéré la crois-

sance, la longueur et a réduit la ramification des neurites, dans les neurones corticaux pri-

maires de souris (Daniella et al., 2014). Les pesticides forment notament des liaisons co-

valentes avec certaine protéines du cytosqueltte (Fernando et al., 2015). Des études in

vitro ont montré que les OPs agissent sur la structure des microtubules en éliminant le

groupe thiol au niveau de la tyrosine 281 et la phosphorylation de la serine 338 de la β-

tubuline, empêchant ainsi leur polymérisations (Wei et al., 2010). L’une des autres pro-

téines motrices suspectes sont: le complexe Kinesines/Dyneine intervenant dans le trans-

port axonal et la diminution des concertations des protéines associées au microtubule, est

aussi un mécanisme suspect (Terry., 2012).

Figure 01 : Schéma récapitulatif des cibles cellulaires et mode d’action des OPs

Apres avoir introduit quelques généralités et des études antérieurs sur les effets des

pesticides avec une description du mécanisme, il s’avère qu’il s’agit d’un complexe enche-

vaucher de différentes voie dépendantes des autres, ce qui rend encore les études plus dif-

ficiles.
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II. Gènes et Pesticides :

Les susceptibilités individuelles à des maladies sont modifiées par des facteurs

génétiques et épigénétiques. Cependant, certaines populations présentent une vulnérabilité

génétique aux effets de l’exposition aux pesticides et sont par conséquent plus à risque que

les autres (Carol et al., 2013).

En effet, il existe des polymorphismes au niveau des gènes codant pour les enzymes de

métabolisme et de biotransformation des OPs, augmentant ainsi les risques neurotoxique

de ces derniers (Ken et al.; 2017).

Les polymorphismes mis en cause dans les susceptibilités génétiques aux effets des

pesticides concernent: gène du cytochrome P450, gène de la glycoprotéine P, gène DAT et

gène de la paraoxonase. Par ailleurs, 160 polymorphisme ont été identifiés pour le gène

codant l’enzyme PON 1 dont les SNP sont les plus étudiés (Luci et al., 2004), en effet, il

existe 2 polymorphismes sur les régions codantes et 5 au niveau du promoteur qui

influence à la fois la quantité et l’activité de cette enzyme, par exemple : SNP au niveau du

promoteur: C108T augmente la concentration de PON de deux fois. Cependant, des études

épidémiologiques se sont plus axées aux polymorphismes des régions codantes, à savoir :

L55M et Q192R, qui sont des substitutions d’acide aminé présents en position 55 et 192

(Leucine: Méthionine) et (Glutamine: Arginine) respectivement. Certaines études estiment

que la forme R a une activité catalytique de huit à neuf fois supérieure à la formeQ et

fournit donc plus de résistance à la toxicité aiguë des OPs à des doses plus élevées, de

même pour la forme L qui hydrolyse les oxons plus efficacement que la forme M grâce aux

fortes concentrations de PON et par conséquent une détoxification plus rapide des OPs. On

outre, les porteurs de la variante allélique Q192 (QQ) seraient prédites à avoir une

sensibilité accrue à certains OPs par rapport à ceux homozygotes pour l'alloforme R192

(RR) ou hétérozygote 192 (QR) (Thomas et al., 2012; Karen et al., 2012; shilpa et al.,

2013; Carol et al., 2013; Pei-Chen et al., 2013, Paul et al., 2016; Kaur et al., 2017).Par

ailleurs, d’autres études se sont intéressées à l’impact des pesticides OPs sur les gènes et

leurs transcriptions. Une étude récente, a montré qu’une hypométhylation de l’ADN ainsi

que l’altération des voies de l’assemblage et de régulation de la chromatine, est associée à

l’exposition à certains OPs et pourrait, en cas d’atteinte neuronale conduire à des

perturbations de l’expression de certains gènes modifiant ainsi la plasticité neuronale et le

bon fonctionnement de l’apprentissage et de la mémoire chez les adultes (Iva et David,
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2012; Ludmila., 2014). Des modifications induites par l’exposition aux OPs ont été

observées pour les gènes codant les neuropeptides hippocampique chez les animaux,

associés à divers déficits neurocomportementaux y compris; le facteur neurotrophique

dérivé du cerveau (BDNF), la cortistatine (CORT) et le neuropeptide Y (NPY) ; et une

réduction significative de l'expression des gènes codant pour certaine protéines; la cofiline

, Protéine de choc thermique 1, proteine Rho, les serine protéinases, Gène de l'histone

germinal H4, B-36 VDAC, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et la sous unité

ATPsyntase (Verónica et al., 2016).

Miguel et ses collaborateur (2016), ont mis en évidence lors de l’exposition de cellules

embryonnaires de souris au CPF et son métabolite CPO, une altération des voie de

signalisation de différentiation cellulaire et une diminution de l’expression des gènes tel

que : Vegfa, Bcl2, Jun et Amot. Une autre étude a démontré que le traitement néonatals des

rats avec du diazinon, a provoqué des changements significatifs des taux d’expression des

gènes lié aux développements des maladies neurodegeneratives ; avec une régulation

positive de l'acmsd et du lamp3, et une régulation négative de l'atp13a, gak, hip1r, park2,

park7, pink1 et pla2g6. Alors que l'exposition de cellules PC12 à du chlorpyrifos pendant

72h a entraîné une forte régulation à la hausse de deux gènes (acmsd et snca), tandis que

quatre autres (atp13a, bst1, gba3, lamp3) ont montré des décroissements significatifs de

transcription (Theodore et al., 2011). Christopher de son côté a mis l’hypothèse que la

toxicité aux OPs engendre une réponse neuro-inflammatoire qui s’avère à la fois

neurotoxique et neuroprotectrice, et cela grâce aux étude in vitro et in vivo, ou une

exposition à différents pesticides OPs ont engendré des régulations positives des gènes

impliqués dans la signalisation des cytokines proinflammatoires (LFAP, NYREN18,

HSPB2, PSMB8, PSMB10, PRKCA, IL-6R et PDCD5) TNF-a, NF-kB, ainsi que les

molécules d’adhésions (ICAM-1, VCAM-1, E-selectine) au niveaux de l’hippocampe et le

cortex des rats et des souris traitées ainsi que pendant la culture des astrocytes et de

microglies (Christopher et Pamela., 2012).

En vue de la complexité organisationnelle du cerveau, certaines formes de toxicité

restent inaperçues, cependant des études neurocomportementales ont été établies afin de

mieux s’informer sur les effets des pesticides sue la santé humaine, et cela grâce aux

modèles animaux, ces dernières seront explorées dans ce travail.
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III. Matériel et Méthode

Dans notre étude, nous allons nous référencer aux protocoles développés par (Terry

et al. 2012) dans le but d’étudier la neurotoxicité du Chlorpyrifos par l’évaluation

neurocomportementale, avec comme modèle animal les souris.

III.1. Matériel biologique

III.1.1. Animaux et condition d’élevage :

Notre modèle biologique est la souris de poids moyen de 35g ± 2g provenant de

l’animalerie de l’université A/M Bejaia. Les animaux sont élevés dans des cages

polyéthylène, avec accès libre à la nourriture et l’eau, et dans les conditions

environnementales bien déterminé (photopériodicité naturelle d’un cycle de 12/12h, humidité

relative de (65 ± 5)% et une température constante de 25°C).

III.2. Méthodes

III.2.1. Traitements des animaux

Les animaux ont été répartis en trois groupes expérimentaux de huit souris chacun

(n=8) et ont été traités, comme suit:

Groupe Témoin: a reçu une administration intragastrique de 0,5 ml de NaCl pendant 21 jours

Groupe Test 1: a reçu une seule injection de CPF a 200mg/kg

Groupe Test 2: reçoit un volume de chlorpyrifos à raison de (20mg/kg/jr).

Tous les groupes ont été traités chaque jour pendant 21 jours sauf le groupe test (1) et les

souris avaient accès libre à l’aliment et à l’eau pendant cette période.

III.2.2. Tests de comportement

De multiples tests comportementaux peuvent être utilisés pour évaluer l'apprentissage,

la mémoire et le comportement dans des modèles animaux. L’ensemble des tests ont été

effectués aux cours des séances entre 10h à 16h, pendant 8 jr.
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III.2.2.1. Tests de mémoire et d’apprentissage :

a) La piscine de Morris (MWM) :

 Description du test

Ce test a été conçu par Morris en 1984 pour évaluer la mémoire référentielle et la

mémoire de travail des rongeurs (Avneet et al., 2012). Mis dans une situation aversive

(l’eau), le rongeur doit se refugier sur une plate-forme immergée sous la surface du bassin par

le billet d’une représentation spatiale. Pour cela, l’animal doit utiliser les différents indices

spatiaux disponibles en adaptant des stratégies égocentriques ou allocentrique (Ines et

Rebecca., 2015).

 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental du test de la piscine de Morris est constitué d’une enceinte

circulaire de 120 cm de diamètre et de 25 cm de hauteur, remplie à mi-hauteur d’eau a 23°C.

L’eau est rendue opaque par l’ajout du lait en poudre. La plate-forme, constitue un cylindre

(10cm de diamètre) en plastique, est immergée à 0,5cm sous la surface afin d’être invisible

pour l’animal. La piscine est placée dans une pièce comportant différents indices distaux

(étagères, carton, meuble, formes géométriques, etc.) susceptibles de permettre à l’animal de

se repérer dans l’enceinte et de mémoriser la position de la plate-forme par rapport à un cadre

de référence allocentrique. La tâche de la souris est d’apprendre à rejoindre la plateforme le

plus rapidement possible (Sunita et al., 2010).

 Protocole

Le protocole développé par Caroline et Michael, (2006) a été adopté.

Test de mémoire de référence : les souris sont amenées dans la pièce une heure avant le

début du test pour une adaptation. Ce protocole dure 5 jours, le premier consiste à une séance

d’habituation au nouvel environnement. Les jours qui suivent (Phase d’acquisition) dure 3

jours, avec 3 essais pour chaque souris, séparés par un délai de 5min chacun.

La souris est déposée dans l’un des quadrants (O, E, S) de la piscine qui varie d’essai en

essai, face à la plate-forme invisible depuis le centre du quadrant (N) dont la position reste

inchangée au cours des 4 jours de l’expérience.



Cependant le temps de latence pour trou

autorisée à y rester pendant 30s

l’essai, nous la guidons jusqu’à la plate

plate-forme est retirée pour subir un test de rétention d’une minute.

Figure 02: Photographie illustrant le

 Variables mesurée

- Le temps de latence pour trouver la plate

- Le nombre d'entrées

- Le temps passé dans ce dernier

b) Test de reconnaissance d’obje

 Description du test

Le test de reconnaissance

les rongeurs. Cette tâche évalue la capacité de la souris à reconnaître un nouvel objet

par rapport à un objet familier dans un environnement connu

rongeur à explorer préférentiel

 Dispositif utilisé et Protocole

Les souris sont placées dans une boite

identiques (D: 2 cm, H: 4

min. Après 2 min de rétention, l’animal est replacé dans l’enceinte

explorer à nouveau les objets dont l’un a été remplacé.

A noter que les souris ont eu droit

utilisée pour le test de locomotion.

Matériel et Méthode

ependant le temps de latence pour trouver la plate-forme est limité à

rester pendant 30s, si la souris ne trouve pas la plate-forme durant les 60 s de

jusqu’à la plate-forme. 24H après le dernier jour d

forme est retirée pour subir un test de rétention d’une minute.

Photographie illustrant le dispositif expérimental de MWM

Le temps de latence pour trouver la plate-forme

d'entrées dans le quadrant cible

e temps passé dans ce dernier

Test de reconnaissance d’objet (NOR)

Le test de reconnaissance d’objet permet d’étudier la mémoire déclarative chez

les rongeurs. Cette tâche évalue la capacité de la souris à reconnaître un nouvel objet

par rapport à un objet familier dans un environnement connu (tendance naturelle des

rongeur à explorer préférentiellement un nouvel élément) (David et

Dispositif utilisé et Protocole :

Les souris sont placées dans une boite (40×40cm) ou sont déposés

D: 2 cm, H: 4 cm). Les souris sont laissées explorer librement pendant 10

min. Après 2 min de rétention, l’animal est replacé dans l’enceinte pendant

nouveau les objets dont l’un a été remplacé.

que les souris ont eu droit à une phase d’habituation

pour le test de locomotion.
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forme est limité à 60s et la souris est

orme durant les 60 s de

le dernier jour d’apprentissage, la

expérimental de MWM

d’objet permet d’étudier la mémoire déclarative chez

les rongeurs. Cette tâche évalue la capacité de la souris à reconnaître un nouvel objet

(tendance naturelle des

David et al., 2011).

(40×40cm) ou sont déposés deux objets

librement pendant 10

pendant 5 min pour

une phase d’habituation à l’enceinte ; déjà
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Figure 03 : Dispositif utilise dans NOR

 Variables mesurées :

- Le temps d’exploration pour l’objet familier et nouvel objet

- L’indice d’exploration.

- Discrimination Ratio

c) Tests de comportements

La durée de tous les tests de comportement que nous avons fait durant les 10min

comportant 02 sessions de 05 minutes chacune.

c1) Labyrinthe en croix surélevé (EPM)

 Description du test

Le test du labyrinthe en croix surélevé, initialement décrit par Handley et Mithami en

1984, a été développé dans le but de mesurer le taux d’anxiété chez les rongeurs ou l’effet

anxiolytique d’une molécule. En effet, la forme du diapositif nous permet de détecter la

situation de la souris. Le premier jour, les souris ont été placées à l'extrémité d'un bras

ouvert pendant 5 minutes, avant le test. Apres cette séance d’habituation, les souris ont

été déposées individuellement au centre du labyrinthe face à un bras ouvert, les laissant

explorer librement l’appareil d’un délai limité à 10min. (Xiaong et al., 2011, Contreras

et al., 2014).

 Dispositif utilisé

L'appareil est construit en bois et se compose de deux bras ouverts protégés,

perpendiculaires à deux autres fermés (50 cm x 10 cm x 40 cm). Les bras sont étendus à

partir d'une plate-forme centrale (10cm × 10 cm) et le labyrinthe est élevé à une hauteur

de 50 cm du sol.
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Figure 04: Dispositif utilisé dans EPM

 Variables mesurées

- Le temps passé dans les différentes parties du dispositif

- Le nombre d’entrées dans les bras fermés et dans les bras ouverts

- Head deapping

- Calcule de l’index d’anxiété

c2) Test Claire/obscure:

 Description du test et dispositif utilisé

Ce test s'appuie sur les propriétés aversives d'un champ ouvert et la comparaison des

activités exploratrices dans un compartiment fortement éclairé et illuminé (25x25x40cm)

et d’une chambre sombre en bois (25x25x30cm), ces deux compartiments sont séparés par

une petite ouverture (10x5 cm). Chaque sujet a été déposé dans le centre de la boîte

sombre, et ont été autorisés à explorer l’appareil pendant 10 min par intervalle de 5min

(Muhammad et Sultana, 2016; Sarah, 2017).

Figure 05: Dispositif utilisé dans le test C/O

 Variables mesurées

- Le temps passé dans chaque compartiment



c3) Planche à trous/ Hole board discrimination test

 Description et dispositif du test

Mis en place pour la première fois par Boissier en 1964, afin

exploratoire et de curiosité chez la souris.

min, dans une boîte de 40 cm × 60 cm

uniformément sur le plancher

Figure 06: Photographie illustrant le

 Variables mesurées :

- Le nombre de trous explorés par la souris

c4) Test de bille enterrée

 Description du test et dis

Le test a été utilisé pour mesurer l'enfouissement défensif induit par l'anxiété, 12 billes

distancées de 5cm, ont été uniformément placées dans des cages (

d’une litière de 4,5cm. Les souris

pendant une période de 15 minutes.

Figue 07

Matériel et Méthode

Hole board discrimination test

positif du test

Mis en place pour la première fois par Boissier en 1964, afin d’évaluer le comportement

exploratoire et de curiosité chez la souris. On place les souris individuellement pendant 10

min, dans une boîte de 40 cm × 60 cm, avec 15 trous de 3cm de diamètre chacun réparti

(Sunita Sharma et al., 2010; Shankar et al.,

Photographie illustrant le dispositif expérimentale utilisé

Le nombre de trous explorés par la souris

Description du test et dispositif utilisé :

Le test a été utilisé pour mesurer l'enfouissement défensif induit par l'anxiété, 12 billes

distancées de 5cm, ont été uniformément placées dans des cages (30 × 23 x 19 cm) tapissée

d’une litière de 4,5cm. Les souris ont été ensuite déposées dans les cages individuellement,

pendant une période de 15 minutes. (Kaziya et al., 2016).

Figue 07 : Dispositif expérimentale utilisé

Page 15

d’évaluer le comportement

On place les souris individuellement pendant 10

avec 15 trous de 3cm de diamètre chacun réparti

al., 2016)

dispositif expérimentale utilisé

Le test a été utilisé pour mesurer l'enfouissement défensif induit par l'anxiété, 12 billes

30 × 23 x 19 cm) tapissée

individuellement,
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 Variables mesurées :

- Le nombre de billes enfouies

c5) Test des champs ouverts

 Description et dispositif du test

Le test de l’Open Field, initialement décrit par Hall (1934, 1938), a été développé dans le

but de mesurer les différences de réactivité émotionnelle chez le rongeur. Le test consiste à

placer l’animal dans une enceinte inconnue et à observer son comportement et évalue la

capacité exploratoire dans un contexte stressant. Chaque souris était initialement placée dans

un des quatre coins de l’open-field, la tête orientée vers le coin. Son comportement était

observé pendant 10 min par phase de 5min (Quillfeldt, 2016).

 Dispositif utilisé

L’activité locomotrice, est mesurée dans le test de l’Open Field, grâce à un dispositif

fréquemment utilisé en expérimentation. Le dispositif utilisé est une enceinte carrée en boit

de 50cm de côté et de 30cm de haut (figure 03).

 Variables mesurées :

- Le nombre d’entrées dans la partie centrale et périphérique

- Le nombre total de carreaux traversés

NB : Tous les dispositifs ont été nettoyés avec de l'éthanol à 70% après chaque passage de

souris.

III.2.3. Etude Histologique

Les souris ont été sacrifiées sous anesthésie au chloroforme après avoir subi les

différents tests neurocomportementaux ainsi que ceux de la mémoire. Les cerveaux de souris

(Test et Témoin) ont été prélevés, pesés et conservés dans du Formol (10%) afin de réaliser

des coupes histologiques. Ces coupes ont été réalisées au laboratoire de biologie des cancers

au niveau de la faculté de médecine à l’université de Bejaia, Campus Aboudaou. La

technique histologique utilisée est celle décrite par Martoja et M Martoja., 1997):

Pour l’étude histologique, des segments ont été fixés dans du formol (10%). La pièce

anatomique sera entièrement déshydratée par de l’éthanol qui sera ensuite traité avec le xylène

avant l’inclusion dans la paraffine.
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La déshydratation a été réalisée par submersion de la pièce dans 7 bains successifs

(5mn) d’éthanol allant de 40 à 100%, suivis par 3 bains de xylène pur. L’inclusion était

réalisée dans des moules permettant la confection de blocs qui se montent ensuite sur le

microtome afin de réaliser des coupes de 3 μm d’épaisseur. Les coupes ont été ensuite 

déparaffinées par chauffage à l’étuve pendant 3 heures.

Pour mettre en évidence les cellules, les coupes ont été d’abord réhydratées par

submersion successivement dans les bains suivants: 1 bains de xylène (30 min), 3 bains

d’éthanol à des concentrations décroissantes: 100%, 90%, 80% (5 min chacun). Après rinçage

avec de l’eau distillée, les coupes réhydratées ont été placées dans un bain d’hématoxyline

(2min) pour colorer les noyaux, l’excès de colorant est enlevé par de l’eau du robinet. Elles

ont été mises ensuite dans un bain 1% d’éosine (60 secondes) pour colorer le cytoplasme,

l’excès de colorant est enlevé par l’éthanol.

Les lames ainsi colorées ont été couvertes de lamelles. Finalement les lames sont

prêtent à l’observation microscopique à plusieurs grossissements.

III.3 Analyse statistique des résultats :

Les données expérimentales obtenues ont été exprimées en moyenne ± SEM pour un

certain nombre d'expériences. Les différences significatives entre les groupes ont été

déterminées à l'aide de l'analyse de variance (ANOVA) suivie de la méthode Benferroni ;

Compare selected pairs of colums. Les différences ont été considérées comme significatives à

P <0,05.
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IV. Résultat :

IV-1 Observation du comportement et tableau clinique des souris

Les souris mâles et femelles traitées par une dose unique de 200mg/kg du CPF

présentent les symptômes ci-après :

De fortes convulsions et agitation, accélération du rythme cardiaque, sueur,

diarrhée et une difficulté respiratoire. L’activité des animaux est réduite, leur démarche

devient lente jusqu’à ce qu’ils se couchent sur le ventre et se rangent les uns à côté des

autres. Au bout de 30min la mort survient.

Il a été observé chez les animaux traités tous les jours et pendant 21 jours avec du CPF à

20mg/Kg/J les modifications sont décrites dans le tableau I :

Tableau I: Les modifications observée chez les souris traités avec du CPF

Modification Souris Male Souris Femelle

Poils hérissés 5éme injection 13éme injection

Œdème 7éme injection non

Comportement de peur 8éme injection 15éme injection

Agressivité 11éme injection non

 Poids corporel

Les mesures du poids corporel ont été effectuées au cours de 5 séances

d'observation menées tout au long d'une série d'injections intra-gastrique du CPF (Groupe

test) ou du NaCl (Groupe Témoin) pendant 21jours. Les souris intoxiquées aux CPF

évoluent presque de la même façon que les témoins avec augmentation séquentielle de

poids. Cependant la différence dans le gain de poids au cours de la période de traitement

était négligeable entre les deux groupes qui reste non significative selon l’étude

statistique : (p=0,324 vs male et p=0,657 vs femelle) (Figure 09).
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Figure 09 : Effets de l’exposition répétée au CPF sur le poids corporel chez les souris (représenté

sous forme de moyenne ± SEM).

IV.2 Effet du CPF sur la mémoire

 Effets du CPF sur la capacité mémorative au cours du test MWM

Les souris intoxiquées aux CPF ont passé moins de temps dans le cadrant cible

contrairement au groupe témoin. En effet l’étude statistique révèle une différence entre les

2 groupes [F(16,76)=12 ;*p<0,001] et [F(16,76)=-8 ; #p<0,01] pour les mâles et femelles

respectivement. La différence a été enregistrée entre les deux sexes mais reste non

significative [F(16,76)=1,5 ; p=0,08]. Cependant les males traités ont un temps de latence

plus grand comparé au males témoin, Le test ANOVA a détecté une différence

significative de [F(18,28)= -33,5 ; p=0,000 3], de même pour les femelles avec [F(18,28)=

24 ; p<0,001]. Il existe une différence de performance entre les deux sexes mais qui reste

non significative selon l’étude statistique avec [F(18,28)= -9,5]. L'analyse de ces données

confirme l'existence d'un déficit de mémoire de références chez les souris traitées par le

CPF (Figure 10).
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Figure 10 : Suivi des paramètres du test de la piscine : le temps de latence (A) et le temps passé

dans le quadrant cible (B) pour les deux groupes de souris non exposés et exposés au (CPF)

représenté sous forme de moyenne ± SEM (n=8). (*): Différence significative entre male test vs témoin

; (#) : différence significative entre Femelle test vs témoin.

 Effets du CPF sur la capacité mémorative au cours du teste NOR

Les souris intoxiquées aux CPF ont passé moins de temps à explorer le nouvel objet par

rapport à l’objet familier contrairement au groupe témoin indiquant que ces derniers ne se

souvenaient pas de l'objet familier. En effet l’étude statistique confirme effectivement qu’il

y a une différence significative avec [F(20,7)= 0,385 ; p<0,001] pour les mâles et

[F(20,7)= -0,3150 ; p<0,001] pour les femelles. Ainsi, les souris traités présentent un taux

de discrimination négatif qui était significativement plus faible (-0,23 et -0,024) par rapport

à un taux de discrimination positif (0,56 et 0,60) observé chez les souris mâle et femelle

non traitées respectivement, indiquant une mémoire de reconnaissance réduite avec

p<0,001.
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Figure 11 : Présentation graphique de l’effet du CPF sur la capacité mémorative au cours du test

NOR. Données exprimées en moyenne ± SEM (n=8). L’indice d’exploration (A) et discrimination

ratio (B). (*): Différence significative entre male test vs témoin ; (#) : différence significative entre F test vs témoin.

IV.3. Effet du CPF sur le comportement

IV.3.1 Effets du CPF sur la capacité locomotrice

a. Test Open Field

Le nombre de carreaux traversés par les groupes traités est plus faible comparativement

aux témoins mais reste non significative selon l’étude statistique. Le test ANOVA n'a

révélé aucun effet significatif sur l’activité locomotrice, concluant que l’exposition au CPF

à une dose de 20mg/kg n’affecte pas l’activité locomotrice des souris.
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Figure 12 : Le nombre de carreaux traversés pour les deux groupes d’animaux (n=8) chacun,

évalué dans le test open-field pendant 10 min par bloc de 5min.

b. Test EPM

Le nombre total d’entré dans les différents bras du dispositif sont presque identiques

pour tous les groupes et l’analyses statistiques ont montré qu’il n’y a aucune différence

significative, enregistrée au niveau des groupes mâles et femelles exposés ou non au CPF

tout au long de l’expérience. Ce qui confirme les résultats observés dans le test à champ

ouvert précédemment cité.

Figure 13 : Présentation graphique de l’effet du CPF sur capacité locomotrice dans le test de la

crois surélever (le nombre totale d’entrée). Données exprimées en moyenne ± SEM.
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c. Planche à trou

La moyenne du nombre de trous explorés par les souris femelles témoin est

moindre à celle des souris exposées au CPF mais qui reste non significative révélant un

taux de curiosité déjà élevé de nature chez le sexe féminin. Par contre les males qui sont de

nature non curieux, le CPF à un effet positif sur ces derniers d’où nous observons un grand

nombre de trous explorés par les males traités. Ce qui est confirmé par le test ANOVA

suivi de l’analyse Benferroni confirme qu’il existe une différence significative (p<0,001).

Figure 14 : Effet du CPF sur l’activité exploratoire et réactivité au nouvel environnement

motivant dans le test de planche a trou. (*): différence significative entre mâle test vs témoin.

IV.3.2 Test d’anxiété et de peur

a) Test de bille enterrées / Marble burring

Les données de la Figure 14 ont démontré des différences significatives dans le

nombre de billes enterrées pour les 2 groupes avec [F(3,28)= -3,250] et la moyenne du

nombre de bille enterrées par les souris non exposées est plus faible [F(3,28) = -9,750]

avec p<0,001. Cependant il a été observé un plus grand effet par les Males traités qui est

statistiquement plus élevé comparé aux femelles du groupe test [F (3,28) = -6,5 ;

p<0,001)]. Cela détermine un taux de peur élevé chez les souris exposés avec un effet plus

accentué chez les males (Figure 14).
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b) Test de stress (Test noir et blanc)

Les résultats révèlent que les souris traitées par le CPF passent plus de temps durant les

intervalles (0-5mn) et (5-10mn) dans le compartiment obscur comparativement aux

groupes non traités. Le test ANOVA a enregistré des différences significatives entre les

groupes Males témoin et test, F(54,83)= -59,75 ; p=0,001 pour les 5 premières minutes et

(F(54,83)= 54,5 ; p=0,001) pendant l’intervalle (5-10mn), quant aux groupes composés de

souris femelles. Le test ne révèle aucune différence significative entre les deux lots. Ces

résultats déterminent un plus grand degré d’anxiété chez les males exposés au CPF par

rapport aux femelles mais cela reste non significatif selon l’analyse statistique avec p=0,40

et p=0,67 dans les deux intervalles de temps, respectivement.Toutefois, du fait de la grande

taille et la luminosité de la chambre claire cette dernière fournit des stimuli anxiogeniques

pour les souris (figure 16)
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de souris. (*) : différence significative (Femelle test vs témoin); (#) : différence significative (male test vs témoin);

(+) : différence significative entre male test vs femelle test.
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Figure 16 : Présentation graphique de l’effet du CPF sur le temps passée dans compartiment noir.

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM. (*) : différence significative (male test vs Témoin)

c) Le test de Labyrinthe en croix surélevée

L’analyse des pourcentages du temps passé dans les bras ouverts mesurés pendant le

test a révélé des différences significatives chez les souris exposées au CPF par rapport

aux souris du groupe témoin. La différence significative est détectée entre les groupes

femelles pendant les 5 premières minutes (F (17, 26)= -13,22 ; p=0,039). Selon le test

Benforreni, le % du temps passé dans les bras ouverts chez les femelles traitées est

significativement plus faible que celle des témoins dans l’intervalle (5-10min) avec

(p<0,001), et celle des souris male exposés au CPF est significativement plus basse

(p=0,001) que celle des souris non exposées. Cependant, il n’a été observé aucune

différence significative entre les deux sexes. La moyenne du nombre de HD réalisés par les

souris femelles non exposées est plus élevée que celle des souris femelles traitées avec du

CPF. L’analyse statistique précise que le nombre de HD est significativement plus élevé

chez le groupe traité par rapport au Témoin de même pour la comparaison entre mâle et

femelle p<0,001. Enfin l’indice d’anxiété confirme effectivement qu’il ya une différence

significative entre les groupes traités et les non traités (F (49,03)=-0,24 et p<0,001) et (F

(49,03)= 0,18 et p<0,001) pour les mâles et femelles, respectivement. Selon les critères de

mesure d’anxiété, à la fois le % de temps passé dans les bras ouverts et le nombre de ≪

head-dipping ≫ réalisés durant tout le test, les souris exposées aux CPF présentent un

niveau d’anxiété plus élevé que les souris non exposées.
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Figure 17 : Résultats du test de l’anxiété chez des souris traitées par le CPF. % des temps passé

dans BO (A), Indice d’anxiété (B) et Head-dipping (C) réalisés en moyenne ± SEM pour le groupe

de souris exposées et non exposées. (*) : différence significative (male test vs Témoin); (+) : différence

significative (femelle test vs Témoin); (#) : différence significative entre male test vs femelle test.
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IV.3.3 Analyse histopathologique

L’observation des coupes histologiques du cerveau des souris témoins (Figure 18)

(CFP-), a révélé une conservation de l’architecture cellulaire à savoir celle des noyaux;

vaisseaux normaux et absence de halo clair au tour des vaisseaux. Par contre, l'observation

microscopique des différentes parties de l’hippocampe des souris traitées par du CPF,

montre une dégénérescence neuronale et dépopulation des cellules pyramidal de ce dernier.

Nous pouvons constater aussi une caryolyse (flèche noire), une caryorrhxise (Bleu) et

disparition de noyaux (rouge).

GD CA1 CA3

CPF -

CPF+

Figure 18: Observation au microscope optique des coupes histologiques du cerveau au niveau de

l’hippocampe des souris témoin CPF- et traité CPF. GD: Gyrus denté, CA1 et CA3: Corne

d’Ammon. (Coloration a H&E, Gr x10).

De plus, l'analyse des coupes histologiques du cerveau au niveau du cortex des

souris témoin (A) a permis de constater une conservation de l’architecture cellulaire ainsi

que celle des noyaux, par contre celle des souris du groupe test montre des altérations

importantes: une condensation cytoplasmique hyperéosinophilé (B), présence d’halo clair

en forme Y et caryolyse due à une nécrose cellulaire (C) et une nécrose hémorragique avec

un aspect cellulaire coagulé et disparition du noyau (D).



Figure 19 : Observation au microscope optique des c

souris témoin (A) et traités au CPF (B

Résultat

Observation au microscope optique des coupes histologiques au niveau du

souris témoin (A) et traités au CPF (B, C, D) (Coloration a H & E, Gr x10).
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V. Discussion :

La nécessité d’étudier l’impact des pesticides sur la santé, a conduit à la mise en place de

plusieurs procédures variant selon la littérature par: le stade de vie (prénatale/postnatale,

enfants, adulte), le sexe, la dose, la durée d’exposition et les voies d’administration.

Notre modèle d’exposition prend en compte l’importance de cette voie d’où notre choix

de la voie intra-gastrique dont le but est de mimer l’exposition de la population générale, à

s’avoir les consommateurs.

Dans la présente étude, l'administration du CPF a entrainé des modifications

phénotypiques qui surviennent de manière différente selon le sexe de l’animal, reflétant

une toxicité générale d’un côté, due aux changements métaboliques qui pourraient

probablement contribuer aux modifications toxicogénomiques, qui ne sont pas explorée

dans ce travail, et d’une toxicité spécifique pour d’autre a savoir : le comportement

d’agressivité apparu uniquement chez les mâles.

En effet, il a été rapporté que l’effet moléculaire du CPF était sexuellement dimorphes,

en modulant les niveaux des neuropeptides hypothalamiques différemment chez les deux

sexes.Cependant ces neuropeptide ; tels que l'ocytocine (OT), la vasopressine (AVP) et la

prolactine (PRL) ; sont des régulateurs clés de l'agressivité ainsi que de divers aspects du

comportement social chez les mammifères ; d’où des souris Oxt-/- ont montré des niveaux

d’agressivité extrême (A. Venerosi et al.,2006).

En 2012, la même équipe a démontré que des souris traités avec du CPF diminuait

l’expression de l’ocytocine suivie d’une régulation positive du AVpR1a chez les males

alors qu’une augmentation des niveau de OT a était marquer chez le femelle (A. Venerosi

et al., 2012).

Les OPs affectent notamment le métabolisme des hormones stéroïdiennes inhibant

irréversiblement le métabolisme de la testostérone chez les males (Kaur., 2017). Pour tous

cela, nous pensons que de même régulation se déroule chez les animaux de notre

expérience, d’où l’effet antagoniste observé chez les souris vis-à-vis du comportement

agressif.

Il a été rapporté que l'administration de CPF, dose dépendante (<25mg/kg) avait

tendance à un gain de poids, et a des doses supérieurs il induit l’effet inverse c'est-à-dire

une perte, cependant les résultats obtenus dans ce travail était conforme à certaines études

ou on a observé une légère augmentation de poids qui reste non significative.
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Lee et ses collaborateur avait rapporté que le poids corporel chez les rats traités

quotidiennement avec 10 mg / kg par CPF n'était pas différent des témoins jusqu’au

dernier jour (21jr) lorsque les rats traités par CPF pesaient beaucoup moins que les

animaux témoins (Lee et al., 2016).

L'effet des expositions répétées au CPF (10, 18, 20mg/kg) sur le poids corporel

pendant 30 jours a provoqué une augmentation progressive de poids au cours de la période

du traitement, et il n'y avait aucune différence significative entre les groupes traités par les

dose suivant : 1 ; 2,5 et 5mg/kg (Terry et al., 2007). En 2002 les mêmes observations ont

été faite pour toutes les doses (1a 25 mg) au cours des 14 jours d'injection à l'exclusion des

doses de 50 et 100 mg ou ils ont observé une perte de poids à partir de la 3éme injection

(Terry et al., 2002).

 Effets sur le niveau d’activité :

Une manifestation commune d'exposition aiguë aux OPs chez l'Homme, est la

neuropathie retardée induite par un organophosphate (OPIDN) qui est associé à la capacité

des OPs à inhiber la NTE (Neuropathy Target Estésase) et se caractérise par une

dégénérescence des portions distales des axones longs dans les 1 à 4 jours de l'exposition.

Les manifestations cliniques de l'OPIDN comprennent la faiblesse, les altérations des

réflexes, le picotement des membres, la perte de sensation et les altérations de la

locomotion et de la coordination. Plusieurs OP ont été liés aux déficits de mouvement et de

coordination chez les humains suite à des expositions professionnelles, y compris le CPF,

le DFP, le DDVP et le parathion (Steev et al., 2013). Ici, nous discutons l’impact du CPF

sur les déficits moteurs et de coordination à des expositions répétées faibles à modérées

que nous allons comparer à nos résultats. A citer que parmi les raisons de notre choix

d’utiliser une dose de 20mg/kg était dans le but d’exclure les faux positifs associé à des

effets motivateurs ou locomoteurs délétères du CPF qui pourraient confondre

l'interprétation des résultats comportementaux liés à la cognition (c'est-à-dire les effets qui

auraient pu influencer les performances dans les tests liés à la mémoire et l’anxiété).

Pour cela nous avons étudié l’effet du CPF dans 3 type de dispositif afin d’appuyer

encore plus nos résultats : le Open filed, le % d’entré dans les bras ouvert de la crois

surélevée ou le CPF n’as pas affecté l’activité locomotrice des souris, ainsi que le test

effectuer sur la planche a trou qui est beaucoup plus réalisé afin d’évaluer l’activité

exploratoire des souris et leur curiosité ou on avait observé l’effet positif du CPF sur les

souris mâle et femelle.
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Cependant nos résultats sont conformes à plusieurs autres études précédemment

effectué. En effet aucun déficit de l'activité motrice n'a été observé lorsque les souris

femelles (27-36jr postnatal) ont été exposées à (2,5; 5; 10 Ou 20 mg/kg) de CPF pendant

10 jours (Chen et al., 2014). Rishera a eu des résultats similaires lors d’une exposition

répétée au CPF dose comprise entre (2,5-18,0 mg/kg) tous les deux jours au cours d’un

mois d’exposition (middlemore-rishera et al., 2010).

À l'inverse, la littérature révèle une série d’effets d’altération de l’activité en fonction

de la période d’exposition. En effet, l’exposition au CPF durant la gestation (jours 9-12)

produit une hypoactivité et une altération de l’habituation des rats mâles et femelles

(Icenogle et al., 2004) alors que seules les souris femelles présentent une altération de

locomotion lorsque l’exposition se trouve en fin de gestation (jours 17-20), et que seuls les

rats males montrent une hypoactivité lorsque la période d’exposition au CPF se déroule au

début de vie (PND 1-4). Une autre étude d’exposition prolongé (GD 15-PND 14) à des

doses subtoxiques relativement faibles de CPF (5 mg/kg via la mère) produit une

hypoactivité persistante chez les souris males, cette hypoactivité survient également chez

les souris males par une exposition postnatale à 1 mg/kg de CPF par voie sous-cutané

(Levin et al., 2002).

 Effets sur le niveau d’anxiété et la peur

L’effet de l’exposition subtoxique au CPF sur le niveau d’anxiété a été étudié dans 3 tests

différents. Dans nos résultats, des niveaux élevés d’anxiété ont été soulignés chez les

animaux traités au CPF ou ils manifestent des comportements anxiogéne (passent plus de

temps dans les bras fermés qui semble refléter une aversion envers les bras ouverts qui est

génère par la peur des espaces avec un nombre de head-dipping très bas et un indice

d’anxiété élevée, et plus de temps dans le compartiment obscure dans le test chambre

clair/obscure et un nombre très grand de bille enterrées).

Nous allons cependant comparer nos résultats à certaines études précédente afin de

mieux les discutés : Des rats adolescents (29 jr) exposés aux CPF pendant 7 jr consécutive

à des doses (10, 20 et 40 mg/kg/jr) ont subi des altérations de comportement, les rats traités

avec 10 et 20 mg/kg/jr ne montrent aucune différence dans le test de la croix surélevé

comparant au témoin, alors qu’ils ont démontré que le CPF a considérablement augmenté

le temps passé dans les bras fermés pour la dose de 40 mg/kg, et produisait un effet
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anxiolytique a des doses relativement élevées (60, 80 et 160 mg/kg), se manifestant comme

un effet croissant sur le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts.

Cependant, 48 heures après une seule exposition aiguë au CPF (166 mg/kg et 250

mg/kg) a produit des effets anxiogènes, et un effet anxiolytique 5 jours après (Chen et

al., 2011). La même équipe a réétudier l’effet du CPF a des doses assez faible (2.5, 5, 10 et

20 mg/kg) sur des souris âgée de 36 jr et ont observer des effets anxiogéniques en passant

moins de temps dans les bras ouvert dans le tests de la croix surélevée (Chen et al.,

2014). Une exposition au CPF de 5, 10 et 20 mg/kg ont tous induit une augmentation du

niveau d’anxiété (Terry et al. 2003). Contrairement à ce qui a été observé chez les souris

femelles, les niveaux d'anxiété chez les male ne sont pas affectés dans les tests de la croix

surélevé ou chambre clair/obscure (Venerosi et al., 2015). Braquenier de son côté à étudier

l’effet du CPF sur l’anxiété a différent stade de vie, en traitant des souris gestante avec

(0,2; 1 et 5mg/kg) de CPF et cela pendant les 4 derniers jours de gestation et les 2

premières semaines de lactation (PND 14), les souriceaux ont été soumis à deux tests

évaluant l’anxiété. En effet, ces derniers ont montré des comportements anxiogènes pour

toutes les doses, avec un effet plus élevée pour la dose de 1 mg/kg (ont passée 63,58% du

temps dans le compartiment obscure et 13,21% du temps passée dans les bras ouvert, dans

le test de la chambre clair/obscure et de la croix surélevée respectivement (Braquenier et

al., 2009). Concernant, le test de bille et le nombre de head-deaping sont utilisée beaucoup

plus pour mesuré le comportement de peur, dans nos résultats nous avons constaté que le

CPF avais un effet positif sur le comportement de peur avec un taux accentué chez les

mâles, d’où l’apparition précoce de ce dernier chez les mâles (Tableau 01).

En dépit de ces résultats, nous allons rapporter quelque explication émise par les

chercheurs. Il a été suggéré que l'exposition au CPF produit des changements persistants

dans les systèmes sérotonergiques au niveau de l’hippocampe (Chen et al., 2011).

Cependant un lien a été établi entre l’anxiété et le taux de sérotonine (Marta., 2016). Le

CPF induit des altérations de la 5-hydroxytryptamine (5 HT), une diminution du nombre et

densité des sous-groupes spécifiques des récepteurs du 5HT et une aberrante modulation

des gènes liés à la sérotonine, en effet, une perturbation de la signalisation des 5HTR est

observée chez les deux sexes avec un effet plus prononcé chez les males; Chen et al.,

2014).
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Le CPF a la capacité de modulé différemment les niveau d’expression des

neuropeptides hypothalamiques qui agissent comme régulateurs clés de l'anxiété ;

augmenté l'expression du récepteur de la vasopressine 1a dans l'amygdale chez les deux

sexes, une diminution de l’OT chez les mâles et une augmentation de cette dernières chez

les femelle ; (Venerosi et al., 2015).

Sachant que l’OT exerce une action réduisant le stress, on peut donc considérer cela

comme un deuxième argument expliquant la différence du niveau d’anxiété chez les deux

sexes observés dans notre étude.

Un autre facteur que nous pouvant rajouter à cette étude est l’âge. Les souris male

que nous avons utilisé avait presque une semaine de plus que les femelles. En effet, il a

était prouvée que l’âge influencé le comportement des souris dans le test de la croix

surélevée et la chambre clair/obscure, les souris âgés passent moins de temps dans les bras

ouvert et plus de temps dans le compartiment obscure comparant au jeune souris dans les

deux tests. (Marta., 2016).

 Effets sur la mémoire et l’apprentissage :

Nous avons mis en évidence par le test de reconnaissance d’objet et la piscine de

Morris, que le CPF altère la mémoire et la stratégie d’apprentissage des souris. En effet,

nous avons remarqué pendant le test de la piscine que les deux groupe de souris n’utilise

pas la même stratégie pour atteindre la plate-forme, les souris exposée au CPF baigne le

long des parois de la piscine et s’y frotte par contre, le groupe témoin auraient adopté une

stratégie d’apprentissage en parcourant un chemin en forme de triangle cela nous laisse

dire que les souris exposée au CPF ne se souviennent pas des différent indice spatiaux qui

existait dans la chambre d’expérimentation, l’analyse des index d’apprentissage et de

mémoire appuyer par le test de reconnaissance d’objet, nous a permis de déterminer que le

CPF altère la mémoire spatiale et la mémoire de reconnaissance des souris a 10 jours de la

dernière exposition, avec un effet un peux plus accentuer mais qui reste non significatif

chez les male, ce qui devrait être logique mis appart l’effet directe du CPF sur la mémoire,

l’impact de l’anxiété et de la peur ralentie le taux d’acquisition et la mémoire spatiale

(Marta., 2016). Cependant, nos résultats concordent avec plusieurs études antécédentes.

En effet selon la littérature, des doses élevées de CPF (18 et 25mg/kg) ont été associées

à une performance inférieure comparant au témoin pour trouver la plateforme lors des
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séances d’apprentissage et pendant lequel le transport axonal antérograde et rétrograde a

été diminué (Terry et al., 2003). Des résultats similaires ont été observés, ou les rats

exposés au CPF à 18mg/kg prenaient beaucoup plus de temps pour atteindre la localisation

de la plate-forme, et reste moins de temps dans le quadrant d'évasion cible (Terry et

al., 2007). Il a été rapporté que le traitement quotidien avec du CPF (2,5 à 25,0 mg / kg)

pendant 2 semaines a entraîné une diminution des performances dans le test de la piscine

de Morris dépendante de la dose. Les résultats rapportés ici appuient les résultats de l'étude

antérieure, et l'exposition à 10 et 18 mg/kg CPF tous les deux jours pendant 30 jours, a

entraîné des déficits dans RAM (Morris Arm Radial) et la piscine et cela après de longue

périodes de 50 et 140 jours après la dernière injection (Terry et al., 2012) la même chose a

été observées pour des dose allant de 2,5 à 18mg/kg (rishera et al., 2010). Toby à

rapporter lors d’une exposition répétée au métabolite actif du CPF à (0,15, 0,18 ou 0,25

mg/kg/jr de CPO) qu’il n'y avait aucune différence entre les groupes de traitement lors de

l'acquisition par contre les latences pour trouver la plate-forme invisible ont diminué tout

au long des sessions d’apprentissage (Toby., 2012).

L’ensemble de ces études appuient les modifications induites par le CPF dans les

différentes étapes de la mémoire, avec une durée d'exposition et des doses variante

influençant la persistance du déficit. Quelles sont les aires du cerveau touché ?? Quels sont

les mécanismes de toxicité que le CPF met en œuvre pour induire cette altération de la

mémoire ??? Pour répondre à ces questions nous avons pu faire une étude

anatomopathologique du cerveau des souris traité au CPF que nous avons comparé ensuite

au témoin. Le cerveau est divisé en plusieurs zones avec des fonctions relativement

spécialisées. Les informations visuelles et la mémoire de nature spatiale et non spatiale est

régulée par des aires associatives du cortex et par l'hippocampe ainsi que par le système du

lobe temporal qui transitent par des voies différentes vers les différente couche de ce

complexe (Edward Levin., 2015).

Une altération de l’une ou de toutes ces structure pourrait participer aux troubles de la

mémoire produits par le CPF, ainsi les résultats obtenus ont pu mettre en évidence les

effets toxiques du chlorpyrifos sur le cerveau, il a été constaté que l’administration du CPF

a entrainé l’apparition de plusieurs lésions au niveau du cortex et la corne d’Ammon

impliquées dans divers pathologies neurologiques, ce qui pourrais expliquer l’altération de

la mémoire de reconnaissance et la mémoire spatiale. Cependant, diverses études ont
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montré un lien potentiel entre l’exposition aux OPs sur les neurones pyramidaux de

l'hippocampe et la mémoire (Sigurdsson et Duvarci., 2016 ; Daniella et al., 2014)

Par exemple, Deshpande a récemment signalé des dommages neuronaux dans de

multiples régions du cerveau, y compris l'hippocampe, l'amygdale et le cortex dans un

modèle murin lors d’une exposition au métabolite actif des OPs.Une lésion neuronale dans

les régions CA1 et CA3 de l'hippocampe a été observée, sur une culture cellulaire (PC12)

dans un milieu contenant le métabolite actif du parathions POX (Laximikant., 2014). Une

exposition a (1 et 10μM) de chlorpyrifos-oxon (CPO) a provoqué les mêmes lésions 

neuronales mesurées par la fluorescence d’iodure de propidium (PI) (Dongren Yang et al

2008)

L'exposition au CPF diminue également la densité des neurones in vivo, 3 mois après

l'administration du CPF, (Haley et al., 2011). En outre, l’application topique de 20 et 40

mg/kg/j de CPF pendant 7 jours a des souris, a induit une diminution significatives de la

densité des neurones de l'hippocampe et une réactivité accrue des astrocytes étaient

apparentes, ainsi les neurones pyramidaux CA3, CA2 et CA1 ont montré des dommages

neuronaux sous forme de pycnose de noyaux et de vacuolisation de neuropile. Cette

pycnose était plus fréquemment observée dans les régions CA3 et CA1 par rapport à la

région CA2 (Nilesh et al., 2009 ; Lim et al., 2011).ce qui est similaire au résultats obtenu

dans cette études

L'exposition prolongée aux pesticides (OPs) peut produire des déficits cognitifs qui

reflètent les lésions de l'hippocampe chez les humains et les rongeurs. Ces données

fournissent une base anatomique et neurophysiologique pour les déficits cognitifs décrits

dans la littérature et dans plusieurs études épidémiologique, et soutiennent encore

l'argument selon lequel l'exposition répétée à des doses relativement faibles d'OP entraîne

un endommagement persistant du cerveau.

Cependant, les informations fournies par la littérature indique que le mécanisme des

effets à long terme des OPs sur la cognition peut être multifactorielle lié à des

modifications de protéines qui jouent un rôle fondamental dans la fonction neuronale, des

changements biochimiques au niveau de l'hippocampe, activation astroglial.
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VI. Conclusion et Perspectives :

Nous avons montré la faisabilité d’une approche basée sur l’estimation d’index

d’exposition au CPF constitués à partir de plusieurs lectures, après réflexion nous avons

mis au point ce protocole. La prise en compte des expositions répétés subchroniques

apparaît importante à considérer dans la mesure des effets neurologiques à long terme, qui

dépendent a la fois de l’intensité et de la durée d’exposition.

A travers ce travail, nous avons mis en évidence un lien entre des expositions aux

chlorpyrifos et les détériorations cognitives à long terme afin d’y répondre à la

problématique qui est abordée maintes fois dans la littérature scientifique.

La présente étude a montré que l'exposition répétée de bas niveau par le PCF a entraîné

la détérioration de la mémoire que nous avons mis en évidence par deux tests : Piscine de

Morris évaluant la mémoire de référence et le test de reconnaissance d’objet pour la

mémoire spontanée des rongeurs, et nous avons réalisé des études histologiques, ou nous

avons pu observé plusieurs types de lésions dans des airs différente du cerveau des souris

traité, montrant une dégénérescence neuronale et dépopulation des cellules pyramidal de

l’hippocampe CA1 et CA2, avec une caryolyse, caryorrhxise et disparition de noyaux.cela

a permis d’expliquer le détérioration de la mémoire de ces souri traité avec du CPF.

Des tests de comportements (anxiété, stress, peur, curiosité et locomotion) ont été

réalisé, ces derniers nous a permis de constaté des changements aberrants, élévation du tau

d’anxiété de stress et de peur chez les souris test des deux sexes avec un effet plus accentué

chez le male, développement de comportement d’agressivité a été observé uniquement

chez le male, et enfin nous avons pu constaté que le traitement au CPF a 20mg/kg/jr

pendant 21 jr ne modifier en aucune moment le l’activité locomotrice de ces derniers et

une légère amélioration de la curiosité des souris observé lors du test de la planche a trou.

Mais une semaine est-elle suffisante pour avoir une influence sur l’effet du CPF ????

Pour quoi tous ces comportement antagoniste du CPF entre anxiogène et anxiolytique que

nous avons vu dans différents article ?? Cependant, la durée d’exposition, la période de

traitement, la dose, la voie d’exposions, l’âge ou le sexe, qui parmi ces facteur est capable

de donner ce double effet du CPF ??? Cet effet est-il dû au CPF directement, à son
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métabolite actif CPO, ou indirectement due aux perturbations cellulaires engendrées ??

Est-il juste le fruit d’une résistance due à l’un ou à un ensemble de polymorphismes déjà

cité dans la partie synthèse bibliographique ???

Les pesticides forment un groupe important de substances chimiques qui peuvent

contaminer l’écosystème aboutissant à l’exposition. Douze millions d’enfants, rien qu’aux

Etats-Unis, souffrent de troubles de l’apprentissage, d’altérations neuro-développementales

et comportementales liées à une exposition environnementale à différents produits

chimiques dont certains insecticides.

Malgré les efforts déployés pour développer des méthodes alternatives, les pesticides

sont toujours le moyen de lutte prédominant et leurs résidus constituent une menace

potentielle. Il est donc impératif d’étudier la toxicité des pesticides car ils ont été très cités

pour leur cytotoxicité et génotoxicité dans les études toxicologiques.

Cette étude représente une contribution importante à l’évaluation correcte de l’ampleur

du risque sanitaire dû à l’exposition aux résidus de pesticides, particulièrement le

chlorpyrifos.

Ces résultats méritent des investigations plus poussées quant à la neurotoxicité à

long terme de certains organophosphorés tels que CPF ou autres, en effet il faudrait une

mise au point de protocole réaliste : pour mettre en évidence les mécanismes d’action des

pesticides, l’utilisation de modèles animaux ou cellulaires utilisant des concentrations

élevées de ces produits phytosanitaires sur de courtes périodes d’exposition, cependant ces

conditions sont très différentes des expositions réalistes chez l’Homme sans parler des

voies d’exposition, les doses utilisées dans les protocoles sont en général beaucoup plus

élevées que celles auxquelles nous sommes exposés par notre alimentation, par voie

respiratoire ou cutané sachant que l’exposition réelle est via plusieurs voies.

Un autre problème, l’utilisation d’une seule molécule présente dans les études n’est

pas une bonne extrapolation car en pratiques l’homme est exposés à des mélanges de

xénobiotiques ou un cocktail de pesticides. En effet il a été montré que, pour certaines

molécules, les expositions multiples, concomitantes ou successives, pouvaient présenter

des effets infra/supra additifs ou synergiques par une augmentation de l’activation ou une
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diminution de la détoxification de ces molécules toxique, ce qui est à noter aussi c’est

l’existence les ingrédients inertes et les adjuvants utilisés pour la production de ces

pesticide peuvent jouer un rôle dans certains effets toxiques.

Identification et développement de marqueurs précoces dans un but préventif, en

renforçant les données mécanistiques de ces derniers, qui seront associées à des mesures de

susceptibilité génétique qui amélioreront notre capacité à caractériser le risque individuel

et identifier les membres les plus vulnérables de la population et à prendre en charge. Il est

important de vérifier si la toxicité est due à la matière active elle-même ou à la dégradation

de celle-ci et confirmer ces résultats par des analyses biochimiques hématologiques.

Il serait également intéressant d’étudier les taux de ces résidus dans le temps et à long

terme. Il serait aussi indispensable de tester leur bioaccumulation et bioconcentration chez

les animaux pour mieux étudier leurs méfaits sur la santé.

Encouragé le suivi des populations agricoles pour étudier les risques liés, et prendre la

mesure de leur impact dans cette population qui de par ses caractéristiques peut se montrer

plus vulnérable aux effets sur le système nerveux central.

Mettre on œuvre des protocoles expérimentaux afin de faire sortir les différente cible

thérapeutique envisageable pour traité les personne intoxiquée au CPF.
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Resumé:

Des anomalies comportementales persistantes ont été fréquemment associées à une intoxication

aiguë par un pesticide (OP); Cependant, on connaît relativement peu les conséquences des

expositions chroniques de ce dernier, qui sont indépendant des symptômes cholinergiques aigus.

L'objectif de cette étude était d’étudier l’impact de l’exposition subchronique au CPF sur la

mémoire et le comportement des souris. Les souris albinos ont été exposés par voie intra-grastrique

avec du CPF (20 mg/kg) tous les jours pendant 21 jours. Les animaux ont été soumis a une

panoplie de test de mémoire (MWM, NOR) et de comportement (Open filed, chambre

clair/obscure, EPM, planche a trou et le test de billes) révélant des déficits comportementaux et

cognitif.A noter qu’une diminution de performance de la mémoire de référence a été observée 10

jours après la dernière exposition au CPF. En effet, des coupes histologiques du cerveau ont révélé

des lésions au niveau du cortex et de l’hippocampe (CA1, CA2 et GD) des souris traités à cet

insecticide. Ces résultats indiquent donc que des expositions subchroniqueau CPF peuvent

conduire à des déficits chroniques dans le traitement de l'information, la fonction cognitive et du

comportement.

Mot Clé :Pesticide, Chlorpyrifos, Organophosphoré, Mémoire, Comportement.

ABSTRACT:

Persistent behavioral abnormalities have been commonly associated with acute (OP) pesticide

poisoning; however, relatively little is known about the consequences of chronic OP exposures that

are not associated with acute cholinergic symptoms. The objective of this study was to determine

the impact of subchronic exposure to CPF on the memory and behavior on mice. The albinos mice

were initially injectedintragastricCPF (20 mg/kg) every day for 21 days and were subjected to a

variety of memory tests (MWM, NOR) and behavioral (Open fild, Dark/Light, EMP, Hole board

and Marble burring) . In behavioral experiments conducted during 10days of washout period,

decrements in a water-maze hidden platform task were observed. However, the mice treated with

this insecticide revealed lesions in the cortex and in the hippocampus (CA1, CA2 and GD). These

results indicate, therefore, that subchronic exposures to CPF can lead to chronic deficits in

information processing, cognitive function and behavior.

Keywords
Pesticide;Chlorpyrifos;Organophosphorus; Memory; Neurobehavioral.
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