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Résumeé

Résumeé

Au cours de la derniére décennie l'utilisation massive et abusive des pesticides entraine
des effets néfastes sur I’environnement et la santé et plus précisement le systeme nerveux.
Dans ce travail nous allons étudier I’effet neurotoxique de methomyl (MET) sur la
réactivité des astrocytes et les neurones pyramidaux de la zone CA1 de I’hippocampe apres
une exposition sub-chronique.

Six rats Wistar adultes méales recoivent par gavage une dose de 1/16 de DL 5o du MET
dissout dans de I’eau distillée et 6 rats témoins recoivent de I’eau distillée, pendant 28
jours. A la fin de I’expérimentation, les rats sont sacrifiés et les cerveaux sont prélevés. La
morphométrie des neurones pyramidaux de la région CAL a été examinée par coloration de
Nissl et la réactivité des astrocytes au niveau de la barriere hémato-encéphalique a été aussi
étudie.

Nos résultats ont montré que [I’exposition au MET provoque des altérations
morphologique au niveau des neurones pyramidaux de la zone CA1 de I’hippocampe SOUS
forme d’une diminution de la surface de corps cellulaires avec la présence de certaines
cellules nécrotiques. Nous avons également noté des altérations au niveau de la barriere
hémato-encéphalique démonté par une surexpression de la GFAP (la protéine acide
fibrillaire gliale), une expression anormale et une co-localisation élevées des cellules
astrocytaires dans le cytoplasme et autour les vaisseaux sanguins au niveau de
I’hippocampe. Ce qui conduit a des modifications structurales de la forme de cerveau et de
la structure spéciale de I’hippocampe.

L’ensemble de ces résultats montre bien que I’exposition au MET provoque des
perturbations structurales pour les neurones et les astrocyte au niveau de 1’hippocampe ce
qui pourrait engendrer l’augmentation de  I’incidence de certaines pathologies
neurologique.

Mots clés : Methomyl, hippocampe, CA1, neurone pyramidale, la barriere hémato-
encéphalique.
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Introduction générale

Introduction géneérale

Les pesticides, encore appelés produits phytosanitaires, reconnus comme de substances
chimiques utilisées pour la croissance, la prévention ou 1’élimination d’organismes
nuisibles aux vegétaux. Ils sont largement utilisés en agriculture et en santé
communautaire, comme dans I’environnement domestique sous forme de spécialités contre
les poux, de médicaments vétérinaires, d’insecticides ménagers, de produits de jardinage.

(Testud et Grillet, 2007; Djeffal, 2014; EI Mrabet, 2008).

Compte tenu de sa surface agricole qui représente la moitié de son territoire, en France
les insecticides représentent 10,6 % du marché des produits phytosanitaires, le 1%
consommateur europeen. Elle consomme environ 100000 tonnes de substances actives par
an. Ces produits sont tres employés dés la fin de la seconde guerre mondiale, ils constituent
un enjeu important pour la qualité de notre alimentation et de notre environnement.
(Testud et Grillet, 2007; Djeffal, 2014; EI Mrabet, 2008).

En effet, a cause de leurs toxicités, les pesticides représentent un véritable danger a la
fois pour I’environnement et également pour la santé humaine, surtout s’ils ne sont pas
utilisés dans les conditions appropriées. L’explosion démographique de la population
mondiale et ses besoins alimentaires et sanitaires sont les principales raisons qui
conduisent a ’augmentation spectaculaire de la production et I’utilisation des pesticides
susceptibles d’engendrer ’apparition de plusieurs maladies telles que le cancer...etc. Cette
large diffusion d’utilisation porte beaucoup plus I’exposition des agriculteurs et les
ouvriers industriels aussi bien que la contamination de nourriture (El-Hassani et al., 2008;
Stoytcheva, 2011 ; Djeffal, 2014).

De nombreuses études ont montré que les pesticides sont toxiques pour 1’organisme
animal, en provoquant des trouble neurologique et psychiatrique (1’anxiété et la
dépression...etc.), le dysfonctionnement de 1’activité locomotive, I'apprentissage et la

fonction de mémorisation (El Hassani et al., 2008).

Le méthomyl (MET), est un insecticide anticholinestirasique de type carbamate utilisé

partout dans le monde sur toutes sortes de cultures. Vue leur utilisation intensive, il a
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provogué de grave problemes environnementaux et des risques pour la santé (EFSA, 2008
; Tomlin, 2009).

C’est en effet un composé puissamment toxique pour le systéme nerveux, central et/ou
périphérique, sa neurotoxicité explique a la fois son efficacité sur les insectes et son effet
toxique chez I’homme (Djeffal, 2014).

Son usage est suspecté d’augmenter 1’incidence de certaines pathologies neurologique
(Khene et al., 2017). Il est un facteur de risque pour la neuroplasticité au niveau de
I’hippocampe, une petite structure sous-corticale joue un réle clé dans les différentes
fonctions cognitives comportementales comme : aires sensorielles et de mémorisation, elle
est le berceau de la cognition. C’est une structure essentielle a la formation, I'organisation
et a la récupération de nouveaux souvenirs (Graves et al., 2012). Elle est parmi les parties
les plus touché. En cas d’une neurotoxicité, les personnes ayant subi une ablation ou
altération des deux hippocampes ne peuvent plus enregistrer de nouveaux souvenirs dans
leur mémoire (TONI ,2000; Soprano et al., 2009; Khene et al., 2017; Khene et al.,
2018).

Le principal type de cellules dans cette région est le neurone pyramidal excitateur, l'une
des cellules les plus étudiées du cerveau des mammiferes (Graves et al., 2012). Une
étiologie multifactorielle est attribuée a de nombreuses pathologies neurodégénératives
telles que la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer et la sclérose latérale
amyotrophique, qui pourraient résulter de l'interaction entre facteurs environnementaux et
prédispositions génétiques pouvant conduire a des troubles neuronale (Etemadifar et al.,
2012; Dardiotis et al., 2013; Marques et Outeiro, 2013; Baltazar et al, 2014). De
nombreux auteurs ont lié les pesticides, notamment le MET, a ces pathologies (Bisbal et
al., 2019).

Une fonction neuronale appropriée nécessite un environnement extracellulaire hautement
régulé. Le systeme nerveux central est extrémement sensible a un large éventail de
substances qui sont par ailleurs facilement métabolisées sans causer de dommages au
systeme des organes périphériques (Banerjee et al., 2007). La barriere hémato-
encéphalique est une structure spécialisée du systeme nerveux central qui limite la

migration des cellules immunitaires et la diffusion de molécules solubles du compartiment
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systémique dans le SNC. Les astrocytes et les microglies sont des cellules résidentes du
SNC qui contribuent a la formation de la BHE (Prat et al., 2011). Un dénominateur
commun a de nombreuses maladies neurologiques est la perte d’intégrit¢ de la BHE et la
présence d’infiltrats de cellules immunitaires dans le SNC (Marc-André et al., 2016).
Plusieurs études ont montré que le développement et le fonctionnement de la BHE est
extrémement wvulnérable a l'exposition de certains pesticides. Les effets persistants
observeés au cours du développement cerébral, méme aprés l'arrét du traitement, peuvent
également entrainer certains dysfonctionnements neurologiques plus tard dans la vie
(Guptaet al., 1999).

C’est ainsi que nous nous sommes intéressés a entreprendre ce travail qui a pour objectif
d’¢lucider I’effet d’un insecticide, MET sur la morphologie des neurones au niveau de la

zone CAl de I’hippocampe et ’activité des astrocytes chez le rat Wistar.

Cette presente étude est subdivisée en deux parties principales, la premiére partie
présente  les données bibliographiques réparties dans un chapitre présentant des
généralités sur le MET et leurs toxicités, ainsi que des généralités sur le systéme nerveux et
ces régions tels que I’hippocampe.

La deuxiéme partie expérimentale, ou des méthodes histologiques sont appliqué au
niveau du cerveau a fin d’atteindre 1’objectif de cette étude, en commencant par la

coloration de Nissl en suite I’immunohistochimie.

Et enfin, nous discuterons I’ensemble de résultats obtenus, et on suggere quelques

perspectives a ce travail de recherche.
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Chapitre | : etude bibliographique

1. Les pesticides
1.1 Définition

Le mot « pesticide » provient du latin « pestis », signifie animal, insecte, plante ou
nuisible (virus, bactérie, champignon, ver, mollusque, insecte, rongeur, oiseau et
mammifere) susceptibles d’étre néfaste a ’homme et a son environnement et du suffixe
« latin -cida, du verbe latin caedo, caedere » qui signifie tuer (Cotonat, 1996 ; Couteux et
Salaiin, 2009).

Ils sont des biocides qui regroupent toutes substances ou produits largement utilisés en
agriculture et dans d’autres secteurs pour éliminer les ravageurs de cultures ou des produits
agricoles, comme ils sont présents sous forme de médicaments vétérinaires, d’insecticides
ménagers, de produits de jardinage ou encore utilisée pour protéger les espaces publics
contre les animaux ou les microorganismes nuisibles (ACTA, 2005 ; Testud et Grillet ,
2007 ; Stachowski-Haberkorn, 2008).

1.2 Classification des pesticides

La classification des matieres actives dépend de plusieurs critéres. Les pesticides peuvent
étre classés de différentes maniéres selon I’aspect sous lesquelles ils sont étudiés. lls
peuvent étre regroupées selon leur structure chimique, leur persistance dans la nature, leur
cible (insecticides, herbicides, fongicides, etc.), leur mode d’action, le domaine
d’utilisation, leur toxicité (Guler et al., 2010 ; Djeffal, 2014).

Le mécanisme d’action de certains pesticides n’est pas complétement ¢élucidé (Testud et
Grillet, 2007). La classification basée sur le mécanisme d’action représente un moindre
d’intérét puisque il est trouvé qu’il y a des pesticides de structure chimique différentes
présentent le méme mode d’action (organophosphorés et les carbamates) (Mohajeri et al.,

2011). Donc il y a plusieurs critéres de classification des pesticides :
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1.2.1 Selon la structure chimique

On se basant sur la nature chimique de la substance active de pesticide il y a plus de 80
familles ou classes chimiques dont les plus connus sont: organochlorés, organophosphorés
(OPs), organostaniques, carbamates, benzimidazoles, triazoles, pyréthrinoides de synthese,

néonicotinoides, pyrimidines et autres (Guler et al., 2010 ; Djeffal, 2014).

1.2.2 Selon la persistance dans la nature
On distingue deux types :

- Les pesticides persistants (conservatifs) : Ce sont des pesticides organiques non
biodégradables, qu’ils soient dissous dans 1’eau ou fixes sur le matériel particulaire
et ne s’éliminent pas (Belhaouchet, 2014). La production et I’utilisation de ces
pesticides ne sont pas autorisées par plusieurs conventions internationales a cause
de leur risques sur ’homme et I’environnement (Toumi, 2013 ; Utip et al., 2013).

- Les pesticides non persistants (non conservatifs) : lls sont biodégradables et ils
disparaissent dans une petite période (OPs, pyréthrinoides, néonicotinoides et
biopesticides) (Belhaouchet, 2014).

1.2.3 Selon le cible visée

D’apres leur cible, les pesticides sont divisés en herbicides désignés pour tuer les
mauvaises herbes ; en insecticides pour combattre les insectes ; en fongicides qui luttent
contre les champignons ; en acaricides pour tuer les acariens ; en hélicides ou
molluscicides pour éradiquer les nématoceres ; en rodenticides ou raticides pour combattre
les rongeurs vertebrés (Guler et al., 2010 ; Toumi, 2013 ; Utip et al., 2013).

1.3 Modes d’expositions de ’homme aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans I’agriculture, mais aussi dans divers
secteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire.
Ils ont aussi d’importantes applications en santé publique depuis les années 1950 : ils
participent largement a la prévention de nombreuses maladies transmises par les insectes
dans les pays tropicaux. Des problémes de résidus dans les légumes, les fruits etc..., sont
aussi mis en évidence (Testud et Grillet, 2007 ; Djeffal, 2014).
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Figure 1. Modes d’expositions de ’homme aux pesticides (Gasmi, 2018)

L’homme peut étre exposé aux pesticides via plusieurs voies d’exposition (fig.01). En
effet, ces polluants pouvant pénétrer dans 1’organisme par contact cutané, par ingestion des
matrices alimentaires contaminées et encore par inhalation de I’air pollué. La grande
variété de produits rend difficile I’évaluation des expositions chez les populations, qui est
souvent a la suite d’expositions professionnelles (agriculteurs ou manipulateurs), ou
d’empoisonnements accidentels ou intentionnels (population générale) (Utip et al., 2013;
Bourbia, 2013; WHO, 2019).

1.4 Les insecticides carbamates

Les carbamates agissent sur un treés grand nombre d’insectes, pucerons et acariens, ainsi
que sur les nématodes. Mis au point au cours des années 1950, ces produits sont actifs sur
I’insecte soit par ingestion et absorption digestive, soit par contact et absorption au niveau
de la cuticule, ou par inhalation. Ils ont un large spectre d’action, certains sont
systémiques. Du point de vue chimique, il s’agit d’un dérivés de I’acide carbamique de
formule générale (HOC(O) NH2) (fig.02). lIs partagent le mode d’action I’inhibition des
cholinestérases et les utilisations des insecticides organophosphorés (OPs). Les produits
techniques se présentent sous forme de cristaux ou de liquides huileux pratiquement non
volatils, lipophiles, peu hydrosolubles mais solubles dans la majorité des solvants

organiques a l’exception de pyrimicarbe, modérément volatil, et le formétanate, tres
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soluble dans I’eau (Ecobichon, 2001 ; Testud et Grillet, 2007 ; Agrawal et Sharma,
2010).

Hy

N
/!

Aryvl alcohol Methyl
Aliphatic Dimethyl
oxime (R-N-0-)
aicohol (R=-C-O0-=}

Figure 2. Structure de base de I’acide carbamique (Ecobichon, 2001)

* La substitution de H soit par un groupement alcool aryle, aliphatique, oxime ou alcool et de H1
soit par un groupement méthyle ou diméthyle donne les différents produits de la famille des

insecticides carbamates (Djeffal, 2014).
1.5 Toxicocinétique des carbamates

La cinétique des carbamates est voisine de celle des organophosphorés. Ils sont absorbés
par voie orale, ont une bonne pénétration percutanée, leur absorption respiratoire est
negligeable compte tenu de la non-volatilité de la plupart des dérivés et de la taille des
gouttelettes d’aérosols générées par les pulvérisateurs, arrétées au niveau des voies
aeriennes supérieures. Ils sont rapidement métabolisés (-24h) et éliminés de facon
compléte. En milieu industriel de production et en milieu agricole, I’absorption systémique
de pesticide se fait d’une pénétration cutanée, d’une déglutition des microparticules
inhalées, et de fautes d’hygiéne (port a la bouche des mains contaminées). Les carbamates
exercent leur toxicité par I’inhibition de I’AChE du tissu nerveux, a I’exception de
thiodicarbe, qui nécessite une activation métabolique. Les symptdmes sont principalement
les méme que pour les agents anti cholinestérases. Il n’y a pas d’accumulation dans
I’organisme, les métabolites sont éliminés dans les urines. La toxicité aigué des carbamates
varie selon les mammiferes, de I’aldicarbe, trés toxique (DL50 orale : 1 mg/kg), au
carbaryl (DL50 : 850 mg/kg) et au fénoxycarbe (DL50 : 17 g/kg) peu, voire trés peu
toxiques (Ecobichon, 2001; Testud et Grillet, 2007 ; Agrawal et Sharma, 2010;
Reichel, 2010).
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1.6 Le methomyl

1.6.1 Définition

Il est 'un des pesticides le plus fréquemment utilisés dans 1’agriculture. C’est un
insecticide de la famille chimique des carbamates et il a un large spectre d’application. En
1966 il a été introduit et lance sur le marché par Du Pont avec des noms de marque comme
Lannate®, Nudrin®, Metomex® et Terbate®... (Sinhaseni et al., 1995 ; IPCS, 1996 ;
Mansour et al., 2009 ; Van Scoy et al., 2013). Il est présenté sous forme de poudre
hydrosoluble ou liquide miscible a I’eau et a diluer pour le traitement des cultures au sol ou

en pulvérisations aériennes (Kidd et James, 1991 ; IPCS, 1996).

O

HSC\N/U\O/NYS
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Figure 3. Structure chimique du méthomy| (Djeffal, 2014)
1.6.2 Identité et propriétés physicochimiques du méthomyl

1.6.2.1 Identité

e Nom commun : Methomyl.

e Classe chimique : Carbamates.

e Fonction : Insecticide.

e Nom chimique selon [UPAC : S-méthyle N-[(méthylcarbamoyl)oxy]
thioacétimidate.

e Nom chimique selon CAS : Meéthyle N-[[(méthyl-amino) carbonyl] oxy]
éthanimidothioate.

e No CAS:16752-77-5.

e Formule Moléculaire : C5H10N202S (IPCS, 1996 ; Clive, 2001).
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1.6.2.2 Propriétes physicochimiques
Tab.1 : Propriétés physicochimiques du MET (IPCS, 1996 ; Tomlin, 2000 ; Van Scoy et

al., 2013 ; Djeffal, 2014).

Propriétés

Résultats

Masse moléculaire relative

162.23g/mol

Etat physique Solide cristallin
Couleur Blanc

Odeur légérement sulfureuse
Densité 1.2946 (a 24°C)

Pression de vapeur

0.72mPa;5x10-5mm Hg (a 25°C)

Point de fusion

78a79°C

Constante de la loi d’Henry

2.1 x 10-11 atm.m3/mole

Stabilité

Stable en forme solide et dans les solutions

aqueuses a pH 7.0 ou moins. Se décompose
rapidement dans les solutions alcalines et
dans les sols moites.

Solubilité Solvant (g/kg) a 25°C : Eau 58
Méthanol 1000
Acétone 730
Ethanol 420

1.6.3 Effets toxicologiques du methomyl

Le MET est un résidu plus communément trouvé dans divers produits alimentaires
comme contaminant (Makrides et al., 2005). C’est un polluant causant des soucis
environnementaux en raison de son hydro-solubilité élevée. 1l a éte classifié comme un
compos¢ tres toxique et fortement dangereux par ’OMS (I’organisation mondiale de la

santé) (OMS, 2005).

a- Toxicité aigue
Le MET est tres toxique lors d'exposition par les voies orale et oculaire. 1l est
modérément toxique par inhalation. Il est sévérement irritant pour les yeux mais peu ou pas

pour la peau. Il n'est pas un sensibilisant cutané. Aux doses mortelles les rats sont morts
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dans des heures, les signes d’intoxication aigué sont ceux que 1’on peut attendre d’un
inhibiteur de I’AChE et consistent, en une hyper-salivation, une lacrimation, des
tremblements, un myosis, une diarrhée et prostration. Les survivants ont commencé a
récupérer dans plusieurs heures et avaient entierement récupéré dans des jours (Djeffal,
2014).

Tab.2 : Valeurs de la toxicité aigué du methomyl chez les mammiferes

Mode d’exposition | Espeéce Résultats Réferences
Oral Rat DL50 : 12-48 mg/kg Ecobichon,2001
DL50 : 20 mg/kg g’giloaby el
Oral Souris DL50 : 10 mg/kg Baron, 1991
Oral Cobaye DL50 : 15 mg/kg Baron, 1991
Inhalation Rat 4h DL50 : 0.26 mg/I IPCS, 1996
Dermale Lapin (peau intacte) | DL50 : > 2000 mg/kg | IPCS, 1996
Dermale Rat (peau abrasée) DL50 : 1000 mg/kg | IPCS, 1996

b-Toxicité chronique

Dans le cas du MET, L’exposition prolongée ou répétée peut causer des symptomes
semblables aux effets aigus du pesticide, chacune ayant pour résultat I’inhibition
temporaire de I’acétylcholinestérase. L’exposition répétée a des faibles doses du MET peut
causer une inhibition insoupgonnée de I’AChE, ayant pour résultat comme des symptomes;
la faiblesse, le manque d’appétit, et les maux de muscle (Tsai et al., 2003). La
reproduction et le développement n'ont pas été affectés lors des études effectuées sur les
animaux de laboratoire. 1l n'était pas cancérigéne chez les animaux de laboratoire et il ne
perturbe pas la fonction endocrinienne. Par contre, certains test de génotoxicité se sont
révélés positifs or on ne peut conclure a l'absence de risque (SAGE, 2019). L’inhibition de
I’AChE peut persister pendant deux a six semaines. Cette condition est réversible si

I’exposition est discontinuée (Tsai et al., 2003).

1.6.4 Mode d’action
Comme toutes les autres insecticides carbamates, le MET est un inhibiteur de I’AChE,
contenue dans les jonctions synaptiques entre les neurones (Van Scoy et al., 2013). 1l

travail comme « insecticides de contacte », il tue les insectes par contacte directe ou

11
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comme « insecticide systemique » en raison de ses possibilités de causer
I’empoisonnement systémique, aprés qu’il soit absorbé et transporté dans 1’insecte cible

qui se nourrisse de la plante traitée (IPCS, 1996 ; Baron, 1991).

1.6.5 Utilisation et efficacité

Il est utilisé partout dans le monde sur toutes sortes de cultures. Il sert notamment a
protéger les fruits, les vignes, le houblon, les légumes, les céréales, le soja, le coton et les
plantes ornementales. A D’intérieur des batiments, on 1’utilise aussi pour détruire les
mouches dans les animaleries et les laiteries (IPCS, 1996).

Il a un large spectre d’action sur plus de 100 espeéces d’insectes nuisibles comme un
ovicide, larvicide et adulticide, il a en outre une action nématicide et acaricide intéressante
(IPCS, 1996 ; Clive, 2001 ; Tamimi et al., 2008).

1.6.6 Sources d’exposition environnementale et humaine

Le MET est un polluant majeur causant des soucis environnementaux en raison de son
hydro-solubilité élevée et son utilisation répandue contre plusieurs nuisibles. Il peut
facilement causer la contamination des différentes ressources d’eau. En outre, de diverses
quantités de résidu de MET ont été détectées dans les eaux de surface et souterraines a
travers ’Europe et en Amérique non seulement pendant 1’application de I’insecticide mais
¢galement aprés une longue période d’utilisation (Tamimi et al.,, 2008). Dans
I’environnement naturel, la décomposition abiotique du MET par hydrolyse ou photolyse
est lente ou nulle (Van Scoy et al., 2013). Il peut y avoir exposition humaine
essentiellement au cours de la préparation et de I’épandage de ces produits ou par suite de

I’ingestion de résidus subsistant sur des cultures vivriéres (IPCS, 1996).

2. Systeme nerveux

Le systeme nerveux (SN) est I’ensemble des systemes qui mettent le corps dans un état
d’équilibre. Il détecte les différentes stimulations (externe et interne) et réagit rapidement
avec une trés haute coordination. Il est subdivisé en deux systemes : centrale (SNC) et
périphérique (SNP) (Bear et al., 2016).

2.1. Systeme nerveux central (SNC)

Le SNC est un organe sensible et un systéme tres complexe et important. Il est composé
par l'encéphale qui regroupe le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral, et par la moelle

12
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épiniere située dans le canal rachidien. Le cerveau est la partie la plus grosse du systeme
nerveux (Bear et al., 2016). Son role est de recevoir, enregistrer, interpréeter les signaux
qui parviennent de la périphérie, et organiser la réponse a envoyer, donc il régule et

controle I’ensemble des activités du corps par I’'intermédiaire de messages nerveux

(Bensoussan, 2009).

2.2. Systeme nerveux périphérique (SNP)

Le SNP est composé par le systeme nerveux somatique (SNS) et autonome (SNA). Son
role est de conduire jusquau systéme nerveux central les informations issues des

récepteurs périphériques de la sensibilité ou de la douleur, et de transmettre les ordres

moteurs émis par les centres nerveux (Bensoussan, 2009).

Systéme nerveux

!

!

Organisation du
systéme nerveux

orthosympathiques

Systeme nerveux Systeme nerveux
central peériphérique
Encéphale || Moelle épiniére Somatique Autonome
Cerveau Cervelet Nerfs Orthosympathique H
moteurs et
sensitifs

Tronc U Parasympathique

i1 i1
Ganglions et nerfs Créanien Sacré

Figure 4. Organisation fonctionnelle du systeme nerveux (la douleur, 2017)

2.3 Moelle épiniére

La moelle épiniére est une des parties principales du systéme nerveux central.

Elle centre des nerfs situé dans la colonne vertébrale et assurent la transmission des

informations (influx nerveux) entre le cerveau et les différentes régions du corps ainsi que

’activité réflexe (Doctissimo santé, 2018).
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2.4 Cerveau

Le cerveau c'est le chef d'orchestre du corps humain, et I’étage le plus élevé dans
I’hiérarchie fonctionnelle du SNC. Il constitue le centre de contrdle du corps humain, il est
spécialement développé chez I’homme, assure la régulation de toutes les fonctions vitales,
les fonctions supérieures (fonctions cognitives, sens, réponses nerveuses) et végétatives. Il
est situé¢ dans la boite cranienne et divisé en deux hémispheres : I’hémisphere droit et
I’hémisphére gauche. Ces derniers communiquent entre eux par un faisceau de fibres
nerveuses appelé corps calleux (Cambier, 2008). 11 est composé d’une myriade de cellules

nerveuses, appelées neurones, qui forment un réseau de connexions extrémement efficace.

Corps calleux Formix

B Hippocampe f";bn" (::HPC

Figure 5. L'anatomie du cerveau (Nicolas, 2000)

Les hémisphéres cérébraux forment les parties les plus volumineuses du cerveau. Ils sont
deux : un hémisphere droit et un hémisphere gauche, ils contrélent 1’ensemble de nos
fonctions mentales supérieures. Chaque hémisphére est lui-méme partagé en quatre zones

appelées lobes, qui sont les suivantes :

e Les lobes frontaux: parole et langage, raisonnement, prise de décision,
personnalité, jugement, mouvements.

o Les lobes pariétaux : lecture.

e Les lobes occipitaux : vision.

o Les lobes temporaux : langage, mémoire, émotions (Institut national du cancer,
2017).
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Figure 6. Structure des hémispheres cérébraux

2.4.1 Hippocampe

L'hippocampe est un petit organe situé dans le lobe temporal médian du cerveau, qui fait
partie du systéeme limbique (Amaral and Witter, 1995). Chez les mammifeéres, la forme
tridimensionnelle de 1’hippocampe est relativement complexe, elle est présentée de
maniére symétrique dans les deux hémisphéres cérébraux. Elle est divisée en trois parties:
CA1, CA2 et CA3 en fonction de la taille et de la densité des cellules pyramidales qui les
composent. Les cellules pyramidales constituent environ 90% des neurones de
I’hippocampe propre. Elle joue un rble central dans la mémoire, la navigation spatiale et
les processus d'apprentissage, en plus particulierement dans deux types de mémoire : la
mémoire déclarative (mémoire sémantique, des faits et mémoire autobiographique des
évenements) et la mémoire spatiale (mémoire des lieux et du contexte) (Guzowski et al.,
2004).

2.5. Neurone

Le neurone est un type cellulaire de systéme nerveux, hautement spécialisé dans la
communication et le traitement d'informations (fig.07) (William, 1981; Pascal, 2010). 1l
est composé d’un péricaryon (ou corps cellulaire, soma) lui assurant la synthése de ses

constituants (protéines, enzymes), de trés nombreuses ramifications de type dendritiques,
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et dunaxone entouré par descellules de Schwann qui conférent une gaine
de myéline protectrice tout le long de I'axone. Son r6le principal est la transmission du
signal nerveux, grace a les cellules gliales qui se chargent de leur proteger, de leur nourrir

et d’optimiser leur fonctionnement (Christensen et al., 2013).

Arbornisationtermiralc ¢t Ganede Cellulede Etranglement Doutons
boutons synapliques dun myéline Schwann de Ranvier synaptiques
aulte neurone
Denarte Axone Collatérale
N, l Le neurone
\ J 3 - \) © Georges Dolisi
P -
A
o\ _— o\
. ¥ - '_A\//L’_‘\ e, '/\_‘
— - AN —— — & - "\
Synapse !
> \ L
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Corpscenulaireou Substance Nerfl Asrborisation
péricaryon blanche terminale

Figure 7. Structure d’un neurone (Jean-Frangois et al., 2005)

2.5.1 Propriétés des neurones:
Les neurones ont deux propriétés physiologiques:

- l'excitabilité, c'est-a-dire la capacité de répondre aux stimulations et de convertir
celles-ci en impulsions nerveuses.
- la conductivité, c'est-a-dire la capacité de transmettre les impulsions.

2.5.2 Types des neurones
Parmi les types de neurones, on peut citer

e Le neurone pyramidal.
e Le neurone bipolaire.
e Le neurone sensitif .

e Le motoneurone, ou neurone moteur (Marie-Céline, 2019).
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Figure 8. Les différents types des neurones

2.5.2.1 Les neurones pyramidaux
Les neurones pyramidaux forment une categorie de neurones. lls tirent leur nom de la
forme de leur péricaryon, rappelant celle d'une pyramide. Les péricaryon des cellules
pyramidales sont situés dans le cerveau, plus précisement au niveau de I'hippocampe et du
néocortex. La forme des neurones pyramidaux varie un peu en fonction de leur localisation
dans le cerveau. Il existe plusieurs sortes de neurones pyramidaux:
- les neurones pyramidaux de I'hippocampe : ces neurones sont en contact avec
des cellules de I'nippocampe et du cortex.
- les neurones pyramidaux du néocortex : ils peuvent se trouver dans les couches 111
ou V (Marie -Céline, 2019).

2.6. Les cellules gliales

Le terme de « glie » a été introduit en 1858 par Rudolf Ludwing Karl Virchow, pour qui
ces cellules étaient un tissu conjonctif dépourvu d’éléments cellulaires (Virchow, 1858).
Les neurones ne constituent pas tout le tissu cérébral, elles représentent la majeure
population cellulaire du névraxe (environ 90% des cellules sont des cellules gliales, contre
seulement 10% de neurones chez I’homme). Leur role est tres important dans la pathologie
de systeme nerveux (Elodie Barat., 2012). L’ensemble de ces cellules participent a la
protection et la régulation de la fonction neuronale. Les cellules gliales du SNC sont

classées en différents types dont les principaux:
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Les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules NG2 et les cellules micro-gliales (Block
et Hong, 2005).

N R o2 = il R SN
N AR = " 2% e R
s -2 \ C\ %‘

- 1\ SN

Figure 9. Schéma représentatif des différents types cellulaires du SNC.

(Code couleur : jaune = neurone, mauve = astrocytes vert = oligodendrocytes, bleu =
microglies, rose = épendymocytes, rouge = vaisseaux sanguins). lllustration réalisée grace a

Servier Medi.

2.6.1 Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules majoritaires du systeme nerveux central. Ils ont nommé
par Michael Von Lenhossek, en raison de leur morphologie étoilée. 1ls sont composé d'un
corps cellulaire arrondi et de fines ramifications qui s’étendent sur 30 a 60 um chez les
rongeurs, et jusqu’a 200 pum chez I’homme (Oberheim et al., 2006). Le noyau des
astrocytes est plus clair que celui des autres cellules gliales et le cytoplasme contient de
nombreux granules de glycogene et de filaments intermédiaires, composés de
protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), que I'on ne trouve que dans les astrocytes. Les
extensions membranaires sont en contact avec les vaisseaux sanguins et les synapses. Le
prolongement d’un seul astrocyte est capable de contacter plusieurs synapses

(I’hippocampe, plus de 140000 synapses) (Bushong et al., 2002).
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2.6.2 Classification des astrocytes

On peut distinguer essentiellement trois classes principales d'astrocytes:

e Les astrocytes protoplasmiques: Ils se trouvent dans la matiére grise et ils ont des
processus cytoplasmiques trés variables.

e Lesastrocytes fibreux: dans leurs extensions, il y a une grande quantité
de fibrilles (gliofibrilles). lls se trouvent surtout dans la substance blanche. Ils se
distinguent facilement par des extensions plus longues et moins ramifiées que les
astrocytes protoplasmiques.

e Les astrocytes radiaux: lls expriment GFAP, ils sont également des récupérateurs

et des transporteurs de glutamate (Aqua portail, 2018).

2.6.3 Role des astrocytes

Les astrocytes jouent des roles fonctionnels trés importants. Elle est centrée sur le
support et la protection des neurones. Ces cellules participent au maintien de la barriere
hémato-encéphalique, régulent le flux sanguine et maintiennent le pH du SNC. De part leur
forme et leur situation, étant a la fois proche des neurones et des cellules endothéliales, les
astrocytes pourraient étre un moyen de communication entre ces deux types cellulaires
(Kim et al., 2006). Elles ont fournées des substrats énergétiques pour les neurones, via la
dégradation du glycogéne en lactate, lors d’un manque de glucose (Brown et Ransom,
2007). Aussi, elles participent a la neurotransmission, modulation de la transmission
synaptique et a la détoxification du milieu extracellulaire notamment par capture
du glutamate, et élimination des déchets neuronaux. Les astrocytes jouent également un
role dans la défense immunitaire, puisqu’ils peuvent reconnaitre le non-soi, la réparation et

la cicatrisation du cerveau aprés une lésion (Farina et al., 2007).

2.7. La barriere hémato-encéphalique (BHE)

Le terme de barriere hémato-encéphalique a été introduit par Stern et Gaultier en 1921.
C'est un filtre extrémement sélectif, elle permet la régulation de 1’équilibre ionique,
facilite le transport des nutriments et limite 1’entrée de molécules potentiellement
dangereuses. Leur role est protégée le cerveau des toxines et agents circulant dans le sang,
par sa faible perméabilité. La BHE est composée principalement des cellules endothéliales,
des péricytes, de pieds des prolongements astrocytaires, de la lame basale (figure 10)
(Ballabh et al., 2004).
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e Les cellules endothéliales
Les cellules endothéliales de la BHE différent de celles du reste de I’organisme par
I’existence de jonctions serrées ayant une résistance €lectrique tres élevée qui empéche la
diffusion des molécules, méme de petite taille (ex.: ions). La lame basale une membrane de
30 a 40nm d’épaisseur. Elle est continue a la membrane plasmique des pieds des
prolongements astrocytaires. Les astrocytes gainent le capillaire cérébral (Hawkins et
Davis, 2005).
e Les péricytes
Les peéricytes ont un rdole proche des cellules astrocytaires. Ils apporteraient un soutien
structurel aux cellules endothéliales cérébrales (Ballabh et al., 2004) et pourraient réguler
le flux sanguin des capillaires. Ils sont capables d’induire des propriétés de la BHE sur des
cellules endothéliales cérébrales en culture, qui partagent avec les cellules endothéliales la
membrane basale.
e Les jonctions serrées
Au niveau de la BHE, il existe plusieurs types de jonctions, se formant entre deux
cellules endothéliales adjacentes (figure 10). On trouve les jonctions serrées JS. Elles
permettent la communication intercellulaire. En revanche, les JS ont pour role de limiter la

perméabilité de ’endothélium (Hawkins et Davis, 2005).

Lumieére du Peéricyte

capillaire céréebral

Cellules ;.
endothéliale Pied du
prolongement
astrocytaire

Aembrane
basale Jonction serrée

Figure 10. Coupe transversale d’un vaisseau cérébral (Hawkins et Davis, 2005; Zlokovic et

Apuzzo, 1998

La pénétration des molécules dans le SNC peut se faire au niveau de la BHE par un
passage transcellulaire, c'est-a-dire au travers des cellules, ou para-cellulaire, soit entre les
cellules. Le passage transcellulaire correspond a différents mécanismes comme la diffusion
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passive de composés lypophiliques, 1’utilisation de transporteurs spécialisés ou encore la
transcytose. Le passage para cellulaire utilise le gradient de concentrations des ions et
solutés. Au niveau de la BHE, le passage para cellulaire est quasiment completement
obstrué par la présence de jonctions serrées entre les cellules endothéliales, en apical des
membranes. Ces jonctions sont donc un élément déterminant de la bonne ‘étanchéité’ de la
BHE et ainsi de I’environnement adéquate pour le fonctionnement du SNC (Petty et Lo,
2002).
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

1. Materiel biologique

Notre étude a été réalisée sur un nombre de 12 rats males Albino de la souche Wistar
distribué sur deux lots d’une fagon au hasard, provenant de I’institut pasteur de Koubba
d’Alger pesant environ 250-300g. Ce sont des mammiferes de I’ordre des rongeurs.
Largement utilisés dans divers domaines de la recherche expérimentale. Ces rats ont été
soumis a une période d’adaptation de 07 jours, aux conditions de I’animalerie, a une
température voisine de 25°C et une photopériode 12/12h.

Les rats sont ¢levés dans des cages qui sont tapissées d’une litiere constituée de copeaux
de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les 02 jours jusqu’a la fin de

I’expérimentation. Ils ont été nourris avec du pain séche.

1.1.Traitement des rats
Les rats ont été repartis en deux groupes, il s’agit de :

e Groupe 1 : 06 rats control ont regu 1’eau distillée par voie orale (gavage).
e Groupe2 : 06 rats traités par le méthomyl dissout dans I’eau distillée, administré
par voie orale (gavage) a raison de 1/16 de la DL50 de pesticide a 9h-10 :30

pendant 28 jours.

1.2. Sacrifice et extraction du cerveau
Apres les 28 jours de traitement les deux groupes de rats sont sacrifiés (par décapitation).

Les cerveaux ont ¢été rapidement prélevés, rincés avec 1’eau distillée et conservés

totalement dans le formol 10% pour une étude histologique.

Figurell. A : Rats Wistar ; B : Administration de traitement par gavage.
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Le diagramme suivant récapitule les différentes étapes du protocole expérimental utilisé.

12 rats males

-
!
1 |

Adaptation

1
1
v 7
\
\ 7
v

Groupe 01 Groupe 02

06 rats 06 rats traités

control
recoivent
P’eau distillée

MET 1/16 de
la DL50

Le sacrifice

Préléevement des
cerveaux pour 1’étude
histologique
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2. Méthodes

Dans le but d’examiner la disposition cellulaire, structurelle et moléculaire des tissus et
organes, les chercheurs utilisent la méthode de coloration histologique. Dans cette
technique, on utilise des produits chimiques fixatifs pour préserver le tissu d’intérét et
ensuite sectionne, ou découpé en tranches tres fines. Les techniques histologiques sont
fréquemment appliquées pour visualiser et étudier les tissus du systeme nerveux (JoVE,
2019).

Pour notre étude Nous avons utilisés deux méthodes:

2.1.Coloration de Nissl
La coloration de Nissl est également appelée coloration au crésyl violet car elle colore les

neurones qui contiennent la substance de Nissl. La substance de Nissl est une organisation
en amas du réticulum endoplasmique rugueux. Le crésyl violet colore le noyau et les corps
de Nissl, tout particulierement les ribosomes du réticulum endoplasmique granulaire. Une
coloration au crésyl violet a 0.5% est realisée systématiquement sur une série de coupes

suivant le protocole de Viapiano Lab, (2007) et Amit Ranjan et al., (2014).

2.1.1. Applications
Cette coloration est notamment utilisée en neurosciences pour compter les neurones et

évaluer la perte neuronale dans des cas pathologiques (Bolam JP, 1992 ; Histalim, 2015).

2.1.2. Mode opératoire
Solution de violet de crésyl : 0,1 g d'acétate de violet de crésyl+100 ml de d’cau distillé +

250 ul d'acide acétique glacial.

*Agiter pendant la nuit & la température ambiante et filtrer avant d'utiliser. Dure 6 mois de

conservation a la température ambiante dans le noir.
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Tab.3. Le mode opératoire de coloration de Nissl (Viapiano Lab, 2007; Amit Ranjan et

al., 2014).
Solution/appareil Bains Température Temps
Fixation PFA 10% (para - - -
formaldéhyde)
Ringage Eau de robinet - - 2h
Déshydratation Ethanol 50% 1 - 10min
70% 1 - 10min
90% 1 - 10min
100% 1 - 10min
Eclaircissement | Toluéne 100% 1 - 10min
Imprégnation Paraffine 1 57°C étuve 2h
Confection de Moule inox - - 3h
blocks plaque chauffante - -

Coupe Microtome 0.5um - - -
Etalement plaque chauffante - 37°C -
Déparaffinage Toluene - 37°C 10min
Hydratation Ethanol 100% 1 - 10min

90% 1 - 10min

70% 1 - 10min

50% 1 - 10min

Coloration violet de crésyl a 1 - 20min

0,1%

Rincage Eau distillé 2 - 5min
chacune

Déshydratation Ethanol 50% 1 - 10 min
70% 1 - 10min

90% 1 - 10min
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100% 1 - 10min
Eclaircissement Toluéne 1 - 10min
Séchage Etuve - 37°C 1a2h
Montage Colle+lamelle - - -
Observation et Microscope - - -
interprétation optique

2.2.Immunohistochimie (IHC)
L'immunohistochimie (IHC) est une méthode d’étude morphologique utilisée en histo- et

cytopathologie depuis plus de vingt ans. Elle mettre en évidence certaines protéines
cellulaires, qu'elles soient cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour
un type ou une fonction cellulaire, a l'aide d'une réaction spécifique antigene — anticorps, le
complexe formé étant rendu visible, donc localisable, par un marqueur
coloré. L'immunohistochimie permet au pathologiste préciser son diagnostic au maximum,
elle donne au clinicien la possibilité de choisir le traitement optimal pour son patient
(Genton, 2006).

2.2.1. Mode opératoire
Réactifs :

- Un (ou plusieurs) anticorps primaire couplé(s) ou non et spécifiques de votre(s)
molécule(s) d'interét.

- Kit de révélation.

- Chromogene.

Tampons :

- Xyléne

- Bains d'alcool & 70%, 80% et 95%

- Péroxyde d'hydrogéne (H202)

- Tris EDTA, Tris HCI

- Tween-20
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Tab.4. Le mode opératoire de I’immunohistochimie (Bolam JP. 1992).

Solutions/appareil Bains Température temps
Déparaffinage xylene 3 - 5 min
Lavage Alcool benzylique
96% - - 5 min
80% - - 5 min
70% - - 5 min
Rincage Eau distillée - - -
incubant de peroxyde 1 - 10 min.
tissu d'hydrogéne
(H202) 3%
Rincage Eau distillée - - -
Démasquage tampon Tris- - - -
d'antigéne EDTA buffer (pH
9.0, 0.05%)
+Tween- 20
Incubation Bain-marie - 95% 30min
Refroidicement Tampon Tris- - température 15 min.
EDTA buffer (pH ambiante
9.0)
Rincage Eau distillée - - -
Lavage tampon Tris-Hcl
0,05 M (pH 7,6)
avec 0,2 % de 1 - 5 min
Tween-20
(Tampon A)
Application Ac dilué dans : 1 chambre 1lh
d'anticorps Tampon Tris-Hcl humide

(Ac) primaire
dilué

0,05 M (pH 7,6)
avec 0,05 % de
Tween- 20 selon
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une dilution
comprise entre
1/100 et 1/200
Lavage Tampon A 2 - 5 min
Application le protocole - - =
d'anticorps dépend du
2aire fournisseur
Lavage Tampon A 2 - 5 min
Ajouter le DAB - - 10 min
chromogéne
(DAB)
Rincage Eau distillée - - -
Coloration I'hnématoxyline - - 5 min
Lavage Eau distillée - - 10 min
Déshydratation | Alcool benzylique 2 - 5 min
De tissu. a 96%
Lavage xyléne 2 - 2 min
Montage Colle+lamelle - - -
Observation et Microscope - - -
interpreétation optique

3. Analyse de données

3.1. Analyse histo-morphomitrique

- Histomorphométrique est réalisee avec le logiciel d'analyse d'image (Image J).

3.2.Analyse statistique

- Les résultats obtenus ont été représentés sous forme de moyennes avec leur Standard
Error of the Mean (Moy + SEM). Ces résultats ont été représentés sous forme des

histogrammes.

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel office Excel 2007. La

signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est vérifiée en utilisant le

test de la variable «

t » de Student.
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Nous avons effectues une comparaison, le groupe traité au groupe témoins :
e *: Différence significative (p <0.05) ;
e **: Différence hautement significative (p <0.01) ;

e ***: Différence trés hautement significative (p <0.001).
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1.L’effet de methomyl sur la zone CA1 de I’hippocampe aprées 28 jours de
traitement

1.1.1. Epaisseur de la couche cellulaire pyramidale CAl
L’observation des coupes histologiques du cerveau total des rats traités par le Methomyl
(B), révele une modification morphologique de la zone CA1 de I’hippocampe bien visible
par rapport au groupe témoin (A), se traduisant par le rétrécissement des cellules cérébrales
et des lésions vasculaires. Ces altérations de la structure affectent la fonction des neurones

et peuvent contribuer a un dysfonctionnement de cet organe.

Cellules nécrotiques

Figure 12. L’effet de methomy! sur I’épaisseur de la couche cellulaire pyramidale CA1 apreés
28 jours de traitement.
(A) : control. (B) : Traité par le methomyl (coloration de Nissl Gx400).

Tab 5. Représentation de I’épaisseur de la couche cellulaire pyramidale CA1 aprés 28

jours de traitement.

Moyenne SEM
Control 68,41 2,20
Methomyl 63,30 1,47

P=0.038 ; n=12, Avec P : Seuil de signification, n : nombre des rats.
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Epaisseur de la couche cellulaire pyramidale CA1 (um)
L’analyse statistique des résultats de I’épaisseur de la couche cellulaire pyramidale CA1
(um) a montré une diminution significative (p=0.038) chez les groupes traité comparés au
control.

1.1.2. La surface de corps cellulaire dans I’hippocampe CA1
L’observation des coupes histologiques de cerveau dans I’hippocampe CAltraité par la

methomyl (B) montre une réduction de surface de corps cellulaire par rapport au témoin

(A).
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Figure 13. La surface de corps cellulaire dans I’hippocampe CA1l aprés 28 jours de
traitement. (A) : control. (B) : Traité par le methomyl (coloration de Nissl G x400).

Tab.6 Représentation de la surface du corps cellulaire (Lm®).

Moyenne SEM

Control 225,86 10,14
Met 206,14 11,55
P=0.186
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L’analyse statistique des résultats de surface du corps cellulaire CAL1 (um) a montré une
réduction non significative (p=0.186) chez les groupes traité comparés au control.

1.1.3. L’effet de Methomyl sur la barriére hémato-encéphalique au niveau de
I’hippocampe aprés 28 jours de traitement

Des coupes histologiques dans I’hippocampe des rats traités par le methomyl (fig.14),
montrent une surexpression de GFAP par les cellules cérébrales astrocytaires par rapport
aux rats témoins, cette surexpression peut étre causé par des Iésions et de mort cellulaire
aprés I’exposition sub-chronique a ce pesticide. Ces altérations affectent la fonction des
neurones et peuvent contribuer a un dysfonctionnement de ces régions et aussi de cet

organe.
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Figure 14. L’effet de Methomyl sur la barriére hémato-encéphalique au niveau de
I’hippocampe apres 28 jours de traitement

(A) : control. (B) : Traité par le methomyl (Immunohistochimie G x100).

1.1.4. L’effet de Methomyl sur la morphologie des corps cellulaires au niveau du
CA1 aprés 28 jours de traitement
Aussi dans I’hippocampe, (Fig.15) révéle une modification morphologique des corps

cellulaires au niveau du CA1 bien visible et une augmentation du nombre des cellules
cérébrales astrocytaires de groupe traité par le MET (B) par rapport au groupe témoin (A).

Figure 15. Coupe histologique représente I’effet de Methomyl sur la morphologie des corps
cellulaires au niveau du CA1 apres 28 jours de traitement

(A) : control. (B) : Traité par le methomyl (coloration de Nissl G x100).
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2. Discussion
De nombreuses études ont montré que les pesticides exercent une action neurotoxique
chez ’Homme. Le MET est un insecticide de type carbamate peut étre l'origine de certains
maladies neuropsychiatriques et neurodégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer et la
maladie de Parkinson (Palomo et al., 2004; Hayden et al., 2010; Fernando Sanchez-
Santed, 2016).

La plasticité synaptique joue un réle fondamental dans les processus cognitifs tels que les
processus mémorisation et d'apprentissage (McEwen, 1999). Plusieurs études ont montré
que les pesticides peuvent avoir de graves conséquences sur I'hippocampe qui est
responsable de la mémoire. D’autres des études ont mentionné un risque potentiel de
I’exposition des OPs sur le fonctionnement des neurones pyramidaux de I'hippocampe
(Daniella et al., 2014). Parmi les zones les plus touché au niveau de I'hippocampe lors de

I'exposions au MET, c'est la zone CAL.

Les résultats obtenus a I’issue de ce travail montrent apres une exposition sub-
chronique au MET des maodifications morphologiques au niveau de soma des neurones
pyramidaux qui sont caractérises par une diminution non significative (p=0.186) de la
surface de corps cellulaires avec la présence de certaines cellules nécrotiques, cette
forme de nécrose est caractérisé par une diminution des somas avec un cytoplasme trés
dense et un noyau sombre, cette nécrose pourrait étre a l'origine de la disparition des
neurones ou de la neurodégénérescence, ce qui donne un aspect male organisé a la couche
CALl des rats traités par MET par rapport au rats contrbles. Ces altérations structurales
peuvent affecter la fonction des neurones et contribuer a un dysfonctionnement de cette
structure (Syed, 2016). Plusieurs études, ont signalé que la perturbation de fonctionnement
des mitochondries peut induit une altération des neurones (Clayton et Doda, 2001 ; David
et al., 2014 ; Lin et Beal, 2006). D’aprés Fernando cette altération peut provoquer une
diminution de la production d'ATP et générer le stress oxydative (Fernando Sanchez-
Santed et al., 2016). Une exposition aigue a I’OPs a induit une diminution de la densité
des neurones de I'hippocampe et une réactivité accrue des astrocytes (Kaur et al., 2017).
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Cette altération des neurones pyramidaux au niveau de la zone CAL apres l'exposition au
MET, due a une perturbation de la BHE, cette BHE qui joue un role tres important dans la
protection des neurones. Elle est constituée d’une paroi vasculaire entourée par des
astrocytes (Cecchelli. R et al., 2007). Grace a ces pieds astrocytaires, qui la couvrent, les
échanges entre le sang et les neurones sont contrdlées. Ces astrocytes contrdlent aussi
I'noméostasie cérebrale, les variations de concentration des neurotransmetteurs ou des
neuro-hormones (Ezan Pet et al., 2012). Elles fournissent donc des conditions idéales au
développement et a la survie des neurones. Si le SNC plus précisément I'hippocampe est
endommagé par une substance toxique, les astrocytes réagissent en produisant rapidement
plus de la GFAP (Zhang et al., 2017). La GFAP est une protéine tres important dans les
interactions des astrocytes avec d'autres cellules nerveuses (Pannasch et al., 2011). Dans
ce contexte, les résultats de la présente étude ont fait constater une augmentation bien
visible de I'expression de la GFAP au niveau cytoplasme de I’hippocampe (CA1) des rats
traités au MET par rapport au contréles (figl4). En effet, la présence de MET au niveau de
la zone CAL conduit a une réactivité anormal des astrocytes. Cette reactivité anormal des
astrocytes est caractérisé par une surexpression de la GFAP et peut s’accompagner d’une
prolifération astrocytaire, elle est lié a l'activation excessive des astrocytes pour combattre
les substances toxiques et protéger les neurones (Zhang. S et al., 2017). Dans des
conditions pathologiques, les astrocytes sont susceptibles aux diverses modifications, au
niveau de I’expression de GFAP, au niveau du couplage interastrocytaire ou encore au
niveau de leur meétabolisme. Ce phénoméne peut avoir des effets bénéfiques, comme
I’augmentation de la recapture du glutamate, ou des effets néfastes comme la perturbation
de l'activité neuronale, cette réactivité des astrocytes vis-a-vis des substances toxiques
telles que les pesticides a été confirmé par plusieurs études.

La GFAP est I'un des meilleurs marqueurs de la réactivité des astrocytes a la suite d’une

agression chimique ou physique dans le SNC (Fawcett, 2001).

Nous avons constaté aussi qu'il y a une expression anormale et une co-localisation
¢élevées des cellules astrocytaires autour les vaisseaux sanguins au niveau de I’hippocampe

(CAL) des rats traités par rapport aux rats témoins (fig15).

Tous ces résultats tel que les altérations morphologiques, les signe de nécrose constaté

aux niveaux de certains neurones et la réactivité anormale des astrocytes dans
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I’hippocampe des rat traité par le MET sont des indicateurs de la neurotoxicité. Les
cellules de la BHE tel que les astrocytes captent les substances toxique, le dégradent ou
bien I’éliminent dans le sang. Le cerveau est ainsi nettoyé. Si la barriére ne fonctionne plus
bien, les substances toxiques ne sont plus correctement éliminées, ce qui peut étre l'origine

de plusieurs maladies tel que 1’ Alzheimer (Elena sender, 2015).
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Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis de connaitre I’effet neurotoxique de 1’insecticide methomyl
d’une dose de 1/16 de la DL50 sur la morphologie des neurones pyramidales de la zone
CAL et la réactivité des astrocyte au niveau de I’hippocampe et plus précisément au niveau
de la barriere hémato-encéphalique aprés une exposition sub-chronique de 28 jours chez le

rat Wistar.

A la lumiere des resultats obtenus, on peut conclure que le traitement des rat par le
methomyl, a engendré des modifications morphologiques au niveau de soma de neurones
pyramidaux caractérisé par le rétrécissement de la surface du corps cellulaire ainsi que
I’apparition des cellules nécrotiques ce qui donne un aspect désorganiser et une diminution
dans I’épaisseur de la couche CA1, aussi nous avons constaté une réactivité anormale des
astrocytes dans I’hippocampe et dans la BHE qui entour les vaisseaux sanguins. Cette

réactivité des astrocytes est constatée par 1’expression de la GFAP.

Les résultats obtenus indiquent que 1’exposition sub-chronique au methomyl a des effets
néfastes sur les cellules de certaines structures du systeme nerveux central (provoque des
perturbations cellulaires), telles que I’hippocampe se traduisant par une modification
morphologique des neurones ou une réactivité anormale des astrocytes qui peuvent étre
’origine de plusieurs maladies neuropsychiatrique et neurodégénératives.

A cet effet, Il s’avére intéressant d’approfondir ces conclusions par :
e L’exploration des mécanismes moléculaires impliquent dans cette neurotoxicité au
niveau de 1’hippocampe.
e La détermination de différents mécanismes de protection impliquée par les

astrocyte lors de la toxicité par les pesticides.
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Abstract

Abstract

Over the last decade the massive and abusive use of pesticides has adverse effects on the
environment and health and more specifically the nervous system. In this work we will
study the neurotoxic effect of methomyl (MET) on the reactivity of astrocytes and
pyramidal neurons in the CAL area of the hippocampus after sub-chronic exposure.

Six adult male Wistar rats are gavage fed with a dose of 1/16 of LD 50 of MET dissolved
in distilled water and 6 control rats receive distilled water for 28 days. At the end of the
experiment, the rats are sacrificed and the brains are removed. The morphometry of the
pyramidal neurons of the CAL region was examined by using the Nissl staining methode
and the astrocyte reactivity at the blood-brain barrier was also studied.

Our results showed that exposure to MET causes morphological alterations in the
pyramidal neurons of the CAL area of the hippocampus as a decrease in the surface of cell
bodies with the presence of some necrotic cells. We also noted alterations in the blood-
brain barrier disassembled by overexpression of GFAP (the glial fibrillary acidic protein),
abnormal expression and co-localization of astrocyte cells in the cytoplasm and around the
blood vessels at the same time in the hippocampus area. This leads to structural
modifications of the brain shape and the special structure of the hippocampus.

All these results clearly show that exposure to MET causes structural disturbances for
neurons and astrocytes in the hippocampus, which could lead in an increase in the
incidence of some neurological pathologies.

Key words: Methomyl, hippocampus, CAL, pyramidal neuron, blood-brain barrier
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