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INTRODUCTION GENERALE

Le toluéne est I'un des solvants organiques les plus couramment utilisés dans la
vie quotidienne (Kurtzman et al., 2001). L'exposition d'un organisme vivant au
toluéne provoque souvent des réponses physiologiques variables qui peuvent
avoir un impact sur les processus biologiques fondamentaux (reproduction,
développement, ...). Par exemple, des stress gestationnels, chez le rat de
laboratoire, liés a son administration, tendent a provoquer un déséquilibre de
l'unité foeto-matemelle et installer, aussi bien chez la mere que chez le futur raton,
des troubles anxieux, et une conduite de dépendance aux drogues (Balster,
1998; Bukowski, 2001). Les effets pharmacologiques et les réactions
neurotoxiques liés a l'administration du toluéne comprennent des effets sur le
systéme nerveux central (SNC) : systéemes GABAergique, glutaminergiques,
sérotoninergiques et dopaminergiques (Balster, 1998; Filley et al., 2004;
Fomazzari, 1990; Lopreato et al., 2003).

L'inhalation est la voie typique d'exposition humaine au toluéne , mais il peut étre
absorbé par la peau et le tractus gastro-intestinal. La limite d'exposition
professionnelle pour le toluéne est de 50 ppm au Japon (Japan Society de
travail Santé, 1994) , bien que la valeur limite d'exposition est mis a jour 20ppm
aux Etats-Unis (ACGIH , 2006). Le toluéne traverse facilement la barriere hémato-
encéphalique apres l'inhalation et produit des effets similaires a celle des sédatifs-
hypnotiques tels que l'alcool et les benzodiazépines (Balster , 1998). Le toluéne a
une forte affinité pour les tissus riches en lipides et peut facilement traverser le

placenta, ce qui permet une exposition directe du feetus (Scott el al., 2009).

Les études sur les effets de I'exposition au toluéne ont révélé que le toluéne
affecte principalement le systéme nerveux central , provoquant une tendance
accrue a dormir , maux de téte fréquents , irritation oculaire (Echeverria et
al.,1991)les étourdissements, la dépression et la fatigue chez les travailleurs de
peinture (Kishi et al., 1993; Wang et Chen, 1993)..

En outre, linhalation de faibles concentrations de toluéne induit un déficit

persistant dans I'espace l'apprentissage et la mémoire chez I'hnomme (Chouaniére



et al., 2002 ; Lee et al., 2003 ; Yu et al., 2004 ) et chez les animaux (Von Euler
et al., 1993 ; Von Euler et al., 2000).

Il a été rapporté aussi que I'exposition abusée de la femme enceinte au toluéne
entraine une embryopathie connu sous le nom de « solvant foetale syndrome »,
dans lequel un retard de croissance et microencéphalie sont les principaux effets
des nouveau-nés, accompagneés d'un visage typique apparition avec des yeux
enfoncés, les oreilles implantées bas , un pont nasal plat , micrognathie et des
déficits cognitif : un retard de développement , troubles du langage et de
I'nyperactivité (Hwei-Hsien et al., 2005; Tin-Tin et al., 2010)

Alors que les effets neurocomportementaux et neurotoxiques du toluéne ont été
étudiés sensiblement, les mécanismes d'action de toluéne dans le cerveau ne
sont pas pleinement compris. Cruz et al. (1998 ) ont suggéré que certains effets
de toluéene sur l'activité neuronale et le comportement pourraient étre dus a
l'inhibition du récepteur a NMDA. Un certain nombre d'études ont montré une
interaction large spectre de toluéne avec différents systémes neuronaux, tels que
glutamatergique, GABAergique, dopaminergique, sérotoninergique, et des
systémes cholinergiques (Balster , 1998; Tin-Tin et al. 2007)

L'accumulation des preuves suggere que l'exposition d'une femme enceinte a un
stress physique et / ou psychologique appelé entre autre “ stress prenatal” ou PS
pourrait affecter sa progéniture en provoquant des troubles du comportement et /
ou de I'humeur plus tard dans la vie (Henry et al., 1994).

Dans les études animales PS a été associée avec une réduction du poids de
naissance et augmentation de la mortalité avant sevrage , perturbations de I' axe
hypothalamo -hypophyso-surrénalien, augmentation de I'anxiété, des altérations
du sommeil paradoxal persistants , I'apprentissage et les déficits de mémoire , et
I'augmentation de comportements dépressifs comme plus tard dans la vie (Henry
et al., 1994).

Par ailleurs, il a été suggéré que des stress soutenus durant des phases critiques
du développement (phase post natale, la prime enfance, I'adolescence)
entraineraient, a l'age adulte, des dysfonctionnements neuroendocriniens et
comportementaux (Anisman et al., 1998 ; Pryce et al., 2005 ; Frih et al., 2009).

Des études récentes ont également démontré que le stress prénatal ressenti par
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la mére aurait des répercussions sur la physiologie et le comportement de la
progéniture a I'dge adulte.

Les effets du stress prénatal ont été surtout testés chez les animaux jeunes ( Coe
et al., 1996), mais le stress prénatal semble aussi affecter les organismes adultes.
A ce titre, plusieurs études ont démontré que les rats, ayant vécu un stress
prénatal, présentent a I'age adulte une augmentation de I'émotivité et de I'anxiété
dans le test du labyrinthe en croix surélevée (S Maccari et al., 1997; Welberg et
al., 2001). Cependant, cet effet n'était pas rapporté par d'autres auteurs (Lordi et
al., 2000 ; Tazumi et al., 2005). En plus, les résultats sur le comportement au test
des champs ouverts sont contradictoires (Vallée et al,, 1997 ; Poltyrev et al.,
1996 ; Tazumi et al., 2005 ; Cannizzaro et al., 2006).

En outre, concernant l'activité de l'axe corticotrope (hypothalamo-hypophyso-
surrénalien), il a été prouvé que les animaux ayant subit un stress prénatal,
présentent a I'dge adulte, en réaction au stress, une plus forte sécrétion de la
corticostérone plasmatique par rapport aux animaux contréles (Weinstock., 1997
; Barrot et al., 1999). Cependant, la plupart des études n'ont pas trouvé de
différences dans les concentrations de corticostérone plasmatique a I'état basal
(Sobrian et al., 1997 ; Barbazanges et al., 1996 ; Takahashi et Kalin., 1991;
Kaiser et al., 2003).

Par exemple , PS augmenté le stress induit par adrénocorticotrophine (ACTH ) et
la corticostérone ( CORT ) la sécrétion et la diminution de la capacité de liaison
des récepteurs glucocorticoides de I'hippocampe ( GRS ) (Koehl et al ., 1999). On
suppose que le dysfonctionnement de I'axe hypothalamo -hypophyso- surrénalien
est medié par les glucocorticoides maternelles pendant la gestation (Lesage et
al., 2004).

Dans le cadre de notre travail, I'expérience a été menée au prés des rat Wistar
afin d’étudier I'effet de I'exposition prénatale au toluéne sur la progéniture du rat

Wistar a court et long terme.

Sur ce fait, des rattes Wistar gestantes ont recu une dose de toluéne relativement
faible (1/6 de la DL50) par voie intra-péritonéale quotidiennement pendant une
semaine (du 7 éme jour de gestation jusqu’au 14 éme jour).dans cette approche

des tests comportementaux (test : des champs ouverts, nage forcée, labyrinthe en



croix surélevée) ont été realisés tout d’abord chez la femelles durant la période de
gestation pour évaluer I'impact du stress au toluéne sur le comportement de la
femelle, associés a un dosage hormonal de FSH et LH et une étude histologique.
Ensuite une batterie de tests post-natale a été effectuée au prés des petits nés
(aussi bien les femelles que les males), de la naissance jusqu'a I'age juvénile
(adolescent) afin de nous permettre d’estimer I'impact du toluéne administré sur la
gestation des femelles et aussi sur le développement physique, cognitif et
comportemental de la nouvelle génération. En fin pour voir le changement opéré
de cette approche expérimentale sur les rattons a l'age adulte une étude
comportementale et endocrinologique a été accomplie.

Ce Modest manuscrit se présente en deux parties une qui étudie les effets
du toluéne sur les rattes gestante et une deuxiéme partie qui traitera les impacts

du toluéne sur la descendance.



Chapitre 1:

Etude des effets du toluéne chez la rate gestante:
Aspect neuro-comportemental et physiologique.

Résumé

Les conséquences neuro-comportementales et physiologiques, suite a
'administration sub chronique du toluéne (Tol), ont été examinées chez le rat
Wistar femelle gestante. Un quart de la concentration de la DL50 du Tol a été
injecté en IP chez les rattes gestante du 4°™ au 14°™ jour de la gestation. Les
prélevements de sang et la mesure des taux sériques de progestérone et de LH

(hormone lutéinisante) ont été réalisées au 7°™°

4éme

jour de gestation (3éme jour du

traitement), au 1 jour (dernier jour du traitement) et aprés la mise bas (10°™®

jour aprés l'arrét du traitement). Aprés la mise bas qui coincide avec le 21°™ jour,
nous avons testeé l'efficacité d’'un agoniste GABAergique, le Clonazepam au cours
de la nage forcée (modélisation animal de la dépression). Aprés décapitation, le
cerveau, les surrénales et les ovaires ont été pesés et nous avons calculé les
poids relatifs de ces organes. Nos résultats montrent que l'application d'un stress
chronique sous toluéne a entrainé des perturbations du systéme endocrinien (taux
plasmatiques de LH et de progestérone) et pondérale (poids relatif du cerveau,
ovaires et surrénales) qui semblent étre irréversibles chez les rattes non gestantes
traitées au Tol. Par contre, le méme traitement associé a la gestation révéle un
effet de rétablissement dix jours apres l'arrét du traitement. L'inefficacité du
traitement au Clonazépam enregistrée chez les animaux Tol s'avére efficace chez
le lot TolG. La gestation semble jouer un effet modérateur sur la nocivité et la

neurotoxicité du toluéne, probablement par des neurostéroides.

Mots clés: Gestation - Toluéne - Progestérone - LH - Neurostéroides - Nage

forcée



Abstract

The neuro behavior and physiological consequences, following the sub chronic
administration of toluene (Tol), were examined in the pregnant Wistar rats. A
quarter lethal dose concentration (LD50) of Tol was injected in ip at the pregnant
rats from day 4 to day 14 of gestation. The blood samples and the measurement
of the plasma levels of progesterone and luteinizing hormone (LH) were carried
out at the 7th day of gestation (3rd day of the treatment), with the 14th day (last
day of the treatment) and after delivery (10th day after discontinuation of therapy).
After delivery, at the 21st day, the effectiveness of an agonist GABAergique
(clonazepam) during the forced swimming test (modelling animal of the
depression) was tested. After decapitation, the brain, the adrenals and the ovaries
were weighed and the relative weight of these organs was calculated. Our results
announced that the application of a sub chronic stress (10 days) by toluene
caused endocrine disruption (plasma LH and progesterone) and weight (brain,
ovaries and adrenal glands) that appear to be irreversible in non-pregnant animals
treated with toluene. For cons, the same treatment associated with pregnancy
reveals a healing effect ten days after stopping treatment. Inefficiency of the
treatment with Clonazepam in the Tol animals (virgin treated with toluene), this
treatment is effective in TolG group (Pregnant treated with Tol). Gestation appears
to play a moderating effect on the harmfulness and the neurotoxicity of toluene,

probably by neurosteroids.

Key words: Pregnancy — Toluene — Progesterone — LH - Neurosteroids — Forced

swimming test
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1. INTRODUCTION

Chez la femme, la dépression et 'anxiété augmentent durant la période périnatale
(Savage J et al ., 2010) et aprés I'accouchement. A ce titre, il a été rapporté que
ces changements comportementaux sont probablement tributaires des variations
des niveaux de progestérone plasmatique (Miguel M.H ., Patricia T.A.N., 2001 ;
Andrade S et all ., 2010) Chez les rats femelles, la gestation engendre des
changements comportementaux en réponse aux différents stimuli de
'environnement (Fleming A.S ., Luebke C., 1981 ; Galea et al.,2000) ont
constaté une augmentation des performances mémoratives au test du labyrinthe
de Morris. Une réduction de l'anxiété a été également signalée au labyrinthe en
croix surélevé (Fernandez-Guasti A ., Picazo O., 1999). Au test de la nage
forcée, la progestérone semble avoir un effet antidépresseur-like (Bernardi M et
al., 1989 ; Molina M et al.,2000; Porsolt R.D et al.,1979). Ces résultats
suggérent que la gestation peut procurer, ou encore semble procurer a
'organisme une barriére protective en réponse aux changements perpétuelles de
I'environnement. Cette protection se ferait, a priori, via la production de stéroides
dits neuroactifs (progestérone et ses métabolites, etc.) et des facteurs de
croissance élaborés au cours de la gestation. Il a été démontré que ces produits
sont fortement impliqués dans l'installation de I'anxiété (Neumann 1.D et al., 1998)
et de la dépression (Seeman M.V ., Lang M., 1990 ; Shi C.G et al., 2010).

La nage forcée, test de l'efficacité des antidépresseurs, représente une situation
stressante aversive dont le rat ne peut échapper, et produit I'immobilité, ou
désespoir comportemental (Kirby L.G., Lucki l., 1997 ; Molina-Hernandez M et
al., 2009). Les rats montrent également des comportements actifs, comme la nage
et I'escalade. Les molécules qui diminuent la durée d'immobilité dans la nage
forcée sont considérées comme étant des antidépresseurs efficaces (Porsolt
R.D., 1978). Au cours du test de la nage forcée ou Forced Swimming Test (FST),
les antidépresseurs, produisant une élévation noradrénergique ou dopaminergique
prédominante, réduisent l'immobilité par l'augmentation du temps d'escalade
(Lopez C., Lucki l.,, 2000 ; Kawaura K et al ., 2010). En revanche, ceux qui
activent plutét la 5-hydroxytryptamine (5HT), réduisent [immobilité par
l'augmentation de la nage (Detke M.J., 1995).Les investigations faites sur les

effets antidépresseurs-like de la progestérone (Andrade S et al.,2010; Reddy D.S



et al ., 1998) ou de la gestation (Neumann I.D et al, 1998), ont donné des
résultats contradictoires ou il a été constaté que la progestérone (Martinez L et
al., 1999) et ses métabolites neurostéroides (3a-hydroxy-5a-pregnan-20-one ou
alloprégnénolone) entrainent un effet antidépresseur-like au cours de la nage
forcée (Molina-Hernandez M et al., 2009; Khisti R.T., Chopde C.T., 2000). Dans
ce contexte, et considérant I'implication de ces produits dans les changements
comportementaux qui surviennent au cours de la gestation, nous avons opté pour
une démarche expérimentale basée sur 'administration, a des rattes gestantes
Wistar, d’'une dose élevée ou encore sublétale (1 /4 de la DL 50) d’'un produit
neurotoxique, le toluéne, qui a pour voie privilégiée les neurones GABAergiques
(GABA est le seul neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux central). Pour
tester la modification de la voie GABA ergique suite a I'administration du toluéne
et le réle probable joué par la grossesse dans la protection de cette voie, nous
avons utilisé, sept jours aprés la mise bas, le test de la nage forcée (FST), modéle
animal de la dépression, que nous avons utilisé avec un agoniste de type
antidépressif GABA ergique, le Clonazépam. Cette procédure nous permettra de
confirmer si les produits de la grossesse (NAS: la progestérone) peuvent protéger
les voies GABA ergiques.



2. MATERIEL ET METHODES
2.1 Matériel biologique

Des rattes femelles de la souche Wistar (Raftus rattus) provenant de ['Institut
Pasteur d'Alger ont été utilisées durant cette étude. Les rattes ont été acclimatées
aux conditions standards de photopériode naturelle, a une température moyenne
de 20 £ 4 °C et une humidité relative de 50-70%.

Aprés une période d'adaptation de trois semaines, nous avons sélectionné 64
femelles en fonction du poids (environ 250 grammes) et nous les avons réparties
en 4 lots expérimentaux: un lot ttmoin non gestante, un lot traitée au toluéne non
gestante, un lot gestante et un Lot gestante traitée au toluene. Chaque lot se

compose de 16 rattes.
Les rattes des lots gestantes ont été séparées, chacune dans une cage.

Les premiers frottis vaginaux ont été effectués sur toutes les femelles afin
d’'identifier les phases du cycle cestrien tout en estimant leur réceptivité.
L'identification des différentes phases du cycle cestral est effectuée conformément
a l'abondance relative des types cellulaires dans le frottis (cellules épithéliales,
cellules kératinisées et leucocytes). Aprés avoir identifié les phases, des rats
males ont été introduits le soir a 17:00h indépendamment de leur poids, a raison
d’un male par femelle pour réaliser 'accouplement. La fécondation est confirmée
par la présence du bouchon muqueux dans le frottis vaginal qui correspond alors

au premier jour de la gestation.
2.1.1Détermination de la réceptivité sexuelle

Quotidiennement (de 10h00 a 11h00), aprés avoir fait I'objet d’'un masquage
vaginal, les femelles ont été mises brievement avec un male. La réceptivité
sexuelle a été déterminée par la réponse des femelles expérimentales a la
demande du male. Les rattes qui se sont montrées réceptives par leur
comportement, ont été considérées comme étant en cestrus, les autres ont été
retirées. Le cycle cestral a été déterminé par la cytologie vaginale. Aprés avoir
identifié les phases du cycle cestral, les rattes ont servi a former les 4 lots

experimentaux (n = 16) :
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Lot Basale : rattes non gestantes : une injection IP d'huile d'olive par jour des le
1% jour ;

Lot TG : rattes témoin gestantes : une injection IP d'huile d'olive par jour dés le 1°

jour ;

Lot Tol : rattes toluéne non gestantes : une injection IP de toluéne, du 4°™ au
14°™ jour ;

Lot TolG: rattes toluéne gestantes : une injection IP de toluéne du 4°™ au 14°™®

jour.
2.2 Administration du toluéne

L’administration du toluéne a été realisée par voie IP a la dose de 332 mg/ kg de
poids corporel correspondant au % de la DL50 établie par IUCLID (IUCLID, 1998).
Le traitement, qui a duré 10 jours, a été effectué entre le 4°™ et le 14°™ jour, a
raison d’une injection quotidienne de 2 ml d’'une solution renfermant 41.5g de
toluéne/l d'huile d'olive. Les lots témoins et gestantes non traitées recevaient selon

le méme protocole, une injection de 2 ml d'huile d'olive.
2.3 Tests comportementaux
2.3.1. Test de la nage forcée

Nous supposons que la grossesse semble jouer un effet modérateur sur la
nocivité et la neurotoxicité du toluéne, en protégeant la route GABAergique. Pour
tester cette hypothése, nous avons utilisé le test de Porsolt ou Test de la nage

forcée.

Chez le rat, certains changements de comportement qui se produisent peuvent
étre analysés au cours du test de la nage forcée (FST), qui est congu pour tester
le profil antidépresseur des médicaments. La présente étude vise a analyser, chez
les rattes gestantes aprés la mise bas, I'efficacité d'un agoniste GABAergique, le
Clonazépam ; ces changements de comportement sont affichés dans la FST
(Porsolt R.D et al.,1978 ;Porsolt R.D et al.,1977). Cette approche peut nous
confirmer si la voie GABAergique est altérée chez les quatre lots expérimentaux.
Les rattes ont été placées dans un aquarium dont I'eau est maintenue a 21-22 °C,
d’'une profondeur de 35 cm, pour un pré-test de 15 min. Des injections (solution

saline ou Clonazépam) sont faites a 24 heure, 5 heure et 1 heure avant un test de
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5 min. La profondeur de I'eau de 35 cm pousse les rats a nager ou a flotter. Le
Clonazépam est administré par voie sous cutanée dans un volume équivalent a 2
ml / kg a une dose de 0.25 mg / ml (Porsolt R.D et al., 1978 ; Frih H et al., 2010).
La solution saline (0.9%) a également été administrée par voie sous cutanée dans
un volume équivalent a 2 ml / kg. La séance quotidienne de nage a été filmée pour
I'analyse comportementale. Les temps d'immobilité, de nage et d'escalade sont

calculés.
2.4 Prélévements
2.4.1 Prélévements sanguins

Le prélévement se fait & partir de la veine lacrymale au 7°™, 14°™ jour et aprés la
mise bas (ApMB). Les échantillons sanguins sont recueillis dans les tubes
héparinés puis centrifugés a 5000 tr/min et le plasma est mis au congélateur pour

le dosage de la LH et de la progestérone plasmatiques.

La LH et la progestérone sont dosées par la méthode conventionnelle ELISA kit
BIOTECH.

La mesure se fait a I'aide d'un lecteur ELISA TECAN Magellan muni d'un logiciel
informatique qui calcule automatiquement la gamme étalon et nous donne

directement la valeur de la LH a l'unité désirée.
2.4.2 Dissection et prélevement des organes

Aprés sacrifice, I'animal est fixé en décubitus dorsal, une incision est pratiquée
depuis l'orifice urogénital jusqu’au manubrium sternal. Les ovaires, les surrénales,
le cerveau ont été rapidement prélevés sous glace a l'aide de pinces fines et

pesés au moyen d’une balance de précision [Scaltec Instruments, Germany].
2.5 Analyse statistique des résultats

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + SEM. Un test ANOVA a
deux critéres de classification pour la comparaison multiples des moyennes a été
utilisé, suivi d’'un test de Newman et Keuls, en cas de différence significative entre
les différents lots. Les résultats des tests de liaison ont été analysés par le test t

de Student. lIs sont considérés comme étant significatifs a p <0.05.
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Rattes Wistar

Témoins CONT

Traitées au TOL

Traitement

Injection par IP de % de DL50 de Injection de 2ml d’huile
toluene avec 2ml d’huile d’olive d’olive

_— Frottis vaginaux —

Lot TOL Non G Lot TOL G Lot CONT G Lot CONT Non G
«——>

Prélevement au 7M€, 14°™¢

jour de gestation et aprés mise bas

Figure 1 : protocole expérimental chez les rattes méres (partie1)
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3. RESULTATS
3.1 Caractérisation des parameétres de la gestation

Les paramétres de la gestion sont estimés par la durée de gestation (j), le gain de

poids des rattes gestantes du 4°™ au 20°™ jour de la gestation (% et g), la
mortalité néonatale (Totale), le nombre moyen de petits par portée, le poids

moyen des petits (g) et le pourcentage des petits males (Tableau. 1).

Pour ce qui est du gain du poids, on constate qu’il est plus important chez les
femelles gestantes non traitées au toluene (TG :29.1 £ 7.7 vs Tol : 24 .5 £ 6.5). Le
nombre moyen de petits par portée est plus élevé chez les témoins que chez les
femelles gestantes traitées au toluéne (TG : 10.5 £ 0.5 vs TolG : 6.66 + 1.05). La
méme constatation est relevée pour le poids moyen des petits (TG : 7 £ 0.12 vs
TolG : 5.8 £ 0.09). Le pourcentage des petits males est relativement faible chez
les rattes traitées au toluéne (TG : 42.8 + 22 vs TolG : 36.2 £ 13).

Tableau 1: Caractérisation des paramétres de la gestation chez le rat Wistar (TG :
Témoin gestante et TolG: Toluéne gestante) traité au toluene (m+s;n=16).

Lot/ Paramétres TG TolG

Durée de gestation (j) 22.1+£0.5 23.4+£0.3"
Gain de poids (%) 29 1 7.7 24 565"
Gain de poids (g) 42.0+0.9 38.0 +1.5%
Mortalité néonatale (Totale) 1.0 % 3.5% **
Nombre moyen de petits par 10.5+0.5 6.7 £1.05*
portée

Poids moyen des petits (g) 7.0£0.12 5.8 +0.09*
% des ratons males 42.8+2.2 36.2 £ 1.3*

(* p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001)
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3.2 Variation des parameétres hormonaux
3.2.1 Variation du taux de LH plasmatique (mUl/ml)

L’appréciation du niveau de la LH a été effectuée au cours du 7°™ et 14°™ jour de

la gestation et 2 jours aprés la mise bas (ApMB) (Fig. 2).

Au 7°™ jour du prélévement (qui correspond au 7°™ jour de la gestation pour les
femelles gestantes et au 3°™ jour du traitement au toluéne pour tous les
animaux), le traitement au toluéne seul (sans gestation), a provoqué une
augmentation trés hautement significative des taux de LH plasmatique par rapport
aux animaux témoins (Tol, 7™ : 1.838 + 0.094 vs Basale, 7°™ : 1.18 + 0,095). Ce
taux s’effondre au 14°™ jour (Tol, 7°™ : 1.838 + 0.094 vs Tol, 14°™ : 0.55 + 0.02),
avant de redevenir normal 10 jours aprés l'arrét du traitement (Basale, ApMB :
1.02 £ 0.047 vs Tol, ApMB : 0.944 + 0.22). La gestation seule a provoqué une
augmentation significative du taux de LH au 14°™ jour (TG, 14°™ : 1.34 + 0.17vs
Basale, 14°™ : 1.07 + 0.063).

Associé a la gestation, le traitement au toluéne ne semble pas affecter les taux de
LH plasmatique et aucune différence significative n’a été enregistrée aprés la mise

bas.
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Figure 2. Variation du taux de la LH plasmatique (mUIl/ml) suite au traitement
au toluéne du 4°™® au 14°™ jour de la gestation chez les rattes Wistar gestante
au 7°™ jour, 1 jour et aprés mise bas (ApMB) (m £ s ; n=16)(* p < 0.05; **p
< 0.01; **p < 0.001).

4éme

3.2.2 Variation du taux de la progestérone plasmatique (ng/ml)

Les variations de la progestéronémie (Fig. 3) semblent étre plus sensibles, aussi

bien a la gestation, qu’au traitement au toluéne.

Au 7°™ jour du prélévement, le traitement au toluéne (chez les deux groupes :
gestant et non gestant) a provoqué une augmentation trés hautement significative
des taux de progestérone plasmatique par rapport aux animaux témoins (Tol, 7°8me
: 2.757 £ 0.66 ; TolG, 7°™ : 2.632 + 0.62 vs Basale, 7°™ : 1.39 + 0.17). Ce taux
s’effondre progressivement, méme apres l'arrét du traitement, pour atteindre une
valeur trés basse (Tol, ApMB : 0.684 + 0.094 vs Basale, ApMB : 1.201 + 0.062).

Associé a la gestation, au 14°™ jour, le traitement au toluéne a provoqué une
fluctuation inverse des taux de progestérone plasmatique par rapport a la
gestation seule (TG, 14°™ : 0.2160.07; TolG, 14°™ : 3.444 + 0.33 vs Basale,
14°M° 1 1.47 + 0.094).
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L’arrét du traitement a engendré un rétablissement des taux de progestérone
plasmatique chez les rattes gestantes (TG, ApMB : 2.571 £ 0.18; TolG, ApMB:
2.49 £ 0.27 vs Basale, ApMB: 1.201 £ 0.062).

Cont
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&
60
&
.\oo
Q&
(00

< )
A N>

Figure 3. Variation du taux de la progestérone plasmatique (ng/ml) suite au
traitement au toluéne du 4°™® au 14°™ jour de la gestation chez les rattes Wistar
gestante au 7°™ jour, 14°™® jour et aprés mise bas (ApMB) (m £ s ; n=16)

(* p <0.05; **p <0.01; **P < 0.001)

3.3 Variation des paramétres de la nage forcée

Le tableau 2 montre une efficacité du traitement au Clonazepam chez les rattes

témoins non gestantes, d’ou réduction importante du temps d'immobilité (Basale
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sans Clonazepam : 249.56 *+ 32.14 vs Basale + Clonazepam 127.74 + 52.67). Le
Clonazepam s’avere efficace également chez tous les autres groupes de rattes
(Basale sans Clonazepam: 249.56 + 32.14 vs TG + Clonazepam: 119.24 + 2.32 ;
TolG + Clonazepam: 155.06 £ 30.77) sauf chez les rattes non gestantes traitées
au toluene, ou aucune différence significative au niveau du temps d'immobilité
calculé, n’a été observée (Basale sans Clonazepam: 249.56 + 32.14 vs Tol +
Clonazepam: 257.46 + 21.57) (Tableau. 2).

Tableau 2 : Effet du Clonazepam (agoniste GABArgique) sur les paramétres

de la nage forcée chez les rattes Wistar Témoins non gestantes et gestantes

(Basale et TG) et traitées au toluéne non gestantes et gestantes (Tol, TolG)
(m £ s ; n=16).

Comportement Temps de Temps Temps
nage (sec) d’immobilité d’escalade
(sec) (sec)
Basale 32.450+12.69 | 249.560 £ 32.14 | 47.865+£12.57

sans Clonazepam

Basale
+ Clonazepam

98.080+29.73

*k%k

127.740+52.67

*%*

74.170+22.94

*kk

TG

127.200+0,63

119.240+2,32

53.560+2.52

*k%k *k%x

+ Clonazepam

Tol 42.180+11.67 | 257.460+21.57 | 20.350+26.92
+ Clonazepam
TolG 155.060+30.77 | 67.820+15.88

77.140+29.09

*k%x

+ Clonazepam

(* p<0.05; *p<0.01; **P < 0.001).

3.4 Variation du poids relatif des ovaires, surrénales et cerveau

Le tableau 3 montre une augmentation du poids des ovaires chez les rattes
traitées au toluene par rapport au témoin (Basale : 0.0113 + 0.0052 vs Tol :

0.04675 + 0.233 vs TolG : 0.035 + 0.0176).

Les résultats concernant le poids du cerveau (Tableau. 3) montrent que le
traitement au toluéne entraine une réduction du poids du cerveau chez les rattes
non gestantes traitées au toluéne (Basale : 0.826 + 0.0452 vs Tol : 0.67 + 0.013).
Cette diminution est moins importante chez les femelles gestantes traitées au
toluéne (Basale : 0.826 + 0.0452 vs TolG : 0.75 + 0.107).
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Le poids des surrénales (Tableau. 3) augmente légérement apres gestation (TG :
0.034 + 0.003 vs Basale : 0.020 + 0.007). Le traitement au toluéne, en dehors de

toute gestation, augmente considérablement le poids des surrénales (Tol : 0.089 +

0.124). Administré, au cours de la gestation, le toluene rétablit le poids des
surrénales (TG : 0.034 + 0.003 vs TolG : 0.031 + 0.007).

Tableau 3: Variation du poids relatif (g/100g de rat) des ovaires, cerveau et
surrénales chez les rattes gestantes et non gestantes traitées au toluéne

(m * s ; n=16).

Lot/Poids relatif Basale TG Tol TolG

(g/100g PV)

Ovaires 0.0113+0.0 | 0.0240+0.00 | 0.0467+0.233 | 0.0350+0.0
052 30 o** 176

Cerveau 0.8260+0.0 | 0.8580+0.01 | 0.6700+0.013 | 0.7500+0.1
452 00 0* 070

Surrénales 0.0200+0.0 | 0.0340+0.00 | 0.0890+0.124 | 0.0310+0.0
070 30 0*** 070

(*p<0.05; **p<0.01; **P < 0.001).
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4. DISCUSSION

Dans notre étude, I'application d’'un stress subchronique au toluéne (pendant 10
jours), a provoqué des perturbations endocriniennes (LH et progestérone
plasmatiques) et pondérales (cerveau, ovaires et surrénales) qui semblent étre
irréversibles chez les animaux non gravides traités au toluéne seul. Par contre, le
méme traitement associé a la gestation laisse apparaitre un effet réparateur dix

jours aprés l'arrét du traitement.

Pour ce qui est des variations pondérales, nous avons relevé une diminution du
poids du cerveau et une augmentation du poids des ovaires et des surrénales
chez les animaux traités au toluéne seul. Ce résultat n’a pas été obtenu chez les
rattes gestantes traitées au toluéne ou nous avons enregistré une reprise relative
du poids du cerveau et des ovaires. En outre, le poids relatif des surrénales, n’a
pas été affecté chez le lot TolG. Il semblerait que, dans le contexte de la gestation,
les réponses adaptatives de I'animal liées a I'administration du toluéne soient

différentes de celles obtenues chez les animaux non gravides.

Un autre résultat qui mérite d’étre signalé et qui est en faveur de notre hypotheése,
est la variation des paramétres hormonaux (LH et progestérone plasmatiques) ou

4éme

un effondrement des taux de progestérone est noté au 1 jour de la gestation
chez le lot TG. A la mise bas, nous avons constaté un rétablissement des niveaux
de progestérone. Des tendances inverses des variations des taux de LH
plasmatique ont été obtenues aprés la mise bas, avec une augmentation des taux
4éme

au 1 jour de gestation, puis un retour a la normale. Ceci dénote d’un bon état

de fonctionnement de la boucle du rétrocontréle de I'axe gonadotrope.

Le traitement au toluéne seul (Tol) a provoqué une augmentation des taux de
progestérone plasmatique par rapport aux animaux témoins. Ce taux s’effondre
progressivement, méme aprés l'arrét du traitement, pour atteindre une valeur trés
basse. Les taux de LH ne semblent pas étre aussi affectés et nous avons
enregistré un rétablissement des taux 10 jours aprés l'arrét du traitement. Une
dissociation entre la stimulation hypothalamique et la réponse gonadotrope
périphérique a été observée (LH normale, progestérone diminuée), supposant

une altération possible des récepteurs centraux aux stéroides.
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Associé a la gestation, au 14°me jour, le traitement au toluéne a provoqué des
fluctuations inverses des taux de progestérone plasmatique par rapport a celles
trouvées chez les rattes gestantes non traitées. L’arrét du traitement au toluéne a
engendré un rétablissement des taux de progestérone plasmatique chez le groupe

d’animaux gestants.

Enfin, le point fort de nos résultats est celui de la nage forcée ou nous avons testé
I'efficacité d'un agoniste GABAergique, le Clonazepam. A ce niveau, le
Clonazepam s’est avéré inefficace chez le lot Tol. Par contre, 'administration de
cet antidépresseur aux rattes gestantes traittes au toluéne réduit
considérablement le temps d'immobilité, d’ou son efficacité.

La question qui se pose est : Quels sont les mécanismes qui conduisent a cet
effet modérateur de la gestation sur la nocivité du toluene ? Les éléments de
réponse a cette question se résument dans les points suivants : Instabilité du
comportement de I'animal au cours des différentes phases de la gestation, cette
question ayant été soulevée depuis des années aussi bien chez 'homme que
chez I'animal (Numan M., 1978 ; Baulieu E.E et al., 2001).

Ce comportement suscité est probablement tributaire de fluctuations hormonales
(Al-Khouri H., Greenstein B.D., 1985 ; Brown T.J., MacLusky N.J., 1994) et
neurochimiques (Majewska M.D., 1992), et il a été observé une expression
intracellulaire de la progestérone dans les différentes régions du cerveau
(Kastrup Y et al .,1999 ; Numan M et al.,1999) ainsi que la découverte de 'action
non génomique de la progestérone au niveau central (DeBold J.F., Frye
C.A.,1994 ; Ramirez V.D., Zheng J., 1996). La progestérone joue un réle trés
important dans la modulation neurochimique du GABAa (Majewska M.D., 1992 ;
Smith S.S et al ., 1998 ; Mellon S.H., 2007) et favorise la plasticité neuronale
(Concas A et al.,1999). Aussi, la réduction des concentrations basales du GABA
au cours de la gestation semble avoir un rdle protecteur des neurones
GABAergique.

Toutes ces données sont en faveur de I'implication de la progestérone et ses
métabolites, en qualité d’hormones neuroactives, qui agissent en empruntant des
régions localisées du cerveau, particulierement le systeme GABAergique. En
effet, les hormones stéroides influencent la survie des neurones, la croissance
des neurites et la formation des raccordements synaptiques pendant la vie
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embryonnaire et postnatale, puis continuent ensuite a induire la plasticité du
systéme nerveux adulte (Garcia-Segura L.M et al ., 1999-Toran-Allerand C.D.,
1996). En particulier, aprés des dommages neuronaux ou pendant les maladies
anxieuses, les stéroides peuvent exercer des actions protectrices sur des
neurones et des cellules gliales et favoriser des processus régénérateurs (De
Nicola A.F., 1993). Cependant, dans des circonstances particuliéres, quelques
stéroides peuvent également entrainer des dommages du tissu nerveux. Les
stéroides exercent leurs effets sur le systéme nerveux en réglant I'expression des
genes hormone-sensibles spécifiques ou en modulant I'activité des récepteurs de
neurotransmetteurs, en particulier le type A -acide aminobutyrique (GABAa), la D-
aspartate n-méthylique (NMDA).

Ainsi, la progestérone favorise la formation de nouvelles gaines de myéline aprés
la 1ésion du nerf sciatique du rongeur en activant la transcription des génes codant
pour les protéines importantes de la myéline (Désarnaud F et al., 1998). Le
sulfate de prégnénolone et la 3,5-tétrahydroprogestérone exercent leurs effets
psycho-pharmacologiques en modulant des récepteurs de GABAa. lls ont été
abordés dans l'anxiété, dans la dépression et la mémoire (Baulieu E.E., 1999).
Des stéroides qui modulent I'activité des récepteurs de neurotransmetteurs et qui
changent l'excitabilit¢ des cellules nerveuses ont été qualifiés en tant que
neuroactifs (Paul S.M., Purdy R.H., 1992).

Des stéroides agissant sur des neurones et des cellules gliales sont produits par
les glandes endocrines stéroidogénes telles que les gonades et les surrénales, et
ils atteignent le cerveau et les nerfs périphériques par voie sanguine. Vu leur
nature lipophile, ils traversent facilement les barrieres hémato-encéphaliques et
s'accumulent rapidement dans les tissus nerveux aprés administration

systémique, excepté les stéroides conjugués tels que des esters de sulfate.

En outre, quelques stéroides peuvent étre formés localement dans le cerveau et
dans des nerfs périphériques, par le métabolisme des hormones de circulation ou
par la synthése de novo du cholestérol. Ces derniers ont été appelés des
neurostéroides. Cette limite ne désigne pas une classe particuliére de stéroides,
mais se rapporte seulement a leur site de synthése : le systéme nerveux (Baulieu
E.E., 1991 ; Landa A.l et al.,2009). Par exemple, la progestérone qui est présente

dans le cerveau provient des ovaires et des surrénales et de la synthése locale
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par des neurones et des cellules gliales. Un rdle physiologique pour la synthése
locale des neurostéroides dans le systéme nerveux a seulement été documenté

dans quelques cas.
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5. CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons mis l'accent sur les actions trophiques et
protectrices de la gestation, qui agirait probablement par le biais des produits
abondamment synthétisés durant cette phase critique et cruciale du
développement, en [l'occurrence les hormones stéroides : prégnénolone,
progestérone, déhydroépiandrostérone (DHEA) et leurs métabolites et esters
réduits de sulfate. Il semble que la gestation joue un effet modérateur sur la
nocivité et la neurotoxicité du toluéne, causées probablement par la sécrétion de
divers facteurs (hormones stéroides neurostéroides). Bien que cette étude
préliminaire soit limitée a ces stéroides (en raison de leur production abondante
durant la gestation), sans pour autant aborder les autres facteurs de gestation
susceptibles d’intervenir dans ces phénomeénes réparateurs (facteurs de
croissance, cytokines, etc.), nous avons néanmoins, ouvert le champ a beaucoup
de spéculations quant aux rapports multidirectionnels se situant a l'interface de

I'étude du comportement animal et des mécanismes physiologiques sous-jacents.

Il serait souhaitable de mener des études complémentaires afin de mieux cerner
les mécanismes mis en jeu dans les processus modérateurs de la gestation de la

nocivité des xénobiotiques.
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Chapitre 2:

Effets du stress prénatal au toluéne sur le développement de la
progéniture des rats Wistar : Aspect neuro-comportemental et
physiologique.

RESUME

Objectifs : Les conséquences physiques et neuromotrices du stress prénatal sur

la progéniture des rattes Wistar traitées au toluene.

Méthodes : Un sixieme de la concentration de la DLsp du toluéne a été injectée
quotidiennement en IP chez les rattes gestantes (G) du 07°™ au 14°™ jour. Des
rattes gestantes non traitées ont servi comme contréles. Apres mises bas certains
paramétres de gestation ont été mesure : la taille de la portée et le sexe ratio,
ainsi que les paramétres du développement physique chez les nouveaux nées
(révolution pondérale, I'éruption des incisives, ouverture des yeux). Les indices
neuromoteurs ont été appréciés grace a une batterie de tests (test de
retournement , test d’agrippement , test de réaction antigravitaire et le test de
suspension L'indice du développement comportemental et cognitif a été suivie en
deux temps, a I'age juvénile : PN45 par le test d’'open Field et le test de Morris
réalisé le PN50 et PN 51 ; a 'age adulte ( a partir du PN70) les tests suivants : test
du champs ouverts, test du labyrinthe en croix surélevée, test Nage forcée et le
test aquatique de Morris.

Résultats : Nos résultats ont montré qu’il y a une diminution dans Ia taille de la
portée et le sexe ration et un retard dans le développement physique des
nouveaux nés. Pour ce qui concerne les tests neuromoteurs on signale un déficit
pour tous les tests a I'exception le test de suspension. Et une laltération du
systéme nerveux central(SNC). Effet anxiolytique en openfield et absence

d’aberration mémorative dans le test de Morris a I'age juvénile.

Conclusion : Le traitement prénatal au toluéne provoque chez Ila progéniture
des déficits physiques et neuromoteurs importants précurseurs a des troubles

comportementaux a I'age juvénile qui semble disparaitre a ‘age adulte.

Mots clés : Gestation, toluéne, stress prénatale, progéniture, batterie de tests.
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Abstract

Objectives: The physical and neuromotor of prenatal stress on offspring of Wistar
rat treated with toluene.

Methods: Methods: One-sixth of the concentration of the LD50 of toluene was
injected daily IP in pregnant rats (G) of the 07th to 14th day . Of pregnant rats
served as untreated controls. After farrowing parameters of gestation were
measured: the litter size and sex ratio , and the parameters of physical
development among new born ( the weight evolution, incisor eruption , eye
opening ) . Neuromotor signs were assessed using a battery of tests ( turning ,
gripping test, test and test antigravitic reaction suspension index of cognitive and
behavioral development was followed in two stages, at the age juvenile : PN45 by
the open field test and test Morris made the PN50 and PN 51; adulthood (from
PN70 ) the following tests: the open fields , in an elevated maze test cross test
forced swim test and the Morris water .

Results: Our results showed that there was a decrease in litter size and sex ratio
and delayed physical development of newborns. As regards the tests are reported
neuromotor deficit for all tests except the test suspension. And an alteration of the
central nervous system (CNS). Anxiolytic in open field and no commemorative
aberration in the Morris water maze in the juvenile age effect.

Conclusion: Prenatal treatment with toluene causes offspring physical and
neuromotor deficits important precursors to behavioral disorders in the juvenile
age that seems to disappear in adulthood.

Keywords: Pregnancy, toluene, prenatal stress, offspring, battery of tests.
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1. Introduction

Pour mieux comprendre la toxicité du toluéne sur la reproduction, des essais ont
été réalisés sur la ratte en période de gestation. Une majorité de travaux a
rapporté que le toluéne était trés peut toxique chez les femelles gestantes tout en
signalant des anomalies et des retards de développement chez la progéniture.
Ainsi Ungvary (1984) rapporte que le toluéne traverse la barriére placentaire pour
atteindre des proportions avoisinant les 75% par rapport a celles mesurées
dans le sang maternel. Dans le méme ordre d’'idée, Da-silva et al., (1991)
montrent que le toluéne se trouve dans le lait maternel a des concentrations 5 fois

plus élevées que celles mesurées dans le sang.

Dans une étude de I'API (1978), il a été rapporté que I'administration du toluéne
chez les rattes gestantes ne provoque pas de toxicité maternelle. Néanmoins, il a
été relevé des modifications du sex ratio chez le foetus, une embryo-toxicité et un
retard pondéral feetal. Dans des études similaires (Gospe et al., 1994 ; 1996 ;
1998) trouvent que le traitement provoque chez le feoetus une diminution
pondérale, des retards d’ossification du squelette, des cerveaux de petite taille et

un défaut de myéline.

Sur le plan neurotoxique plusieurs études rapportent que le toluene affecte le
systéme nerveux central. Ainsi, Balster (1998) rapporte que le toluéne est
capable de franchir la barriere hémato-encéphalique et procure un effet similaire a
celui des sédatifs, de I'alcool ou des benzodiazépines. L’exposition au toluéne
provoque selon Deleu et al. (2000), Kamran et al. (1998) et Yamanouchi et al.
(1995) un disfonctionnement cérébral et une atrophie hippocampale et du
cerveau. De faibles concentrations de toluéne provoquent un déficit persistant
dans l'apprentissage spatial et de la mémoire chez ’lhomme (Chouaniere et al.,
2002; Lee et al., 2003; Yu et al., 2004).

Dans une étude récente Frih et al. (2012) trouvent que l'effet du toluéne,
lorsqu’il est administré au cours de la gestation, n’est pas le méme que lorsqu’il
est administré aux femelles non gestantes. Cette étude montre, que le toluéne
provoque chez les femelles non gravides une altération des récepteurs GABA, et
provoque l'anxiété. Par contre, chez les femelles gestantes, cette altération de la
voie GABA-ergique n’apparait pas, et ceci a été expliqué par I'action des stéroides
neuroactifs comme I'alloprégnénolone, dont la sécrétion se trouve accrue en fin de
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gestation. Parmi les effets de ces neurostéroide il est signalé une régénération
des récepteurs GABA; .

L’exposition des femelles gestantes au toluéne a des conséquences importantes
sur la qualité de la progéniture. Ainsi, plusieurs auteurs signalent une taille de la
portée plus réduite, la modification du sex ratio, un retard de développement, des
troubles neuromoteurs et plus tard, des troubles comportementaux. Dans ce
contexte, nous citerons les travaux de Scott et al. (2004) qui rapportent, suite a
une exposition au toluéne comprise entre le DG 08 et DG 20, une baisse du poids
corporel, un retard dans l'ouverture des yeux et I'éruption des incisives. Cette
etude rapporte également des troubles neuromoteurs comme la géotaxie la
surface righting et le grip strande. Dans une étude ultérieure, ce méme auteur,
travaillant dans les mémes conditions, trouve que I'administration du toluéne
provoque un déficit comportemental (Scott et al ., 2009). Sur un autre plan, Hass
et al. (1999) et Houghaard et al. (1999), travaillant chez les rates gestantes
exposées au toluéne respectivement entre J17-J18 et J17-J20, trouvent que
'exposition au toluéne provoque une baisse de poids des petits et une
modification du sex ratio. lIs signalent également un déficit neuromoteur qui est
non révelé par 'Open Field test. Cependant les ratons soumis au Water maze test

de Morris présentent un déficit dans 'apprentissage spatial.

C’est dans ce contexte que nous avons initié notre étude qui consiste a mesurer
quelques paramétres de développement (sex ratio ; taille de la portée ; évolution
pondérale ; ouvertures des yeux ; éruption des incisives) et de comportement chez
les jeunes ratons issus de femelles exposées a une dose de toluéne de % de la
DLsy estimée a partir d'une batterie de tests (Test retournement, Test
d’agrippement, Test de réaction antigravitaire et Test de suspension). Et de
poursuivre la progression de l'effet du toluéne a I'age adulte PN70 grace a des
test comportementaux : Test open field, Plus maze test et nage forcé pour évaluer
respectivement, [l'activité locomotrice, I'anxiété et Ila dépression. Des
investissements immuno-endocriniennes, en fonction des moyens disponibles, ont
réalisé dans le but d’apprécier le role du systéme immunitaire dans ce type de

model de stress prénatal.
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2. Matériel et méthode
21. Matériels Biologiques

Vingt six (treize femelles et 13 males) rats blancs provenant de linstitut pasteur
d’Alger (Couba). Pesant entre 150-250g ont été choisis pour notre étude. Le
Rattus norvegicus ou norvégien est une espece génétiquement sélectionnée,
issue par croisement, de race albinos (Festing, M.F.W., 1979). C’est un rongeur
nocturne, omnivore et coprophage. Il posséde une large téte, de petites oreilles
des yeux rouges globuleux et une petite queue. |l se reproduit pendant toute
I'année et la gestation dure 21 jours.

Les animaux sont hébergés par cage de six, dans des conditions standards
(température 22 + 1°C, cycle normal lumiere-obscurité 12h :12h avec début de
nuit a 19h). Les cages utilisées sont en plastique ayant un couvercle en acier
inoxydable, munies de biberons. Une épaisse couche de sciure est déposée au
fond des cages et renouvelée tous les 3 a 4 jours. Les rats Wistar sont nourris
quotidiennement par un aliment, sous forme de batonnet d’origine commerciale, »,
constituée de pellettes a base de mais, son, remoulage, soja et complément
minéral vitaminé (CMV) (Sarl la production locale d’aliment pour souris et rats
Bouzaréah- Alger) et regoivent de I'eau « ad libitum

Apres deux semaines d’adaptation, les femelles et les males sont mis en
accouplement, deux par cage, le jour d’insémination est considéré le jour O de
gestation (DGO0). La mis bas se manifeste a terme de 21 jour, le jour de naissance
est le jour postnatal 0 (PNO). Les animaux ont été soumis a différentes séries
d’étude, toutes les procédures appliquées ont été approuvées par le comité

scientifique de l'université.

Les animaux sont répartis aléatoirement en deux lots, lot traité au toluéne (lot Tol)

et le lot control (lot Cont) c’est le lot témoin.

2.2. Effet sur le développement physique des nouveaux nés

Parmi les indicateurs du développement physique, nous avons réalisé la mesure
des 3 paramétres les plus importants (Roberts et al., 1997 ; Da-Silva et al.,
1990) :
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a- L’évolution pondérale des jeunes est réalisée pendant les jours: J2; J5;
J9;J12; J15 et J18, a I'aide d’'une balance de précision (BIO BLOCK Scientific).

b- Les dates de percée des incisives : cette mesure s’effectue entre le 8™ et

le 11°me

1997).

jour aprés la naissance par simple appréciation visuelle (Thiel et al.,

c- La vérification de I'ouverture des yeux : elle s’effectue entre le 12°™ et le
16°™ jour aprés la mise bas a partir de I'observation des ratons (Sorige et al.,
1998).

Ces trois parameétres constituent de bons indicateurs du développement physique
de la descendance

2.3. Effet sur les paramétres Neuromoteurs des ratons
2.3.1. Test de retournement

Il est réalisé le 3°™ jour du post natal (PN 3); Au cours de ce test le rat est
déposeé sur le dos et tente ensuite de revenir a la position dorso-ventral. Le but
est de mesurer la maturation neuro-musculaire par le calcule du temps nécessaire

a effectuer un retournement.

2.3.2. Test d’agrippement
Il s'effectue le 4°™ jour du post natal (PN 4); ce test sert a mesurer la force
musculaire des membres antérieurs. Le dispositif est composé d’'un plateau en
bois couvert par une grille en plastique, , fixé sur un support en bois et menu d’un
rapporteur. Le rat est déposé au milieu, s’agrippe sur la grille une fois le plateau
est mis en rotation. La variable mesurée est I'angle atteint par rapport a
I'horizontale quand le jeune rat cesse décroche et tombe. La mesure de I'angle et

exprimeée en degré (ETAP, 2001).
2.3.3. Test de réaction antigravitaire

Il s’effectue le jour 9 du poste natal (PN 9) dans le but de mesurer I'équilibration
et la maturation du cervelet et des canaux semi-circulaires de l'oreille interne. On
place le jeune raton « la téte vers le bas » sur un plan incliné a 20° ; 'animal doit
pivoter pour se retrouver « la téte vers le haut » ; on mesure le temps nécessaire

pour que I'animal effectue un demi-tour complet de 180° (Etap, 2001).
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2.3.4. Test de suspension

Ce test est realisé le jour 12 du post natal (PN 12) pour la mesure de la force
musculaire et de la fatigabilité du raton. Le mécanisme employé est formé d’un fil
en coton tendu entre deux supports en bois. Les pattes antérieures du jeune rat
sont amenés au contacte du fil a 40 cm du sol, cette stimulation déclenche une
réaction d’agrippement et I'animal se suspend au fil pendant un laps de temps
puis lache prise a cause de la fatigue. La variable mesurée est la durée de

suspension (temps en seconde) a l'aide d’un chronométre (Etap, 2001).

2.4. Effet sur le développement comportemental et cognitif des jeunes
2.4.1. Test des champs ouverts (PN45)

Ce test permet d’évaluer sur des sessions de test de 5 minutes, les troubles de
I'activité locomotrice, du comportement exploratoire et de I'état émotionnel des

animaux

Le dispositif utilisé est une enceinte carrée en plexiglas de 70 cm de long et de 50
cm de haut. Il est divisé en 7 parties de méme superficie : 1 partie centrale et 6
parties périphériques. La partie centrale sert de point de départ aux animaux a

chaque test.

Les variables étudiées sont le nombre des cases traversées, le nombre de
redressement (activité locomotrice et exploratrice) et le nombre de passage dans
la case centrale du dispositif (critere d’anxiété).

2.4.2. Test de Morris

Le dispositif employé est un bassin de 150 m de diametre remplis d’eau. Le rat a
I'intérieur nage pour fuir le milieu aquatique aversif. Le test ce déroule en deux
sessions de 5 essais par jour. le PN50 le rejeton apprend a situer 'emplacement
d'une plate forme immergée a 2mm a la surface de l'eau et s’y réfugier, la
deuxieme session le PN51 comporte deux essais au cours des quels la
plateforme est retirée et le comportement du rat est flmé pendant 60 seconde (s).
Entre chaque essai le rongeur est laissé 30 s de repos sur la plateforme pour lui
permettre de prendre des repéres spatiaux, indispensable a son orientation dans

le dispositif.
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2.5. Effet du traitement sur le développement cognitif et comportemental des
ratons a I’dge adulte

2.5.1. Matériel biologiques

Cinquante six ratons pesant en moyenne 200 g , Agé de 70 jours dont 30
issues de mére traitées au toluéne (lot Tol) et 26 descendant de mere contrdles
(lot Cont ).
Les animaux de sexe différent sont séparés au sevrage et sont logés dans des
cages de six dans des conditions standards (température 22 + 1°C, cycle normal
lumiére-obscurité 12h :12h avec début de nuit a 19h). (Fig.9).

2.5.2. Méthodes
Les animaux subissent une série de tests d’exploration comportementale,
endocrinienne et immunologique dans le but d'étudier l'effet du toluéne sur le
développement et I'évolution des ratons a I'age adulte.
2.5.2.1. Test de freinage a la dexaméthasone (DEX) (Yehuda et al., 2002)
Corticoide de synthése dérivé de cortisone, la dexaméthasone a un effet
glucocorticoide puissant et minéralocorticoide extrémement faible. lls ont un
pouvoir freinateur sur la sécrétion de I'ACTH hypophysaire. Elle est administrée
par voie intra-péritonéale au volume de 0,2ml par rat (Déxaméthasone Phosphate
Sodique, 4mg/ml, Groupe SAIDAL)
Les prélevements sanguins sont obtenus, a la méme heure, avant et aprés
traitement a la Dxm. : - Le premier prélevement sanguin réalisé avant le traitement
a la Dxm, est symbolisé (Pré-DEX) ;

- Le second sanguin obtenu, le lendemain a la méme heure, est
symbolisé (Post-DEX).

2.5.2.2. Préléevement

Les prélévements sanguins se font par ponction rétro orbitaire de I'ceil de I'animal.
Grace a des tubes capillaires et tenant compte du poids du rat on peut ainsi
prélever jusqu’a 2ml de sang (de 200 a 300 g, on préléve de 2 a 3 ml de sang).
Le sang a été recueilli dans les tubes héparines pour la détermination de I' FNS
(Formule de Numération Sanguine). Les lectures ont été prises rapidement au

compteur automatique de cellules sanguines PCE-210N multiparamétres (18
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paramétres; Erma, Tokyo, Japon). En outre, une goutte de sang déposée sur une
lame et étalée rapidement a servi au recomptage de certains points par la
méthode de May—Grunwald—Giemsa, afin de vérifier la fiabilité de I'appareil. Il est
a’ souligner que I'hématocrite a été contrblée tout au long des prélévements puis
centrifugés a 4500 tours /minute pendant 15 minutes. Le sérum est séparé en trois
fractions dans des tubes Eppendorf puis mis au congélateur jusqu'au moment

du dosage des Immunoglobulines.

2.5.3. Etude comportementale

2.5.3.1. Procédure de la nage forcée (Forced Swimming Test)
Des conditions stressantes augmentent la vulnérabilité aux épisodes

dépressifs chez ’lhomme et seraient un des facteurs étiologiques de la dépression.
En effet, des modéles animaux basés sur I'hnypothése que la dépression est
causée par un stress non contrdlé par I'animal, ont été proposés. Ces modéles
sont donc étudiés pour tenter de décrire les conséquences neurobiologiques et
comportementales néfastes du stress sur le plan émotionnel et comportemental
chez les rongeurs. Des altérations fonctionnelles similaires ayant été décrites dans
le cas de la dépression chez 'homme ou il a été suggéré que le modéle de la
nage forcée (FST) permettrait de modéliser certaines formes de dépression. |l
s’agit du test de la nage forcée décrit par Porsolt et al. (1977). En effet,
'application du modéle dépressif de Porsolt induit des réponses

comportementales que nous tenterons de détailler dans notre travail.

a- Description du test

Le FST ou Forced swimming test, est un modéle comportemental qui permet
de prédire l'efficacité d’'un traitement antidépresseur (Porsolt et al., 1977). Ce
modéle animal, utilisé aussi bien chez le rat que chez la souris, présente
cependant des différences de procédure selon I'espéce utilisée. Ce test permet
également de mesurer le degré d’état de « dépression » ou plus précisément de

I'état de résignation ou de motivation de I'animal.

Le test consiste a placer individuellement le rat dans un aquarium de 40 cm de
haut sur 30 cm de large. Ces dimensions permettent de s’assurer que le rat ne
pourra pas s’enfuir en s’agrippant aux bordures du dispositif. L’aquarium est
rempli d’eau a 25 C°. La hauteur de I'eau atteint 35 cm, pour s’assurer que le rat
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ne se serve pas de ses membres inférieurs pour se maintenir a la surface, et donc
l'obliger a nager (Fig.4) . Aprés une phase d’activité vigoureuse (temps
d’adaptation), I'animal controle cesse de nager et se fige, adoptant un
comportement de désespoir. On considére que I'animal est immobile lorsqu'il flotte
en position horizontale et ne réalise que des mouvements de faible amplitude,

suffisant a maintenir sa téte hors de 'eau.

Le FST se déroule chez le rat en deux phases, le pré-test (FST1) et le test
(FST2), séparées par un intervalle de 24 heures au cours duquel le traitement est
administré. Lors du pré-test, le rat est placé pendant 15 minutes dans I'aquarium
rempli d’eau dont il ne peut s’échapper. A la fin de la session, I'animal est
immobile. Le jour suivant, I'animal est replongé dans l'aquarium pendant 5
minutes, période pendant laquelle le temps d’immobilité est enregistré. Un
traitement antidépresseur efficace diminue le temps d’immobilité seulement lors
du jour du test (Porsolt et al., 1978 et 1979).

Récemment, une amélioration du test a été validée. Cette modification propose
chez le rat, non seulement d’évaluer 'immobilité posturale, mais aussi les deux
comportements actifs impliqués directement dans la diminution de cette

immobilité, a savoir la nage et I'escalade.

Figure 4 Dispositifs de Nage forcée

b- Variables mesurées
Les différentes variables mesurées durant le FST sont :

- Temps d’immobilité;
- Temps de nage;

- Temps d’escalade.
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Le rat est considéré immobile quant il flotte position verticale et ne fait apparaitre

que son museau pour respirer.

2.5.3.2. Procédure du labyrinthe en croix surélevée (Plus Maze Test)

a- Description du test
Montgomery (1955) décrit I'aversion des rongeurs pour I'espace vide et la

hauteur lors des séances d’exploration libre a partir d’'un milieu familier. Sur cette
base, Handley et Mithami (1984) développent le labyrinthe en croix surélevée,
exploitant la meéfiance innée des rongeurs pour les espaces ouverts lors
d’exploration d’'un environnement nouveau. qui sera rapidement validé chez le rat
(Pellow et al., 1985) puis chez la souris (Lister., 1987), comme un dispositif de
mesure de I'anxiété chez les rongeurs. La validation du labyrinthe surélevé en tant
que dispositif pour la mesure de I'anxiété chez les rongeurs est basée sur des
critétres comportementaux, physiologiques comme le taux de corticostérone (File
et al., 1994 ; Pellow et al., 1985 ; Rodgers et al., 1999), et pharmacologiques
(Lister., 1987 ; Pellow et al., 1985). C’est d’ailleurs l'efficacité des composés
pharmacologiques, en particulier des benzodiazépines, qui ont conduit a
I'utilisation du terme « anxiété » dans la littérature, au sujet de ce dispositif. Nous
I'utiliserons donc également, mais comme nous I'avons déja précisé, uniquement
pour rendre compte de sorties comportementales liées a un conflit de mesure du
risque et qui présentent des homologies avec I'expression humaine de I'anxiété
(Albrechet-Souza et al., 2007).

Du fait de son utilisation tres courante, le labyrinthe en croix surélevée
présente pour avantage d'étre largement décrit dans la littérature. Ainsi, sur le
plan comportemental, un grand nombre de variables, classiques ou plus
éthologiques, ont été décrites. Le principal intérét de ces études est de montrer
clairement des associations et des oppositions entre des variables ou des groupes
de variables, que nous discuterons avec nos résultats. Malgré son utilisation tres
courante et son apparente simplicité, le labyrinthe en croix surélevée est un
dispositif dont l'interprétation peut se révéler complexe et erronée si 'on ne tient
pas compte des variables dans I'ensemble. Néanmoins, ce dispositif est
actuellement le plus utilisé et il a été validé par un ensemble de données

pharmacologiques, mais aussi éthologiques.
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b- Dispositif utilisé
Le dispositif est en forme de croix et élevé a une hauteur de 40 a 60 cm du
sol. Il se compose d’une partie centrale (10 x 10 cm), de deux bras protégeés
ouverts sans parois (50 x 10 x 50 cm) qui s’opposent a deux autres bras,
perpendiculaires aux précédents, fermés par des parois (Fig.5) Le test dure 5
minutes et débute lorsque le rat est placé au centre du labyrinthe, face a un bras

ouvert. Cette procédure est celle employée initialement par Pellow et al. (1985).

D’autres auteurs placent I'animal face a un bras fermé et ce sont des
observations préliminaires qui nous aménent a choisir la premiére possibilité. En
effet, dans nos conditions de test, le fait de placer des rats males face a un bras
ouvert, augmente la latence de la premiere entrée dans un bras, mais également
le nombre d’entrées dans les bras ouverts par la suite. Ainsi, nous nous sommes
placés dans les conditions qui maximisent le nombre d'entrées dans les bras
ouverts et compte tenu de l'aversion des rongeurs pour les espaces vides et la
hauteur, les bras ouverts du dispositif sont plus anxiogénes que les bras fermés.
Ainsi le principe du test repose sur le conflit d’approche/évitement des bras
ouverts. Un animal qui explore les bras ouverts sera décrit comme étant «peu
anxieux» et un animal qui reste confiné dans les bras fermés du dispositif, sera lui,

décrit comme étant «anxieux».

Bras fermé

Centre

Bras ouvert

Figure 5 Dispositif du labyrinthe en croix surélevée

c- Variables mesurées
Durant ce test, les variables mesurées sont : Temps au centre (Sec) ; Temps

dans les bras ouverts (Sec) ; Temps dans les bras fermés (Sec); Entrées dans les
bras ouverts; Entrées dans les bras fermés; Nombre total d’entrées dans les bras;
Nombre de redressements; Nombre de prises d’information sur les profondeurs;
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Nombre de postures d’attention étirée (SAPs). Deux types de variables sont
relevés : des variables classiques (Lister, 1987 ; Pellow et al., 1985) et des
variables plus éthologiques tirées du répertoire comportemental défensif des

rongeurs (Rodgers et Johnson, 1995).

Parmi les variables classiques, nous avons mesuré le temps passé dans les
différentes parties du dispositif, le nombre d’entrées dans les bras fermés et dans
les bras ouverts, les premiers parametres sont considérés comme un reflet de
certaines caractéristiques de l'anxiété du Rat alors le hombre d’entrée dans les

différentes branches es employé autant qu’indice de I'activité locomotrice

Parmi les variables éthologiques, nous avons mesuré le nombre de
redressements.Le critére retenu pour I'entrée dans un bras ou dans son extrémité,
est celui couramment utilisé dans la littérature, c'est-a-dire que les quatre pattes
de I'animal doivent avoir pénétré dans le bras ou dans son extrémité. Le critére
que nous avons retenu pour la sortie d’un bras ou de son extrémité (ce dernier
n’étant pratiquement jamais cité dans la littérature) nécessite que I'animal sorte au
moins deux pattes du bras ou de son extrémité
Avant chaque essai, le dispositif est précautionneusement nettoyé a laide
d’éthanol a 20%, afin de supprimer toute trace dont la persistance d’odeurs qui

pourraient perturber le comportement de I'animal suivant.

2.5.3.3. Procédure des champs ouverts (Open Field Test)

a. Description du test
Le test de I'Open Field, initialement décrit par Hall (1934, 1938), a été

développé dans le but de mesurer les différences de réactivité émotionnelle chez
le rat et permettre ainsi d’observer I'anxiété non pathologique des animaux (Prut,
L. et Belzung, C., 2003). Brievement, le test consiste a placer I'animal dans une
enceinte inconnue (Hall emploie les termes de strange ou unfamillar) puis a
observer son comportement et I'évolution de ce comportement au cours de
plusieurs sessions d’exposition. Parmi les premieres mesures reflétant la réactivité
émotionnelle, Hall (1934) propose tout d’abord la fréquence des défécations et
mictions au cours des différentes sessions. En effet, I'activation du systéme
nerveux vegetatif de I'animal conduit au déclenchement de ces réactions et Hall

trouve de fortes corrélations négatives entre ces occurrences et le fait de
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s’alimenter dans la situation de test, ce dernier comportement reflétant pour Hall
une faible réactivité émotionnelle. Dans une seconde étude, Hall (1938) propose
I'activité ambulatoire (ambulatory activity), en distance parcourue par unité de
temps, comme mesure de la réactivité émotionnelle. Sur la base des travaux de
Hall, et compte tenu de son aspect pratique, I'Open field a été trés largement
utilisé pour aborder la réactivité émotionnelle chez les rongeurs. Les mesures de
Hall ont été appuyées par certains auteurs (Denenberg., 1969). et critiquées par
d’autres (Walsh et Cummins., 1976). Les mesures de défécations et de mictions
ont été trés souvent critiquées, notamment parce qu’elles sont difficilement
utilisables en pharmacologie (Boissier et Simon., 1965). De plus, l'utilisation d’'un
indice de locomotion comme indice de réactivité émotionnelle semble
problématique, surtout au cours de la premiére session de test. En effet, des
animaux peuvent montrer une locomotion élevée dans le but d’explorer le
dispositif, ce qui témoignerait d’une faible réactivité émotionnelle, mais aussi dans
le but de chercher un moyen d’échapper au dispositif, ce qui témoignerait au
contraire, d’une forte réactivit¢ émotionnelle. Malgré ces problémes
d’interprétation des données, I'Open Field test est toujours employé dans de

nombreuses études comme test de mesure de la locomotion.

b. Dispositif utilisé
L’activité locomotrice et 'activité exploratrice sont mesurées dans le test de
I'Open Field. Il s’agit d'une enceinte en forme de carré profonde et ouverte en
haut, fabriqué en plexiglace dont la hauteur est de 60 cm. Le dispositif est
partagée en 3 zones : une périphérique 70X70 cm, une médiane : 50X50 cm et
une centrale : 30X30 cm. (Fig. 6)

Partie
périphérique

Partie

médiane

Figure 6. Dispositif des champs ouverts
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Avant chaque test, le plancher est nettoyé a l'aide de I'éthanol a 20% afin de
supprimer d’éventuels messages olfactifs du congénére précédent. Les rats sont
déposés au centre de l'enceinte et laissé au calme pendant 5 min, toute

I'opération est filmée.

c. Variables mesurées
Différents parameétres sont mesurés lors de I'analyse des vidéos, afin d’évaluer

I'indice de I'anxiété par le calcule de temps passé dan la partie centrale , le temps
passé dans la partie médiane, le temps passé dans la partie périphérique , le

nombre de cases traversées et le temps de redressement .

2.5.3.4. Procédure de Labyrinthe aquatique de Morris (Morris water Maze
Test)

Ce test a été congu par Morris (1984) pour évaluer les capacités a
mémoriser et a gérer de l'information spatiale dans une situation peu agréable
pour le rat. L’animal doit échapper a une situation aversive (I'eau froide) en se
réfugiant sur une plate-forme invisible. Pour cela, il doit se forger et utiliser une
représentation de son environnement en se basant sur les indices spatiaux
disponibles. Cette représentation est dite allocentrique. La piscine de Morris est
I'un des tests les plus utilisés, et de nombreux protocoles ont été développés pour
évaluer différentes composantes de la mémoire (mémoire de référence, mémoire
de travail), ou déceler les stratégies utilisées par les animaux pour se repérer dans
'espace (stratégie allocentrique ou égocentrique). Compte tenu des déficits lourds
entrainés par le modéle de Iésion choisi, nous avons utilisé une version simplifiée
du test, la plate-forme étant maintenue au méme endroit tout au long de
I'expérience, et focalisé notre attention sur la mémoire spatiale de référence. La
mémoire de référence se rapproche d’'une mémoire a long terme dans laquelle
seraient stockées des regles générales, des items dépendants du contexte, ou
encore des procédures caracteéristiques d’une situation donnée. Ces régles, items
et procédures restent valables pour cette méme situation toutes les fois ou le rat y

est confronté.

a. Dispositif expérimental
Le dispositif expérimental du test de la piscine de Morris est constitué d’une

enceinte circulaire métallique de 160 cm de diameétre et de 60 cm de hauteur,
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remplie a mi-hauteur d’eau 22 a 32 ° C. L'eau est rendue opaque par adjonction
de lait en poudre. La plate-forme, constituée d’un cylindre (11cm de diamétre) en
plastique transparent, est immergée a 1cm sous la surface afin d’étre invisible

pour I'animal. (Fig 7)

La piscine est placée dans une piéce comportant différents indices distaux
(étagéres avec cages, tuyaux peints, ventilation, formes géométriques, etc.)
susceptibles de permettre a l'animal de se repérer dans l'enceinte et de
mémoriser la position de la plate-forme par rapport a un cadre de référence
allocentrique. L'utilisation d’'un repére visuel lors des tests permet a I'animal
d’avoir un repere a l'intérieur du labyrinthe qui lui permet de s’orienter. La tache du
rat est d’apprendre a rejoindre la plate-forme le plus directement possible. Le trajet

effectué par I'animal est filmé a I'aide d’'une caméra vidéo.

Figure 7 Dispositif du labyrinthe aquatique de Morris

b. Protocole et variables mesurés

Le rat est déposé a l'opposé du quadrant cible et tente d’échapper a une
situation aversive (I'eau froide) en se réfugiant sur une plate-forme invisible. Pour
cela, il doit se forger et utiliser une représentation de son environnement en se
basant sur les indices spatiaux disponibles. Nous avons utilisé une version
simplifiée du test, la plateforme étant maintenue au méme endroit tout au long de
I'expérience. L’animal effectue Cinque essaies par jour durant quatre jour, chaque

essaie dure 60 s au maximum séparé par lapse de temps de 30 s, le rongeur est
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laissé sur le refuge le temps de 10 s. le dernier jour le rat effectue 3 essaie avec
plate forme et deux essaie sans plateforme. Toutes les expériences sont

enregistrées sur vidéo.

La variable étudiée est le temps de latence émis par le rat pour retrouver la

plateforme (en seconde).

2.5.4. Dosage des paramétres immunitaires

2.5.4.1. Dosage des immunoglobulines

Les IgG n’existent que sous forme de monomére et sont constituées de deux
chaines légéres (kappa ou lamdda) et de deux chaines lourdes gamma. Les IgG
représentent environ 80% des immunoglobulines sériques. Le réle principale des
IgG réside dans la défense de I'organisme contre les microorganismes, les IgG
sont les seules immunoglobulines a pouvoir traverser la barriére placentaire et

conferent une immunité passive au fcetus et au nouveau-né .

Des taux élevés d’lgG polyclonales sont observés lors de maladies hépatiques
chroniques (hépatite, cirrhose de Laennec), et en cas de lupus érythémateux
systémique, de maladies infectieuses et de fibrose kystique .des concentrations

élevées d’'lgG monoclonales se rencontrent dans les myélomes a IgG.

La synthése des IgG est diminuée dans les syndromes d'immunodéficience
congénitale et acquise et dans les déficits sélectifs en sous-classe d’'lgG comme
par exemple dans I'agammaglobulinémie (maladie de Bruton).de faibles

concentrations d’lIgG se rencontrent dans les entéropathies avec perte protidique.

L’addition de polyéthyléne glycol (PEG), comme l'ont décrite Lizana et Hellsing,
accroit la précipitation des complexes antigénes —anticorps et augmente la
sensibilité du test .

2.5.4.1.1. Principe de test

Le test Roche IgG repose sur le principe d’agglutination immunologique (test
immunoturbidimétrique) .les anticorps anti-lgG réagissent avec les I1gG de
I'échantillon avec formation de complexes antigénes-anticorps .I'agglutination qui
en résulte est mesurée par turbidimétrie. L’addition de polyéthyleneglycol permet

d’atteindre rapidement le point final, augmente la sensibilité et diminue le risque
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d’obtention de résultats faussement négatifs pour les échantillons présentant un

excés d’'antigéne.
2.5.4.1.2. Prélevement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement des
tubes ou récipients de recueil appropriés. Seuls les types d’échantillons suivants
ont été testés et peuvent étre utilisés : Sérum, plasma recueilli sur héparinate de

lithium, de sodium ou EDTA disodique/ tripotassique.
2.5.4.1.3. Réactifs -Composition et concentrations

R1 tampon TRIS : 20mmol/l, pH8.0 ; NaCl : 200mmol/l ; polyéthléneglycol : 3.6% ;
conservateur et stabilisateurs. R2 Anticorps (de chévre) anti-lgG humain:
dépend du titre de l'anti sérum; tampon TRIS: 20mmol/l, pH8.0 NaCl:

150mmol/l ; conservateur.
2.5.4.1.4. Conservation et stabilité

Les réactifs sont prét a I'emploi, avant I'ouverture des flacons la conservation est
entre 2et 8°C jusqu'a la date péremption indiquée, et 90 jours aprés I'ouverture et

réfrigéré sur I'analyseur.
2.5.4.1.5. Calcule de résultats

L’analyseur calcule automatiquement la concentration en analyte de chaque
échantillon.Facteurs de conversion: mg/dl x0.01= g/l, g/l %x6.67=umol/l,
g/1x100=mg/dl, mg/Ix6.67=nmol/l

2.6.Analyse statistique :

Toutes les données sont présentées en moyenne * ecartype. Le test de a été
réalisé pour la batterie post-natale. ANOVA a un seul facteur a été utilisée pour
évaluer les différences entre le lot Cont et Tol suivie par le test de Ficher (F)ou
Student (t). tout les tests précedents ont eté effectué grace au logiciel XLSTAT

pro7.5
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Rattes Wistar

N=13

Rattes gestantes

Traitement subchronique
du 7 éme jrau 14 émejr
de gestation

h | !

Lot Controles Lot Traités

N=5 N

! '

Injection par IP de % de
laDLs, 0,8ml Toluéne
associé avec 0,8ml I’huile

Injection par IP de
I’huile d’olive
0,8ml /ratte/j

. d’olive /ratte/j
L Mlse Bas olive /ratte/)
"l Apres 21 jours ¢
v
v v
Nouveau née Nouveau née traités
controles N=26 N=30

Batterie post natal :

!

1. Mesure des parametres de la gestation
2. Mesure de l'indice du développement physique des ratons
3. Mesure de I'indice du développement neuromoteur des ratons
4. Mesure de l'indice du développement comportemental et cognitif

Figure 8. Protocole expérimental chez les nouveaux nés (partie 2)
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Ratons de 70 jours

Lot CONT N=26 Lot TOL N=30

\ 4

Issues de mere contrdles Issues de mere traitées au

toluéne

-FNS JO , J aprés dexa

Prélevement

-Test des champs ouverts

-Test du labyrinthe en croix surélevées

Exploration

- Test ala Dexomethason

Exploration

Figure 9 : protocole expérimental chez les adultes (partie 3)
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3. Résultats
3.1. Effet du traitement sur la taille de la portée et sex-ratio a la naissance
3.1.1. Sex ratio des ratons

Le Tableau 04 fait apparaitre les résultats en pourcentage pour le sex ratio des
nouveaux nés. Ce parameétre indique la proportion de méles dans la portée. Il
ressort que le traitement prénatal au toluéne modifie le sex ratio (Lot Cont: 51,99

+ 13,80 vs Lot Tol: 61,79 £ 27,9). Ce qui traduit une prédominance des males

dans la portée.

Tableau 04 : Sex ratio (%) des ratons

Lots Lot Tol Lot Cont
(N=30) (N=26)
Sex ratio (%)
Test F de Fisher =4,087 61,79 £ 27,9 51,99 + 13,80
P=0,406 ddl 1=3 ddl 2=2

3.1.2. Taille des portées

La taille de la portée représente le nombre de petits nés par mise bas. Les

résultats concernant ce parametre sont consignés dans le tableau 5. Il ressort

que le traitement prénatal au toluene provoque une baisse de la taille de la

portée (Lot Cont: 8,67 £ 2,08 vs Lot Tol : 7,5 + 4,43).

Tableau 05 : Taille des portées issues de femelles traitées et contréles

Lots Lot Tol Lot Cont
(N=30) (N=26)
Taille de la portée
Test F de Fisher = 4,538 7,5+443 8,67 + 2,08
P=0,372 ddl1=3 ddl 2=2
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3.2. Effets du traitement au toluéne sur le développement physique des
ratons

3.2.1. Evolution pondérale (J2 J5 J9 J12 J15 et J18)

Le tableau 6 rapporte I'évolution pondérale des ratons issus de femelles ayant été
exposees au toluéne au cours de la gestation. Il ressort de ces résultats que la
progéniture des meres traitées au toluéne présente un déficit pondérale trés
marqué et ce durant la période allant de la naissance jusqu’au 18°"°jour post-
natal. Ainsi au PN2, le poids des ratons, Lot Tol: 44.75 + 28.61 vs Lot Cont:
61,33 £ 21,01, au PN9, Lot Tol : 89,00 + 41,26 vs Lot Cont: 118,33 + 48,95, au
PN18, Lot Tol : 184,75 + 44,21 vs Lot Cont : 200,67 + 87,09.

Tableau 06 : Evolutions pondérales des petits ratons

PN2 PN5 PN9 PN12 PN15 PN18
(9) (9) (9) (9) (9) (9)
Lot Tol 44,75 68,50 89,00 | 111,25 | 16550 | 184,75
+28,61 | 142,63 | 4126 | +4811 | £44,84 | +44,21
Lot Cont | 61,33 83,77 | 118,33 | 149,67 | 175,67 | 200,67
+21,01 | +3560 | 48,95 | +56,50 | +74,59 | +87,09

3.2.2. Age de percée d’incisive

Les résultats du Tableau 7 représente le pourcentage des ratons chez lesquels on
a observé la saillis des incisives au 8°™ jour (PN8) et celui des ratons chez
lesquels on a observé la saillis des incisives au 9°™%jour (PN9). Ces résultats
montrent que I'exposition au toluéne au cours de la gestation a provoqué chez la
progéniture un retard d’'un jour dans la percée des incisives chez 90% des sujets.
Ainsi chez le Lot Cont 100 % des ratons ont ouvert leurs yeux au 8°™° jour, alors
que chez le Lot Tol seulement 10 % des ratons ont ouvert leurs yeux le 8°™ jour
(PN8)

de différence significative parmi I'age de percée d’incisives des jeunes males.

et 90 % le 9°™ jour (PN9). Le Test de Kruskal-Wallis affirme la présence
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Tableau 07: Age de sorties d'incisives des jeunes males

Lot des rats Male-Tol Male-Cont

K.W : H (ddI=1)= 9,000 +0,000 *** 8,000 + 0,000***
23,000

P=<0,0001

K.W : Kruskal-Wallis *** p<0,001

Le Test de Kruskal-Wallis affirme la présence de différence significative parmi

I'age de percée des incisives des jeunes femelles (Tableau 8).

Tableau 4 Age de sortie d'incisives des jeunes femelles

Lot des rats femelle-Tol femelle-Cont
K.W : H (ddI=1)= 9,000 + 0,000*** 8,000 + 0,000***
31,000

P=<0,0001

K.W : Kruskal-Wallis *** p<0,001

3.2.3. Age d’ouverture des yeux

Les résultats du Tableau 09 représentent le pourcentage des ratons chez lesquels
on a observé I'ouverture des yeux au 13°"° jour (PN13) et celui des ratons chez
lesquels on a observé I'ouverture des yeux au 14°™° et au 15°™® jour (PN14 et
PN15). Le Test de Kruskal-Wallis confirme la présence d’hétérogénéité parmi
'age d’ouverture des yeux des jeunes maéles. Ces résultats montrent que
I'exposition au toluéne au cours de la gestation a provoqué chez la progéniture un
retard dans I'ouverture des yeux chez tous les sujets. Ainsi chez le Lot Cont 100
% des ratons ont ouvert leurs yeux au 13°™® jour (PN13), alors que chez le Lot Tol
40 % des ratons ont ouvert leurs yeux le 14°™ jour (PN14) et 60 % le 15°™ jour
(PN15).

Tableau 09 Age d'ouvertures des yeux des jeunes males

Lot des rats male-Tol male -Cont

K.W : H (ddI=1)= 19,843 | 14,538 £ 0,519*** 13,000 £ 0,000***
P=<0,0001

K.W : Kruskal-Wallis *** p<0,001
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Le Test de Kruskal-Wallis confirme la présence d’hétérogénéité parmi I'age
d’ouverture des yeux des jeunes femelles.

Tableau 10: Age d'ouverture des yeux des jeunes femelles

Lot des rats femelle-Tol femelle -Cont
K.W : H (ddI=1)= 14,647 + 0,493*** 13,000 + 0,000***
27,253

P=<0,0001

K.W : Kruskal-Wallis *** p<0,001

3.3. Effet du traitement au toluéne sur le développement neuro-moteur des
jeunes

3.3.1. Test de retournement

La maturation neuromusculaire est mesurée par le temps de latence de
retournement. Ces mesures sont indiquées dans le tableau 11 pour les ratons

males et tableau 12 pour la progéniture femelle
De ces résultats il ressort que I'exposition prénatale au toluéne provoque :

- Chez les ratons males issues des méres traitées au toluéne un allongement du
temps de latence de retournement, c'est-a-dire, Lot Tol: 31,50 + 19,50 vs Lot
Cont: 28,27+17,25. Quoique le test de Kruskal-Wallis ne montre pas
d’hétérogénéité parmi les temps de latence de retournement des rats males, les
tendances des variations nous laissent penser que les petits ratons provenant
des meéres ftraitées présentent un déficit marqué dans la maturation

neuromusculaire.

Tableau 11: le temps de latence de retournements des jeunes males

Lot des rats Male-Tol Male - Cont
n=13 n=12

KW : H (ddI=1)= 3,841 29,308 + 18,414 26,833 +17,183

P=0,870

K.W = Kruskal-Wallis

- Chez la progéniture femelle cet allongement est moins marqué (Lot Tol : 28,11
+ 25,69 vs Lot Cont : 27,07 + 19,81). Ceci suppose que la progéniture femelle

ne semble pas présenter de déficit dans la maturation neuromusculaire suite a
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une exposition prénatale au toluéne. Le test de Kruskal-Wallis confirme I'absence
d’hétérogénéité parmi les temps de latence de retournement des rats femelles.

Tableau : 12 temps de latence de retournement des jeunes femelles

Lot des rats femelle- Cont femelle -Tol
KW H (ddi= 1)= 3,841 26,000 + 20,248 35,294 + 22,671
p=0,0246

K.W = Kruskal-Wallis
3.3.2. Test d’agrippement

Le test d’agrippement mesure la force musculaire des membres antérieurs. Elle
est appréciée a partir d’'un angle de chute (plus I'angle est grand et plus la force
musculaire est importante). Les mesures des angles de chutes sont
représentées dans les tableaux 13 pour les ratons males et tableaux 14 pour la

progéniture femelle.

- Chez le méle, la mesure de I'angle de chute révele que I'exposition prénatale
au toluéne provoque une diminution significative démontrée par le test Kruskal-
Wallis de l'angle de chute (Lot Tol : 61,00+18,04 vs Lot Cont: 75,00+ 9,00).
Cette diminution de l'angle de chute est révélatrice d'une perte de force

musculaire suite a I'exposition au toluéne.

Tableau 13 : Angle de chute des jeunes males

Lot des rats Male - Tol Male -Cont
K.W : H (ddI=1)= 4,866 60,000 + 18,371* 75,000 + 9,000*
P=0,027

K.W = Kruskal-Wallis *: p<0,05

- Chez la femelle la diminution de I'angle de chute est plus importante (Lot Tol :
58,33+14,04 vs Lot Cont : 77,40+ 8,17) révélant une perte plus importante de la
force musculaire des membres antérieurs. Ainsi Le test de Kruskal-Wallis montre
une différence significative entre les échantillons parmi les angles de chute des

jeunes femelles.
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Tableau 14 : Angle de chut des jeunes femelles

Lot des rats

femelle-Tol

femelle-Cont

KW : H (ddI=1)= 7,792

63,588 + 14,693*

77,400 + 8,175*

P=0,005

K.W = Kruskal-Wallis *: p=<0,05

3.3.3. Test de réaction antigravitaire

Le test de réaction antigravitaire mesure la maturation du cervelet et des canaux
semi-circulaire de l'oreille interne a travers la mesure du temps de réaction
gravitaire (plus le temps est long et plus la maturation est déficiente). Les mesures
des temps de réaction sont consignées dans le tableau 15 pour les ratons males

et dans le tableau 16 pour la progéniture femelle.

- Chez le maéle, le temps de réaction est significativement allongé suite a
I'exposition prénatale au toluéne (Lot Tol : 41,43+28,64 vs Lot Cont: 9,91+ 5,58).
Le test de Kruskal-Wallis démontre cette divergence importante parmi jeunes
males. Ceci dénote d’un retard sévére dans le développement du cervelet et des

canaux semi-circulaires de l'oreille interne.

Tableau 15 : Réaction antigravitaire des jeunes males

Lot des rats male — Tol male-Cont

KW : H (ddI=1)=
15,334
P=< 0,0001

38,692 + 17,988*** 9,909 + 5,576***

K.W = Kruskal-Wallis ***<0,001

- Chez la progéniture femelle il est également signalé un allongement du temps de
réaction (Lot Tol: 36,22+15,75 vs Lot Cont: 15,07+6,83). Le test de Kruskal-
Walllis signale une différence significative. Ceci révele un retard moins séveére,
dans le développement du cervelet et des canaux semi-circulaires de l'oreille

interne que chez les jeunes femelles.
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Tableau 16 : Réaction antigravitaire des jeunes femelles

Lot des rats
Femelle -Tol Femelle-Cont

K.W: H (ddI=1)= 7,301 | 31,059 + 17,126** 15,067 + 6,829
P=0,007

K.W = Kruskal-Wallis **<0,01

3.3.4. Test de suspension

Le test de suspension mesure la force musculaire et la fatigabilité des ratons qui
est appréciée a travers la durée de suspension. Les résultats sont exprimés dans

les tableaux 17 et 18 respectivement pour les ratons males et femelles.

- Chez le méle, les résultats montrent une diminution considérable du temps de
suspension, ce qui révele une fatigabilité accrue et un affaiblissement musculaire
chez les ratons ayant subi une exposition prénatale au toluéne. Le Test Kruskal-
Walllis confirme une différence significative parmi le temps de suspensions des

jeunes males.

Tableau 17 : Durée de suspension des jeunes males

Lot des rats male-Tol male -Cont
KW : H (ddI=1)= 24 077 £ 15,332* 13,364 + 4,478*
4,617

P=0,032

K.W = Kruskal-Wallis * p<0,05

- Chez la progéniture le test Kruskal-Wallis ne montre pas de distinction
particuliere parmi le temps de suspensions des jeunes femelles. Cela signifie que
les femelles ayant subis une exposition prénatale au toluéne ne présentent pas un

affaiblissement musculaire durant le test de suspension.

Tableau 18 : Durée de suspension des jeunes femelles

Lot des rats femelle-Cont femelle-Tol
KW : H (ddI=1)= 3,374 | 16,200 £ 5,348 26,941+ 18,498
P=0,066

K.W : Kruskal-Wallis
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3.4. Effet sur le développement comportemental et cognitif des jeunes
3.4.1. Test des champs ouverts

Le test des champs ouverts permet d’apprécier I'activité locomotrice (le nombre de
cases traversées), exploratrice (nombre de redressements) et émotionnelle
(anxiété) des ratons. Les résultats obtenus dans ce test sont représentés dans le

tableau 19, pour les ratons males et le tableau 20 pour les femelles.

- Chez le raton male, le traitement prénatal au toluene fait augmenter tous les
parametres mesurés au niveau du test des champs ouverts, ainsi, le nombre de
cases traversées (Lot Tol : 195,44+54,24 vs Lot Cont : 142,37+87,58), le nombre
de redressements (Lot Tol : 24,89 + 6,05 vs Lot Cont : 15,62 + 8,86) et le nombre
de passage dans le centre (Lot Tol: 3,44 £1,94 vs Lot Cont: 1,37£1,06). Cette
augmentation des paramétres du test des champs ouverts traduit le fait qu’'une
exposition prénatale au toluéne a produit un effet anxiolytique chez les ratons. Le
test de Kruskal-Wallis montre une divergence significative parmi le nombre de
passage par le centre des jeunes males.

Tableau 19 : Activité locomotrice, exploratrice et anxiété des jeunes males

Les paramétres Les tests MALE Tol MALE Cont
N=9 N=8

Nombre de cases KW : H (ddl=1)= 1,122 | 195,444 + 151,875 ¢

traversées P=0,290 54,240 91,208

Nombre de K.W : H (ddl=1)= 2,692 | 24,889 + 6,051 | 17,375

redressement P=0,101 10,028

Nombre de KW :H (ddl=1)= 5,488 | 3,444 + 1,944* | 1,250 + 1,165*

passage par le P=0,019

centre

K.W : Kruskal-Wallis * p<0,05

- Chez la femelle ce test révéle les mémes constatations précédentes. Ainsi le
test de Kruskal-Wallis ne signale aucune différence parmi I'activité locomotrice et
I'activité exploratrice des jeunes femelles par contre le test montre une divergence

significative parmi le nombre de passage par le centre des jeunes femelles.
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Tableau 20 : 5Activité locomotrice, exploratrice et anxiété des jeunes

femelles
Parameétres Tests Femelle Tol femelle Cont
n=8 n=6
Nombre de cases K.W : H (ddI=1)= 206,000 + 176,167
traversées 0,417 36,158 63,499
P=0,519
Nombre de K.W : H (ddI=1)= 29,000 + 3,295 | 26,500 + 7,969
redressement 0,342
P=0,559
Nombre de K.W : H (ddl=1)= 2,875 + 0,835* 1,000 + 0,894*
passage par le 7,814
centre P=0,005
K.W : Kruskal-Wallis * p<0,05

3.4.2. Test de Morris

Le test de Morris permet d’évaluer les capacités mémoratives des animaux a
travers I'estimation du temps mis par I'animal pour retrouver la plateforme. Les
résultats sont rapportés dans le tableau 21 pour les ratons males et le tableau 22

pour la progéniture femelle.

-chez les méles: Le test de KW ne montre aucune hétérogénéité parmi la
moyenne des essais 3, 4, 5 du premier jour de Morris test qui correspond au PN50
des jeunes males. Méme constat pour les résultats du temps de latence
consommeé par le rat pour atteindre la plateforme durant le premier et second
essai du PN51. Le test de Friedman confirme I'absence de variabilité du temps de
latence pour les trois essais du 1% jour. Le test de Wilcoxon ne révéle aucun
changement significatif pour les deux Lots: Tol et Cont. Donc les capacités
mémoratives des males ayant subis une exposition prénatale n’est pas affectée.
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Tableau 21 Temps de latence pour se refugier sur la plate forme des jeunes

males
Lot des rats Male Tol Male Cont
n=9 n=8

Moyenne des essais 3, 4, 5
(PN50)

K.W : H (ddI=1)= 2,083
P=0,149

20,185 + 11,825

31,417 £ 14,387

Test de Friedman Q (ddI=2)
Essais 3, 4, 5.

Q =2,457
P=0,293

Q=2,571
P=0,276

35,556 * 21,867

22,500 + 12,036

Moyenne des essais 1,2
(PN51)

K.W : H (ddI=1)= 1,824
P=0,177

Test de Wilcoxon Z (E3 vs Z=0,840 Z
E5) P=0,800 P

Test de Wilcoxon Z (E3, 4,5 vs
E 1,2)

K.W = Kruskal-Wallis

Chez les femelles : Le test de K.W ne montre aucune hétérogénéité parmi la
moyenne des essais 3, 4, 5 du premier jour de Morris test qui correspond au PN50
parmi les jeunes femelles, méme observation pour les résultats du temps de
latence durant le premier et second essai du PN51. Le test de Friedman ne
signale aucune divergence parmi le temps émis par le rat pour atteindre le refuge
des jeunes males des deux lots. Le test de Wilcoxon ne démontre aucune

différence du temps de latence entre les essais des deux jours.
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Tableau 22 Temps de latence pour se refugier sur la plateforme des jeunes

femelles

Les lots de rats femelle Tol femelle Cont

N=8 N=8
Moyenne des essais 3,4, 5 22,500 + 15,922 26,875 £ 13,124
(PN50)
K.W : H (ddl=1)= 0,398
P=0,528
Test de Friedman : Q (ddI=2) Q = 5,556 Q =2,000
Essais 3 ,4,5. P= 0,062 P=0,368

Moyenne des essais 1,2
(PN51)

K.W : H (ddI=1)= 0,044
P=0,834

28,063 £ 12,715

25,313 £ 14,175

Test de Wilcoxon Z (E3 vs E5) Z=1,693 Z=0,840

P= 0,955 P=0,800
Test de Wilcoxon (E3,4,5 vs E | Z=0,338 Z=0,676
1,2) P=0,735 P=0,499

K.W = Kruskal-Wallis

3.5. Résultats des tests comportementaux chez les ratons a I’age adulte (70
jours).

3.5.1. Effets du stress prénatal au toluéne sur le comportement des ratons
dans le Test des champs ouverts a I’age adulte

Ce test utilisé pour tester I'anxiété, I'activité exploratrice et I'indice de locomotion
des rats, les résultats constatés sont regroupés dans le tableau 23 pour les rats

males et le tableau 24 concernant les rats femelles.

- Chez les méles, Il existe bien une différence significative parmi le temps passé
dans la partie médiane du dispositif. Ainsi le Lot Tol 14,222+13,553 vs Lot Cont
11,286+4,348. Les rats males ayant subi le stress prénatal se révélent moins
craintif a 'age adulte.
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Tableau 23 : Activité locomotrice, activité exploratrice et indice d'anxiété
dans le test d'open Field dans la population rat male

Lots des Rats Lot Tol Lot Cont
(N=9) (N=7)

Temps passé dan la partie

centrale
4444 + 4,799 4714 + 5,589

Test F de Ficher
P=0,671 dd1=6 dd2=8

Temps passé dans la partie

médiane
14,222 + 13,553** 11,286 *+ 4,348**

Test F de Ficher
P=0,012 ddi1=8 ddI2=6

Temps passé dans la partie
périphérique
281,222 + 16,657 | 284,000

+

9,220
Test F de Fischer

P=0,167 ddI1=6 ddl2=8

Nombre de cases traversées

+

Testde F 110,222 + 58,354 | 125,429 77,593

P=0,446, ddl1=6  ddI2=8

Temps de redressement

Test F de Fischer 22,222 + 13,017 23,571 = 15,252
P=0,660 ddi1=6  ddI2=8

** p<0,01

-Chez les femelles, on constate une différence trés significative parmi le temps
passeé dans la zone périphérique du dispositif tel que le Lot Tol 304,375+37,263 vs
289,000+5,774. Cela suggere que le stress prénatal au toluéne affecte le

comportement émotionnel des femelles a I'age adulte .
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Tableau 24 : Activité locomotrice, activité exploratrice et indice d'anxiété
dans le test d'open Field dans la population rat femelle

Lots des rats Lot Tol Lot Cont
(N=8) (N=4)
Temps passé dans la partie
centrale (sec) 2,000 £ 1,690 2,500 + 0,577
Test F de Fisher :
p=0,105 ddI1=7 ddI2=3
Temps passé dans la zone
médiane (sec) 6,125 + 5,540 11,000 + 5,354
Test F de Fisher :
P=0,947 ddl1=7 ddl2=3
Temps passé dans la zone 304,375
périphérique (sec) + 289,000 = 5,774*
Test F de Fisher 37,263

P=0,011 ddi1=7 ddI2=3

Temps de redressement (sec)
Test F de Fisher
P=0,688 ddl1=7 ddI2=3

24,875 + 14,613

+

15,500 + 10,970

Nombre de cases traversées
Test F de Fisher
P=0,160 ddi1=7 ddI2=3

139,375
+

64,946

61,500 * 25,981

**5<0,01

3.5.2. Effets du stress prénatal au toluéne sur le comportement des ratons
dans le Test du labyrinthe en croix surélevée a I’dge adulte

Le test était réalisé dans le but d’évaluer le niveau d’anxiété des animaux. Les

données enregistrées sont consignées dans les tableaux 25 pour les males

adultes et le tableau 26 pour les rats femelles.

Chez les males, on observe une difféerence hautement significative du temps
passé dans les bras ouverts (Lot Tol: 45,429+Lot Cont: 42,272 vs 37,7141£12,038)
donc les rats male du Lot Tol sont peu anxieux comparé au Lot Cont. Il semblerait

que les rats males issus de meéres traitées au toluéne sont moins méfiant pour les

espaces ouverts.
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Tableau 25 : Le niveau d'anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevée
entre les males adultes.

Lots des rats Lot Toluéne Lot Cont
(N=7) (N=7)

Nombre de passage par le

centre 11,429 + 2,878 6,714 + 3,094

Test F de Fisher :

P=0,865 ddI1=6 ddI2=6

Nombre d’entrée dans les bras

fermés 8,143 + 3,288 4,286 £ 1,799

Test F de Fisher :

P=0,168 ddl1=6 ddI2=6

Nombre d’entrée dans les bras

ouverts 5,857 + 3,532 4,286 + 1,890

Test F de Fisher :
P=0,153 ddi1=6 ddI2=6

Temps passé dans le centre
(sec)

Test F de Fisher :

P= 0,860 ddl1=6 ddI2=6

46,571 + 24,241

25,571 + 22,493

Temps passé dans les bras
fermés (sec)

Test F de Fisher :

P= 0,602 ddl1=6 ddI2=6

208,000 + 36,977

236,714 £+ 29,596

Temps passé dans les bras
ouverts (sec)

Test F de Fisher :

P= 0,008 ddi1=6 ddI2=6

45,429 + 42,272**

37,714 + 12,038**

Nombre de redressement
Test F de Fisher :
P= 0,093 ddi1=6 ddI2=6

10,429 + 3,409

7,429 + 1,618

** p<0,01

-Chez les femelles, on remarque une hausse dans tout les parameétres mesurés
sur ce test mais le test de Ficher ne révéle aucune divergence significative parmi
les femelles des deux lots (lot Toluéne et control). Donc les femelles issues de

meres traitées au toluéne présentent un niveau d’anxiété trés bas a I'age adulte
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Tableau 26: Le degré d'anxiété dans le test du labyrinthe en croix surélevée
entre les femelles

Lots des rats Lot Tol Lot Cont
(N=6) (N=4)

Nombre de passage par le
centre 10,333 + 5,922 6,250 £ 2,872
Test F de Fisher :

P=0,263 ddI1=5 ddl2=3

Nombre d’entrée dans les bras
fermés 6,167 + 3,251 4,000 + 1,414
Test F de Fisher :

P=0,201 ddi1=5  ddI2=3

Nombre d’entrée dans les bras
ouverts 6,167 + 3,251 4,000 + 1,414
Test F de Fisher :

P=0,201 ddi1=5  ddI2=3

Temps passé dans le centre
(sec) 23,500 + 13,202 13,750 + 7,932
Test F de Fisher :

P=0,431 ddl1=5 ddl2=3

Temps passé dans les bras
fermés (sec) 149,000 + 48,361 250,750 + 21,329
Test F de Fisher :

P=0,208 ddl1=5 ddl2=3

Temps passé dans les bras
ouverts (sec) 127,500 £ 49,585 60,500 £ 67,540
Test F de Fisher :

P= 0,509 ddl1=5 ddI2=3

Nombre de redressement (fois)
Test F de Fisher : 12,000 % 3,950 10,500 + 4,203
P=0,840 ddI1=3 ddi2=5

3.5.3. L’effet du stress prénatal au toluéne sur les résultats de la nage

forcée a I’age adulte (70 jours)

Ce test permet de mesurer le degré d’état de « dépression » ou plus précisément
de l'état de résignation ou de motivation de I'animal. Les résultats obtenus sont

rassemblés dans le tableau 27 pour les rats femelles et 28 concernant les males.

Chez les femelles, on remarque une différence dans les paramétres mesurés.
Ainsi le temps d’escalade est plus important pour le femelle Tol que les femelle
Cont (Lot Tol 109,333+35,719 vs Lot Cont 101,500+33,234) ; le temps de nage
dure plus longtemps chez Iles femelles Tol comparé aux femelles
Cont (respectivement 125,667+39,561 vs 93,500+ 55,861) et le temps d'immobilité
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chez les femelle Tol est nettement inferieur a celui observé chez les femelles
Cont. Néanmoins le test de Ficher ne montre aucune différence significative dans
les paramétres de la nage forcée entre les femelle des deux lots (lot Toluéne et
control). Donc les femelles issues de meres traitées au toluéne montre plus de

motivation dans le test de nage forcée.

Tableau 27: Le temps d’escalade, de nage et d’'immobilité pendant le test de
nage forcée parmi les femelles

Lots des rats Lot Tol Lot Cont
(N=6) (N=2)

Temps d’escalade (sec)
Test F de Fisher : 109,333 £ 35,719 101,500 +* 33,234
P=0,790 ddi1=5 ddI2=1

Temps de nage (sec)
Test F de Fisher : 125,667 + 39,561 93,500 * 55,861
P=0,434 ddl1=1 ddI2=5

Temps d’immobilité (sec)
Test F de Fisher : 65,167 + 40,907 105,000 £ 22,627
P=0,792 ddI1=5 ddI2=1

Chez les males, on remarque que le temps d’escalade chez le Lot Tol est plus
élevé que chez le Lot Cont (Tol 133,571+ 28,664 vs Lot Cont 104,143 + 28,204).
Alors que pour le temps de nage et d'immobilité sont plus diminuer comparés a
ceux trouver chez le Lot Cont (tableau 26). Cela suggere que les méles issus de
meres traitées au toluéne sont moins déprimés a I'age adulte au cours du test de

nage forcée.
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Tableau 28 : Le temps d’escalade, de nage et d’'immobilité pendant le test de
nage forcée parmi les males

Lots des rats Lot Tol Lot Cont
(N=7) (N=7)

Temps d’escalade (sec)
Test F de Fisher : 133,571 + 28,664 104,143 + 28,204
P=0,970 ddi1=6 ddI2=6

Temps de nage (sec)
Test F de Fisher : 99,429 + 27,159 115,571 £ 28,425
P=0,915 ddi1=6 ddI2=6

Temps d’immobilité (sec)
Test F de Fisher : 67,000 + 43,105 80,143 + 31,398
P=0,460 ddlI1=6 ddI2=6
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3.6. Résultats des paramétres immunologiques chez les ratons a I’age adulte
(70 jours).

3.6.1. Variations des populations leucocytaires et des immunoglobulines G
chez les rats males adultes (70jours) issus des méres contrbles et traitées
au toluene

Tableau 29 : Paramétres immunitaires chez les rats males adultes (70jours)

Paramétre IGg GB Neut | Lymph | Mono Eos PLQ
immunitaire| 10%ul | 10%ul | 10%ul | 10%ul | 10%ul | 10%ul | 10%pl
Lot Tol | 1,7266 2,68 | 1,562 | 4,981 |0,0475 | 0,0575 | 764,1
+ + + + + + +
0,2196 | 1,59 0,824 | 1,124 |0,0433 | 0,0437 | 100,2
Lot Cont | 2,005 | 7,585 | 1,316 | 6,171 [0,0780 | 0,06 | 771,3
+ + + + + + +
0,318 | 2,621 0,270 | 2,48 |0,0748 | 0,0224 | 1014
Test t 1,532 -1,228 |-0,851 | 1,252 | 1,021 | 0,151 | 0,150
Student
a=0,002 |0=0,002 |0=0,002 | a=0,002 |a=0,002 |a=0,002 | a=0,002

Nous avons constaté une diminution significative du taux des globules blanc
(Controle: 7,585+2,621 vs Tol
2,005+0,318vs Tol : 2,005+0,318), des lymphocytes (Contréle: 6,171£2,48 vs Tol :
4,981+1,124), des monocytes (Contréle: 0,0780+0,0748vs Tol : 0,0475+0,0433),
des éosinophiles (Contrdle: 0,06+0,0224vs Tol : 0,057510,0437) et des plaquettes
(Controle: 771,3+101,4vs Tol : 764,1+£100,2) chez les rats méales adultes (70 jours)

issus des meres traités au toluénes par rapport a leurs équivalents issus des

: 2,68+1,59), des Immunoglobulines (Contrdle:

meres contréles. Par contre nous avons noté une légére augmentation du taux des
neutrophiles (Contréle: 1,316 + 0,270vs Tol : 1,562 + 0,824).
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3.6.2. Variations des populations leucocytaires et des immunoglobulines G
chez les rattes femelles adultes (70jours) issus des meéres controles et
traitées au toluéne

Tableau 30: Parameétres immunitaires chez les rattes femelles adultes

(70jours)
Paramétres IGg GB Neut | Lymph | Mono Eos PLQ
immunitaires| 10%ul | 10%ul | 10%ul | 10%ul | 103l | 10%ul | 103l
Lot Tol 2,4 5,33 1,517 | 4,564 | 0,100 | 0,080 771,3
+ + + + + + +
0,4552 | 2,499 | 0,502 | 1,986 | 0,095 | 0,067 460,6
Lot Cont |2,3142 | 8,307 1,46 6,404 |0,0114 | 0,0614 | 728,7
+ + + + + + +
0,725 | 2,064 | 0,393 | 1,404 |0,0107 | 0,0167 67,4
Test t -0,210 | 2,423 |-0,1933| 1,691 |-2,504 | -0,719 | -0,382
Student
a= a= a= |a=0,002| a= |a=0,002 a=
0,002 0,002 | 0,002 0,002 0,002

Nous avons constaté une diminution significative du taux des globules blanc (Cont:
8,307+2,064 vs Tol : 5,33+2,499), des lymphocytes (Cont: 6,404+1,404 vs Tol :
4,564+1,986), des monocytes (Cont: 0,0114+0,0107 vs Tol : 0,100£0,095) chez les
rattes femelles adultes (70 jours) issues des méres traités au toluéne par rapport a
leurs équivalents issus des méres contréles. A l'inverse, les autres paramétres
accusent une augmentation: des éosinophiles (Cont: 0,0614+0,0167 vs Tol :
0,080+0,067) et les plaquettes (Cont: 728,7t67,4 vs Tol : 771,31460,6), les
neutrophiles (Cont: 1,46+0,393 vs Tol : 1,517+£0,502) et des Immunoglobulines
(Cont: 2,3142+0,725 vs Tol : 2,4+ 0,4552).
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3.6.3. Variations des parameétres immunitaires chez les rats males adultes
(70jours) issus des meéres contrdles et traitées au toluéne aprés traitement a
la dexaméthasone

Tableau 31: Paramétres immunitaires chez les rats males adultes (70jours)
apres traitement a la dexaméthasone.

GB Neut Lymph Mono Eos PLQ
103/l 103/l 103l | 10%ul | 10%ul | 10%ul
Lot 7,585 1,316 6,171 0,0780 0,06 771,3
Cont
Avt Dex + + + + + +
2,621 0,270 2,48 0,0748 | 0,0224 101,4
Lot 2,308 1,72 1,0367 | 0,010 0,02 514,5
Cont
1,058 0,00 0,6559 | 0,017 0,014 272,8
Lot Tol | 2,68 1,562 4,981 0,0475 | 0,0575 764,1
Avt Dex
+ + + + + +
1,59 0,824 1,124 | 0,0433 | 0,0437 100,2
Lot Tol | 5,066 2,41 2,785 0,05 0,0175 696,8
Apr Dex
+ + + + + +
1,074 0,00 1,0536 | 0,047 0,015 191,7

Nous avons observé que la dexaméthasone engendre une diminution significative
du taux des globules blancs (Cont Avt Dex 7,585 + 2,621 Vs Cont Apr Dex : 2,308
+ 1,058 ), des lymphocytes (Cont Avt Dex 6,171 + 2,48 Vs Cont Apr Dex 1,0367 +
0,6559), des monocytes (Cont Avt Dex 0,0780 + 0,0748 Vs Cont Apr Dex 0,010 +
0,017), des éosinophiles (Cont Avt Dex 0,06 £+ 0,0224 Vs Cont Apr Dex 0,02 +
0,014) et des plaquettes (Cont Avt Dex 771,3 = 101,4 Vs Cont Apr Dex 514,5 +
272,8) chez les rats males adultes issus des méres non traitées au toluéne. A
l'inverse, les neutrophiles augmentent (Cont Avt Dex 1,316+0,270Vs Cont Apr Dex
1,72+0,00).

Par contre, chez les rats méles adultes (70 jours) issus des méres traitées au
toluéne, la dexaméthasone agit différemment vis a vis des globules blancs (Tol Avt
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Dex 2,68 + 1,59 Vs Tol Apr Dex 5,066 + 1,074) et des monocytes (Tol Avt Dex
0,0475 £ 1,124 Vs Tol Apr Dex 0,05 = 0,047). Pour les autres paramétres, les
variations vont de paire ou nous avons constaté les taux des lymphocytes (Tol Avt
Dex 4,981 + 1,124 Vs Tol Apr Dex 2,785 £ 1,0536), des éosinophiles (Tol Avt Dex
0,0575 + 0,0437 Vs Tol Apr Dex 0,0175+ 0,015) et des plaquettes (Tol Avt Dex
764,1+£100,2 Vs Tol Apr Dex 696,8+191,7) diminuent aprés traitement a la
dexaméthasone, alors que le taux des neutrophiles (Tol Avt Dex 1,562 + 0,824 Vs
Tol Apr Dex 2,41 £ 0,00) augmente.

3.6.4. Variations des parameétres immunitaires chez les rattes femelles
adultes (70jours) issues des méres controles et traitées au toluéne aprés

traitement a la dexaméthasone

Tableau 32: Parameétres immunitaires chez les rattes femelles adultes
(70jours) aprés traitement a la dexaméthasone.

GB Neut Lymph Mono Eos PLQ
10%/ul 103/l 103/l 103/l 103/l 103/l

Lot Cont 8,307 1,46 6,404 0,0114 | 0,0614 728,7
Avt Dex * * * + * +
2,064 0,393 1,404 0,0107 | 0,0167 67,4

Lot Cont 2,065 1,754 1,538 0,100 0,080 7713
Apr Dex t t * * + +
0,983 0,320 0,052 0,095 0,067 460,6

Lot Tol 5,33 1,517 4,564 0,100 0,080 771,3
Avt Dex * * + + * +
2,499 0,502 1,986 0,095 0,067 460,6

Lot Tol 3,046 1,6600 1,3650 0,032 | 0,01800 | 853,2
Apr Dex + + + + + +

0948 | 01249 | 02111 | 0030 |003493 | 1219
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Nous avons remarqué que la dexaméthasone a provoqué une diminution
significatif du taux des globules blancs (Cont Avt Dex: 8,307 + 2,064 Vs Cont Apr
Dex: 2,065 + 0,983), des monocytes (Cont Avt Dex 0,0114+0,0107 Vs Cont Apr
Dex 0,100+0,095) et des lymphocytes (Cont Avt Dex 6,404 + 1,404 Vs Cont Apr
Dex 1,538 + 0,052) chez les animaux femelles issues des meéres non traitées au
toluéne par rapport a celui des animaux issus des méres traitées au toluene. Les
autres parameétres subissent une augmentation significative: des neutrophiles
(Cont Avt Dex 1,46 = 0,393 Vs Cont Apr Dex 1,754 £ 0,320), des éosinophiles
(Cont Avt Dex 0,0614 + 0,0167 Vs Cont Apr Dex 0,080 + 0,067) et des plaquettes
(Cont Avt Dex 728,7 £ 67,4 Vs Cont Apr Dex 771,3 £ 460,6).

Chez les rattes adultes femelles issue des méres traitées au toluéne nous avons
remarqué que la dexaméthasone a agit de la méme maniére, c.a.d. une diminution
significatif du taux des globules blancs (Tol Avt Dex: 5,33+2,499 Vs Tol Apr Dex:
3,046+0,948), des monocytes (Tol Avt Dex 0,100 0,095 Vs Tol Apr Dex
0,032+0,030) et des lymphocytes (Tol Avt Dex 4,564+1,986 Vs Tol Apr Dex
1,3650+0,2111) chez les animaux femelles issues des méres non traitées au
toluéne par rapport a celui des animaux issus des méres traitées au toluene. Les
autres paramétres subissent également une augmentation significative: des
neutrophiles (Tol Avt Dex 1,5171£0,502 Vs Tol Apr Dex 1,660 +0,1249), des
éosinophiles (Tol Avt Dex 0,080 + 0,067 Vs Tol Apr Dex 0,01800 + 0,03493) et des
plaquettes (Tol Avt Dex 771,3+460,6 Vs Tol Apr Dex 853,2+121,9).
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4. Discussion

Dans notre étude, le traitement prénatal au toluéne a provoqué un retard de
développement trés marqué sur la progéniture. Ce dernier est a considérer sous

ses deux aspects, a savoir physique et neuromoteur.

Sur le plan physique, nos résultats concernant I'évolution pondérale
(tableau 06) font tous apparaitre une diminution du poids chez les petits issus des
meres traitées par rapport a leurs homologues issus des méres non traitées. Nous
rappelons que le traitement au toluéne a été effectué chez les rattes a une dose
correspondant au % de la DLsy par voie intra péritonéale et pendant la période du

7°™ jour au 14°™ jour de gestation.

Ce retard de développement pondéral a été rapporté par plusieurs auteurs,
parmi lesquels Roberts et al. (1997) et Da-silva et al. (1990) qui rapportent que
les variations pondérales par voie d’inhalation sont dose dépendantes. Les
malformations squelettiques et les effets sur le poids corporel des ratons ne sont
observés qu’avec des doses comprises entre 1500 et 3000 ppm (A.P.l., 1978 ;
Ono et al., 1995 ; T atrai et al., 1980). Dans cette étude, il ressort que I'exposition
prénatale au toluéne provoque une modification du métabolisme chez les jeunes,
ainsi que dans la composition corporelle. Le toluéne parait provoquer une

altération dans la consommation alimentaire (Patricia et al., 2007).

Dans notre travail, le déficit pondéral des ratons issus des femelles traitées
au toluéne est souvent associé a un retard de la durée de I'éruption des incisives
(Tableau 07, Tableau 08) et de Il'ouverture des yeux (Tableau 09, Tableau 10).
Ceci a été rapporté dans divers travaux qui signalent tous un retard dans la durée
d’ouverture des yeux et de I'éruption des incisives (Karin et al., 1998 ; Bharati et
al., 2012 ; Thiel et al., 1997).

Un autre résultat qui mérite d’étre signalé, qui concerne le sex ratio et la
taille de la portée. De nos résultats, il ressort que le traitement prénatal au toluéne
provoque une diminution de nombre de petits par portée (tableau 05) associé a
une modification du sex ratio (tableau 04) ou le nombre de nouveau nés males
augmente dans la portée. Ce résultat est confirmé par plusieurs auteurs (Karin et
al., 2004 ; Scott et al., 2004, 2006 ; Bowen et al., 2005). En ce qui concerne le
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sex ratio, nos résultats ne sont pas confirmés par ces auteurs, et nous pensons

que cette différence réside dans le mode de traitement.

Pour apprécier l'altération du systeme nerveux central (SNC) subi par la
progéniture suite a une exposition des méres au toluéne au cours de la gestation,
notre travail s’est basé sur la mesure dun certain nombre paramétres
neuromoteurs, réalisée a partir d'une batterie de tests : Test de retournement
(tableau 11, tableau 12), Test d’agrippement (tableau 13, tableau 14), Test de
réaction antigravitaire (tableau 15, tableau 16) et Test de suspension (tableau 17,
tableau 18). L’ensemble de nos résultats montre que les ratons issus des femelles
traitées au toluéne présentent un déficit pour tous les tests, a I'exception du test
de suspension. Ces déficits neuromoteurs seraient la conséquence d’altération de
la structure nerveuse subie au cours du développement. Ces altérations
supposées vont se traduire plus tard par des troubles neuromoteurs et
comportementaux divers: Test des champs ouverts (tableau 23, tableau 24), test
de labyrinthe en croix surélevée (tableau 25, tableau 26) et test de la nage forcée
(tableau 27, tableau 28). A travers ces résultats, nous avons conclu que les
animaux issus des meres traitées au toluéne sont moins anxieux que leurs
homologues issus des méres contrbles (tableau 23, tableau 24). En plus, au sein
du groupe issu des méres traitées, la progeéniture femelle adulte (70 jours) est
moins anxieuse que la progéniture méale adulte (70 jours). Cela suggere que le
stress prénatal au toluéne affecte plus le comportement émotionnel des femelles a
'age adulte (70 jours). Le méme constat a été signalé au niveau du test de
labyrinthe en croix surélevée (tableau 25, tableau 26). Au niveau du test de la
nage forcée (tableau 27, tableau 28), il parait que I'antidépresseur clonazepam
est plus efficace chez les animaux issus des meres traitées, cette efficacité est

plus importantes chez les femelles adultes (70 jours).

Une multitude de travaux, réalisés dans ce contexte, rapportent tous que
I'exposition prénatale au toluéne provoque une baisse du poids du cerveau chez
les nouveau nés (Hass et al., 1994). Sidney et al. (1998) et Balster (1998)
trouvent que le toluéne peut franchir la barriere hémato céphalique et provoquer
des effets euphorisants comme les benzodiazépines. Deleu et al. (2000) et
Kamran et al (1998), rapportent que le toluéne provoque une atrophie du cerveau
ainsi qu'une atrophie de I'hippocampe. Mzia et al. (2011), dans une étude relative
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a une exposition postnatale, trouve que le toluene modifie la structure de
I'hippocampe et provoque une perte des cellules pyramidales. Ces altérations du
systéme nerveux suite au traitement au toluéne en pré et postnatale, vont
provoquer des modifications importantes dans le développement futur des petits.
Ces modifications vont concerner principalement l'activité locomotrice et les
facultés cognitives de I'animal. Dans ce contexte Hass et al. (1994) trouvent, lors
d’'une exposition prénatale au xyléne, une baisse des capacités dans les tests de
comportement neuromoteurs. Dans le méme ordre d’'idée Karin et al. (1998),
travaillant sur une exposition prénatale au toluéne, ne trouvent pas d’effet
significatif sur les fonctions motrices, cependant elle révéle des fonctions
cognitives affaiblies. Cet affaiblissement est plus marqué chez les femelles. Scott
et al. (2007) montre dans une étude consacrée au nouveau né que I'exposition au
toluéne provoque des modifications de l'activité locomotrice différente selon I'age

du traitement et le sexe de I'animal.

Shane et al. (2010) travaillant sur des ratons adolescents exposé au
toluene, dressent le profil neurochimique au cours de cette phase. Les
neurotransmetteurs étudiés sont les glutamates, le GABA dans le cortex CPFm et
dans le striatum et I'hippocampe antérieur. Dans le CPFm le toluéne réduit le
glutamate et ne présente pas effet sur le GABA a 1 jour d’exposition ; aprés 7
jours d’exposition, le glutamate est le plus touché avec cependant une
augmentation du GABA. Dans I'hippocampe, ni le GABA ni le glutamate n'ont été
modifiés un jour aprés [I'exposition, cependant, aprés 7 jours, les deux
neurotransmetteurs sont augmentés. Dans le striatum il n’a été relevé aucune

modification ni le 1% jour ni le 7°™

jour. Concernant les récepteurs des
neurotransmetteurs, il a été rapporté que le toluéne inhibe I'excitabilité des
récepteurs NMDA (Cruz et al., 1998, 2000) et les récepteurs acétylcholine
nicotinique (Bale et al., 2002) améliorent les fonctions des récepteurs inhibiteurs
tels que le GABAa ainsi que les récepteurs de la glycine (Bale et al., 2005). Pris
ensemble, ces résultats montrent que le toluéne est tantdét un inhibiteur
pharmacologique et tantét un stimulateur des neurotransmetteurs. Il a également
eté démontré (Win-shwe et al., 2009b) que le niveau de glutamate extra
cellulaire augmente pendant la période d’apprentissage chez les souris témoins

alors qu’il diminue chez les sujets traitées au toluene. De ceci, il ressort que
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I'exposition au toluene provoque des modifications dans la neurochimie du
cerveau et ces modifications peuvent se répercuter sur le systéme nerveux
périphérique et sur les fonctions neuromotrices (Goodwin et al. 1986). Dans ce
contexte, Murata et al. (1991) trouvent que I'exposition des rats a des solvants
organiques provoque des changements significatifs dans les niveaux des

catécholamines.

Dans une autre étude Karin et al. (2004), a combiné, en méme temps
gu’une exposition prénatale au toluéne, un stress chronique léger (CMS). Il a été
trouvé chez les ratons issus du traitement combiné, une amélioration des
paramétres neuromoteurs. Enfin, Pi-shih lo et al. (2009) trouvent que le toluéne
provoque des altérations de I'activité locomotrice, la coordination motrice et
'apprentissage et attribuent ces troubles a la dopamine et aux récepteurs NMDA.
Pour mettre en évidence son hypothése, il a utilisé des antagonistes des
récepteurs dopaminergiques D1SCH23390, un antagoniste des récepteurs D2
Raclopride et un antagoniste des récepteurs D3 Nafadotride, ainsi que la D-serine,
un co-antagoniste de la glycine des récepteurs NMDA. Ces molécules ont été
administrées avant I'exposition au toluéne chez le rat. Le SCH23390, le Raclopide
et le Nafadotride ont déprécié 'activité locomotrice et n'ont eu aucun effet sur les
troubles neuromoteurs et cognitifs en réponse a l'effet du toluene. La D-serine
réduit toutes les altérations comportementales signalées suite a I'exposition au
toluéene. De ceci il ressort que le blocage des récepteurs NMDA peut jouer un réle
crucial dans le rétablissement de I'hyperactivité locomotrice ainsi que les troubles
moteurs et cognitifs, et il semble que la Dopamine peut étre impliquée dans
I'hyperactivité locomotrice (Pastor et al., 2005 ; Leriche et al., 2003 ; Carter,
1994 ; Bale et al., 2007 ; Balster, 1998).

Dans le test du plus maze test ou nous avons essayé d’estimer le dégrée
d’anxiété. Les rats, sexe confondu, ayant subis au préalable une exposition
prénatale au toluéne semblent vouloir explorer les endroits ouverts, un
comportement contraire aux rongeurs qui ont une préférence innée pour les
endroits clos. Les travaux de SIDNEY M. et al (1998) suggére que l'exposition
prénatale au toluéne peut inhiber certains aspects de la neurogenése du cerveau
antérieur. Ainsi durant la période d’expositions dans leur expérience

correspondant au 6 au19 jour de gestation tous les neurones a I'exception des
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gyrus denté (corps godronneé) de I'hippocampe sont congus. Par conséquent, le
développement de plusieurs populations de neurones du cerveau antérieur peut
étre affecté par I'exposition prénatale au toluéne. Cela peut expliquer 'absence de
méfiance innée des rats vis-a-vis du test de labyrinthe en croix surélevé dans nos
travaux. Nos résultats ne consolident pas [I'hypothése selon la quelle
« l'exposition antérieure subchronique au toluéne conduit a des altérations
persistantes dans la fonction cognitive, affective ou motrice ». Pareille conclusion
a été avancé par Beasley TE et al (2012) pour leurs travaux sur I'exposition
subaigue au toluéne, ou aucun effet sur 'anxiété n’a été révelé au plus maze test.

(Tracey E. Beasley et al ., 2012).

Dans nos résultats concernant les paramétres immunitaire, nous avons
constaté que le toluéne a provoqué chez la progéniture (parvenant a I'age adulte
de 70 jours) une immunosuppression généralisée illustrée principalement par une
diminution du taux des globules blanc, des Immunoglobulines, des lymphocytes,
des monocytes, des éosinophiles et des plaquettes chez les rats males adultes (70
jours)(tableau 29) et une diminution du taux des globules blanc, des lymphocytes,
des monocytes chez les rattes femelles adultes (70 jours) (tableau 30). Par
ailleurs, nous avons signalé une différence de la réactivité du systéme immunitaire
a la dexaméthasone entre les femelles adultes (70 jours) (tableau 32) et les méles
(tableau 31).

Dans un autre contexte, Sari et al. (2006) signalent qu'une exposition au
toluéne peut agir sur I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien comme un facteur
de stress qui aura comme conséquence une modification du systéme
neuroendocrinien et immunitaire. Farrar et al. (1986) montrent que la sollicitation
de laxe HPA provoque la surproduction d’IL2 qui induit une prolifération
lymphocytaire, la sécrétion accrue de corticostérone va provoquer l'inhibition des
IL2 qui va aboutir a un affaiblissement des compétences immunitaires. Les
différences de réactivité constatées chez les femelles adultes (70 jours) par
rapport aux males adultes (70 jours) issus des meres traitées au toluéne,
pourraient nous amener a confirmer I'hypothése de l'implication des stéroides

neuroactifs évoqués dans la premiére partie de ce présent travail.
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5. Conclusion

Dans notre étude, le stress prénatale a provoqué des altérations divers
chez la progéniture des rattes traitées au toluéne ceci aussi bien sur le plan
physique que neuromoteur. L’administration du toluéne chez les femelles
gestantes a provoqué une diminution du poids corporelle, un retard dans la durée
d’ouverture des yeux et celle de la percé des incisives. Deux autres parametres
physique ont subit aussi des modifications a savoir le sex ratio et la taille de la
portées .Sur le plan neurobiologique on signale une altération du SNC des rattons
suite a I'exposition au toluéne des méres .Ceci a été confirmé par les batteries de
test. Le toluéne peut franchir la barriere hémato-céphalique en provoquant une
diminution du poids du cerveau ainsi que atrophie de I'hippocampe et aussi la
mort cellulaire « appoptose » .I'exposition au toluéne provoque des modifications
de l'activité locomotrice c'est-a-dire du profile neurochimique. C’est donc au
niveau du neurotransmetteur : GABA et du Glutamate que se produisent ces
changements cela dépend de Ila durée d’exposition. Le toluéne inhibe la
stimulation des récepteurs NMDA et aussi les récepteurs acétyle Coline
nicotinique ; alors qu’il stimule la fonction des récepteurs inhibiteurs comme le
GABAa et les récepteurs de la glycine. .I'exposition a des solvants organique
comme le toluéne provoque un état de stress donc augmente le taux de
catécholamines dans le sang, aussi sur le plan immunitaire. La stimulation de I'axe
HHS provoque la sécrétion de I'lL2 suite a une prolifération lymphocytaire ; La
corticostérone va donc inhiber la production d’IL2 et conduira a un déficit
immunitaire. Le toluéne altére l'activité locomotrice et la coordination motrice via
les récepteurs NMDA ceci a été bien démontré on en recourant a l'utilisation des

antagonistes avant exposition au toluéne chez le rat.
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CONCLUSION GENERALE

Le stress une notion qui porte a confusion elle désigne le stressant d’'une part et la
réponse elle-méme d’autres part, I'intérét porté a I'étude du stress est énorme vue
le mode de vie que nous subissons au quotidien depuis des générations. Les
interventions de [I'environnement sont marquantes et décisives pour la
construction et le fonctionnement du cerveau. Chaque organisme gére
'information qu’il recoit et les réponses qu’il y donne selon certaines modalités
d’équilibre ou de déséquilibre, et I'action de I'environnement au cours du temps
peut déplacer les normes homéostatiques et créer des états allostatiques, sources
de désadaptations. Ces influences, d’autant plus déléteres qu’elles sont précoces,
fragilisent le systéme nerveux central et conduiraient a I'apparition de maladies.
Des « périodes critiques » pourraient ainsi étre identifiées pendant le
développement, au cours desquelles le programme génétique de développement
serait sensible a des influences régulatrices épigénétiques. C’est le cas de la
période prénatale, sensible aux variations de I'environnement externe, maternel.
Ainsi, I'exposition de la mére pendant sa grossesse a un environnement stressant
perturbe le développement psychobiologique de I'enfant.

Chez I'animal, différents modéles expérimentaux ont confirmé qu’un stress de la
meére au cours de la gestation a des conséquences délétéres sur le devenir de la
progéniture. Ce stress maternel provoque un stress prénatal et son cortéege de
déreglements au niveau des systémes neuro-endocriniens, notamment de I'axe
corticotrope et des systemes de neurotransmission, en particulier
sérotoninergique. Les rythmes biologiques sont perturbés, comme en témoignent
le retard du développement psychomoteur, I'altération des capacités cognitives et
la vulnérabilité accrue a développer des maladies. Dans notre cas de figure le
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stress au toluéne chez les rattes gestants semble s’atténuer au cours de la
gestation car elle joue un effet modérateur sur la nocivité et la neurotoxicité du
toluéne, causées probablement par la sécrétion de divers facteurs (hormones
stéroides neurostéroides).Cette réparation a un cout sur le développement de la
progéniture des rattes traitées au toluéne ainsi des altérations divers ont été
observées aussi bien sur le plan physique que neuromoteur tels qu’'une diminution
du poids corporelle, un retard dans la durée d’ouverture des yeux et celle de la
percé des incisives. Ces perturbations ne semblent pas aussi importante a I'age
juvénile (P21 —P45) ni a I'age adulte (P70) dans notre model animal de stress
prénatal au toluéne. Néanmoins une exploration complémentaire sur le volet
endocrinien et cytologique ainsi gu'immunologique est nécessaire pour parvenir a
une conclusion close sur I'effet déployé du toluene a long terme sur notre model
animal ainsi établit. Notre travaille contribue a la chaine de maillon entamée par
d’autre travaux dans ce sujet aussi délicat que passionnant dans la tentative de

compréhension du mécanisme de sensibilisation de 'organisme au toluéne.
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