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Mécanismes d’action
neurotoxique des pesticides

De nombreuses études ont montré que plusieurs pesticides exercent une
action neurotoxique chez ’Homme. Ansi une neurotoxicité (manifestations
neurocomportementales, mnésiques...) a été observée lors d’intoxication
aigué (par exemple : par des organophosphorés, des organochlorés, des car-
bamates ou des pyréthrinoides). Leffet de basses concentrations de pesticides
chez des populations exposées chroniquement est plus difficile 4 appréhender,
notamment en raison des difficultés 2 modéliser ce type d’exposition. A titre
d’exemple, les cultures cellulaires ou l'utilisation d’animaux de laboratoire ne
permettent que difficilement de rechercher des effets 4 long terme. Des études
épidémiologiques ont néanmoins permis de retrouver fréquemment un lien
potentiel entre 'exposition & certains pesticides et la maladie de Parkinson,
bien que de nombreuses données concernant par exemple la durée ou I'inten-
sité de 'exposition restent imprécises.

Dans ce chapitre, une premiére partie est consacrée a la maladie de Parkinson
et aux mécanismes cellulaires et moléculaires associés a la neurodégénéres-
cence. Les mécanismes conduisant & la mort d’une sous-population de neu-
rones, mécanisme essentiel dans la progression de la maladie de Parkinson,
sont présentés de facon 2 offrir une vision générale des voies de signalisation
les plus importantes. Le role des pesticides est ensuite détaillé par la présen-
tation des données expérimentales les plus récentes. La deuxieme partie est
consacrée a l'influence des pesticides dans d’autres pathologies neuronales
(dégénératives ou comportementales).

Maladie de Parkinson : mécanismes cellulaires
et moléculaires associés

Spécificité des cellules dopaminergiques et role du stress oxydant

La maladie de Parkinson résulte de la dégénérescence progressive de neurones
dopaminergiques de la pars compacta localisée dans la substance noire (figure 23.1).
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Aire tegmentale ventrale

Figure 23.1 : Coupe de cerveau montrant la localisation de la substance noire
et du striatum”

Ceux-ci projettent leurs axones dans le striatum qui joue un rdle essentiel
dans la coordination motrice. La dégénérescence de ces neurones explique
plusieurs symptdmes caractérisant la maladie comme l'instabilité posturale.
La maladie de Parkinson se déclare quand plus de 50 % des neurones dopami-
nergiques de la substance noire et 75 % du contenu en dopamine au niveau
striatal, ont disparu. Cette sensibilité particuli¢re aux processus de dégéné-
rescence s’expliquerait par les propriétés intrinséques de ces neurones’' qui
seraient dans un état basal de stress oxydant (Richardson et coll., 2005) lié a:

® une production intrinséque de dérivés réactifs de I'oxygene (DRO) au cours
du métabolisme de la dopamine, soit par auto-oxydation, soit par la réaction
catalysée par la monoamine oxydase B (MAQO-B) (Foley et Riederer, 2000) ;

® une concentration plus faible d’antioxydants (glutathion) et une expres-
sion basse de plusieurs enzymes antioxydantes avec pour conséquence directe,
un seuil de sensibilité plus bas en cas d’augmentation de la concentration en

DRO (Bharath et coll., 2002).

70.  http://www-etud.iro.umontreal.ca/~rivestfr/wordpress/2008/09/19/ganglions-de-la-base-et-
systeme-dopaminergique/

71. Le cerveau est, a la base, particulierement sensible au stress oxydant en raison de sa
consommation importante de dioxygene (O,) (25 % de la consommation du corps pour un poids
de 2 %), de son contenu important en fer (catalyseur de stress oxydant) et en lipides insatu-
rés (cibles de peroxydation) et d’un faible niveau d’expression des enzymes de détoxication (le
niveau d’expression de la catalase est seulement de 10-20 %par rapport a celui du cceur ou du
foie). La substance noire est une des zones les plus sensibles sur la base de ces caractéristiques.
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Dans les cerveaux post-mortem de personnes décédées de maladie de
Parkinson, une augmentation des marqueurs du stress oxydant est observée
(adduits sur ’ADN, peroxydation des protéines et des lipides). Ces oxydations
peuvent étre détectées expérimentalement avant la formation des corps de
Lewy (agrégats cytoplasmiques). Or, de nombreux pesticides entrainent un
stress oxydant dans plusieurs modeles testés (Banerjee et coll., 2001).

Mécanismes associés a la neurodégénérescence

Dysfonctionnement mitochondrial

Cet aspect sera traité dans la partie consacrée aux pesticides.

Formation d’agrégats cytoplasmiques

Sur le plan histologique, les neurones dopaminergiques de patients atteints
de maladie de Parkinson présentent des inclusions cytoplasmiques caracté-
ristiques appelées « corps de Lewy » contenant des agrégats protéiques de
parkine, d’ubiquitine ou d’alpha-synucléine qui est le composant principal.
Les corps de Lewy apparaissent dans d’autres zones du cerveau (par exemple :
cortex) avec la progression de la maladie.

Excitotoxicité glutamatergique

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau, qui,
en cas d’exces, peut causer une toxicité sur ses neurones cibles. Une déplé-
tion en ATP (adénosine triphosphate) due 2 un dysfonctionnement mito-
chondrial (inhibition d'un ou plusieurs complexes de la chaine respiratoire)
peut conduire 2 cette excitotoxicité. En effet, cette diminution en ATP limite
I'activité de la pompe membranaire Na*/K* ATPase, essentielle au maintien
de la polarité de la membrane plasmique. Une dépolarisation membranaire
entraine la diminution du blocage par le glutamate des récepteurs NMDA?
dépendants du voltage qui sont aussi des canaux calciques. Cette levée d’in-
hibition facilite 'ouverture et le passage des ions calciques. Un influx trop
élevé de Ca’* peut ainsi conduire a la mort des cellules dopaminergiques

(Greenamyre et coll., 1999) (figure 23.2).

Mort cellulaire

La nature de la mort cellulaire de ces neurones fait 'objet d’'un débat. Il est pos-
sible que I'apoptose, la nécrose et 'autophagie puissent toutes intervenir (Foley
et Riederer, 2000). L'analyse de cerveaux post-mortem de patients atteints de

72. Les récepteurs non-NMDA pourraient aussi intervenir (Heath et Shaw, 2002).
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maladie de Parkinson montre une activation de la caspase 3 suggérant une
implication de I'apoptose mais des signes d’autophagie sont également détectés
(Hartmann et coll., 2000 ; Kroemer et Blomgren, 2007) (figure 23.2).

. . Membrane
Mitochondrie plasmique

FADHp FAD
NADH,H* NAD*

\\ Z
Q ubiquitinylées
Métaboli Proté
ADP, Pi
AL
ors)
Protéines
O Y/ dégradeées
oA Récepteur NMDA

Figure 23.2 : Composants cellulaires clés de la cellule dopaminergique suscep-
tibles de jouer un role dans la maladie de Parkinson

La cellule dopaminergique de la substance noire présente plusieurs caractéristiques
pouvant expliquer sa sensibilité particuliere vis-a-vis de stress extérieurs. Le métabolisme
de la dopamine conduit a une production basale de radicaux libres (DRO). Cependant
un stress oxydant supplémentaire peut activer les voies conduisant a la mort cellulaire :
le fonctionnement altéré des mitochondries peut conduire a la production de DRO par
la chaine respiratoire, a la libération de cytochrome C (a I'origine de I’activation de la
voie intrinseque apoptotique) et a la diminution de la production d’ATP. L ATP régule des
processus importants pour la survie des cellules comme la dégradation protéique par le
protéasome. Une diminution de son activité pourrait expliquer la formation des corps de
Lewy (McNaught et coll., 2002) ou le maintien du potentiel de membrane (par la pompe
Na+/K+ ATPase) qui joue un role dans la sensibilité des récepteurs NMDA (N-méthyl
D-Aspartate) glutamatergiques, acteurs de I’excitotoxicité de ce neurotransmetteur.

Maladie de Parkinson : composantes génétique
et environnementale
Cette maladie est majoritairement sporadique. Quelques formes sont mono-

géniques, c’est-a-dire liées a la mutation d’'un géne unique. La caractérisa-
tion des genes impliqués (a forte pénétrance) et de leurs fonctions permet de
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mieux comprendre les mécanismes cellulaires pathogéniques” (Horowitz et
Greenamyre, 2010) et surtout d’appréhender de possibles interactions avec
des contaminants environnementaux comme les pesticides (interactions
géne-environnement) (Hatcher et coll., 2008).

Mécanismes d’action de genes identifiés
dans les formes monogéniques

Le géne SNCA, premier géne identifié en 1997 dans les formes monogéniques
de la maladie de Parkinson et codant pour 'alpha-synucléine, a éveillé toutes
les attentions du fait de la présence abondante de son produit dans les corps
de Lewy. Les mutations du géne sont nombreuses et peuvent conduire soit a
une augmentation de I'expression de la protéine, soit a un dysfonctionnement
favorisant son agrégation. En plus du vieillissement qui favorise 'accumulation
de l'alpha-synucléine, 'augmentation de la quantité de la protéine peut étre
liée a une expression plus élevée du transcript et de la protéine (duplications
ou triplements du locus du géne, polymorphismes du promoteur ou de la partie
3’ non traduite de ARN messager) (Chiba-Falek et Nussbaum, 2001 ; Miller
et coll., 2004 ; Grundemann et coll., 2008). Laccumulation de la protéine peut
aussi étre observée en cas d’anomalies de sa voie de dégradation, notamment
du systeme protéasome-ubiquitine’™. Toutefois, les modeles animaux (souris
transgéniques) favorisant 'accumulation de I'alpha-synucléine évoluent rare-
ment vers un syndrome parkinsonien (défini par la perte des cellules de la
substance noire) (Betarbet et coll., 2002 ; Di Monte et coll., 2002). Le lien de
cause a effet entre accumulation d’alpha-synucléine et maladie de Parkinson
reste donc a préciser. Les mutations présentes sur la protéine alpha-synucléine
semblent favoriser son agrégation spontanée. Elles pourraient également
réduire le nombre de vésicules dopaminergiques dans les neurones, favori-
sant ainsi la présence de dopamine cytoplasmique et donc un stress oxydant
(Wood-Kaczmar et coll., 2006). Certains métaux et/ou pesticides stimulent
I'agrégation probablement par une augmentation du stress oxydant. Ceci est
également vrai pour la dopamine qui forme un adduit sur la protéine (Lundvig
et coll,, 2005). La nature hydrophobe ou hydrophile du pesticide pourrait
influencer le changement conformationnel a origine de I'agrégation (Uversky

et coll., 2001 et 2002 ; Uversky 2004 ; Uversky et Eliezer 2009).

Une autre protéine impliquée est la LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2),
une sérine/thréonine kinase et GTPase présente probablement dans un com-
plexe multi-protéique associé aux réseaux de membranes intracellulaires

73. Bien que 'importance d’un dysfonctionnement de ces génes da a une variation d’expres-
sion et/ou d’activité, fasse I'objet de controverses pour les formes sporadiques.

74. Une des raisons du dysfonctionnement de ce systéme pourrait étre un déficit en ATP utilisé
par le protéasome, ce qui est logique dans le cas d’une exposition aux pesticides qui perturbent
la fonction mitochondriale.
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(réticulum, endosomes et mitochondries). Ses différentes mutations sont
associées a des manifestations pathologiques variées. A titre d’exemple, la
mutation la plus commune (G2019S7”) augmente I’activité kinase et donc
induit une hyper-phosphorylation de ses substrats tels que LRKK2 elle-méme
(autophosphorylation), la moesine et el[F4E-BP (eukaryotic Initiation Factor
4E-binding protein) (Horowitz et Greenamyre, 2010). Les souris invalidées
pour la LRRK2 ne semblent pas présenter d’anomalies et se développent nor-
malement jusqu’a I'dge adulte (Andres-Mateos et coll., 2009). L’absence de
LRRK2 ne rend pas les souris plus sensibles au développement d'une maladie
de Parkinson induite par le MPTP (voir ci-dessous) ce qui laisse sous-entendre
que le lien avec la maladie n’est pas di & une perte de fonction mais bel et bien
a un gain (Andres-Mateos et coll., 2009). Chez le nématode (Caenorhabditis
elegans), la surexpression de LRRK2 a un effet protecteur vis-a-vis d'un pesti-
cide, le paraquat (Saha et coll., 2009).

La parkine, une E3-ubiquitine ligase, a été également impliquée. Les mutations
de cette protéine sont associées a une forme récessive de parkinsonisme d’évo-
lution lente (des polymorphismes sont retrouvés dans certains cas sporadiques).
De facon surprenante, I'analyse histopathologique ne retrouve pas toujours des
corps de Lewy, et une accumulation de tous les substrats de la protéine. Par
ailleurs, I'invalidation de ce géne chez la souris entraine un défaut de fonction-
nement mitochondrial et un stress oxydant sans perte de neurones dopaminer-
giques (Palacino et coll., 2004 ; Horowitz et Greenamyre, 2010). Ces données
suggerent que la fonction de la parkine dans la dégradation des protéines n’est
pas celle impliquée dans la pathologie. Des articles récents suggerent que la
parkine serait spécifiquement recrutée par la protéine Pinkl (PTEN-induced
putative kinase 1, une kinase mitochondriale stabilisée par la dépolarisation) au
niveau de mitochondries dépolarisées (dont le fonctionnement est anormal).
Elle stimulerait leur élimination par mitophagie (autophagie mitochondriale)
apres ubiquitinylation d’'un canal membranaire voltage-dépendant (VDACI)
et recrutement d’'un adaptateur p62, responsable du ciblage de protéines ubi-
quitinylées aux vacuoles autophagiques (Narendra et coll., 2010 ; Narendra et
Youle, 2011). Des mutations de Pink]1 sont retrouvées dans des formes mono-
géniques de maladie de Parkinson. Le role sensibilisateur des mutations de
la parkine ou de Pinkl vis-a-vis d'une exposition a des pesticides (roténone,
MPTP) a également été démontré (Palacino et coll., 2004 ; Casarejos et coll.,
2006 ; Wang et coll., 2007 ; Haque et coll., 2008).

La protéine DJ-1, exprimée majoritairement dans les astrocytes, est sensible au
stress oxydant qui provoque sa translocation du cytoplasme vers la mitochon-
drie oti elle exercerait une fonction protectrice mal comprise (Canet-Aviles et
coll., 2004). Des mutations ont été décrites pour cette protéine dans de rares

75. Une caractéristique intéressante de LRRK2 est que la mutation G2019S a une pénétrance
réduite ce qui est en faveur soit d’une interaction avec d’autres genes ou avec des facteurs de
I’environnement.
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cas de parkinsonisme récessif précoce. La perte de fonction de DJ-1 pourrait
conduire a une surexpression du transporteur de la dopamine dans le striatum
conférant aux neurones dopaminergiques, une plus grande capacité d’accu-
mulation de composés toxiques.

Le fait que sur les cing protéines identifiées, trois soient exprimées dans la
mitochondrie, suggere que la mitochondrie joue un rdle central dans les
mécanismes pathologiques de la maladie de Parkinson.

Interactions gene-environnement : un role des pesticides 2

Une interaction forte entre génes et environnement a été suspectée du fait
par exemple, d’une pénétrance incompléte de certaines formes monogéniques
(Horowitz et Greenamyre, 2010). Plusieurs facteurs non génétiques ont été
associés avec la maladie de Parkinson (Horowitz et Greenamyre, 2010) : 'age,
le genre (maéle), le tabagisme (association inverse avec un role possible de la
nicotine dans la protection spécifique des neurones dopaminergiques, Quik et
coll., 2008), I’exposition a la caféine (association inverse) (Ascherio et coll.,
2001 ; Cersosimo et Koller, 2006 ; Elbaz et Moisan, 2008), ou les traumatismes
craniens (Bower et coll., 2003 ; Rugbjerg et coll., 2008). Certaines conditions
physiopathologiques (diabéte de type 2, obésité) sont suspectées de favoriser
I'apparition d’une maladie de Parkinson (Horowitz et Greenamyre, 2010).
Les niveaux plasmatiques d’urate sont inversement corrélés avec le risque de

maladie de Parkinson (Weisskopf et coll., 2007).

Maladie de Parkinson : lien avec les pesticides

Historiquement, les premiéres suspicions d’'un lien entre pesticides et maladie
de Parkinson découlent de I'analyse d’une exposition accidentelle (Langston
Ballard et coll., 1983). De jeunes toxicomanes californiens synthétisérent
et consommeérent involontairement une neurotoxine, la 1-méthyl-4-phé-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (ou MPTP) avec pour conséquence, la survenue
précoce d’un syndrome parkinsonien amélioré par le traitement par la levodopa.

MPTP

Nature chimique de la molécule, voies d’entrée, métabolisme, passage de la
barriére hémato-encéphalique

Le MPTP présente une forte analogie structurale avec un pesticide, le para-
quat (figure 23.3).
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Figure 23.3 : Structure du MPTP et du paraquat

La MPTP traverse facilement la barriere hémato-encéphalique (BHE), puis
elle est métabolisée dans les astrocytes par la monoamine oxydase B (MAQO-B)
en MPP+ (1-méthyl-4-phenylpyridinium) qui est capté par le transporteur de
la dopamine (DAT) des cellules neuronales et provoque la mort sélective de
ces neurones.

Mécanisme d’action

Le MPP+ cible les mitochondries, en inhibant notamment le complexe I de
la chaine respiratoire (figure 23.4) (Nicklas et coll., 1992 ; Greenamyre et
coll., 1999 et 2001 ; Dauer et coll., 2002 ; Sherer et coll., 2002). Ceci a pour

conséquence :

¢ une diminution de la production d’ATP, essentiel pour la cellule (traduc-
tion, maintenance du potentiel membranaire...) ;

e une fuite d’électrons par la chaine de transport vers 'O? avec pour consé-
quence, la production de dérivés réactifs de 'oxygene (DRO) (figure 23.4).

Ces données, quant aux effets du MPP+ sur la chaine respiratoire, ont conduit
a des travaux portant sur la fonctionnalité des mitochondries ou sur le niveau
de stress oxydant soit dans des échantillons de patients, soit sur modeles ani-
maux mimant la maladie de Parkinson. Une diminution de 30 % de 'acti-
vité du complexe I a été montrée dans différents tissus de malades (Foley et
Riederer, 2000). Ces effets du MPP+ ont suscité de trés nombreux travaux
de recherche sur 'action des pesticides sur la fonction mitochondriale et le
stress oxydant ainsi que sur les voies de signalisation qu'ils régulent comme
'apoptose. Limplication de 'apoptose dans la neurodégénérescence des neu-
rones de la substance noire exposés au MPTP a été démontrée in vivo (par des
mesures de I'activation de la caspase 3) (Hartmann et coll., 2000) et in wvitro
(par un blocage de 'apoptose de cellules de neuroblastome SH-EP1 par un
traitement a I'Insulin-like Growth Factor 1 ou IGF-1) (Wang et coll., 2010).

Concernant l'interaction géne-environnement, le MPTP ne favorise pas
la dégénération dopaminergique chez les animaux parkine -/- par rapport
aux témoins (Palacino, 2004). En revanche, dans des neurones déficients
en Pinkl, la réexpression d’une forme normale de Pinkl, protége ceux-ci
vis-a-vis du MPP+ (Haque et coll., 2008). Les mutations de DJ-1 dans dif-
férents modeles animaux (souris, drosophile) montrent une sensibilisa-

N

tion des neurones a certains pesticides ou dérivés comme le MPTP (Kim
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et coll., 2005 ; Mentzies, et coll., 2005 ; Meulener et coll., 2005 ; Yang et
Tiffany-Castiglioni, 2005 ; Lavara-Culebras et Paricio, 2007).

Membrane
plasmique

Mitochondrie

1\ ) J
Cytochrome C ?

Apoptose?

Figure 23.4 : Schéma récapitulatif des effets cellulaires du MPTP et de son
métabolite, le MPP+ : inhibition du complexe I mitochondrial

Paraquat (PQ) et diquat (herbicides)

Comme le paraquat présente une grande analogie structurale avec le MPP+,
ceci a conduit 2 de nombreuses études portant sur le lien éventuel entre expo-
sition 2 ce pesticide et survenue de symptdmes parkinsoniens.

Nature chimique de la molécule, voies d’entrée, métabolisme, passage de la
barriére hémato-encéphalique

Le paraquat (PQ ou chlorure de 1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium, figure 23.5)
est un herbicide non sélectif tres utilisé en agriculture depuis 1961, extréme-
ment toxique pour le systéme pulmonaire, faiblement métabolisé et excrété
dans les urines, quasiment inchangé. La flore intestinale peut métaboliser le
PQ par déméthylation ou oxydation (Murray et Gibson, 1974 ; Shimada et
coll., 2002).

Le paraquat ne traverse pas passivement les membranes lipidiques. Les pre-
mieres études sur la biodistribution du PQ en particulier dans le systéme ner-
veux central, menées dans les années 1990, indiquaient une diffusion du PQ
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dans le cerveau au niveau des zones sans barriere hémato-encéphalique (BHE)
comme |’hypothalamus ou situées a 'extérieur de la BHE (épiphyse) (Naylor
et coll,, 1995 ; Widdowson et coll., 1996 a et b). Les données les plus récentes
modulent cette constatation en démontrant que le PQ atteint bien les zones
du cerveau jouant un rdle déterminant dans la maladie de Parkinson (avec une
demi-vie de 4 semaines apres une seule injection a la concentration de 10 mg/kg)
(Corasaniti et coll., 1998 ; Prasad et coll., 2007). Celui-ci tend méme 2 s’ac-
cumuler aprés plusieurs administrations. Cune de ces études (impliquant des
rats sous microdialyse, une analyse HPLC/UV et différentes doses de PQ) a
permis de proposer un mécanisme de transport : 'accumulation de PQ dans
le cerveau est probablement saturable (sans perte d’intégrité de la BHE) et
impliquerait un systéme de transport actif dépendant du sodium, responsable
par ailleurs du transport des acides aminés neutres (comme la leucine, capable
d’inhiber le transport) (Shimizu et coll., 2001 ; McCormack et Di Monte 2003 ;
Chanyachukul et coll., 2004). Lutilisation d’inhibiteurs suggere aussi I'implica-
tion d’un transporteur de dopamine (Shimizu et coll., 2003). Cette donnée per-
mettrait de comprendre la spécificité de la toxicité du PQ vis-a-vis des neurones
dopaminergiques (qui expriment ces transporteurs dopaminergiques permettant
la recapture du neurotransmetteur). Dans la lignée de ces travaux, plusieurs
études ont montré que le blocage du transporteur classique de la dopamine
(DAT) les protege des effets du PQ (McCormack et Di Monte, 2003 ; Shimizu
et coll., 2003 ; Yang et Tiffany-Castiglioni, 2005). Cette influence du DAT est

toutefois remise en question par certaines études (Richardson et coll., 2005).

Par ailleurs, la toxicocinétique du PQ dans le systeme nerveux central semble
particuliére par rapport aux autres organes : I’élimination de la molécule par le
cerveau semble étre beaucoup plus lente (Prasad et coll., 2007 ; Prasad et coll.,
2009). De plus, la concentration de PQ augmente de 2 a 3 fois dans plusieurs
régions du cerveau si une co-exposition est réalisée avec du manebe (Barlow
et coll., 2003). 11 est possible que ce fongicide modifie les niveaux d’expres-
sion ou l'activité de transporteurs du PQ. I1 faut souligner qu’une controverse
existe quant au passage de la BHE par le PQ avec un certain nombre d’études
mentionnant que celui-ci ne traverse pas cette barriere (Miller et coll., 1999 ;

Barlow et coll. 2003 ; Bartlett et coll., 2009 et 2011).

Mécanismes d’action

Les premiéres études in vivo menées avec le PQQ, montrent sa neurotoxicité pour
toutes les zones du cerveau au niveau desquelles il est injecté, sans spécificité
(vis-a-vis par exemple de la substance noire). En revanche, des études utilisant
une administration systémique de PQ montrent une spécificité de ses cibles avec
la perte des neurones dopaminergiques, dépendante de 'Age de I'animal et de la
dose (Brooks et coll., 1999 ; Prasad et coll., 2009), quand les autres populations
neuronales de la substance noire ne sont pas atteintes (neurones GABAergiques
de la pars reticulata), de méme I’hippocampe est épargné, ce qui souligne entre
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autres la sensibilité des neurones dopaminergiques (Manning-Bog et coll., 2002 ;
McCormack et coll., 2002). Des études histologiques (immunohistochimie de
la tyrosine hydroxylase qui intervient dans la synthese de la L-dopa) confirment
d’ailleurs I'existence de populations neuronales plus ou moins sensibles au sein
de la substance noire (Ossowska et coll., 2005a et b).

Concernant le stress oxydant et les mitochondries, le PQ exerce ses effets
toxiques par la production de radicaux libres, entretenue par un cycle d’oxy-
doréduction. Au cours de celui-ci (figure 23.5), I'ion PQ** capte un électron
d’'un réducteur (il peut s’agir soit du NADPH,H?, soit d’électrons de la chatne
respiratoire mitochondriale) et le transfere a 'O? produisant I'anion superoxyde
O’ ce qui permet la régénération de l'ion PQ?*. La présence de PQ dans une
cellule permet ainsi une production continue d’O*” et de ses dérivés (peroxyde
d’hydrogene, H,O, et radical superoxyde, OH®) (Moretto et Colosio, 2011).

+/ \
cr \ J cr

Paraquat (PQ2+)

NADPH
Voie du pentose
phosphate
ONOO NADP+ + H+
PQ*
Fe2+

«OH + OH™ + Fe3 - (2X)H20
Réaction
de Fenton

(2x)GSH GSSG

><R

NADP* NADPH +H*
Figure 23.5 : Cycle d’oxydoréduction et paraquat

Le niveau d’expression des enzymes éliminant ces dérivés réactifs de I'oxygene
ou DRO (par exemple : la superoxyde dismutase ou SOD), est donc un para-
metre clé conditionnant la sensibilité des cellules a I'action oxydante du PQ
(Iannone et coll., 1991 ; Rossi et coll., 2001 ; Thiruchelvam et coll., 2005 ;
Choi et coll., 2006). Le role d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques
pourrait étre fondamental (Ghersi-Egea et coll., 1991 ; Dutheil et coll., 2008)
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tout comme celui de facteurs de transcription comme Nrf2 (NF-E2-related
factor-2), activé par le stress oxydant et favorisant 'expression de ’'héme oxy-
génase 1 (HOL1), impliquée dans la dégradation de ’héme et empéchant la
production de OH® a partir de H O, (Minelli et coll., 2009).

Apres transport par une protéine dépendante de la polarité membranaire mito-
chondriale, le PQ exercerait ses effets soit au niveau du complexe 1 (Tawara et
coll., 1996 ; Cocheme et Murphy, 2008), soit au niveau du complexe 3 (Castello
et coll., 2007 ; Drechsel et Patel, 2009) (figure 23.6). Linhibition du complexe 1
est toutefois controversée (Choi et coll., 2008). Chez le nématode (C. elegans),
la surexpression de LRRKZ2, localisée au niveau des membranes dont celles de la
mitochondrie, protége des effets neurotoxiques du PQ (Saha et coll., 2009). La
compréhension de la fonction LRRK2 représente donc une piste intéressante.

En plus du cycle d’oxydoréduction et des effets sur la chaine respiratoire,
le PQ pourrait augmenter 'expression de la NADPH oxydase (Wu et coll.,
2005 ; Miller et coll., 2007 ; Purisai et coll., 2007 ; Cristovao et coll., 2009)
et de la xanthine oxydase (études menées sur des cellules granulaires de cer-
velet), toutes deux productrices de DRO (Gonzalez-Polo et coll., 2004). Une
étude de Kang et coll. (2009) rapporte par ailleurs que le PQ stimulerait le
métabolisme oxydatif de la dopamine et diminuerait également les stocks de
glutathion (Schmuck et coll., 2002 ; Osakada et coll., 2003 et 2004 ; Kang et
coll., 2009). Dans la lignée de ces travaux, I'ajout de dopamine a des cultures
cellulaires favorise la toxicité du PQ mais pas celle d’autres pesticides (Fei et
Ethell, 2008). Leffet du PQ sur le métabolisme de la dopamine expliquerait
donc pourquoi les neurones dopaminergiques seraient plus sensibles au stress
oxydant (McCormack et coll., 2002 et 2006 ; Richardson et coll., 2005). Le
niveau de peroxydation lipidique mesuré apres traitement par le PQ chez des
souris, est significativement plus élevé dans la substance noire que dans les
autres parties du cerveau (Tawara et coll., 1996 ; Prasad et coll., 2007).

Concernant la formation d’agrégats, en plus de son effet sur la production
de DRO, le PQ est suspecté d’activer la formation des corps de Lewy conte-
nant de 'alpha-synucléine (et/ou de la parkine) (Uversky et coll., 2001 ;
Manning-Bog et coll., 2002 ; Thiruchelvam et coll., 2004 ; Wang et coll.,
2005 ; Fernagut et coll., 2007 ; Norris et coll., 2007). Cet effet semble toute-
fois réversible (Manning-Bog et coll., 2002) et pourrait en fait correspondre
a une réponse protectrice vis-a-vis du PQ (Manning-Bog et coll., 2003).
Une étude récente montre que d’autres protéines sont susceptibles de s’agré-
ger en présence de PQ comme la pompe calcique neuronale (PMCA, plasma

membrane Ca?* - ATPase) (Zaidi et coll., 2009).

Concernant Pexcitotoxicité, Padministration de PQ au niveau du striatum de
rats (par injection spécifique) conduit 2 une élévation transitoire des niveaux
extracellulaires de glutamate, et durable des niveaux de dopamine (Shimizu et
coll., 2003). Ceci pourrait contribuer 2 un mécanisme d’excitotoxicité passant
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par une stimulation séquentielle de récepteurs glutamatergiques (non-NMDA
et NMDA), qui conduirait a une entrée de Ca** au niveau des terminaisons
nerveuses dopaminergiques et a une activation de la NO synthase inductible
(iNOS). Le PQ en stimulant 2 la fois la production de DRO (voir ci-dessus)
et celle de NO par la iNOS, serait responsable de 'augmentation des niveaux
de peroxynitrite (ONOO") (produit d’une réaction spontanée entre NO° et
O*’) qui réagit fortement avec ’ADN et les lipides, conduisant ainsi a la
mort cellulaire. Ce role du glutamate avait déja été suggéré en 1992 par l'effet
protecteur d’'un antagoniste du récepteur NMDA (MK801) vis-a-vis du PQ
(neurotoxicité dans I’hippocampe) (Bagetta et coll., 1992).

Le role des cellules gliales™ dans la toxicité du PQ et du diquat™ pourrait étre
non négligeable. En réponse au PQ), les cellules gliales expriment a la mem-
brane la protéine Fas-L (ligand) qui lie le récepteur Fas présent sur les cellules
neuronales dopaminergiques, activant ainsi la voie apoptotique extrinséque
(et certaines caspases spécifiques) (Vogt et coll., 1998). Par ailleurs, une étude
in vitro montre que la toxicité du PQ a de faibles concentrations ne s’observe
qu’en présence de cellules gliales génératrices d'un stress oxydant produit par
la NADPH oxydase selon un mécanisme impliquant les MAP kinases ERK
(Extracellular Regulated Kinase) et PKC (Protein Kinase C) (Wu et coll., 2005 ;
Purisai et coll., 2007 ; Kim et coll., 2008). Ce rdle activateur de la glie est
évoqué par les études conduites avec le mélange PQ et manebe (voir dans le
paragraphe consacré au manebe).

La mort cellulaire sélective des neurones dopaminergiques pourrait étre liée
a 'ensemble des phénomenes décrits précédemment. La nécrose est obser-
vée a hautes doses in vivo (Calo et coll., 1990). Par ailleurs, les neurones de
sujets parkinsoniens montrent des signes d’autophagie et le PQ semble activer
certaines voies de signalisation autophagiques (Gonzalez-Polo et coll., 2007
et 2009). Toutefois, le plus grand nombre de publications portant sur le role
du PQ dans la mort cellulaire, porte sur I'apoptose (Li et Sun, 1999) : le PQ
semble activer principalement la voie intrinseque mitochondriale™ par stimu-
lation des protéines pro-apoptotiques Bax, Bak, Bid et Noxa qui favorisent la
libération mitochondriale de cytochrome C et 'activation des caspases 3 et 9
(Gonzalez-Polo et coll., 2004 ; Yang et Tiffany-Castiglioni 2005 ; Fei et Ethell
2008). A Tlinverse, les protéines anti-apoptotiques comme Bcl2 semblent
exercer un effet protecteur comme le suggere une étude menée sur des souris
déficientes en Bel2 traitées avec du PQ, plus sensibles que des souris sauvages
(Hochman et coll., 1998). Par ailleurs, le PQ active la protéine p53 et deux

76. Cellules entourant les neurones et assurant diverses fonctions vis-a-vis de ceux-ci (protec-
tion, nutrition...)

77. Lediquat pourrait lui aussi exercer des effets pro-oxydants soit au sein des neurones dopa-
minergiques soit au sein des cellules gliales. Son exposition a été aussi associée a un risque de
maladie de Parkinson.

78. Une étude suggeére toutefois que la voie extrinseque pourrait aussi étre impliquée (Vogt et
coll., 1998).
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de ses cibles transcriptionnelles : Bax et Noxa (Rossi et coll., 2001 ; Yang
et Tiffany-Castiglioni 2008). Un autre mécanisme d’activation de Bax pour-
rait impliquer les agrégats protéiques. En effet, 'accumulation de protéines
mal conformées est susceptible de provoquer un stress du réticulum endo-
plasmique a 'origine d’une activation des SAPK/JNK (Stress-Activated Protein
Kinases/c-Jun-N-terminal kinases) et de la protéine CHOP (C/EBP Homologous
Protein), un inhibiteur de Bcl2 (Chun et coll., 2001 ; Peng et coll., 2004 ;
Niso-Santano et coll., 2006 ; Klintworth et coll., 2007 ; Ramachandiran et
coll., 2007 ; Yang et coll., 2009 ; Niso-Santano et coll., 2010). L'inhibition
de Bcl2 conduit a une activation de Bax. Les SAPK pourraient étre activées
indirectement par les DRO (redox cycle du PQ) (Ramachandiran et coll.,
2007 ; Yang et coll., 2009 ; Niso-Santano et coll., 2010). Les inhibiteurs des
SAPK/JNK pourraient représenter des agents thérapeutiques potentiels dans
la maladie de Parkinson. Malgré les similitudes structurales évoquées précé-
demment, 'activation de cette voie ne semble pas s’accomplir avec le MPTP
ou la roténone (voir plus loin).

Mitochondrie l’\ﬂzr;:irsgee

fw\

Récepteur NMDA

Figure 23.6 : Schéma récapitulatif des effets cellulaires du paraquat

Le PQ stimule la production de dérivés réactifs de l'oxygene au niveau de la
mitochondrie par inhibition des complexes 1 et 3, « redox cycling », activation du
métabolisme de la dopamine. La baisse de production d’ATP contribue a I’excitotoxicité
du glutamate et probablement a I'accumulation d’agrégats par inhibition du protéasome.
Lentrée de calcium au niveau des récepteurs glutamatergiques active la production
de NO par la NO synthase inductible. Les agrégats peuvent conduire a un stress du
réticulum endoplasmique (ER) et activer la voie intrinseque apoptotique tout comme le
dysfonctionnement mitochondrial (activation de Bax, inhibition de Bcl2, libération de
cytochrome C et activation d’une cascade de caspases).
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En résumé, I'impact du paraquat (hydrophile) sur le SNC suppose le franchis-
sement de la barriere hématoencéphalique. Certains travaux suggérent un
systéme de transport actif dépendant du sodium. Les niveaux d’expression ou
d’activité de transporteurs du PQ pourrait étre modulés par une co-exposition
avec du manebe qui augmente la concentration de PQ dans plusieurs régions
du cerveau. La neurotoxicité du PQ affecte plus spécifiquement les neurones
dopaminergiques. Le PQ exerce ses effets toxiques par la production de dérivés
réactifs de 'oxygene (DRO). La mitochondrie semble jouer un role majeur dans
la progression de la pathologie tant du point de vue de la production de DRO
que de I'activation de I'apoptose, son dysfonctionnement expliquant par ailleurs
potentiellement d’autres phénomenes (déplétion en ATP, inhibition du protéa-
some, agrégation protéique). Un role activateur de la glie est évoqué. Lensemble
de ces éléments suggere une plausibilité biologique avec la maladie de Parkinson.

Roténone

Nature de la molécule chimique, métabolisme, passage de la barriére hémato-
encéphalique

La roténone (figure 23.7) est un pesticide dérivé naturel de plantes utilisé
pour limiter la prolifération de populations de poissons indésirables et en agri-
culture biologique.

OCH3

H4CO

Roténone CHs

Figure 23.7 : Structure de la roténone

Son usage limité 'empéche probablement d’étre un contributeur majeur du
développement de la maladie de Parkinson mais son mécanisme d’action assez
bien caractérisé a permis de mieux comprendre certains aspects mécanistiques
associés a la neurodégénérescence des neurones dopaminergiques. La roténone,
extrémement hydrophobe, diffuse facilement a travers les membranes cellu-
laires. Cette propriété explique pourquoi elle atteint facilement les cellules du
systéme nerveux central sans l'intervention d’'un systéme de transport.
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Mécanismes d’action

Lanalyse du métabolisme de la roténone montre que celle-ci est responsable
des effets et non ses métabolites (Caboni et coll., 2004). Ladministration sub-
chronique (voie intraveineuse de doses de 2-3 mg/kg/jour pendant 36 jours
administrées a 'aide d’'une mini-pompe) de roténone a des rats conduit a un
syndrome parkinsonien (avec des manifestations neurologiques et non neu-
rologiques). Les terminaisons nerveuses striatales et la substance noire sont
atteintes chez 12 animaux traités sur 25 (Betarbet et coll., 2000). D’autres
études menées sur d’autres modeles murins montrent dans certains cas, une
atteinte d’autres parties du cerveau (striatum, globlus pallidus) mais sans
affecter la substance noire (Thiffault et coll., 2000) ou les corps cellulaires des
neurones dopaminergiques (Ferrante et coll., 1997) tandis que dans d’autres
cas, une importante déplétion de dopamine est retrouvée au niveau de la
substance noire (Alam et Schmidt, 2002). Ceci suggere que la sensibilité du
modele dépend de la structure et de 'organisation cérébrale de chaque animal
mais aussi du protocole utilisé. Le contexte génétique joue un rdle important.
Ainsi, des cellules neuronales de souris invalidées pour la parkine (Casarejos
et coll., 2006) ou des souches de drosophile portant une mutation de la par-
kine (Parkine R275W), présentent une plus grande sensibilité vis-a-vis de la
roténone (Wang et coll., 2007).

Concernant le stress oxydant, le dysfonctionnement mitochondrial, la for-
mation d’agrégats et le role des cellules gliales, sur le plan histopathologique
ou mécanistique, la roténone provoque 'accumulation et I'agrégation d’al-
pha-synucléine (et 'apparition de structures d’inclusion ressemblant a des
précurseurs de corps de Lewy) ainsi que la translocation mitochondriale de
DJ-1 (Sherer et coll., 2003). Paccumulation de certains agrégats protéiques
pourrait étre due a une inhibition du protéasome. Toutefois, la roténone est
plus particulierement connue pour inhiber le complexe 1 de la chaine respira-
toire (figure 23.8) (Seaton et coll., 1997). Cette inhibition conduit 2 la fois a
une baisse importante de la production d’ATP et a la synthése de DRO et/ou
de NO®, potentiellement responsables de la mort cellulaire (He et coll., 2003 ;
Sherer et coll., 2003 ; Bashkatova et coll., 2004). Toutefois, dans 1’étude de
Betarbet et coll. (2000), sur les effets sub-chroniques de la roténone, I'inhibi-
tion du complexe 1 aux doses provoquant le syndrome parkinsonien, ne semble
pas suffisante pour bloquer significativement la phosphorylation oxydative et
la production d’ATP. Un autre mécanisme pourrait impliquer la parkine : des
travaux récents suggerent en effet qu'une dépolarisation mitochondriale (obte-
nue avec la roténone) favorise la stabilisation (par inactivation d’une protéase
mitochondriale, dépendante du potentiel de membrane) de la protéine Pink1
(PTEN-induced putative kinase 1), une kinase mitochondriale dont les muta-
tions (domaine kinase) ont été retrouvées dans des formes monogéniques de
maladie de Parkinson, Pink] recrute alors la parkine. Le bon fonctionnement
du domaine kinase de Pinkl semble essentiel a cette interaction (mais sans
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phosphorylation de la parkine). Ce mécanisme stimulerait I'élimination des
mitochondries dépolarisées par mitophagie (autophagie mitochondriale) apres
ubiquitinylation d’'un canal membranaire voltage-dépendant (VDACI) et
recrutement d’'un adaptateur p62, responsable du ciblage de protéines ubiquiti-
nylées aux vacuoles autophagiques (Narendra et coll., 2008 et 2010). Cette
étude pourrait donc rendre compte d’une interaction potentielle entre génes
et environnement en cas de déficit de fonction de la parkine et exposition 2
certains pesticides qui ciblent la mitochondrie.

Les études in vitro menées sur des lignées cellulaires ou des cultures primaires
de neurones (ou co-cultures avec des cellules gliales), montrent que la roté-
none (2 des concentrations basses de 'ordre du nanomolaire) augmente 'ex-
pression de 'alpha-synucléine et provoque un stress oxydant a I'origine d’une
baisse des concentrations de glutathion et d’une activation de certaines voies
apoptotiques (Gao et coll., 2002 et 2003 ; Sherer et coll., 2002 ; Sugeno et
coll., 2008). Gao et coll. montrent notamment qu’a des concentrations trés
faibles (<1 nM, 8 jours), la roténone induit une neurodégénérescence sélective
des cellules dopaminergiques dans des co-cultures de neurones et de cellules
gliales. La présence des cellules gliales augmente considérablement cette sen-
sibilité. Ce phénomene est retrouvé en présence de lipopolysaccharide (LPS),
une molécule pro-inflammatoire en 'absence de cellules gliales (Ling et coll.,
2004). Le role des cellules gliales a été décortiqué par plusieurs études : la
NADPH oxydase gliale par la production de DRO, pourrait ainsi sensibiliser
les neurones dopaminergiques a 'action de la roténone (Liu et coll., 2003) et
intervenir en préambule des mécanismes neurodégénératifs (Sherer et coll.,
2003 ; Shaikh et Nicholson, 2009). Enfin, des études récentes montrent que
la roténone inhibe la redistribution vésiculaire de dopamine, favorisant son
accumulation cytoplasmique (et potentiellement un stress oxydant) (Ahmadi

et coll., 2008 ; Watabe et Nakaki, 2008).

Concernant la mort cellulaire, une étude est parvenue a reproduire des carac-
téristiques de maladie de Parkinson chez la Drosophile exposée a la roténone
(Coulom et Birman, 2004). Lapoptose activée par la roténone pourrait étre
liée a la voie intrinseque mitochondriale (Ahmadi et coll., 2003 ; Pei et coll.,
2003 ; Watabe et Nakaki 2004 ; Clayton et coll., 2005 ; Radad et coll., 2006 ;
Lee et coll., 2008). La polarisation membranaire mitochondriale pourrait
ainsi jouer un role comme le suggere l'effet protecteur d’une activation de
canaux potassiques mitochondriaux sensibles a2 ’ATP (Tai et Truong 2002 ;
Tai et coll., 2003). Deux études suggerent toutefois que des mécanismes indé-
pendants des caspases pourraient intervenir (Li et coll., 2005 ; Lim et coll.,
2007). D’autres signaux pro-apoptotiques pourraient étre activés par la roté-
none comme certaines kinases (par exemple JNK) ou le stress du réticulum
endoplasmique (Ryu et coll., 2002 ; Newhouse et coll., 2004 ; King et Jope,
2005 ; Gimenez-Cassina et coll., 2009). Le role du contexte génétique semble
non négligeable car la roténone favorise la neurodégénérescence dans un
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contexte de surexpression de I'alpha-synucléine ou de réduction des niveaux
de parkine, DJ-1 ou pink1 (Deng et coll., 2005 ; Ved et coll., 2005 ; Casarejos
et coll., 2006). Toutefois, bien que des analogies (structurales et mécanis-
tiques) existent entre roténone et PQ/MPTP, leur mode d’action ne semble
pas completement équivalent comme le suggerent plusieurs études (Bové et

coll., 2005 ; Richardson et coll., 2005 ; Ramachandiran et coll., 2007).
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Figure 23.8 : Schéma récapitulatif des effets cellulaires de la roténone

La roténone stimule la production de dérivés réactifs de I'oxygene au niveau de la
mitochondrie par inhibition du complexe 1, activation du métabolisme de la dopamine.
La baisse de production d’ATP contribue probablement a I’accumulation d’agrégats par
inhibition du protéasome. Les agrégats conduisent a un stress du réticulum endoplasmique
(ER) et contribuent a l'activation de la voie intrinseque apoptotique tout comme le
dysfonctionnement mitochondrial (activation de Bax, inhibition de Bcl2, libération de
cytochrome C et activation d’une cascade de caspases) et la mitophagie activée par la
voie Pink1/Parkine.

En résumé, la roténone, composé naturel hydrophobe, diffuse facilement a
travers les membranes cellulaires. In witro, on observe une neurodégénéres-
cence sélective des cellules dopaminergiques dans des co-cultures de neurones
et de cellules gliales. De faibles concentrations augmentent ’expression de
'alpha-synucléine et provoquent un stress oxydant a l'origine d’une baisse
des concentrations de glutathion et d’une activation de certaines voies apop-
totiques. La présence des cellules gliales augmente considérablement cette
sensibilité. Censemble des éléments suggere une plausibilité biologique avec
la maladie de Parkinson.
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Dithiocarbamates (mancozebe, manebe, thiram, zirame)

Introduction sur la nature chimique de la molécule et métabolisme

Les dithiocarbamates sont des fongicides-carbamates, n’inhibant pas I'acétyl-
choline estérase. Ils forment des complexes lipophiles avec des cations di-
ou trivalents. Quatre classes de dithiocarbamates existent parmi lesquels les
éthylene-bis-dithiocarbamates (EBDC) dont le manebe qui comporte a la fois
une partie métallique (manganése, potentiellement toxique) et une partie
organique. Le produit de dégradation des EBDC, I'éthylenethiourée (ETU,
figure 23.9), a été impliqué comme perturbateur de plusieurs processus cel-
lulaires dont la synthése des hormones thyroidiennes (Doerge et Takazawa

1990 ; Marinovich et coll., 1997).

S

HN NH

Figure 23.9 : Structure de I'éthylenethiourée (ETU) produit de dégradation de
I’éthyléne-bis-dithiocarbamates (EBDC)

Certaines études associent I'exposition aux dithiocarbamates a des syndromes

parkinsoniens (Ferraz et coll., 1988 ; Hoogenraad, 1988 ; Meco et coll., 1994).

Mécanismes d’action

Comme le PQ et la roténone, les dithiocarbamates pourraient conduire 2 la
mort des neurones dopaminergiques via plusieurs processus dérégulés (figure
23.10). Cependant, il est difficile d’identifier un mécanisme d’action com-
mun A tous les dithiocarbamates. Chez des modeles animaux, 'exposition au
manéebe conduit a une diminution de I'activité locomotrice (et une pertur-
bation de la réponse a d’autres tests neurocomportementaux) (Ferraz et coll.,
1988). Lexposition a de faibles concentrations de manebe (500 nM) pendant
quelques minutes peut favoriser in vitro 'augmentation de la concentration
de dopamine et la production de DRO (Barlow et coll., 2003). Des études
ont démontré une inhibition directe du complexe 3 de la chaine respiratoire
mitochondriale (Zhang et coll., 2003 ; Domico et coll., 2006). Le manebe
induit par ailleurs I'auto-oxydation de dérivés métaboliques de la dopamine
(Fitsanakis et coll., 2002), diminue les niveaux intracellulaires de glutathion
(Barlow et coll., 2005) et inhibe la fonction du protéasome favorisant par
exemple, I'agrégation de I'alpha-synucléine (Zhou et coll., 2004). Cet effet
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sur le protéasome est retrouvé avec un autre dithiocarbamate, le zirame (Chou
et coll., 2008). Lapoptose de cellules dopaminergiques (PC12) a été observée
en présence de plusieurs dithiocarbamates, par un mécanisme impliquant une
augmentation de I'influx calcique (Sook Han et coll., 2003).
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Figure 23.10 : Schéma récapitulatif des effets cellulaires du manebe

Le manebe stimule la production de dérivés réactifs de I'oxygene au niveau de la
mitochondrie par inhibition du complexe 3. La baisse de production d’ATP contribue
probablement & I'accumulation d’agrégats par inhibition du protéasome et a un stress
du réticulum endoplasmique (RE). L'apoptose observée dans certaines conditions
expérimentales a été reliée a une augmentation de I'influx de Ca2+. D’autres mécanismes
pourraient intervenir pour compléter le processus (influx calcique lié a I"excitotoxicité
glutamatergique, réle du stress RE et de la mitochondrie).

En résumé, il est difficile d’identifier un mécanisme d’action commun a tous
les dithiocarbamates. Les dithiocarbamates (manebe) pourraient conduire
a la mort des neurones dopaminergiques via plusieurs processus dérégulés.
Associés en mélange, ils pourraient accentuer la toxicité d’autres pesticides.
Les mécanismes évoqués pour le manebe en particulier semblent possible-
ment impliqués dans la maladie de Parkinson.

Effets combinés du manebe et d’autres pesticides

Les effets combinés du manebe et d’autres pesticides (PQ, Roténone, MPP+)?
ont été étudiés sur différents modeles (souris, rats, mitochondries isolées) :

79. Le manébe et le paraquat sont parfois utilisés dans les mémes zones géographiques.
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certaines études montrent un effet plus sévere du mélange (a hautes doses)
que les composés individuels (exemple : déficit moteur associé a une atteinte
de la recapture de la dopamine au niveau striatal) (Takahashi et coll., 1989 ;
Bachurin et coll., 1996 ; McGrew et coll., 2000 ; Thiruchelvam et coll., 2000a
et b, 2002 et 2003 ; Cicchetti et coll., 2005 ; Cory-Slechta et coll., 2005). Par
ailleurs, une premiere exposition chez de jeunes animaux pourrait les sensibi-
liser en cas d’exposition a I'dge adulte (Cory-Slechta et coll., 2005). Enfin, le
manebe augmente de 2 a 3 fois la concentration de PQ dans plusieurs régions
du cerveau (voir aussi le paragraphe PQ) (Barlow et coll., 2003).

Sur le plan mécanistique, deux études récentes montrent que le mélange
PQ+manebe, en plus d’affecter les activités locomotrices de souris traitées,
diminue les niveaux de dopamine dans le striatum, de tyrosine hydroxylase
(qui intervient dans la synthese de la L-Dopa) et du transporteur vésiculaire
des monoamines (VMAT?2, suggérant une possibilité de stress oxydant cyto-
plasmique par baisse de la recapture), augmente la mort cellulaire de neurones
de la substance noire et les niveaux de cytochrome P450, CYP2E1 (générateur
potentiel de stress oxydant), de glutathion-S-transférase A4-4 (adaptation au
stress oxydant), de NO synthase inductible (iNOS) et de caspase 9 (Gupta et
coll., 2010). Cet effet sur la caspase 9 renforce I'idée d’une action pro-apop-
totique du mélange : la caractérisation de mécanismes d’action a conduit a
I'identification de Bik et Bim comme cible du mélange. Ces protéines sont
des activateurs de la voie Bax qui régulent la voie intrinseéque mitochondriale
(voir paragraphe PQ) (Thiruchelvam et coll., 2002 et 2003 ; Fei et Ethell
2008). Le mélange est suspecté d’activer les cellules gliales (moins sensibles au
stress oxydant) et de provoquer indirectement la mort des cellules neuronales
(voir paragraphe PQ, activation de la voie extrinseque) (Vogt et coll., 1998 ;
Cicchetti et coll., 2005 ; Saint-Pierre et coll., 2006). Le role du stress oxydant
dans ces effets semble majeur comme le suggérent les effets protecteurs du

glutathion (Zeevalk et coll., 2010).

Organochlorés (aldrine, chlordane, DDT, dieldrine, endosulfan,
endrine, heptachlore, lindane)

Nature de la molécule chimique, métabolisme, passage de la barriére hémato-
encéphalique

Les organochlorés (OC) sont des insecticides divisés en 3 classes. Les dichlo-
rodiphényléthanes (exemple : DTT, DDE) et les hexachlorocyclohexanes
(exemple : lindane) n’ont pas été impliqués dans la maladie de Parkinson.
[Is peuvent toutefois représenter des marqueurs d’exposition a des mélanges
de pesticides. Les principales données établissant un lien avec la maladie
de Parkinson, concernent la 3¢ classe des cyclodienes (aldrine, dieldrine,
chlordane, endosulfan, heptachlore) (figure 23.11). Les OC sont connus
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pour exercer une action inhibitrice aigué sur le systtme GABAergique,
mais ils sont susceptibles de perturber le syst¢éme dopaminergique (Rivera

et coll., 1998).

Lhydrophobicité importante des organochlorés leur permet de pas-
ser facilement la BHE. Ils s’accumulent dans certaines zones du cer-
veau. Des études rapportent une plus grande concentration de DDT
(DichloroDiphénylTrichloroéthane) et de son principal métabolite, le
DDE (DichloroDiphényldichloroEthylene) dans le cerveau post-mortem de
patients atteints de maladie de Parkinson (Fleming et coll., 1994 ; Corrigan
et coll., 2000), mais peu d’études expérimentales ont permis de démontrer
un role des dichlorodiphényléthanes dans la pathologie. Ces remarques
s'appliquent aussi aux hexachlorocyclohexanes (Corrigan et coll., 1998).
Des études sur la BHE montrent également qu’'un OC (lindane) augmente
la perméabilité de la barriere chez des rats exposés a des doses égales a 1/50¢
de la LD50 (Gupta et coll., 1999 ; Chan et coll., 2006a et b). Parmi les
cyclodienes, la dieldrine qui est aussi treés hydrophobe, a été détectée dans
les cerveaux post-mortem de personnes atteintes de la maladie de Parkinson
(Fleming et coll., 1994 ; Corrigan et coll., 1998) notamment dans le noyau
caudé, cible des neurones dopaminergiques de la substance noire.

Le transport de ces pesticides au niveau de la membrane plasmique a fait I'ob-
jet d’études plus mécanistiques portant sur I'importance des polymorphismes
des transporteurs de xénobiotiques sur I'incidence de la maladie de Parkinson
(Drozdzik et coll., 2003 ; Lee et coll., 2004 ; Bartels et coll., 2009 ; Westerlund
et coll., 2009 ; Zschiedrich et coll., 2009 ; Dutheil et coll., 2010). Ces trans-
porteurs sont des protéines de la membrane plasmique permettant un efflux
actif (consommation d’ATP) d'un grand nombre de molécules (médica-
ments, métabolites, polluants...). Cun des transporteurs clés est la protéine
P-gp (P-glycoprotéine), membre de la superfamille des ABC (ATP binding
cassette), codée par le ggne ABCBI ou MDRI (MultiDrug Resistance protein 1
gene). Elle est notamment exprimée au niveau de la barriere hémato-encépha-
lique (BHE, cellule endothéliale) et pourrait étre importante pour permettre
I’élimination de contaminants au niveau central. Bien que toutes les études
ne montrent pas nécessairement une association, des publications récentes
indiquent qu'un polymorphisme de la P-gp (G2677 associé 4 une diminution
d’activité de la protéine, mesurée in vitro) modifie de maniére positive 'asso-
ciation entre exposition a des OCs et la maladie de Parkinson (Dutheil et
coll., 2010). En parallele de ces problématiques de transport membranaire, le
métabolisme des OCs module également les risques de développement de la
maladie en cas d’exposition a ces pesticides. Elbaz et coll. (2004) montrent
ainsi qu'un faible métabolisme lié 4 'activité du cytochrome p450 CYP2D6 est
associé a un risque augmenté de développement d’'une maladie de Parkinson

(Elbaz et coll., 2004).
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Figure 23.11 : Structure d’organochlorés de la famille des cyclodienes

Malgré cette prise en charge métabolique, les OCs comme la dieldrine sont
trés persistants dans P'environnement (25 ans pour la dieldrine) et les orga-
nismes (Homme : demi-vie comprise entre 250-400 jours pour la dieldrine) du
fait de leur grande hydrophobicité. Les concentrations sanguines de dieldrine
peuvent atteindre 5-15 pg/l. Elle peut aussi étre produite métaboliquement a
partir de I'aldrine, un autre cyclodiéne. La dieldrine peut ensuite étre métabo-
lisée par hydrolyse ou oxydation enzymatique.

Mécanismes d’action

Une intoxication aigué¢ par de la dieldrine provoque nausées, maux de
téte, vomissement, convulsions et coma (en fonction de la dose). La dose
létale chez 'Homme est comprise entre 1,5 et 5 g. Le systéme nerveux cen-
tral est une cible majeure de la dieldrine qui semble inhiber la fonction de
certains canaux ou récepteurs membranaires dont ceux du GABA (Gamma
AminoButyric Acid) (Vale et coll., 2003 ; Zhao et coll., 2003 ; Kanthasamy
et coll., 2005). Linhibition du récepteur GABA-A provoque une hyperex-
citabilité neuronale et notamment une entrée massive de Ca’* au niveau des
récepteurs glutamatergiques (Pomes et coll., 1994 ; Ikeda et coll., 1998 ; Vale
et coll., 2003) (figure 23.12).

De nombreuses études ont été conduites pour déterminer si l'exposition
chronique aux OC pouvait favoriser le développement d’une maladie de
Parkinson comme le suggerent les études analytiques. La dieldrine est sélecti-
vement neurotoxique vis-a-vis des neurones dopaminergiques de la substance
noire comparativement aux cellules GABAergiques de méme localisation
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(Sanchez-Ramos et coll., 1998 ; Kitazawa et coll., 2001) et elle potentialise
les effets neurotoxiques du MPTP (Richardson et coll., 2006). Une exposi-
tion alimentaire a de basses concentrations de dieldrine provoque une dimi-
nution significative de 60 % des niveaux de dopamine dans le cerveau de
colombes probablement par neurodégénérescence des neurones dopaminer-
giques (Heinz et coll., 1980). Cet effet a été reproduit sur des canards et des
rats (Sharma et coll., 1976 ; Wagner et Greene, 1978). Cette diminution
des concentrations intracellulaires de dopamine a été observée sur cellules
dopaminergiques en culture (PC12) (Kitazawa et coll., 2001). A T'origine
de la neurodégénérescence, 'un des mécanismes activés par les OC pourrait
étre une augmentation des concentrations cytoplasmiques de dopamine, qui
a une action intrinséque pro-oxydante. Lexposition de souris a de I’hepta-
chlore augmente ainsi 'expression du transporteur de la dopamine (DAT qui
favorise la ré-absorption du neurotransmetteur) et du transporteur vésiculaire
des monoamines (VMAT?2 qui permet I'accumulation dans les vésicules de
sécrétion par transfert en provenance du cytoplasme) dans le striatum, tout
en inhibant la fonction de ce dernier (avec pour conséquence une accumula-
tion de dopamine cytoplasmique) (Baker et coll., 1991 ; Miller et coll., 1999 ;
Purkerson-Parker et coll., 2001 ; Bloomquist et coll., 2002 ; Kirby et coll.,
2002). Cette dérégulation pourrait provoquer une recapture cytoplasmique
plus importante de dopamine par les terminaisons synaptiques et abolir le
transfert vers les vésicules intracellulaires avec pour conséquence des niveaux
de dopamine plus importants dans le cytoplasme. En I"absence de localisation
vésiculaire, 'effet pro-oxydant de la dopamine pourrait alors endommager ces
terminaisons. Tout comme I’heptachlore, la dieldrine est capable de perturber
I’homéostasie de la dopamine en agissant sur le DAT (Richardson et coll.,
2006 ; Hatcher et coll., 2007).

En plus d’'une action sur la recapture de dopamine, les OC ont un effet sur
le stress oxydant et la formation d’agrégats. Ils augmentent le stress oxydant
dans des lignées cellulaires dopaminergiques (Chun et coll., 2001 ; Kitazawa
et coll., 2001). D’un point de vue mécanistique, les OC inhibent le com-
plexe 3 de la chaine respiratoire et diminuent la production ’ATP (Kitazawa
et coll., 2001 et 2003 ; Kanthasamy et coll., 2005 ; Hatcher et coll., 2007)
ce qui avait été évoqué des 1971 (Bergen, 1971). En plus de cet effet sur la
mitochondrie et la production de DRO, la dieldrine stimule la formation de
fibrilles d’alpha-synucléine et leur agrégation in vitro (Kitazawa et coll., 2001 ;
Stedeford et coll., 2001 ; Uversky et coll., 2001 et 2002 ; Kanthasamy et coll.,
2005) ainsi que 'accumulation de protéines ubiquitinées par inhibition a long
terme des voies de dégradation, dépendantes du protéasome.

Les OC activent également I'apoptose des neurones dopaminergiques
(Kanthasamy et coll., 2005). L’étude de Kitazawa de 2001 (Kitazawa et coll.,
2001) montre que "apoptose est associée a une libération de cytochrome C
par la mitochondrie (PC12). Ce phénomene est inhibé par la surexpression
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de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Plusieurs études démontrent éga-
lement une activation de la caspase 3 (Chun et coll., 2001 ; Kitazawa et
coll., 2003). Deux cibles de la caspase 3 (la poly-ADP ribose polymérase ou
PARP et la protéine kinase C9%’) sont ainsi clivées en réponse a la dieldrine
(Kitazawa et coll., 2003 et 2004). Papoptose des cellules traitées est blo-
quée a la fois par des anti-oxydants, des inhibiteurs de la PKC0d et par un
inhibiteur de la MAO, suggérant que la dopamine et son métabolisme sont
impliqués dans la mort cellulaire (Kitazawa et coll., 2001 et 2003). Le role
déterminant de la PKC9 est retrouvé dans I'apoptose induite par d’autres
pesticides ou toxines (MMT, manganeése, MPP+). L'un des effets principaux
de cette kinase serait d’amplifier la voie des caspases notamment la cas-
pase 3 par un mécanisme encore non identifié (Anantharam et coll., 2002 ;
Kanthasamy et coll., 2005). D’autres kinases ont depuis été identifiées dans
les voies de signalisation activées par les OC comme les JNK, les MAPK
ou la p110 kinase (Chun et coll., 2001 ; Shinomiya et Shinomiya, 2003).
Lactivation des MAPK dans I’étude de Shinomiya suggere une altération des
processus de différenciation. Cette étude suggere toutefois que le DDT a un
effet pro-apoptotique plus marqué que son métabolite le DDE, ce qui laisse
sous-entendre que l'activité des enzymes métabolisant les pesticides (com-
posante génétique individuelle) est importante a considérer (Shinomiya et

Shinomiya, 2003).

Concernant les effets a long terme sur 'expression génique, une étude récente
menée sur 86 individus sains, a montré que les taux de cinq OC (heptachlore
epoxide, oxychlordane, trans-nonachlore, DDE et DDT) dans le sérum étaient
inversement proportionnels a une hypométhylation générale de '’ADN
(mesurée en utilisant les éléments Alu et Line-1) (Kim et coll., 2010). La
méthylation de ’ADN régule 'expression des génes et est associée a différents
processus dont la cancérisation. Lintérét de cette étude porte a la fois sur des
échantillons humains, des doses de pesticides pertinentes, et 'identification
d’une modification épigénétique qui pourrait affecter les neurones et conduire
a des perturbations de I'expression de genes.

En résumé, les organochlorés hydrophobes passent facilement la barriere
BHE. La dieldrine est sélectivement neurotoxique vis-a-vis des neurones
dopaminergiques de la substance noire. Le mécanisme d’action pourrait étre
une augmentation des niveaux de dopamine dans le cytoplasme et un effet
pro-oxydant endommageant les terminaisons. Lheptachlore et la dieldrine
perturbent ’homéostasie de la dopamine. Par ailleurs, une modification épi-
génétique (hypométhylation) pourrait affecter les neurones et conduire a des
perturbations de I'expression de génes.

80. Les autres isoformes ne sont pas touchées.
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Figure 23.12 : Schéma récapitulatif des effets cellulaires de la dieldrine

La dieldrine stimule la production de dérivés réactifs de l'oxygene au niveau de la
mitochondrie par inhibition du complexe 3 et par activation du métabolisme de la
dopamine. La baisse de production d’ATP contribue probablement a I"accumulation
d’agrégats par inhibition du protéasome. L'activation de la voie intrinséque apoptotique
a été décortiquée avec identification de cibles potentielles comme la protéine kinase Co.
De faibles concentrations d’organochlorés seraient également susceptibles d’influencer la
méthylation de I'’ADN et I’expression des genes. Aucun lien mécanistique sur ce dernier
point n’a été établi avec la mort cellulaire des neurones dopaminergiques.

Organophosphorés (chlorpyrifos, diazinon, malathion, parathion)

Les organophosphorés (OPs) sont des insecticides qui ciblent 'acétylcho-
line estérase (AChE), enzyme exprimée dans le systéme nerveux central
et périphérique, qui hydrolyse et inactive I'acétylcholine (figure 23.13).
Lacétylcholine (ACh) est un neurotransmetteur important aussi bien dans
le systéme nerveux central, ol elle est impliquée dans la mémoire et 'appren-
tissage, que dans le systéme nerveux périphérique, notamment dans l'activité
musculaire et les fonctions végétatives. L'acétylcholine se fixe sur deux types
de récepteurs : les récepteurs nicotiniques (canaux cationiques provoquant
en quelques millisecondes aprés activation par 'acétylcholine, une dépola-
risation et une excitation) et les récepteurs muscariniques, couplés aux pro-
téines G, plus lents, peuvent induire des réponses excitatrices ou inhibitrices.
Lacétylcholine joue un role fondamental dans le développement du cerveau
(Slotkin, 2004). Lacétylcholine est ainsi susceptible de favoriser la réplication
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des précurseurs neuronaux, leur différenciation, la régulation de la synapto-
genése, de I'apoptose et des processus migratoires. Plusieurs polluants (par
exemple : nicotine du tabac en exposition passive ou active) ont été caractéri-
sés comme des perturbateurs du systéme cholinergique contribuant ainsi a des
perturbations neuro-développementales. Par ailleurs, plusieurs études épidé-
miologiques (notamment celles menées chez des éleveurs de mouton utilisant
les OPs pour éliminer les parasites®') suggerent que 'exposition chronique a
des faibles concentrations d’OPs conduit a I'apparition de déficits neurocom-
portementaux classés en trois catégories®

/\\

N

Chlorpyrifos Oxon

Figure 23.13 : Structure du chlorpyrifos et de son métabolite (oxon)

Mécanismes d’action

Peu d’études ont analysé I'influence des organophosphorés sur le dévelop-
pement d’'une maladie de Parkinson. Ils seraient susceptibles de diminuer la
recapture de la dopamine au niveau striatal (Karen et coll., 2001) ou de per-
turber la structure du cytosquelette par divers mécanismes (hyperphospho-
rylation, activation de la calpaine). Par ailleurs, des effets communs a ceux
d’autres pesticides ont été décrits comme le ciblage de certains complexes de
la chaine respiratoire (I et IV) de la mitochondrie. Par extrapolation, on peut
poser ’hypotheése d’un effet sur la production d’ATP (Hargreaves, 2012).

En résumé, bien que certains mécanismes puissent évoquer un impact des OP
sur le systtme dopaminergique, leur implication dans le développement d’une
maladie de Parkinson reste & démontrer.

Pyréthrinoides (perméthrine)

Les pyréthrinoides sont des insecticides dérivés des pyréthrines de chrysan-
theme (figure 23.14).

81. Et utilisés en remplacement des organochlorés
82. Inhibition aigué de I’AchE ; effets retardés de I'inhibition de I’AChE ou syndrome intermé-
diaire ; polyneuropathie retardée.
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Figure 23.14 : Structure de la perméthrine, un pyréthrinoide

Les intoxications aigués sont rares chez 'Homme et provoquent vertiges, fatigues
et maux de téte (coma dans les cas les plus séveres) (Bradberry et coll., 2005).

Mécanismes d’action

La toxicité aigué est principalement due au maintien de l'activation de
canaux sodium voltage-dépendants, qui perturberait un trés grand nombre
de mécanismes de signalisation. Ainsi, les pyréthrinoides inhibent la signali-
sation GABAergique, modulent la transmission cholinergique, favorisent la
libération de noradrénaline et agissent sur les canaux calciques et chlore. Tous
ces effets pourraient étre liés 2 leur liaison directe sur les canaux sodium vol-
tage-dépendants (Ray et Fry, 2006). Deux classes de pyréthrinoides existent
et ne présentent pas les mémes propriétés vis-a-vis des canaux précités

(Bjorling-Poulsen et coll., 2008).

Quelques études expérimentales suggerent un role de la perméthrine dans le
développement d’une maladie de Parkinson. Une administration réguliere de
perméthrine 2 des souris pendant 2 semaines (3 fois, 0,8 mg/kg) augmente
la recapture de la dopamine de 30 % apres le dernier traitement (Gillette et
Bloomquist, 2003 ; Elwan et coll., 2006). Cet effet pourrait dépendre de la
dose utilisée (diminution de la recapture a forte dose) (Karen et coll., 2001).
Limplication du transporteur de la dopamine (DAT) n’a pourtant pas été
clairement démontrée par les auteurs (et par d’autres études indépendantes)
(Karen et coll., 2001 ; Bloomquist et coll., 2002 ; Pittman et coll., 2003 ;
Nasuti et coll., 2007) comme évoqué pour I'action de I’heptachlore qui aug-
mente son expression dans le striatum de souris C57BL exposées (Bloomquist
et coll., 2002). De hautes concentrations de perméthrine favorisent la surex-
pression de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) par les cellules gliales du
striatum, témoin d'une neuro-inflammation (Pittman et coll., 2003). Des
cultures cellulaires de neuroblastome (SH-SY5Y) exposées a diverses doses
de pyréthrinoides (perméthrine, cyperméthrine, pyréthrine) ont permis de
déterminer par la mesure des concentrations en ATP, les seuils de toxicité
de ces molécules (cyperméthrine > perméthrine > pyréthrine) (Kakko et
coll., 2004). Des expériences menées sur d’autres régions du cerveau (cortex)
chez des rats exposés a la deltaméthrine ont montré des expressions anor-
malement prolongées des facteurs de transcription c-Fos et c-Jun (associées
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préalablement a des processus neurodégénératifs) dépendantes de I'activité de
récepteurs glutamatergiques (AMPA) (Wu et Liu 2003). La substance noire
n’a pas été examinée dans cette étude.

En résumé, quelques travaux expérimentaux semblent en faveur du role de la
perméthrine dans le développement d’une maladie de Parkinson en montrant
une augmentation de la recapture de la dopamine a faibles doses.

Chlorophénoxyherbicides (2,4-D)

Les chlorophénoxyherbicides sont utilisés pour controler les mauvaises
herbes dans les cultures de céréales. En cas d’'intoxication aigué, les effets sont
variables allant des convulsions au coma (Bradberry et coll., 2005).

Nature chimique de la molécule, métabolisme, passage de la barriére hémato-
encéphalique

Les chlorophénoxyherbicides comportent une partie carbonée aliphatique
acide (COOH) et une partie aromatique substituée par des atomes de chlore

(figure 23.15).

O

NP

OH

Cl Cl

Figure 23.15 : Structure du 2,4-D

Les chlorophénoxyherbicides sont hydrolysés ou dissociés in vivo. La toxicité
des composés semble dépendre principalement de la partie aliphatique acide.
IIs lient 'albumine notamment ceux a chaines longues et comportant une
partie aromatique trés substituée. Leur biodisponibilité est donc trés variable
en fonction de leur nature chimique. De faibles concentrations de chlorophé-
noxyherbicides sont retrouvées dans le cerveau de modeles animaux exposés
a des doses inférieures 2 100 mg/kg (Elo et Ylitalo, 1979). A ces doses, ils per-
turbent peu les membranes dont la BHE. A des doses supérieures (>250 mg/
kg), la BHE subit des dommages réversibles et les chlorophénoxyherbicides
sont retrouvés dans le cerveau (Hervonen et coll., 1982).
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Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des chlorophénoxyherbicides demeurent inconnus, ils
seraient responsables d'une perturbation de I'intégrité des membranes cellulaires.
Le 2,4-D est le chlorophénoxyherbicide le plus utilisé. In witro, il perturbe forte-
ment les membranes & des concentrations supérieures 2 10 uM. Les chlorophé-
noxyherbicides perturbent les systémes de transport membranaires notamment
ceux du plexus choroide responsables de la détoxication partielle de certains
anions toxiques (métabolites de certains neurotransmetteurs). Des dérivés de la
dopamine peuvent ainsi s’accumuler dans le SNC 2 la suite d’un traitement par
le 2,4-D (Elo et MacDonald, 1989). Ceci va de pair avec les effets d’'une injec-
tion de 2,4-D dans le striatum de rats qui provoque une diminution importante
de lactivité locomotrice et des modifications des concentrations de plusieurs
monoamines dans différentes parties du cerveau de rats. Les niveaux de dopa-
mine mais aussi de certains récepteurs (D2) sont ainsi affectés avec des résultats
variables en fonction du protocole d’exposition, de la durée et de la continuité
du traitement (Bortolozzi et coll., 1999, 2001 et 2004). Ces effets pourraient étre
réversibles. Une co-exposition, 2,4-D et acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique,
chez des rattes gestantes (entre 6 et 15 jours de gestation) entraine des anoma-
lies de développement du systeme dopaminergique et du comportement associé
(Mohammad et St Omer, 1985). 1l serait intéressant d’examiner les membranes
mitochondriales de cellules dopaminergiques exposées au 2,4-D.

Le 2,4-D pourrait étre a 'origine d’un stress oxydant (expérience menée in vitro
sur des cellules granulaires de cervelet) comme l'attestent les baisses d’activité
catalase et la diminution des concentrations de glutathion (Bongiovanni et

coll., 2007).

Ces différents mécanismes (perturbation membranaire, stress oxydant) pour-
raient étre a origine d’une apoptose des cellules dopaminergiques.

En résumé, le mécanisme d’action des chlorophénoxyherbicides demeure
inexpliqué. Des anomalies de développement du systéeme dopaminergique et
du comportement associé ont été signalées apres exposition chez des femelles
(rat) gestantes. Les modifications au niveau des membranes mitochondriales
de cellules dopaminergiques exposées au 2,4-D mériteraient d’étre explorées.

Autres pathologies neurodégénératives et troubles
du neurodéveloppement : lien avec les pesticides

Organochlorés

Tout comme pour la maladie de Parkinson, une augmentation de marqueurs du
stress oxydant est observée dans les cerveaux post-mortem de patients atteints
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de maladie d’Alzheimer. Dans la lignée de ces observations, des concentra-
tions plus élevées de pp-DDT sont retrouvées dans les cerveaux post-mortem
de patients (par opposition a des témoins) (Fleming et coll., 1994).

Organophosphorés (OPs)

Comme indiqués préalablement (paragraphe Parkinson), les OPs ciblent
'acétylcholine estérase (AChE), enzyme exprimée dans le systéme nerveux
central et périphérique, qui hydrolyse et inactive 'acétylcholine (celle-ci joue
un role dans la mémoire, apprentissage, I’activité musculaire, le développe-
ment du cerveau et au niveau cellulaire, la réplication des précurseurs neu-
ronaux, leur différenciation, la régulation de la synaptogenese, de 'apoptose
et des processus migratoires). Lexposition chronique 2 des faibles concentra-
tions d’'OPs conduit a 'apparition de trois types d’effets : inhibition aigué de
I’AChE (intoxication aigué) ; effets retardés de I'inhibition de I’AChE ou
syndrome intermédiaire ; poly-neuropathie retardée.

Dans le syndrome cholinergique, les OPs forment une liaison covalente avec
le site actif de PAChE (avec une sérine) et sont donc des inhibiteurs irré-
versibles de I'enzyme (Lauder et Schambra, 1999). La conséquence directe
d’une exposition aux OPs est 'augmentation des concentrations d’acétylcho-
line dans la fente synaptique et la stimulation trop importante des récepteurs
muscariniques et nicotiniques. Une intoxication aigué aux OPs conduit 2 un
syndrome cholinergique avec, en fonction du degré d’empoisonnement, maux
de téte, vomissements, confusion, ataxie, coma et blocage respiratoire. Ces
manifestations cliniques n’apparaissent qu’au-dela d’un seuil d’inhibition de
70 %, laissant supposer des effets chroniques sous le seuil de détection.

Des effets retardés (OPIDN ou OP-Induced Delayed Neuropathies, voir
Hargreaves, 2012) sont observés par atteinte d’'une estérase particuliere, la
NTE (Newropathy Target Esterase), enzyme principalement exprimée dans le
systéme nerveux (Lotti, 1991 ; Johnson et Glynn, 1995 ; Lotti et Moretto,
2005). La période asymptomatique qui suit I'intoxication, dure quelques jours
a quelques semaines. Les symptdmes peuvent étre réversibles mais des séquelles
potentielles (déficits moteurs) peuvent persister comme le suggerent des études
menées chez le rat (Pope et coll., 1992 ; Sanchez-Santed et coll., 2004). LaNTE
est impliquée dans le métabolisme phospholipidique (type phospholipase B).
Linvalidation compléte de NTE est 1étale. En revanche, les animaux présentant
une invalidation restreinte a certaines zones du cerveau survivent et présentent
des signes de neurodégénérescence (des résultats similaires se retrouvent chez la
drosophile). Au niveau cellulaire, 'enzyme est ancrée au réticulum endoplas-
mique ol elle forme un canal ionique dont la dérégulation de la fonction semble
essentielle pour I'apparition des neuropathies. Elle pourrait également jouer
un rdle dans I'hydrolyse de certains phospholipides dont la phosphatidylcho-
line (Hargreaves, 2012). Les études d’invalidation sur modeles cellulaires sont
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quelque peu discordantes mais suggerent un role potentiel de la NTE dans la
différenciation neuronale. Hormis la NTE, d’autres marqueurs ont été identifiés
dans les effets retardés de certains OPs : une hyperphosphorylation de certaines
protéines du cytosquelette (par activation potentielle de la calmoduline kinase
ou de ERK1/2) ce qui pourrait perturber la formation des neurites, I'activation
de la calpaine, une protéase dégradant certaines protéines des neurofilaments,
et/ou une altération de I'activité de certaines protéines mitochondriales de la
chaine respiratoire (complexes [ et [V).

Les OPs inhibent également a des degrés variables, la butyrylcholinestérase
(ou cholinestérase plasmatique dont la mesure d’activité fournit facilement
des données sur 'exposition, tout comme celle de ’AChE érythrocytaire).

Les OPs nécessitent pour la plupart une activation par remplacement de la
fonction P=S par une fonction P=O (par exemple : le chlorpyrifos est métabo-
lisé par le foie en chlorpyrifos oxon). Il existe une variabilité du métabolisme
des OPs liée aux polymorphismes des enzymes du métabolisme des xénobio-
tiques notamment ceux de la paraoxonase 1 (PON1), une enzyme qui hydro-
lyse les métabolites actifs des OPs (Costa et coll., 2003). Le chlorpyrifos, tout
comme l’ensemble des phosphorothioates (par exemple : diazinon), a ainsi
peu d’activité en tant que tel, vis-a-vis de ’AChE. Il est soit activé en chlor-
pyrifos oxon principalement par les cytochromes P450 (CYP), le CYP2B6 (et
dans une moindre mesure le CYP1A2) ; soit inactivé principalement par les

CYP2C19 et 2C9 (Sams et coll., 2004).

Ces CYP font I'objet de polymorphismes et une forte activité des CYP2B6 et
1A2 associée a une faible activité de CYP2C19, pourrait donc résulter en une
forte toxicité du chlorpyrifos. Si ’on considére ’ensemble des OPs, I'activité
des CYP peut varier d'un composé a 'autre. Ainsi, le diazinon est métabolisé
en diazoxon de maniere équivalente par les CYP2B6 et 1A2 (Povey, 2010).
Par ailleurs, le CYP3A4 bien que contribuant peu par unité enzymatique a
'activation du chlorpyrifos, est toutefois fortement exprimé dans le foie et
pourrait 2 ce titre, étre une enzyme majeure du métabolisme des OPs du fait
de son niveau d’expression.

La paraoxonase 1 (PON1) est une enzyme plasmatique et hépatique, qui inac-
tive les métabolites oxon (Furlong, 2007). Les animaux invalidés pour cette
enzyme présentent une plus grande susceptibilité vis-a-vis des OPs. Il existe
une forte variabilité interindividuelle chez 'Homme de I’activité plasmatique
de PON1 (Geldmacher, 1998 ; Costa et coll., 2003) qui serait liée a des poly-
morphismes localisés dans la partie codante et non codante du géne. Parmi les
polymorphismes plus importants, on recense :

e (C-108T) dans le promoteur qui détermine le niveau d’expression (régula-
tion transcriptionnelle) (Brophy et coll., 2001) ;

® (Q192R) dans la partie codante.
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Ces polymorphismes doivent étre considérés avec précision pour I’'ensemble
des OPs. Ainsi, Davies et coll. rapportent que l'isoforme 192R a une activité
plus basse vis-a-vis du diazoxon (métabolite du diazinon) que celle vis-a-vis
du chlorpyrifos (Davies et coll., 1996). Ce résultat est toutefois contro-
versé (O’Leary et coll., 2005 ; Mutch et coll., 2007 ; Richter et coll., 2009).
Lutilisation de modeles animaux pour différencier I'importance des polymor-
phismes pourrait étre délicate. Les souris KO pour PON1 perfusées avec soit
PON1-192R, soit PON1-192Q) présentent les mémes métabolismes vis-a-vis
du diazoxon. En revanche, I'isoforme R est plus protectrice vis-a-vis du chlor-
pyrifos (Li et coll., 2000). Ces résultats ont été confirmés depuis par expres-
sion transgénique de la PON1 humaine 192Q) ou 192R sur souris humanisées

(Cole et coll., 2005).

Le role de ces polymorphismes a été décortiqué chez la souris par l'utilisation
d’animaux KO ou transgéniques vis-a-vis des deux isoformes humaines (sur un
fond génétique PON1 KO). Lanalyse transcriptomique (Gene Set Analysis)
des cervelets de ces animaux (exposés entre les jours 4 et 21 apres la naissance
a des doses de chlorpyrifos comprises entre 0,35 et 0,50 mg/kg/jour) révele une
modification des fonctions cellulaires suivantes : fonctionnement mitochon-
drial, stress oxydant, neurotransmission, développement du systéme nerveux
central. Différentes signatures géniques sont identifiées chez les souris R192
ou Q192. Enfin, lactivité de ’AChE est diminuée par ces expositions répé-
tées chez la souris KO ou Q192 mais pas chez la souris sauvage ou R192 (qui
hydrolyse mieux le chlorpyrifos oxon). Lensemble de ces données suggere que
des expositions chroniques aux OPs (ici le chlorpyrifos) n’affectent pas de
maniere similaire chaque individu (en fonction de son génotype) et sont sus-
ceptibles d’interférer avec des processus cellulaires essentiels a ’homéostasie
neuronale (Cole et coll., 2011).

La régulation transcriptionnelle du géne PONI est également dépendante
de facteurs environnementaux dont les pesticides (Costa et coll., 2003 ;
Hernandez et coll., 2003) et potentiellement les polyphénols de I’alimentation
(Gouedard et coll., 2004). La détoxication des OPs dépend d’autres protéines
dont les carboxyestérases, '’AChE, la BChE et les glutathion S-transférases
(GST) (Povey et coll., 2007).

Concernant les anomalies du développement associées a I'exposition aux
OPs, le chlorpyrifos est le plus utilisé pour caractériser les effets mécanis-
tiques de cette famille de molécules. Avant son interdiction dans les pro-
duits domestiques et de jardinages aux Etats-Unis, des cas d’exposition
supérieure 2 la normale ont été rapportés chez des femmes enceintes et des
enfants. Lutilisation de modeéles murins a permis de montrer que ’exposi-
tion prénatale ou néonatale au chlorpyrifos s’accompagne d’altérations des
performances locomotrices ou cognitives (hyperactivité motrice, troubles
des apprentissages et de la mémoire) (Ricceri et coll., 2003 ; Icenogle et
coll., 2004 ; Ricceri et coll., 2006). A des concentrations comparables 2
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celles mesurées dans le méconium (premieres selles de I’enfant), le chlorpy-
rifos induit des anomalies mitotiques, des signaux apoptotiques des cellules
en culture du tube neural d’embryons de rat (Roy et coll., 1998).

Des marqueurs de stress oxydants sont également observés chez des travailleurs
exposés (Ranjbar et coll., 2002). Ces données s’ajoutent a celles montrant
qu’une exposition in utero (rats) provoque des déficits du nombre de cellules
cérébrales, des projections neurales et de la communication synaptique (Qiao
et coll., 2002, 2003a et b et 2004). La période de sensibilité concerne égale-
ment le développement post-embryonnaire : la gliogenése et la synaptoge-
nése ont lieu majoritairement dans les 2-3 premiéres semaines qui suivent la
naissance chez le rat (équivalente a celle du développement néonatal chez
I'Homme) (Moser, 2000 ; Levin et coll., 2001 ; Vidair, 2004). Pendant la
période de différenciation sexuelle du cerveau, le chlorpyrifos perturbe I'ex-
pression des récepteurs sérotoninergiques et la connexion des neurones cor-
respondants avec leurs cibles ce qui est 2 'origine de symptdmes évoquant un
déficit en sérotonine.

Sur les cibles cellulaires du chlorpyrifos et de son métabolite, les anomalies
provoquées par celui-ci au cours de la période prénatale sont parfois observées
a des doses inférieures a celles nécessaires pour inactiver 'AChE (Qiao et
coll., 2003 ; Ricceri et coll., 2003 et 2006 ; Icenogle et coll., 2004 ; Moreira
et coll., 2010) suggérant un mécanisme d’action indépendant de I’AChE, pas-
sant par la protéine kinase A (Huff et coll., 1994 ; Ward et Mundy 1996 ;
Song et coll., 1997 ; Garcia et coll., 2001 ; Olivier et coll., 2001 ; Schuh et
coll., 2002 ; Zhang et coll., 2002), la protéine kinase C (Bomser et Casida,
2000 ; Bomser et coll., 2002), les facteurs de transcription c-fos, p53, AP-1,
Spl et CREB (Crumpton et coll., 2000 ; Garcia et coll., 2001 ; Schuh et
coll., 2002 ; Dam et coll., 2003 ; Slotkin, 2004) ou certaines protéines du
cytosquelette (tubuline). Une étude récente montre que sur des coupes de
striatum en culture, un traitement par le chlorpyrifos (100 pM) stimule la
phosphorylation de cibles de la PKA (DARPP-32 ou la sous-unité GluR1 du
récepteur AMPA du glutamate) et de la protéine tau. Le chlorpyrifos semble
favoriser la libération de glutamate au niveau striatal ce qui pourrait contri-
buer au phénomene d’excitotoxicité (Torres-Altoro et coll., 2011). Les effets
indépendants de ’AChE et dépendants de la voie PKA ont été retrouvés en
utilisant des cultures de cellule (PC12). De maniére intéressante, I’exposi-
tion de cellules différenciées réduit les activités adénylate cyclase (enzyme
produisant I’AMPc, activateur de la PKA) apres 2 jours de traitement mais
augmente ces activités au-dela de 6 jours de traitement (en continu ou apres
2 jours de traitement avec chlorpyrifos puis 4 jours sans traitement) (Adigun
et coll., 2010a et b). Par ailleurs, certains effets du chlorpyrifos sont observés
a des stades embryonnaires pour lesquels ’AChE n’est pas encore exprimée
(Lauder et Schambra, 1999), dans des zones du cerveau exprimant trés peu
d’AChE (Whitney et coll., 1995) ou en utilisant des injections directes du
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chlorpyrifos sans métabolisation hépatique ce qui renforce ’hypotheése d'un
mécanisme indépendant n’impliquant pas le métabolite « oxon » (Campbell
et coll., 1997 ; Dam et coll., 1998, 2000 et 2003 ; Johnson et coll., 1998 ; Levin
et coll., 2001 ; Slotkin et coll., 2001 et 2002). Une étude transcriptomique
(Affymetrix Mouse Whole Genome) récente réalisée sur des souris gestantes
et exposées 2 différentes doses de chlorpyrifos pendant la période prénatale
(2-15 mg/kgfjour, jours 6-17) révele par ailleurs que les cibles géniques de ce
pesticide sont parfois communes et parfois différentes chez la mere et chez le
foetus (détails de I'analyse GO Stat dans Moreira et coll., 2010). Les modifica-
tions d’expression génique sont d’ailleurs obtenues a des doses inférieures a la
LOAEL dans cette étude suggérant un mécanisme d’action différent de celui
impliquant un ciblage de 'AChE.

La glie pourrait étre une cible du chlorpyrifos comme le montrent plusieurs
études (Whitney et coll., 1995 ; Campbell et coll., 1997 ; Dam et coll., 1998 ;
Monnet-Tschudi et coll., 2000 ; Garcia et coll., 2001 et 2002 ; Qiao et coll.,
2001). Cette diversité des cibles des OPs suggere que deux composés d'une
méme famille pourraient activer des génes communs mais aussi différentes
catégories géniques conduisant ainsi 4 des manifestations pathologiques sen-
siblement différentes. Une étude transcriptomique utilisant le chlorpyrifos et
le diazinon confirme cette hypothese (Slotkin et coll., 2007, 2008a et b).

La neurotoxicité des OPs et de leurs métabolites pourrait étre liée a I'acti-
vation de I'apoptose comme le montre une étude menée avec des neurones
primaires de rat en culture. Leffet du chlorpyrifos, dans cet article, serait tou-
jours indépendant de 'inhibition de ’AChE, et passerait par une activation
des kinases ERK1/2 et p38. Toutefois, l'utilisation d’inhibiteurs pharmaco-
logiques de cette voie suggere un tableau plus compliqué que ce que laisse
sous-entendre leur activation commune par le chlorpyrifos et son métabolite
le chlorpyrifos oxon. En effet, ERK1/2 semble exercer une action pro-apopto-
tique alors qu’a I'inverse, p38 semble protéger la cellule de la dégénérescence.
Par ailleurs, seule une fraction des JNK (dans le noyau) est activée par le
chlorpyrifos et contribue au phénomene d’apoptose par phosphorylation de
c-Jun, un facteur de transcription (Caughlan et coll., 2004).

En résumé, I'implication des OP dans des dégénérescences neuronales et ano-
malies du développement semble plausible. exposition prénatale ou néo-
natale au chlorpyrifos conduit a l'altération des performances locomotrices
ou cognitives dans des modeles murins. Le chlorpyrifos induit des anomalies
mitotiques, des signaux apoptotiques des cellules en culture du tube neural
d’embryons de rat. Les OP pourraient agir par différents mécanismes certains
n'impliquant pas 'AChE. En effet, certains effets du chlorpyrifos sont obser-
vés 2 des stades embryonnaires pour lesquels ’AChE n’est pas encore expri-
mée. Leffet des métabolites « oxon » est également reconnu et le role des
polymorphismes PON1 a été confirmé dans des modeles transgéniques.
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Carbamates et dithiocarbamates

Les carbamates ciblent 'AChE mais leur inhibition est réversible®. Ils
conduisent 2 une stimulation cholinergique exacerbée mais qui ne dure que
quelques minutes a quelques heures. Les symptdmes d’intoxication aigué dif-
ferent peu de ceux provoqués par les OPs chez les enfants. En revanche, I’hy-
potonie et les diarrhées ne sont pas retrouvées chez les adultes qui présentent
d’autres signes cliniques comme une myosis (rétrécissement de la pupille) et
des fasciculations (contractions spontanées, involontaires et irrégulieres de
faisceaux musculaires).

L'un des modes d’action couramment décrits pour les carbamates est une aug-
mentation du stress oxydant (Gupta et coll., 2007). Le carbofuran provoque
ainsi une augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution des
défenses anti-oxydantes dans des cerveaux de rats exposés. La physostigmine
(alcaloide inhibant PAChE) inhibe la synthése de 'ADN et augmente la
peroxydation lipidique dans des cellules PC12 en différenciation (Slotkin et
coll., 2007).

Les dithiocarbamates (EBDC) semblent perturber le transport vésiculaire du
glutamate, 'un des neurotransmetteurs les plus importants dans le SNC (Vaccari
et coll., 1999). Lexposition a certains EBDCs provoque par ailleurs des mal-
formations feetales chez I'animal rappelant une inhibition de la fonction thy-
roidienne. Un faible hypothyroidisme peut conduire a des déficits intellectuels
détectables chez les enfants. L'inhibition de la synthese des hormones thyroides
par 'ETU qui est un métabolite pourrait donc étre un sujet de préoccupation
(Doerge et Takazawa, 1990 ; Marinovich et coll., 1997). Leffet combiné du

manébe et du paraquat pourrait avoir des effets additifs sur cette fonction.

En résumé, I'impact des carbamates et dithiocarbamates sur le SNC parait
plausible par une augmentation du stress oxydant pour les premiers ou pertur-
bation du transport vésiculaire du glutamate pour les seconds.

Chlorophénoxyherbicides

Des défauts de myélinisation ou du développement du SNC accompagnés
parfois d’anomalies comportementales ont été observés chez des poulets ou
des rats en cas d’exposition pendant la période de développement (Duffard et
coll., 1996 ; Bortolozzi et coll., 1999 et 2004 ; Ferri et coll., 2007).

Comme évoqué préalablement, le 2,4-D peut provoquer des perturbations au
niveau des systémes de transport membranaires et conduire a 'accumulation

83. Le paraquat pourrait aussi agir sur cette enzyme (Alcaro et coll., 2007).
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d’anions toxiques dans le SNC. En plus de la dopamine, la sérotonine et les
acides homovanilliques et 5-hydroxy-3indolacétiques peuvent ainsi s’accumu-
ler (Elo et MacDonald, 1989). D’autres perturbations au niveau de I’lhoméos-
tasie des neurotransmetteurs peuvent survenir en cas d’exposition au 2,4-D.
Celui-ci par analogie structurale avec I'acétyl-coA (précurseur ou impliqué
dans la biogenese de I'acétylcholine) pourrait ainsi inhiber la synthese endo-
geéne d’acétylcholine (Bradberry et coll., 2000).

Le 2,4-D perturbe également la neuritogenese in vitro par blocage de la poly-
mérisation des microtubules (Rosso et coll., 2000) ou comme évoqué précé-
demment, entraine une apoptose des cellules granulaires de cervelet et une
inhibition de la fonction thyroidienne.

En résumé, les chlorophénoxyherbicides (2,4-D) sont susceptibles d’agir au
niveau des systémes de transport membranaires, de ’'homéostasie des neuro-
transmetteurs, de la neuritogenése. Ils entrainent une apoptose des cellules
granulaires de cervelet et une inhibition de la fonction thyroidienne.

Pyréthrinoides

Les jeunes rats sont 4 a 17 fois plus sensibles que les rats adultes a I'exposition
des pyréthrinoides a hautes doses, probablement en raison d’'un métabolisme
de détoxication moins important (Cantalamessa, 1993 ; Sheets et coll., 1994 ;
Sheets, 2000). Cette différence de sensibilité pourrait étre également liée a
un effet des pyréthrinoides sur des canaux sodium voltage-dépendant dont les
isoformes sont différents chez le jeune et I'adulte (Shafer et coll., 2005). Ces
canaux présentent des mutations (responsables d’épilepsie) qui pourraient
expliquer des différences interindividuelles (Meisler et coll., 2001). Les effets
des pyréthrinoides se rapprochent de ceux de la phénytoine, un anti-convul-
sant qui bloque les canaux sodiques (Adams et coll., 1990). Des souris expo-
sées en période postnatale (J10 a 16) a la phénytoine ont une activité motrice
plus importante et un défaut d’apprentissage. La densité des récepteurs musca-
riniques est modifiée chez ces animaux (Eriksson et Nordberg 1990 ; Eriksson
et Fredriksson 1991 ; Malaviya et coll., 1993 ; Ahlbom et coll., 1994 ; Talts et
coll,, 1998a et b ; Aziz et coll., 2001). Dans ce contexte, d’autres études ont
montré des changements de comportements sexuels (Lazarini et coll., 2001),
d’apprentissage (Moniz et coll., 1990), d’activité motrice et de perméabilité
de la BHE. De manicre intéressante, des souris exposées a la perméthrine
avant accouplement, présentent une descendance déficiente pour certaines
fonctions comportementales (réflexe, nage...) (Farag et coll., 2006). Certains
pyréthrinoides perturbent la neuritogenése in vitro (PC12) a des concentra-
tions micromolaires toutefois inférieures a celles provoquant une neurotoxi-

cité chez 'adulte (Tran et coll., 2006).
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En résumé, I'impact des pyréthrinoides (perméthrine) sur le SNC et en parti-
culier en période de développement est suggéré.

Troubles cognitifs et de ’lhumeur : lien avec les pesticides

La sérotonine (5HT) est un neurotransmetteur qui joue un rdle fondamental
au niveau central dans le contrdle de 'appétit et de ’humeur. Les dérégulations
du systéme sérotoninergique ont été associées a différentes pathologies comme
les dépressions ou les déreéglements de 'appétit qui représentent des probléma-
tiques majeures en santé publique. Plusieurs études épidémiologiques suggérent
un lien entre exposition a certains types de pesticides et ces pathologies.

Organophosphorés

Les organophosphorés (OPs) ont, a ce titre, fait 'objet d’une attention par-
ticuliere et au début des années 2000, des études expérimentales démontrent
que l'exposition de modeles animaux (principalement des rats) a du chlor-
pyrifos modifie de maniére significative, I'expression des récepteurs sérotoni-

nergiques (5SHTR) sur différentes cibles (Aldridge et coll., 2003). Plusieurs

études récentes ont précisé ces observations.

Ainsi, I'exposition de rats Sprague-Dawley a des doses non toxiques de chlor-
pyrifos (5 mg/kg/jour, dose inférieure a celles nécessaires pour cibler I'acétyl-
choline estérase~AChE) pendant la période postnatale (entre le 11° et 14¢
jour suivant la naissance, PN11-14) et sacrifiés 2 PN45 montre que cet OP
perturbe modérément (variation maximum de 30 %) I'expression de plusieurs
5HTR et du transporteur sérotoninergiques (5HTT) dans certaines régions
(mésencéphale, tronc cérébral, hippocampe). Les effets observés sont pour la
plupart, des augmentations. Une perturbation de la signalisation des 5SHTR est
également observée (baisse de I'activation des adénylates cyclases couplées aux
récepteurs) avec un effet plus prononcé chez les méales. Bien que modérés, ces
effets (liés a une exposition pendant une période sensible du développement,
la période périnatale) pourraient étre a 'origine de troubles de I'appétit ou
de ’humeur pendant la vie adolescente ou adulte (Aldridge et coll., 2005a).
Ainsi, la méme équipe dans la continuité de cette étude, montre que des doses
de 1 mg/kgfjour de chlorpyrifos pendant une période plus précoce (PN1-4)
conduisent a des déficits comportementaux (modeles de dépression) chez
'adulte associés traditionnellement aux voies sérotoninergiques (I'utilisation
d’'un inhibiteur de récepteur 5HT2, la kétansérine, confirme cette présomp-
tion) (Aldridge et coll., 2005b). Sur le plan mécanistique, cette méme équipe
démontre que les périodes prénatales et postnatales sont des fenétres d’expo-
sition critique avec une augmentation du métabolisme de la sérotonine qui
semble plus spécifiquement affectée que d’autres neurotransmetteurs comme
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la dopamine (Aldridge et coll., 2005¢). Leffet du chlorpyrifos ne doit toutefois
pas étre généralisé a tous les OPs et souléve de ce fait, des questions quant aux
conséquences d’une exposition 2 des mélanges d’'OPs sur ce systéme sérotoni-
nergique. Ainsi, en fonction de la molécule utilisée, Slotkin et coll. (2008¢)
montrent que deux OP différents (chlorpyrifos et diazinon) augmentent tous
deux P'expression de la tryptophane hydroxylase (enzyme qui limite la synthese
de sérotonine) a des degrés variés et diminuent ’expression des transporteurs
sur un modele cellulaire de phéochromocytome de rat (PC12) (Slotkin et coll.,
2008c). Cependant, leurs effets sont opposés en ce qui concerne les récep-
teurs (augmentés par le chlorpyrifos et diminués par le diazinon). Ces études
sont particulierement intéressantes car réalisées a des doses inférieures au seuil
d’inhibition de ’AChE ou de celles qui conduisent a des défauts de croissance
(seuil toxique). Elles suggerent ainsi un mécanisme indépendant de I’AChE,
cible traditionnelle évoquée sur le plan mécanistique, des OP. Certaines de ces
études réalisées a hautes doses retrouvent toutefois des effets similaires a celles
réalisées a plus basse dose (Moreno et coll., 2008).

En résumé, I'impact des OP (chlorpyrifos) sur le développement de troubles
de Pappétit ou de 'humeur a I'adolescence ou I'dge adulte apres une expo-
sition pendant la vie foetale est suggéré. Le mécanisme d’action serait une
perturbation du systéme sérotoninergique indépendante de ’AChE.

Organochlorés

Les effets différentiels des OP (précédemment présentés) peuvent étre éten-
dus a d’autres catégories de pesticides comme les organochlorés (désormais
interdits). Sur le modele de lignée cellulaire PC12, la dieldrine exerce un effet
inducteur sur 'enzyme de synthese (tryptophane hydroxylase) et agit tout
comme le diazinon (OP) en diminuant I'expression des récepteurs (Slotkin et
coll., 2008c). Lutilisation de modeles animaux a permis de montrer un effet
de certains OC sur le systéme sérotoninergique (Cabaleiro et coll., 2008) :
une exposition in utero et pendant la lactation a de 'endosulfan (0,6 ou 6 mg/
kg), chez des rats méales (Sprague-Dawley) sacrifiés a différentes périodes
(PND15, 30 et 60), montre une augmentation spécifique des niveaux de séro-
tonine (entre 25 et 40 %) sans modification des niveaux de dopamine et de
noradrénaline. Tout comme les OPs, les effets dépendent du type de pesticide
et ne peuvent étre généralisés 2 une classe particuliere. Ainsi, une autre étude
utilisant le méthoxychlore montre des effets contrastés en fonction de la loca-
lisation cérébrale quant a la quantité de SHT (Lafuente et coll., 2008).

En résumé, I'impact des OC sur le systéme sérotoninergique est dépendante
du type de molécule. Apres exposition in utero et pendant la lactation a I'en-
dosulfan, une augmentation de sérotonine est observée chez des rats males.
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Roténone

Laugmentation des niveaux de sérotonine au niveau cérébral pourrait appa-
raitre paradoxale dans la mise en place de pathologies associées a des dérégu-
lations du systéme sérotoninergique mais il faut garder en mémoire que les
dérégulations sont associées a la fois & des perturbations de I'expression des
membres du systéme sérotoninergique (enzymes du métabolisme, récepteurs,
transporteurs) mais aussi a leur localisation et a celle de la sérotonine (vési-
cules, cytoplasme, fente synaptique). Ainsi, une étude utilisant la roténone,
traditionnellement utilisée dans le cadre des modeles induits de Parkinson,
révele que celle-ci peut également exercer une cytotoxicité sur des neurones
sérotoninergiques (Ren et Feng, 2007). Sur le plan mécanistique, la roténone
agit comme la colchicine, un agent dépolymérisant les microtubules ce qui a
pour conséquence une accumulation de vésicules dans les neurones séroto-
ninergiques. Lhypothese des auteurs de I’étude pour expliquer le lien entre
accumulation vésiculaire et mort cellulaire, serait le passage de la sérotonine
dans le cytoplasme. Son exces de concentration vésiculaire augmenterait le
gradient vésiculo-cytoplasmique, ce qui entrainerait une fuite vers le cyto-
plasme. Ce passage conduirait 2 une augmentation du catabolisme de la séro-
tonine qui produit des especes réactives de 'oxygene (ERO) a l'origine de la
mort cellulaire.

En résumé, la perturbation du systéme sérotoninergique pourrait également
étre impliquée dans I’effet de la roténone sur le SNC.

En conclusion, les pathologies du systéme nerveux central ou périphérique
ont été identifiées et étudiées bien avant 'apparition des pesticides. Ceux-ci
sont toutefois suspectés de favoriser I'apparition de certaines d’entre elles
notamment la maladie de Parkinson et certains défauts neurocomportemen-
taux. En effet, en plus de 'apport majeur des études épidémiologiques, un
certain nombre de ces substances présente des propriétés compatibles avec un
role incident dans le développement de ces pathologies. A titre d’exemple,
de nombreux pesticides ciblent la mitochondrie et semblent en mesure de
provoquer a la fois une augmentation de la concentration de dérivés réactifs
de Poxygene et une baisse de production d’ATP qui est fondamental pour la
survie des neurones. Compte tenu des caractéristiques particulieres des cel-
lules dopaminergiques vis-a-vis du stress oxydant, des modeles de voies de
signalisation peuvent ainsi étre proposés pour expliquer les roles potentiels
des pesticides dans le développement de la maladie de Parkinson.

Les études expérimentales menées avec des modeles cellulaires ou animaux
posent pour la plupart, des problémes récurrents comme celui des hautes
concentrations et des courtes périodes de traitement, trés différentes des
conditions d’exposition chez 'Homme (tout comme la voie d’exposition). A
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titre d’exemple, la plupart des études menées sur des modeles animaux murins,
utilisent des concentrations de pesticides proches de 1 mg/kg sur de courtes
périodes alors que les valeurs de référence pour la population humaine sont
beaucoup plus basses (par exemple : dose journaliere maximale tolérée, 5 ng/
kg) et généralement respectées (WHO, 2008) méme chez les agriculteurs
exposés (<1 pg/kgfj ; Lee et coll., 2009).

Dans le cadre de la maladie de Parkinson, les rares protocoles utilisant les
voies d’exposition les plus classiques chez 'Homme (derme, systéme respi-
ratoire) n’ont pas permis de démontrer un effet sur la substance noire (Rojo
et coll., 2007). Des études menées a I'aide d’échantillons humains ont toute-
fois permis de montrer que de basses concentrations sanguines de pesticides
pouvaient &tre associées 2 une hypométhylation de ’ADN (et avoir un effet
potentiel sur I'expression des génes) (Kim et coll., 2010). Ces nouvelles don-
nées posent le probléme de la transmission de I'information entre générations
et ce, pour 'ensemble des tissus de 'organisme dont le systéme nerveux. Il
est également possible que les pesticides puissent avoir un effet trés différent
a hautes et basses concentrations (effet type courbe en U) comme cela a été
démontré pour d’autres perturbateurs endocriniens comme le bisphénol A,
posant la question de la légitimité d’'un grand nombre d’études expérimen-
tales. Néanmoins, pour une pathologie comme la maladie de Parkinson,
I'identification de marqueurs du stress oxydant dans la substance noire d’indi-
vidus (post-mortem) légitime quelque peu les modeles de voies de signalisa-
tion activées par des pesticides comme le paraquat.

En plus des concentrations, le temps et la période d’exposition sont des
parameétres également importants 2 prendre en compte dans les analyses.
Il est fortement probable que chez un patient développant une maladie de
Parkinson, la substance noire ait été agressée a différentes périodes du déve-
loppement de I'individu conduisant 4 une sensibilisation progressive du tissu
et a sa dégénérescence (the multi-hit hypothesis, Barlow et coll., 2007). Cette
hypothese cadre bien avec le mode d’exposition des travailleurs agricoles
qui sont exposés la plupart du temps a la fois a plusieurs produits et a inter-
valles réguliers. On peut ainsi imaginer que certaines cellules présentent des
signes d’apoptose « inachevée » (abortose), préambule aux développements
pathologiques marqués par les manifestations phénotypiques. La fenétre
d’exposition est un parametre important a considérer notamment pour les
jeunes organismes (embryon, fcetus, jeune enfant en tenant compte du role
de la barriere placentaire) qui seraient potentiellement plus sensibles car en
cours de développement. Toutefois, cette notion peut étre modulée car, par
exemple dans le cadre d’une intoxication aigué aux organophosphates, la
protéine cible (acétylcholine estérase) est plus rapidement re-synthétisée
chez les plus jeunes individus qui seraient donc capables de récupérer plus
vite. Ce constat reste compatible avec des effets chroniques plus néfastes

(Thiruchelvam et coll., 2002).
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Comme évoqué précédemment dans le cadre de I'exposition des travailleurs
agricoles, les études utilisant des expositions multiples sont particuliere-
ment intéressantes A considérer (exemple du manebe et du paraquat) et sont
encore rares (Bjorling-Poulsen et coll., 2008 ; Thiruchelvam et coll., 2000).
Au-dela des mélanges n’impliquant que des pesticides, I’étude de I'influence
d’autres polluants environnementaux voire méme de médicaments (ciblant
par exemple les voies de I'inflammation compte tenu des données évoquées
sur les cellules gliales ou perturbant des processus importants comme le
transport membranaire) sur I'action de ces pesticides semble également judi-
cieuse notamment quand ceux-ci sont des xénobiotiques persistants (cas des

PolyChlorinated Biphenyls ou PCBs dans la maladie de Parkinson).

Par ailleurs, les pesticides pourraient agir indirectement sur le systéme ner-
veux. A titre d’exemple, le produit de dégradation des EBDC, I’éthylene-
thiourée (ETU), est un inhibiteur de la synthése des hormones thyroides
qui joue un rodle important dans la mise en place du systéme nerveux et de
son homéostasie (Doerge et Takazawa 1990 ; Marinovich et coll., 1997).
De nombreux pesticides lient, par ailleurs, plusieurs récepteurs nucléaires
(récepteurs aux cestrogeénes, aux androgenes, PXR, CAR) qui modulent I'ex-
pression de métabolismes endogenes ou de xénobiotiques. Ce phénomene
de perturbation endocrinienne pourrait conduire 2 une augmentation de la
concentration de certains neurotoxiques (non pesticides) d’origine naturelle
(dont ceux de la dopamine) ou anthropique (Le Couteur et coll., 1999).
Dans le méme registre, des études récentes suggérent que certains pesticides
(organophosphorés, roténone, pyréthrinoides, organochlorés, paraquat)
modifient les concentrations de sérotonine qui joue un role important dans
la régulation de ’humeur.

Enfin, les pesticides pourraient constituer des marqueurs d’autres expositions
a des neurotoxiques. De nombreux pesticides sont par exemple, dissous dans
des solvants qui pourraient exercer une neurotoxicité. Par ailleurs, certains
auteurs montrent que des neurotoxines (comme I’époxomicine d’origine
microbienne) induisent des syndromes parkinsoniens chez le rat par inhibi-
tion du systeme de dégradation dépendant du protéasome (McNaught et coll.,
2004 ; Caldwell et coll., 2009). Néanmoins, ces effets ne se retrouvent pas
avec tous les inhibiteurs du protéasome (Kordower et coll., 20006).

Les nombreuses données produites par les premieres études expérimentales sur
Ieffet des pesticides a hautes doses ont permis d’identifier un certain nombre
de mécanismes d’action de ces composés qui semblent compatibles avec les
données physiopathologiques des maladies auxquelles ils sont associés par les
études épidémiologiques. Il faut désormais encourager également les études
sur de longues périodes utilisant des mélanges a basses concentrations ciblant
une ou plusieurs voies de signalisation pour renforcer ces premieres hypotheses
mécanistiques et identifier des marqueurs précoces des pathologies dans un but
préventif. Les modeéles animaux représentent des outils attractifs pour mener
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ces études d’autant qu'’ils permettent d’analyser plus facilement les interac-
tions entre génétique et environnement. Le rdle de certains génes dans le
développement de pathologies comme la maladie de Parkinson (par exemple :
PINK1, Parkine, DJ-1), renforce d’ailleurs certains modeles d’action des pes-
ticides de par la convergence de certains mécanismes d’action (par exemple :
dysfonctionnement mitochondrial). Le role des polymorphismes des enzymes
du métabolisme pourrait &tre non négligeable (par exemple : paraoxonase 1).
A Theure actuelle, aucune étude expérimentale menée sur les pesticides n’a
toutefois permis de retrouver sur les modeles animaux utilisés toutes les carac-
téristiques de la maladie de Parkinson (Cicchetti et coll., 2009). Compte tenu
également des divergences entre Homme et animaux, les modeles cellulaires
de par leur facilité d’action, seront donc toujours des outils complémentaires
importants dans ces études.
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