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Introduction :

Depuis les années 1950 du vingtieme siécle I'acrylamide a pris mondialement
I'importance par sa production et son usage en divers domaines, ce composé chimique
est synthétisé comme un monomere par I'hydratation de 1’acrylonitrile en présence des
catalyseurs inorganiques ou de biocatalyseur (Kelein, 2007).

Sa polymérisation en polyacrylamide lui renferme la majorité de son application
industrielle comme un agent floculant dans le traitement et la clarification des eaux
usées , dans la fabrication des textiles , du papier et en laboratoire pour la production de
gels d’électrophorese et aussi au sein des industries pétrolieres et cosmétiques comme
un expient, en outre son maniement dans la construction des emballages alimentaires
en plastiques ainsi que d'autres secteurs différents...il est biodégradable si il est relaché
dans I’environnement occasionnellement (INSPQ, 2013 ; Al-Gholam et al., 2016;
Dortaj et al., 2017 ; Erdemli et al., 2018).

L'acrylamide ne se trouve pas naturellement dans les aliments, mais il peut se
former en abondance pendant les processus domestiques de cuisson: friture et
routissage ou une transformation industrielle a des températures qui dépassent les 120
°C (selon la découverte suédoise en 2002) cette formation n'était possible que par le
biais de la réaction de Maillard qui s'effectue généralement entre les sucres réducteurs
comme glucose, fructose... et les acides aminés tel que 1'asparagine consecutives des
denrées alimentaires (Kelein, 2007 ; Al-Gholam et al., 2016; Gokmen , 2016 ;
Erdemli et al., 2016).

Son caractere toxique a été décelé auparavant a travers des multiples études qui
ont été menées sur des animaux par des différentes doses et des vois d'exposition
variables : orale, intrapéritonéale, inhalation... ainsi des études épidémiologiques
réalisées en milieu professionnel chez les étres humaines y compris son effet:
immunotoxique, hépatotoxique, neurotoxique, génotoxique, carcinogene, tératogéne et
comme un perturbateur endocrinien et un agent qui induit le stress oxydatif au niveau
tissulaire... (Al-Gholam et al., 2016 ; Belhadj , 2018).

A cet égard, plusieurs recherches in vivo et in vitro prétent l'attention afin de
démontrer son pouvoir nocif a plusieurs échelles : clinique, biochimique, moléculaire et

aussi anatomo-pathologique et méme pour moderniser des méthodes analytiques
2
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permettant sa détection et sa réduction dans les denrées alimentaires (Biedermann et
al., 2002 ; Al-Gholam et al., 2016 ; Belhadj, 2018).

D'autres recherches démontrent que le systéme nerveux représente la cible
privilégiée a ce composé vinylique qui se traduit par des manifestations de
neurotoxicité comme : I'ataxie, la neuropathie périphérique et centrale, la faiblesse
musculaire... (Krishna et al., 2015).

La période de développement : prénatale, néonatale et postnatale est trés
sensible qui pourrait étre facilement affectée par les xénobiotiques y compris
I'acrylamide et aussi par d'autres facteurs endogenes (Gokmen, 2016 ; Dortaj et al.,
2017), de méme les nourrissons, les enfants et les adolescents sont la population
vulnérable par cette toxicité due a leurs croissances, leurs faibles poids corporels ainsi
que leurs tailles réduites et pareillement leurs consommations des comestibles riches en
acrylamide selon des habitudes et des préférences alimentaires tel que les croustilles de
pommes de terre, les frites, les chips, les biscuits et les popcorns... (il était estimé que
leur apport en acrylamide est de 2 a 3 fois plus élevé que celui des adultes) (Krishna et
al., 2015 ; Al-Gholam et al., 2016).

L'hydrophilicité d'acrylamide, lui renferme sa toxicité ou il pourrait étre
facilement transféré du placenta, a travers le cordon ombilical et par le lait maternel
pendant la grossesse ou l'allaitement si les meres ont été exposées a cet agent et il
entraine par la suite des dommages irréversibles chez les feetus et les nourrissons
(Edwards, 1976, JIFSAN/NCFST, 2002).

A la lumiere de ces données, notre étude consiste a évaluer le pouvoir
neurotoxique de I'acrylamide suite a une intoxication sub- aigue (a raison de 400ppm)
chez des souris albinos durant leurs phase de développement, en insistant préalablement
sur I'dentification, la formation et la toxicité de ce xénobiotique dans un contexte
bibliographique, ensuite on cerne par notre travail les approches suivantes :

+ Le plan physiologique : portant par I'évaluation de la croissance de la
progeniture en mesurant les taux de natalité et de mortalité ainsi que I'évolution
pondérale.

+ Le plan neurocomportemental : en tenant compte l'activité locomotrice, la
coordination motrice, l'anxiété, la dépression en outre I’apprentissage et la

mémorisation. ..
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+ Le plan biochimique : par le dosage des biomarqueurs rénale, lipidique et la
glycémie....
4 Le plan histopatologique : a travers la détection et I'identification des lésions

tissulaires au niveau cérébrale et cérébelleux...
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1. Description générale :

Parmi la multitude de produits toxiques connus a ce jour, on retrouve
I'acrylamide (Acry) (Brisson-Gauthier,2012) ce compose organique est également
appelé 2-propénamide, amide acrylique ou éthylene carboxamide (Carrara, 2018), il
est identifié et caractérisé par les formules chimiques (brute, semi-développée) qui
figurent ci-dessous (figurel et tableau 1)

NH,

Figure 1: Formules chimiques de I'Acrylamide en 2D et 3D (Belhadj, 2018).

Tableau 1: L'identité de la substance : Acrylamide.

N° CAS 79-06-1 ATC,2002
INRS,2007
INRS,2010
ATSDR,2012
INERIS,2019
Nom dans la LIS 2-propénamide NCI,2008
Noms dans les NCI Acrylamid (allemand) (EINECS, SWISS) NCI,2008
Acrilamida (espagnol) (EINECS) INRS,2007
Acrylamide (anglais, frangais) (LIS, EINECS, ENCS, INRS,2010
ECL, PICCS)

2-propénamide (AICS, ASIA-PAC, DSL, ECL, NZloC,
PICCS, SWISS, TSCA)

Autres noms Acrylamide monomeére ; Acide/ Amide Acrylique; Bio- NCI,2008
Acrylamide 50; Ethyléne carboxamide; Propenamide; 2- INRS,2007
Propene amide; Amide vinylique INRS,2010
Groupe /Sous-groupe chimiques Produits chimiques organiques /Acrylamide et INRS,2007
méthacrylamides, Amide insaturé INRS,2010
NCI1,2008
Formule chimique brute INRS, 2007
INRS, 2010

C3H5ON

Y -4
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Formule chimique semi développée : INRS, 2007
p 0
N NH,

Danger et identification du risque : INRS, 2007

@ INRS, 2019

H301 - Toxique en cas d'ingestion

H312 - Nocif par contact cutané

H315 - Provoque une irritation cutanée

H317 - Peut provoquer une allergie cutanée
H319 - Provoque une sévere irritation des yeux
H332 - Nocif par inhalation

H340 - Peut induire des anomalies génétiques
H350 - Peut provoquer le cancer

H361f - Susceptible de nuire a la fertilité

H372 - Risque avéré d'effets graves pour les organes a

la suite d'expositions répétées ou d'une exposition

prolongée

2. Propriétes physico-chimiques :
2.1 Propriétés physiques :

L'Acry se présente sous la forme d'une poudre solide cristalline inodore dont la
couleur peut varier (incolore ou blanchatre a blanche), il est hydrosoluble et méme sa
solubilité dans divers solvants organiques est dite favorable tel que : I'éthanol, le
méthanol ou I'acétone... Il est considéré comme un produit combustible, peu
inflammable, il se sublime lentement a des températures ambiantes et il ne réagit pas en
fluorescence, cet agent est un chromophore faible pour la détection en UV (Ultra-
Violet) due a sa conjugaison limitée des électrons x (Eriksson, 2005 ; Klein, 2007 ;
Fiche demeter, 2010 ; Mnif, 2015 ; Carrara, 2018), les propriétés d'Acry sont

présentées dans le (tableau 2).
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Tableau 2: Propriétés principales de 1’acrylamide

Propriété

Type/Remarque

Valeur/Description

Température
(°C) /pH

Référence

Etat physique

Cristaux en paillettes (solide),
blancs, inodores

Masse
moléculaire

IPCS,1985
ATC,2002
INRS,2007
Zitouni,2010
Carrara,2018

71.08

Habermann,1991
ATC,2002
Klein,2007
Zitouni,2010

71.09

INRS,2007

EURARA,2002
INERIS,2019

Masse
volumique

(kg/m’)

Expérimental

1122 (1,122 g/ml)

30°C

Kirk-Othmer,
2001

Klein,2007

Densité (g/ml)

1,122

ATC,2002
Zitouni,2010

1,125

30°C

INRS,2007
Carrara,2018

1,13

EURARA,2002
INERIS,2019

Point de fusion
(°C)

Expérimental

84485

Verschueren,
2001

Expérimental

84,25

EURARA,2002
INERIS,2019

Expérimental

84,5

Howard,1989
Habermann,1991
Vershueren,2001
ATC,2002
KLEIN,2007
Zitouni,2010
INRS,2007
Carrara,2018
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Point de fusion
(°C)

Point
d’ébullition (°C)

Point d'auto-
inflammation
Constante de la
loi de Henry

(Pa-malmol)

Expérimental

Expérimental

Expérimental

Expérimental

Calculé

Calculé

Modélisé

84 a 85

84,25

84,5

87 (22 mm Hg ou 0,27 kPa)

103 (2 0,67 kPa)
116,5 (& 1,4 kPa)
125 (a 25 mm Hg ou 3,33 kPa)

136 (2 3,3 kPa)

192,6

424° C

-5 —-10
32x10 (3,2x10
atm-mglmol)
2.97e-05 25°C

-4
5,98 x 10

Verschueren,
2001

EURARA,2002
INERIS,2019
Howard,1989
Habermann,1991
Vershueren,2001
ATC,2002
KLEIN,2007
Zitouni,2010
INRS,2007
Carrara,2018
Howard, 1989

Kirk-
Othmer,2001

Kirk-
Othmer,2001
ATC,2002
INRS,2007
Klein,2007
Zitouni,2010
Habermann,1991

Kirk-
Othmer,2001

Verschueren,2001
ATC,2002

Howard,1989

EURARA, 2002
INERIS, 2019
Henrywin, 2000
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Log Koe

Log Kco

pK_ /pK,

Solubilité dans
I’eau

(9/L)

Solubilité dans
divers solvants

(g/L)

Expérimental

Modélisé

Modélisé

Estimé a partir
de K,

Modélisé (acide)
Modélisé (base)

Expérimental

(Tres soluble)

Trés peu soluble
/ Légerement
soluble / Soluble

—-0,67

—-0,81

1,02
Log 0,2

15,4
—-0,83
2 050

2151
2155

2 155

n-heptane
Benzéne
Chloroforme
Acétate d'éthyle
Acétone
Ethanol

Méthanol

0,068
3,46
26,6~27
126
631
862
1550

30°C
30°C

30°C
pH=5,0-6,5

30°C

Howard, 1989

Hansch et al.
1995

ATC,2002
INRS,2007

EPA,2011
INERIS,2019

Kowwin, 2000

EURARA,2002
INERIS,2019

Pckocwin, 2000

EURARA,2002
INERIS,2019

ACDDB,2005

Verschueren,2001
Howard, 1989

American
Cyanamid,1969

Budavari et
al.,1989

Habermann,1991
Verschueren,2001

EURAR,2002
INERIS,2019

ATC, 2002

Kirk-
Othmer,2001

Habermann,1991
Lide,2000
Budavari,2001
ATC,2002
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Volatilité : Expérimental 0,93 (7 x 10 °mm Hg) 25°C Howard,1989
Pression/Tension Habermann,1991
de vapeur (Pa) ATC,2002
0,9 25°C Carpenter et
Davis, 1957
Kirk-
Othmer,2001
INRS,2007
EURARA,2002
INERIS,2019
4,4 40 °C Carpenter et
Davis, 1957
Kirk-
Othmer,2001
INRS,2007
9,3 50 °C Carpenter et
Davis, 1957
Kirk-
Othmer,2001
270 87 °C ATC,2002

INRS,2007
Biodégradabilité | Biodégradable INERIS,2019

(Assez volatil)

2.2 Propriétés chimiques :

L'Acry est une molécule polaire ou il présente des propriétés d’un acide ainsi
qu’une base faibles, chimiquement, il posséde deux groupements réactifs :
I’insaturation aff (la double liaison vinylique carbone-carbone) et le groupement
amide (figure 2) ; ce dernier est impliqué dans divers réactions comme 1’alcoolyse, la
déshydratation, 1I’hydrolyse, I'ésterification et la condensation avec les aldéhydes ainsi
que sa double liaison insaturée est impliquée dans d’autres réactions d’addition, de
polymérisation et de copolymérisation ... et elle lui confére la majeure partie de sa
réactivité chimique a cause de son caractere électrophile vis-a-vis les composés
nucléophiles; ces réactions sont généralement réversibles et elles sont responsables de
sa toxicite (sa réactivité vers les macromolécules: proteines /I'ADN par des reactions
d’addition...etc ; ceci sera demontré ultérieurement), il peut également réagir fortement
avec les agents oxydants ou des réducteurs ainsi que les bases fortes, sa décomposition
thermique donne lieu a un dégagement de fumées d'acides ainsi que d’oxyde d’azote
(Eriksson, 2005; Klein,2007; INRS,2007; Zioutini,2010; Mnif,2015).

11
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@

/' '\
groupement vinylique : groupement amide :
réactions d'addition, de hydrolyse, déshydratation,
cyclisation, de polymérisation estérification, condensation avec
et de copolymérisation les aldéhydes

Figure 2: La réactivité chimique de I'Acry (Kelein, 2007)

3. Drautres caractéristiques (polymérisation/dépolymérisation) et conditions
de stockage :

L'Acry peut se polymériser en polyacrylamide suite a une polymérisation
adiabatique en fonction de certains parameétres tel que I'numidité, les températures
supérieures a 80 °C, I'exposition a la lumiére ou les radiations UV et les ultrasons... et
aussi sous l'action des initiateurs oxydants: peroxydes, persulfates, ions ferriques, les
acides forts (H2SO4) méme en traces (réaction exothermique dangereuse)... donc, pour
éviter cette polymérisation les solutions commerciales doivent contenir le cuivre (100
ppm) ou d'autres antioxydants comme: I'hydroquinone, tert-butyl-pyrocatéchol et
I'oxygene afin d’assurer leurs stabilisations, en outre que I'Acry est conservé surtout a
I’abri de I’humidité dans un endroit sec a des températures ambiantes recommandées de
20 a 30 °C et dans des locaux frais et bien ventilés a I’abri des rayonnements solaires et
de toute source de chaleur ou d’ignition (flammes, étincelles...) et a I’écart des produits
incompatibles (oxydants forts, bases fortes), en outre qu'un contrdle de la concentration
d’inhibiteur de polymérisation doit étre fait réguliérement, les contenants utilisés
géneralement pour leur stockage pur doivent étre en plastique ou en verre, étiquetés
avec le symbole «Toxique» et par I'énumération des risques particuliers ainsi les
conseils de prudence doit étre prise en considération, de plus sa durée de stockage est
environ six mois au maximum, cependant le polyacrylamide peut aussi se
dépolymériser en Acry sous l'effet de la température et de la lumiére mais I'effet du pH
serait nul (ATC,2002; INRS,2007; Klein, 2007; IR1S,2009; fiche demeter, 2010;
Zitouni,2010; Carrara,2018).

12
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4. La réactivité chimique d'Acry :

L'insaturation vinylique et le caractére électrophile d'Acry confirme sa réactivité
; ceci était prouve deés les années 1953 vis-a-vis des biomolécules surtout de nature
nucléophiliques (comme les protéines: créatine kinase, aldolase, a-lactoglobuline,
sérum albumine bovine, cytochrome c, fucosidase des petits poids, glycéraldehyde-3-
phosphate déshydrogénase, caséine... etc) par le biais des réactions d'addition de
Mickael, d'alkylation ...etc (Friedman, 2003 ; Klein, 2007) , ces combinaisons qui
résultent entre ces deux entités moléculaires distinctes (Acry et les macromolécules)
générent des adduits réactifs (figure 3) pouvant former d'autres types d'adduits ou
régénérant I'Acry (Zamora et al., 2010), ils sont soit le résultat des interactions entre
le carbone B d'Acry et des groupements réactifs des acides aminés, comme: les
groupements SH de la cystéine, de I'homocystéine et de glutathione, le groupement
aNH: des acides aminés libres des protéines (exemple le résidu valine d'hémoglobine,
la glycine) ou le groupement eNH> de la lysine ainsi que les résidus N-terminaux des
protéines , les groupements Imidazole de I'histidine et le groupement phényle de la
tyrosine...etc, ou soit entre des bases consécutives d'ADN et son métabolite époxydé
générant par la suite d'autres adduits (Klein, 2007; ISAAC et al., 2009; An Adams et
al., 2010) , en outre que sa fonction amide peut également interagir par la formation des
liaisons hydrogénés (Friedman, 2003).

L'Acry est aussi impliqué dans nombreux réactions non covalentes avec le
fluorophore en fluorescence ou il peut réduire son rendement quantique par un procédé
d'extinction (Friedman, 2003) ainsi que sa polyvalence lui permettra d'agir comme un
ligand, un agent chélateur des métaux de transition comme : Cu?*, Fe?*... par le biais
des réactions de coordination au sein des systemes biologiques jouant un réle crucial
dans leurs activations, désactivations ... etc (Girma et al., 2005).

Ces réactions sont généralement sous l'influence du milieu réactionnel, le pH, le
temps, les groupements réactifs et méme la teneur en Acry ; cela était démontré

expérimentalement et méme cinétiqguement (Bordini et al., 2000 ; Adams et al., 2010).

13
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Figure 3: L'alkylation des protéines par I'Acry et formation des adduits (Klein, 2007)

5. La production et ['utilisation :

5.1 Sa production :

L'Acry n'existe pas naturellement, il s'agit d'un produit qui était synthétisé
chimiquement pour la premiére fois en 1949 (IRIS, 2010), sa production sous forme de
monomere débuta aux Etats-Unis des les années 1955 ainsi comme polymeére
commenca en 1960 (Klein, 2007; Sabine, 2008 ; Kamble et al., 2013 ; Carrara,
2018), il fut généralement synthétiser a base d'acrylonitrile par un processus
d'hydratation homogene ou bien catalytique hétérogéne en présence de catalyseurs
métalliques, inorganiques comme le cuivre, manganese, rhodium, cobalt...ctc , le
procédé homogene s'effectue entre la solution d’acrylonitrile en présence de 1’acide
sulfurique, ce mélange doit étre chauffer lentement (60 — 80°C) puis refroidi, la
neutralisation de cet mélange par I'ammonium permet la précipitation de la sulfate
d'ammonium et l'obtention de I'Acry sous sa forme cristalline, mais le processus
d'hydratation hétérogéne (figure 4) nécessite une hydratation de la solution
d'acrylonitrile dans un réacteur et un chauffage entre 100 - 150 °C en présence de

catalyseurs, leur refroidissement permet l'obtention d'une solution aqueuse 30 - 50 %

14
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d'Acry (apres la séparation et le recyclage des catalyseurs), en générant une pollution
importante comme un inconvénient (Klein, 2007; Ohara et al., 2012 ; Mnif, 2015;
Carrara, 2018).

Recycle
(catalyst)
Acrylonitrile
Cu-Cafalyst ™ Catalyst Concen-
Reacfor
H,0 1 separator trator
Condenser
Recycle
[acrylonitrile) |

Control of
concentration

|

Acrylamide

Figure 4: Le processus de la production d'Acry par I'nydratation catalytique (Ohara et
al., 2012).

Depuis 1980, les industriels de la société Nitto des produits chimiques au Japon
découvrirent la nitrile hydratase ; une enzyme capable de transformer I'acrylonitrile en
Acry et en remplacant aussitdt la technique précédente, en s'appuyant sur des
techniques de génie génétique et du clonage moléculaire cela permet d'améliorer les
rendements de cette production ainsi que la réduction d'énergie consommeée a 80% par
rapport a la technique initiale (Klein, 2007)

En 1990, [lutilisation d'un micro-organisme, Rhodococcus rhodochrous
(figureb), dans la production d'Acry a été mise en place ; cette souche assure la
biotransformation d'acrylonitrile en Acry grace a une production du nitrile hydratase
intrinseque (Tatyana et al., 2000; Raj jog, 2006; Klein ,2007; Carrara, 2018) , et
grace a cette technique, il a été produit a grande échelle (50 000 a 75 000 tonnes par an

au Japon, aux Etats-Unis et en Europe (Klein, 2007).
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Figure 5: Rhodococcus rhodochrous sous le microscope électronique (Wang, 2013).

5.2 Son usage :

L'Acry est trés utilisé en industrie et fut disponible commercialement dés les
annees 1955, plus de 99,9 % de sa forme monomeére fut utilisé dans la fabrication de
polymere de haut poids moléculaire: le polyacrylamide (non ionique: inerte
chimiquement) sous forme d’un réseau tridimensionnel par un processus de
polymérisation radicalaire (figure 6); qui s'effectue entre I'Acry et le bis-acrylamide
(N,N'méthyléene-bis-acrylamide), ce dernier agit comme agent pontant et sa quantité
détermine le taux de réticulation et de porosité de cet polymére en présence des
radicaux libres générés par des initiateurs réactifs utilisés en solution aqueuse
(Friedman et Mottram, 2007; Klein,2007; Zitouni,2010 ; Carrara,2018).

Il existe d'autres types de polymérisation tel que la polymérisation anionique et
la copolymérisation d'Acry avec le diméthylaminoéthyl acrylates ou I'acide acrylique en
générant de polymeres dits chargés cationique ou anionique respectivement pour

assurer quelques utilisations industriels (Bouras, 2013 ; Mnif, 2015).

fs} CONHz COMHy 0 ¥=0
g H NH HN HN
N N
/\H/NHZ . /f‘\rr ~ \IA <
0 o] 0 iH HN
o= CONH, Y==0
acrylamide N,N'-méthylénebisacrylamide »” o 0
N NH

i i

gel de polyacrylamide

Figure 6: Polymérisation d'Acry (Klein, 2007)
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Ce monomeére vinylique ainsi que son polymére possédent plusieurs applications

industrielles en divers domaines, tel que :

>

Dans l'industrie miniére et le traitement des eaux : les polymeres hydrosolubles
et les copolymeres sont utilises comme floculants des eaux usées ainsi que dans
la clarification d’eau potable (car ils se lient aux particules a éliminer et forment
des agrégats a sédimenter) (Friedman, 2003 ; Klein, 2007 ; Santé Canada,
2008 ; Zitouni, 2010).

Dans l'industrie pétroliére : comme un modificateur de viscosité (Klein, 2007 ;
Zitouni, 2010).

Dans la papeterie : comme un adjuvant, un liant ou agglomérant entre les fibres
du papier (Klein, 2007 ; Zitouni, 2010).

Dans l'industrie de peinture, vernis, adhésifs, cuirs...etc par la synthése de latex
acryliques (0,1 - 0,5 %), car il améliore la fixation des pigments et leurs tenues
et comme un stabilisant d'émulsion pour les encres d'imprimantes (Klein, 2007 ;
Zitouni, 2010).

Dans l'industrie du textile : comme un agent imperméabilisant et pour éviter la
déformation des vétements en laine (Friedman, 2003 ; Klein, 2007 ; Zitouni,
2010).

Dans la fabrication des gels d'électrophorése et de chromatographie (utilisation
dans les domaines de la recherche et pour séparer les macromolécules
biologiques) (Friedman, 2003 ; Klein, 2007 ; Zitouni, 2010).

Dans la recherche scientifique : comme un agent alkylant pour la modification
sélective du groupement SH des protéines et pour les résidus Tryptophane en
fluorescence (Friedman et Mottram, 2007).

Dans l'industrie biomédicale et cosmétique : comme un liant et un expient dans
ces produits (Friedman, 2003 ; Zitouni, 2010 ; INSPQ, 2014).

Dans la construction de tunnels et barrages : comme un agent d'étanchéité
(Friedman et Mottram, 2007).

Dans l'agriculture : comme un fertilisant et contre 1’érosion du sol (Friedman,
2003 ; Eriksson, 2005 ; (Friedman et Mottram, 2007; Gouvernement
Canada, 2009 ; Zitouni, 2010 ; INSPQ, 2014 ; Carrara, 2018).
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> 1l est aussi utilisé comme un épaississant ou floculant dans les coulis, les
ciments, les emballages alimentaires et les produits en plastique ainsi dans la
préparation des pesticides comme un clarifiant et dans la fabrication des
colorants et des lentilles de contact, les capsules a gélatine (gélules) aux fins de
rigidité...etc (EC, 2000 ; EURAR, 2002 ; Gouvernement Canada, 2009 ;
INSPQ, 2013)

6. La formation de I’Acry dans les aliments :
6.1 Sa découverte au sein des aliments :

En 1998, des analyses indiquent que I'Acry peut se former dans I'alimentation
des animaux et des hamburgers cuits (Tareke et al, 2000 ; Erikson, 2005)

Le 9 janvier 2001, Analy Cen and Dept of Environmental Chemistry (ACDEC)
détecte des taux élevés d'Acry jusqu'a (700ug/kg) dans la purée de pomme de terre frit
(Erikson, 2005)

En avril 2002, un groupe de chercheurs de I'université de Stockholm et de
I'Agence nationale suédoise d'alimentation (S N FA) ont prouvé pratiquement que la
cuisson a haute température (<120°C) soit par la friture, le routissage ...de certain
denrées alimentaires consommées quotidiennement (en particulier les aliments riches
en glucides comme les céréales, les frites et les chips, la patisserie, le pain de mie...etc)
pouvait entrainer la formation d'un composé c'est de I'Acry (en quantités relativement
élevées et inattendues) (Friedman et Mottram, 2005 ; KLEIN,2007; Gouvernement
du Canada, 2009 ; ATSDR, 2012; Carrara,2018).

Peu apres de cette découverte, des différents recherches ont été entrepris afin
d'expliquer sa néogénese au sein des aliments et finalement ils ont établi qu'il était
formé par le biais de la réaction de Maillard (RM) (OMS, 2003 ; Klein, 2007), ensuite
d'autres recherches ont conclu que I'Acry peut aussi se néoformer via plusieurs
réactions suite a l'intervention des acides aminés libres, des protéines, des lipides ...etc
et par la déshydratation , la décarboxylation de certains acides organiques communs:
acide malique, acide lactique et acide citrique ou d'autres composants mineurs au sein
des aliments cuits (FAO/OMS et Heath Implications of Acrylamide in Food, 2002).
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6.2 Sa formation au sein des aliments :
6.2.1 La réaction de Maillard :
6.2.1.1 Sa définition :

RM ou le brunissement non enzymatique , non oxydatif est dite complexe , elle
se produit entre des composés amines libres et des composés carbonyles (glucides
réducteurs) constitutives des aliments cuits & haute température, séchés ou stockés
(Erikson, 2005) ; a I'opposition des réactions de «brunissement enzymatique» due a
I'intervention d'enzymes (action du systeme polyphénol oxydase sur des composés
phénoligques) et qui sont responsables du brunissement des pommes, des bananes, des
champignons...etc (Friedman, 1996 ; Klein, 2007 ; food and safety authority in
Irland, 2009).

Cette réaction est aussi connue sous l'appellation: réaction de glycation ou
glycoxydation au niveau des systéemes biologiques qui peut se produire in vivo a 37°C
(réaction de Maillard en milieu physiologique) entre les protéines et les oses accumulés
ou libres (comme I’hémoglobine glyquée, I’albumine fructosylé en agissant sur leurs
fonctionnements) elle est donc associée au vieillissement physiologique (comme
I'apparition des rides au niveau de la peau due au glycation du collagéne et sa
dégradation) ou pathologique (la détérioration des tissus et des aggravations de
maladies chroniques) telles que le diabéte en générant d'autres complications au niveau
de myocarde, des artéres et de la rétine (la rétinopathie diabétique) et la
néphropathie...etc (Machiel et Istasse, 2002 ; Erikson,2005; Frederic et al, 2012)

6.2.1.2 Les étapes de laRM :
La réaction de Maillard est complexe (figure 7) ; elle comprend selon les
sources (Machiel et Istasse, 2002 ; Labusa et al., 2005 ; Cheriot, 2008 ; Carrara,
2018 ; Djellouli, 2018 ; Dongling et al.,2018) les étapes suivantes :
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ﬁ—m (CH=0) 4 Acide aminé ou protéine (-NH;) \
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Déshydratation (modérée ou forte selon le pH),
dégradation de Strecker ou fragmentation

Condensation aldolique ou polymérisation
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Figure 7: Schéma générale de la réaction de Maillard (Cladiere et Camel, 2017).
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o Etape 1: la condensation de Maillard ou des carbonyles-amines; elle est
réversible et elle s'effectue généralement entre le groupement carbonyle d'un
sucre réducteur (aldose ou cétose) sous sa forme ouverte et le groupe amine (o
ou &-NH>) d'un acide aminé (libre ou résidu protéique) en générant de base de
Schiff (imine) (figure 8) qui va se cycliser en glycosylamine (des composés
instables et fluorescents et peuvent se dimériser) (George et Milton, 1983;
Machiel et Istasse, 2002; Cheriot, 2008 ; Fournet , 2016 ; Parisi et Weihui,
2018).

% s
C=0 N—R - /C'—-—N‘—-R +H,0

Vo
/ i

groupement groupement amine
carbonyle

carbonylamine
(base de Schiff)

Figure 8: La condensation de Maillard (Klein, 2007)

e Etape 2 : le réarrangement d’Amadori ou de Hyens des glycosamines
provenant de la condensation d’aldoses ou de cétoses, cette isomérisation est
irréversible ainsi que spontanée a 25°C en générant respectivement des
cetosamines (1-amino-1-désoxy-2-cétose) par le réarrangement d’Amadori ou
des aldosamines (2-amino-2-désoxy-1-aldose) par le réarrangement de Hyens
(figure 9) (George et Milton, 1983 ; Machiel et Istasse, 2002 ; Fournet, 2016
; Parisi et Weihui, 2018)

H H
H—C=N—R H—f!f—t‘ltf—li
H—C—0O—H (JI:D
k k
aldosylamine cAtDESMInG

Figure 9: Les produits du réarrangement d'’Amadori et de Hyens (Klein, 2007).
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Etape 3 : Enolisation ou scission ; chimiquement les produits de I'étape
précédente ont une tendance a former des réductones ou des composés odorants
par le biais de ces voies réactionnelles organisées par ordre de dominance et
selon le pH :
= La déshydratation forte des produits d’Amadori : ou I'énolisation des
carbones 1 et 2 (figure 10) des cétosamines dans des pH acides suivis
d’un réarrangement et une désamination ce qui génére des réductones
(Machiel et Istasse, 2002 ; Fournet, 2016 ; Parisi et Weihui, 2018) .
= La déshydratation modérée ou I'énolisation des carbones 2 et 3(figure
11) des glycosylamines (N-substituée) dans des pH neutres ou
Iégerement alcalins, leurs produits intermédiaires sont également des
réductones et des composés dicarbonylés (Machiel et Istasse, 2002 ;
Fournet, 2016 ; Parisi et Weihui, 2018).
= La scission : la coupure des cétosamines et aldosamines issues des
réarrangements de I'étape 2 donne des polymeres et des produits

odorants suite a sa condensation (Perrotin, 2004 ; Fournet, 2016).

MHR | NHR HC—NH—R —0

0 OH | OH o

OH  énolisation —0H + H +H.,0, -RNH; H

+H* - H0 il 3

OH OH =———= |-OH OH
I—OH f—oH OH r—OH
“—OH I—OH OH —0OH

Produit d'Amadori 1,2-&naminaol

Compose a-dicarbonylé
Cétosamine N-substituée

Figure 10: La déshydratation forte (Cheriot, 2008).
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Hy C—NHR Hy C—MNHR H;

0 N CH - =0 compose méthyl
u_| oy  enolisation 2.3 | oK +HO 0 o dicarbonylé
H=-oH = H—-oH TN H——oH  (nstable)
H——OH H——0H RMNH;  H——0OH
CHOH CH;OH ChOH

2,3-énol “ énolisation 3.4

I

CHy

)

~OH

OH

H——OH

CH;OH

reductone

Figure 11: La déshydratation modérée (Perrotin, 2004).

e Etape 4 : Dégradation de Strecker les réductones issus des deux types
d'énolisation aboutissent a la formation des composés mono et dicarbonylés et
sa cyclisation peut engendrer des furfuraldéhydes (Parisi et Weihui, 2018), la
dégradation de Strecker (figure 12) est dite réaction autocatalysée par les
réductones ou sa condensation avec des acides aminés libérent des aldéhydes de
Strecker (des composés aromatiques) et des a-amino-cétones (produits
secondaires) pouvant méme réagir par :

= Une décarboxylation ou une désamination oxydative en
régénérant les réductones (Machiel et Istasse, 2002).
= Une condensation pour générer des composés odorants comme

les pyrazines...
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Figure 12: La dégradation de Strecker (Machiel et Istasse, 2002).

e FEtape5: La polymérisation des intermédiaires des étapes precédentes
spéecialement des composés carbonylés insaturés en générant :

1. Soit de composés de haut poids moléculaire : les mélanoidines (figure 13)

sous forme de polymeéres bruns avec une solubilité différente (insoluble ou
peu soluble) et des taux variables d’azote responsable du durcissement et
de I’intensité du brunissement des matrices alimentaires (Machiel et
Istasse, 2002).

2. Soit de composes de bas poids moléculaires (qui renferme quatre unités

monomeériques) ; ils pourraient étre des précurseurs des mélanoidines
(Machiel et Istasse, 2002).
Jusqu’a présent, la chimie de ces réactions n’a pas encore été élucidée et reste

méconnue.

R L
LR S Nt N

Figure 13: La structure de mélanoidine : produit final de la RM (Kelein ,2007).
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6.2.2 La formation d'acrylamide par la réaction de Maillard :

Des travaux multiples dans différents pays ont contribué afin d'expliquer le
mécanisme réactionnel de la formation d'Acry dans les aliments, parmi les méthodes
utilisées le marquage par le *°N d'asparagine...etc, ils ont établi que sa formation par la
RM exige la présence d'asparagine et des sucres réducteurs (glucose, fructose...etc)
essentiellement dans les denrées alimentaires cuits a haute températures (>120°C)
(Kelein ,2007 ; Keramat et al., 2010 ; Djellouli, 2018).

Comme c'était démontré auparavant (les étapes de la RM), on tire brievement
I'attention sur le mécanisme principal qui était suggéré (figure 14) :

D'abord, la condensation de Maillard est effectuée entre le groupement amine
d'asparagine libre et le groupement carbonyle de glucose ou de sucre réducteur, en
libérant le N-glycosyl d'asparagine, son hydrolyse génére en équilibre une base de
Schiff, cette derniére va subir une décarboxylation et elle entraine la formation d'un
dérivé decarboxylé, sa tautomérisation engendre par la suite un composé d'’Amadori
décarboxylé qui produit directement I'Acry par le biais d'une élimination d'un
aminocétone (suite a un clivage de la liaison 3 carbone — nitrogéne) (Mustafa,2008).
Le 3-aminopropionamide ; transitoirement c'est le produit de la deuxieéme
décarboxylation de la base de Schiff ou I'nydrolyse de cet intermédiaire ainsi que
I'élimination d'ammonium forme aussi I'Acry (Kelein ,2007 ; Mustafa, 2008 ;
Djellouli ,2018 ; Pundir et al.,2019.
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élv\/l\ =
rH
= “MH ] =
= I oH
" —— H
(o] (=] MH_ NSy coswyl asparagine
. AP,
Acrvlamide CAminopropiconamide ) Tl - H O
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I's a—s L I O HI
J\/I-\ e (24
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2\|/\N/\H/H Tauwtomerizaticon %\/\ =
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Figure 14 : Mécanisme proposé de la formation d'Acry par la RM (Mustafa, 2008).
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D'autres dérivés de base de Schiff (Schiff base bétaine, Oxazolidin-5-one,
deoxysones...etc) ont été proposés comme des intermédiaires pouvant formés
I'Acry aprés des réarrangements et des décarboxylations...etc (figure 15) en outre
qu'il existe d'autres suggestions suite a des réarrangements d'’Amadori, de Hyens,
dégradation de Strecker, de réductions et de déshydratations...etc qui participent a

la formation d'Acry comme des voies alternatives (Pundir et al., 2019).

HO DO HO DD
0o TOL e Ry, PN
HoN MH, OH o
R™ OH
Asparagine Schiff base Amadori compound
_D _‘/(l DEOXYSOMES
RT{W e ATONH, Rﬁ)\ CONH
OH 1 OH K
Schiff base betaine Oxazalidin-5-one
l—C02
o]
R~ I
TN NH,
OH H
17 Azomethine ylide
o QO
R
OH
OH
Imine 1 Imine 2 L
1.2
leo lH.zo \i"
O O 0
~A I
D’G\‘JLNHZ HeN NH, —NH, *“VJ“NHQ
3-Oxopropanamide 3-Aminopropionamide Acrylamide
[H] 1O~ CONH, -H,0 T

Figure 15: Mécanisme alternatif de la formation d'Acry (Gékmen, 2016).

Les paramétres majeurs influencant cette formation sont : la nature des réactants
ainsi que sa teneur dans les aliments, le couple temps-température, le pH, I'humidité

et la présence d'inhibiteur ...etc (Kelein ,2007), il existe une corrélation positive
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entre la température, le temps de cuisson, le taux de brunissement des aliments et la

production d’Acry contrairement a 1’activité d’eau, la présence d’antioxydant...etc

qui peuvent réduire cette formation jusqu’a 60 % (Cladiére et Camel, 2017).

6.2.3 Autres mécanismes de formation d’Acry :

La formation d'Acry a travers l'asparagine et les sucres réducteurs est considérée

comme une voie dominante, cependant il existe d'autres voies secondaires qui

nécessite d'autres précurseurs, tels que :

1)

2)

3)

4)

L'acroléine : c'est le produit de la déshydratation du glycérol et la
dégradation des triglycérides par I'oxydation, suite a un traitement
thermique des huiles ou des aliments riches en matiére grasse ; la
formation de I'Acry est possible (Erikson, 2005 ; Kelein, 2007 ;
Cladiére et Camel, 2017 ; Djellouli, 2018 ; Pundir et al., 2019).
L'aide acrylique : la décomposition thermique des aliments riches en
I'acide aspartique, la carnosine et la B-alanine particulierement les
viandes rouges assure la production de I'acide acrylique, mais sa
combinaison avec I'ammonium (disponible par le biais de quelques
acides aminés chauffés comme la cystéine, la glutamine,
I'asparagine...etc) génére I'Acry (Erikson, 2005).

Le 3-aminopropionamide : c'est un intermédiaire transitoire au cours du
mécanisme principale de la formation d'Acry a partir de I'asparagine,
mais la décarboxylation enzymatique de ce dernier (figure 14) ainsi leur
interaction avec l'acide pyruvique peut engendrer un précurseur (3-
aminopropionamide) essentiel a la formation d'Acry sous des conditions
réactionnelles bien déterminées (Erikson, 2005).

L'acide pyruvique : la sérine ou la cystéine peut entrainer la formation de
I'acide pyruvique, sa réduction en acide lactique et sa déshydratation
assure la production d'acide acrylique (precurseur d'Acry) (Erikson,
2005).

Le schéma ci-dessous (Figure 16) résume ces mécanismes de la formation
d'Acry :
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Figure 16: Schéma récapitulatif des voies secondaires de la formation d'Acry
(Erikson, 2005).

7. Le dosage des aliments :

Depuis la découverte d'Acry dans les aliments, de nombreux travaux
méthodologiques et des essais d'aptitude interlaboratoires ont été réalisés pour le
quantifier au sein des matrices alimentaires, tous ces efforts ont conduit a la mise au
point des méthodes d'analyses validées due a leurs sensibilités , sélectivités,
stabilités, répétabilités et leurs performances (Afssa, 2005) y compris la
chromatographie en phase gazeuse (CG) et chromatographie en phase liquide (LC),
ces deux sont généralement couplées au spectrometre de masse (SM) comme
détecteur (EFSA, 2015; Pundir et al., 2019), actuellement il existe des méthodes

rapides mais non validées.

7.1 Les étapes du dosage :

Les protocoles d'analyse comprennent I'extraction, I'échantillonnage ainsi
qu'une purification, ces éléments critiques assurent la récupération de lI'analyte a
partir des aliments (Yusa et al., 2011), mais ils doivent étre ajusté selon la matrice a
analyser contrairement aux techniques instrumentales qui sont toujours les mémes
(Erikson, 2005 ; Carrara, 2018).
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7.1.1 L’échantillonnage :
L'homogeéneisation des échantillons & analyser est dite cruciale, car elle
influence leurs teneurs en Acry si on considere qu'il est distribué de facon

hétérogene dans les aliments (concentre a la surface) (Gokmen, 2016).

7.1.2 L’extraction :

La solubilité d'Acry consiste que I'extraction doit effectuer par I'eau ou des
solvants organiques (le méthanol, I'éthanol , le propanol, I'acétonitrile ainsi qu'un
mélange d'éthanol avec le dichlorométhane...etc) selon 1'échantillon a analyser et la
technique utilisée, en outre qu'une étape de délipidation (par I'hexane,
cyclohexane...etc) doit étre mise en place avant ou pendant ce processus et méme
tout dépend a la nature du matrices dont on analyse , vers la fin la centrifugation et
la filtration doit étre mise en place antérieurement a la purification de 1’extrait
obtenu (Dankwah , 2014 ; Pundir et al., 2019).

Techniguement, pour compenser les pertes et méme faciliter la récupération
d'Acry, I'ajout d'un standard interne (Acry : marqué par les isotopes suivants ; le
deutérium (?Hs) et le carbone (3Cs)) a I'échantillon au début de I’analyse est dite
favorable (FOA/OMS ,2002 ; Skog et Alexander, 2006 ; Pundir et al., 2019).

7.1.3 La purification :

La réduction des impuretés nécessite un lavage initial afin de clarifier ces
extraits en ajoutant des réactifs Carrez | (ferricyanure de potassium) et Carrez 1l
(sulfate de zinc) permettant une déprotéinisation, une précipitation par les solvants
organiques, une filtration, et méme parfois un lavage supplémentaire au moyen de
SPE (Extraction en Phase Solide: une colonne contenant un adsorbant permettant de
récupérer I'analyte malgré sa faible disponibilité) sont effectués pour éliminer les
interférents en augmentant ainsi la précision et I’exactitude des mesures analytiques

(Skog et Alexander, 2006 ; Gokmen, 2016; Pundir et al., 2019).
7.2 Les méthodes analytiques standards :

7.2.1 Chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (GC-MS) :
Il s’agit d'une méthode ancienne applicable pour toutes les matrices, sa limite de

détection est de 5-10 pg/kg (FAO/OMS, 2002), elle necessite une extraction
liquide-liquide et une détection par la (CG/SM) (Kelein, 2007) et elle se fait

géneralement avec ou sans derivatisation :
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v’ Sans dérivatisation, c'est difficile voir rarement a I'utiliser, en pouvant
y avoir une formation supplémentaire d'Acry in situ en tant qu'artefact
(Skog et Alexander, 2006 ; Kelein, 2007 ; Carrara, 2018).

v Avec dérivatisation, c’est le procédé le plus répandu, il permet de
volatiliser I'Acry en augmentant son poids moléculaire et en minimisant
sa polarité, résultant par la suite un dérivé avec une affinité électronique
ce qui le rendre facilement détectable par la GC-MS (EFSA, 2015;
Carrara,2018), cette transformation est assure par une bromation a
travers le brome de potassium ou I’acide bromhydrique (dans un milieu
acide), I'nydrolyse de la liaison vinylique génére le 2,3-di-bromo-
propionamide (figure 17) (Erikson, 2005 ; Hu et al., 2015) ce dernier
est thermiquement instable, il peut donc se décomposer en affectant par
la suite la précision de I'analyse, en outre que la procédure de
bromination est lent et dangereux, donc des précautions doivent étre
prises en considération (Gokmen, 2016), en dehors de cette bromation,
la silylation a été utilisée , en générant un autre dérive volatile c'est le
N,O-bis(tri-méthyl-silyl) acrylamide (Kelein, 2007).

Figure 17 : La structure du dérivé 2,3-di-bromo-propionamide (Pub Chem ,2005).

7.2.2 La Chromatographie en phase liquide a haute performance (CL) :
C’était la méthode la plus recommandée des I'année 2002 qui était
développée par Rosén et Hellenas et méme la plupart des laboratoires l'utilisent
actuellement (Skog et Alexander, 2006), sa limite de détection était de 20-
50ug/kg (FAO/OMS , 2002) elle nécessite préférentiellement un couplage a la
spectrométrie de masse ou en tandem (CL/SM ou CL/SM/SM) (Klein, 2007),

cependant d'autres laboratoires mis en place son couplage avec divers
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détecteurs, 1'un d'eux utilise le détecteur d'ultraviolets pour doser I’ Acry dans
une grande variété des aliments suite a une préparation domestique mais cette
technique se révéle faible on considére que I'Acry est un chromophore faible

(Skog et Alexander, 2006 ; Wong, 2017).

L'avantage de ces méthodes CL par rapport au CG consiste que I'Acry
est analysé sans dérivatisation préalable, ce qui accélere I'analyse
significativement et le rendre simplifie (Yusa et al., 2011) en effet, leurs
inconvénients c¢’est qu'elles exigent un lavage lors d'extraction ainsi que le choix
des colonnes est dite essentiel (la résolution de colonnes CL est inférieur a celui
des colonnes GC) (Skog and Alexander, 2006).

7.3 Des méthodes analytiques rapides :

D'autres techniques analytiques, peuvent étre appliquées pour le dosage d'Acry
suite a leurs rapidités en se basant principalement sur les propriétés biochimiques
de I'Acry et des biomatériaux qui ayant une grande affinité a cet analyte ou aux
changements physico-chimiques au sein des aliments, parmi eux, on cite: la
colorimétrie qui mesure la concentration de brunissement, sa corrélation avec la
teneur en Acry renferme une estimation de son taux dans les aliments, cette
technique est parfois couplée a I'analyse informatique en se basant sur des
algorithmes (figure 18), aussi la technique d'immuno-enzymatique I'ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) est répandus mais le faible poids
moléculaire d'Acry nécessite sa conjugaison avec une protéine de transport en
améliorant sa immunogénicité vis a vis des anticorps de détection (figure 19), en
outre sa biodétection électrochimique par des biocapteurs a base des
microorganisme immobilisés (comme la Psuedomonas aeruginosa) due a leurs
activités enzymatiques d'amidase ou a base d'’hémoglobines (figure 20),
d'ADN...etc (par la mesure d'adduits) (Thakur et Ragavan , 2012; Hu et al., 2015
; Pundir et al., 2019) ainsi les sondes fluorescentes peuvent étre appliquer...etc,
ces méthodes sont considérées comme des methodes sensibles permettant des gains
de temps et de couts ainsi qu'une détection des fines quantités d'Acry ( Hu et al.,
2015 ; Carrara, 2018; Pundir et al., 2019).
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Figure 18 : La représentation schématique de I'Analyse d'Acry par la technique
colorimétrie couplée a I'analyse informatique (Hu et al., 2015)

Synthesis of complete
antigen

=)?~NH2 -+ . — =)°L:/.

Preparation of
AA or its derivative

antibody

™ -y

Hapten Carrier protein  Complete antigen

Antibody
Indirect complete
ELISA

A A

¢//<\ gﬁ« e BB
> A ’4{« ) /J/k\\\was\\ ou /l’l' /u . \% i

A Coating antigen A AA \ﬁm/ antibody ‘H;/ HRP conjugated
secondary antibody a

Substance of colorimetric reaction

Figure 19: La représentation schématique de lI'analyse d'Acry par la technique ELISA
(Compétitive indirect) (Hu et al., 2015)
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Figure 20: Réactions électrochimiques impliquées dans le fonctionnement des

biocapteurs a base d'hémoglobine (Pundir et al., 2019)

Le schéma ci-dessous, résume cette procédure de dosage ainsi que les techniques

utilisées qui était démontré au paravent (figure 21) :

I Homogenization I

Addition of internal standard and solvent

Add hexane or petroleum ether

Defatting
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Figure 21: Le protocole et les techniques du dosage d'Acry (schéma
récapitulatif) (Hu et al., 2015)
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8. Taux d'Acry dans les aliments :

La contamination des aliments cuits par I'Acry nécessite d'étre maitrisable ceci
c'était I'objectif des commissions, des agences et des organisations mondiales en
évaluant ce risque sanitaire :

Aux Etats-Unis, la FDA (Food and Drug Administration) en collaboration avec
les EFSA (European Food Authorities) ont constitué une base de données en ligne
accessible au public en exposant la concentration d’ Acry dans les aliments,
parallelement, en Europe, une base de données de surveillance a été également
créée entre le centre commun de recherche de I'Union Européenne (UE) et 'OMS
(UE/OMS, 2006).

D'autres organisations ont fondé par la suite des bases de données sur les
teneurs de référence d’Acry dans les aliments (CAST, 2006 ; Wenzl et Anklam,
2011).

En outre que ces bases de données subissent des mises a jour régulierement et il
est difficile de faire d'autres comparaisons entre eux (CAST, 2006 ; Kelein, 2007).

Parmi les aliments contenant les plus grandes concentrations d'Acry, on cite les
produits a base de pomme de terre (tels que les frites, les chips), les céréales, les
biscuits, les tartes, les gateaux, le pain, ainsi que le café (FDA/CFSAN, 2004).

Selon le FAO et I'OMS, le (tableau 3) montre la teneur d'Acry dans certains

aliments :
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Tableau 3: Résumé des concentrations d’Acry relevées dans les aliments (FAO/OMS,

2006).
Groupes Groupes de produits alimentaires Concentration d’ACR
d’aliments Minimale | Maximale
Pommes de terre | Chups 117 3770
Pommes frites 59 5200
Pommes de terre (crues) <10 <50
Beignets/croquettes de pommes de terre (frits) 42 2779
Produits a base de | Pain <10 130
Céréales Produits de boulangerie et biscuts 18 3324
Pain gnillé 25 1430
Popcomn (sucre et salg) 57 300
Raz et nomlles Riz frit <3 67
Crackers a base de niz, grillé ou frits 17 500
Fruit et legumes Olives noires en conserve 123 1925
Jus de prune en bouteille 53 267
Légumes frits (v compris les beignets de légumes) 34 34
Poissons et viande | Poisson et produits de la mer, frits dans la <2 39
Viande, volaille et poisson en carcasse (fiite) <5 52
Prodwmis & base de | Produits de chocolaterie <2 826
Cacao Poudre de cacao <10 909
Boissons Café (torréfie) 45 975
Extrait/poudre de café 195 4948
Aliments pour Biscuits/biscottes pour bébés <20 910
nouveau-nésbebes | Tayinents pour bébés en bocaux/conserves <10 121

9. Les sources d'expositions a I'acrylamide :

L'exposition professionnelle, le tabagisme et les aliments sont les

principales sources potentielles d'exposition a I'Acry, bien que les

manifestations d'exposition par le biais du tabac et du milieu de travail puissent

étre importante a I'exposition alimentaire (selon des estimations de mesures

d'adduits et de métabolites urinaires), I'exposition aux aliments est évidemment
une préoccupation pour toute la population (FAO/OMS, 2002 ; CAST, 2006).

9.1 L'exposition professionnelle :

Elle se produit généralement par inhalation, voie dermique ou par un contact

direct des muqueuses lors de la production, usage industrielle, transformation ou la

manipulation d'Acry (Kopp, 2009 ; Santacana, 2016).
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Afin d'évaluer cette exposition, plusieurs études en milieu professionnel ont été
réalisées chez les personnes de laboratoires exposeées a ce monomere, ou Bergmark
(1997) a constaté que I'Acry ne représente pas un risque éventuel pour ces types de
travailleurs, cependant, chez les ouvriers des usines et des tunnels (Hallandsas), les
expositions étaient extrémement élevées, entrainant une neurotoxicité chez certains
cas (Bergmark et al., 1993 ; Calleman et al., 1994 ; Hagmar et al.,2001).

Par ailleurs, les études épidémiologiques ne montrent aucune corrélation entre
l'exposition a 1’ Acry, le risque au cancers humains et méme la mortalité (Collins et

al., 1989 ; Marsh et al., 2007 ; Swaen et al., 2007 ; ANSES, 2017).

9.2 L'exposition par les aliments :

Selon les données disponibles, I’exposition alimentaire & I'Acry a pris une part
importante de I’exposition totale de la population car les produits contaminés par
cet agent sont régulierement consommés en quantités assez importantes tels que les
croustilles, les frites, les céréales, le café, la patisseries, les biscuits sucrés et le pain
(FAO/OMS, 2002 ; JECFA, 2005 ; Lineback et al., 2012) , ces aliments
contribuent a plus de 80 % des doses d'Acry ingérées (FAO , 2003 ; Dybing et al.,
2005) ainsi les doses journaliéres ont été estimées de 0,3-0,8 ug/kg de poids
corporel pour la population en générale par des enquétes fondées sur la
consommation alimentaire, cependant ces doses sont multiplier en trois fois chez les
enfants par rapports aux adultes (FAO/OMS; 2002) , cela est probablement due a
leurs faibles poids corporels ainsi a la consommation accrue des denrées riches en
Acry (les chips et des biscuits) (Dybing et al., 2005; Wilson et al., 2006).

D'aprés une enquéte réalisée par (Belhadj, 2018) I'exposition moyenne a I'Acry
chez les habitants algériens était de 0,2 & 0,4 pg par jour en poids corporel (ng/kg
pc/jour).

En outre, ces estimations sont variées d’un pays a I’autre (conformément a des
habitudes alimentaires ainsi au mode de préparation des comestibles) (Dybing et
al., 2005).

9.3 L'exposition par le tabagisme :
La fumée du tabac est considéré comme une source non négligeable
secondairement a 1’exposition alimentaire en terme d'importance (Hagmar et al.,

2005) , en effet I'Acry est un composé de la fumée de cigarette qui représente
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I'origine de cette exposition par voie respiratoire chez les fumeurs (y compris les
fumeurs passifs) ou le tabagisme serait possiblement une source des concentrations
d’Acry dans I’air intérieur (Gouvernement du Canada, 2009 ; Iris, 2010 ;
Brisson et al., 2014 ; EFSA, 2015 ; Goerke et al., 2019). D’apres les études qui
ont été¢ menées, les concentrations d’Acry estimée chez les fumeurs sont
significativement plus élevées parallélement aux non-fumeurs (selon des mesures
d'adduits), ou le NTP (National Toxicology Program) des Etats-Unis a estimé que
I'exposition moyenne des fumeurs par cet agent était de 3,4 pug/kg de poids corporel
par jour (Santacana, 2016), ceci confirme que la fumée de cigarette était clairement
une source d'exposition importante (Bergmark, 1997; Schettgen et al., 2004 ;
Boettcher et al., 2005; Chevolleau et al., 2007 ; Mojska et al., 2016).

9.4 Les autres sources d'exposition :

Les rejets d'Acry dans I’environnement sont liés a son usage sous forme de
monomeére comme polymere (y compris les résidus monomeériques présents dans
ceux-ci) ces derniers sont employés dans les traitements d'eau et la stabilisation des
sols...etc donc, la population serait y exposée via I’eau potable ou I’air
(Gouvernement du Canada, 2009 ; INSPQ, 2014).

Il existe des limites résiduelles acceptables d'Acry (sa valeur de limite dans
I’eau potable est de 0,5ug/L en Algérie, 0,1ug/L en Europe (Belhadj, 2018) ainsi
que dans l'air est de 103 kg/jour en Europe (Mnif, 2015)), malgré ces précautions,
des quantités importantes d’ Acry ont été rejetées dans I’environnement et comme sa
biodégradation est plutét rapide, cette source d'exposition est dite probable
(Gouvernement du Canada, 2009 ; Mnif, 2015).

En outre, certains produits cosmétiques et des emballages alimentaires en
plastiques contenant de I'Acry libre sont aussi une autre source d’exposition a cet
agent par voie cutanée ou ingestion de ces faibles quantités (FAO/OMS, 2002 ;
Santacana, 2016).

Toutefois, les niveaux d’exposition attribuables par ces deux sources
sembleraient bien inférieurs aux doses ingérees par les aliments (FAO/OMS,
2002).
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10. La toxicocinétique :

Chez I’animal comme chez I’homme, 1’ Acry est rapidement absorbé quelle que
soit les voies d’expositions, il se distribue dans tous les tissus et il peut méme
traverser la barriére placentaire, sa biotransformation se fait soit par conjugaison au
glutathion conduit & la formation des métabolites urinaires, soit par époxydation via
la voie du cytochrome P450 générant par la suite un époxyde trés réactif qui
pourrait étre toxicologiquement plus nocif que le compose initial du fait de leurs

propriétés cancérigénes et génotoxiques (figure 22).

intestine circulation
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Figure 22: Schéma simplifier de la toxicocinétique de I'Acry (Gokmen, 2016)

10.1 L'absorption :

L’ Acry est absorbé par toutes les voies : digestif, respiratoire et cutané, bien que
les données sur sa biodisponibilité chez les étres humains et suite a une exposition
alimentaire soient limitées, 1’absorption par voie orale est considérée comme rapide
et totale chez toutes les espéces selon des mesures d'adduits et des métabolites
urinaires (FAO/OMS, 2002 ; Besaratinia et Pfeifer, 2007 ; Huang et al., 2010 ;
Selma et al., 2017 ; Matoso et al., 2019).

10.1.1 Voie orale :
L’ Acry est rapidement et complétement absorbé par le tractus gastro-intestinal

due a son faible poids moléculaire et sa forte solubilité (Miller et al., 1982 ;
Dearfield et al., 1988 ; Kadry et al., 1999 ; Fennell et al., 2006 ; Besaratinia et
Pfeifer, 2007 ; Claus, 2008 ; Kim et al., 2015 ; Gokmen, 2016) ceci était
élucider par plusieurs études qui ont été faites sur des rongeurs par lI'administration

orale des doses différentes, en citant : 116 mg/kg, 50 mg/kg d’ Acry marqué,
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2 mg/kg, par la suite sa diffusion intestinale a était observée aprés 33 minutes, 38
minutes, et 30 minutes respectivement (Marlowe, 1986 ; Kadry et al., 1999 ; Kim
et al., 2015), parallelement, chez I'hnomme son absorption atteint des degrés élevés
dans l'intestin (Fuhr et al., 2006 ; Sorgel et al., 2002), selon des études menés sur
des volontaires suite a une ingestion des doses en solution aqueuse(0.5 -1 et 3
mg/Kg) d'Acry radiomarqué ou ils ont constaté que I'absorption était rapide,
importante (40 % de la dose ingérée) et proportionnelle a sa dilution (ANSES,
2017; INRES, 2019).

Sa biodisponibilité orale varie selon l'espéce et le mode d’administration ou
I'Acry solubilisé dans I'eau de boisson est mieux absorbé par rapport au mélange a
I’alimentation (Brisson-Gauthier, 2012 ; ANSES, 2017), cette réduction est due a
sa reactivité au sein des aliments (son interaction avec les groupements
nucléophiliques des protéines alimentaires conduisant a la formation des complexes
mal absorbés via le tractus gastro-intestinal) (Schabacker et al., 2004), de plus, elle
varie aussi selon le sexe et I'age (plus importante chez les femelles que chez les
males et elle est supérieure chez les jeunes rats que les rats plus agés) (ANSES,
2017).

D'un point de vue cellulaire, d'autres études utilisant des cellules Caco-2
différenciées (lignée cellulaire tumorale issus d'un adénocarcinome colique qui
représentent un modele humain de I'absorption intestinale in vitro) indiquent
¢galement que I’ Acry est facilement absorbé, il pénétre a travers les membranes

cellulaires par une diffusion passive (Schabacker et al., 2004 ; Z6dl et al., 2007).

10.1.2 Voie cutanée :

Des applications dermiques d'Acry indiquent que son absorption par cette voie
et aussi rapide (Mukhtar, 1981 ; Ramsey, 1984 ; ANSES, 2017).

Chez des rats males F344, I'application cutanée de 162 mg / kg d'Acry marqué
montre que 22 % de la dose a été absorbé durant les premiéres 24 heures (Sumner
et al., 2003), des tests in vitro sur des échantillons de peau de rats F344 renseignent
également sur la facilité et la rapiditeé de son absorption cutanee (Anses, 2011).

D’autre part, les expériences de (Fennell et al., 2005, 2006) suite a I'application
dermique d’une solution a 50 % d’Acry radiomarqué sur une surface de 24 cm? de

I’avant-bras pendant trois jours chez des volontaires masculins rapportent que 30 a
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35% de la dose administrée serait absorbée chez ces sujets, par contre, la
comparaison entre ces voies d’exposition orale et cutanée atteste que les niveaux
d’absorption de I’ Acry ont été plus importants par la voie orale que par la voie
cutanée, en suggérant que la peau constitue une barriere qui ralentit I'absorption de

I’ Acry et entraine une biodisponibilité systémique limitée (Fennell et al., 2006).

10.1.3 Voie respiratoire :

Aucune étude expérimentale animale n’est actuellement disponible sur
I’exposition a I’ Acry par voie respiratoire, seulement une étude épidémiologique
chez les travailleurs exposés professionnellement a cet agent par inhalation et par
voie cutanée suggérant que I'exposition dermique était la voie d'absorption
prédominante chez ces travailleurs car les données sur I’absorption pulmonaire ont
été uniquement qualitatives (Bergmark et al., 1993 ; Hagmar et al., 2001 ;
ANSES, 2017 ; INRS, 2019).

10.2 Distribution :

Des études indiquent que I'Acry est rapidement et largement distribué dans
tous les tissus en se basant sur des techniques de marquage radioactif (Deborah et
al., 1985 ; Marlow et al., 1986 ; Miller et al., 1992 ; Kirman et al., 2003 ;
GoOkmen, 2016 ; Santacana, 2016 ; INRS, 2019), ainsi que plusieurs auteurs
concluent que I’ Acry ne s’accumule pas dans le corps, toutefois ce composé
persiste dans les érythrocytes (environ 120 jours), ou il forme des adduits a
I'némoglobine (Dearfield et al., 1988 ; ANSES, 2017 ; Magdalena et al., 2017).

La bioconcentration tissulaire préférentielle de I'Acry était variable selon les
expériences qui ont été faites par Miller et al. (1982) et suite a une intoxication par
voie orale, ils ont trouvé que les concentrations les plus €élevées de I’ Acry marqué
(}4C) c'était au niveau des muscles (48%), la peau (15%), le sang (12%) et le foie
(7%), tandis que les tissus neuronaux et le nerf sciatique contenaient moins de (1% )
de cette radioactivité, au niveau des testicules et les tissus adipeux, sa distribution
était faible et retardée en raison de leurs teneurs élevées en lipides et sa forte
hydrophilicité , en outre que Marlowe et al. (1986) ont déterminé que sa
distribution était concentrée beaucoup plus au niveau de tractus gastro-intestinal, le
foie, le pancréas, les testicules, le cerveau, la vésicule biliaire, I'épithélium de la

cavité buccale et de I'cesophage, d'autres Kirman et al. (2002) ont trouvé que sa
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distribution était élevée au niveau du foie, les poumons et les tissus lymphoides, par
rapport aux Kim et al. (2014) qui ont classé sa bioaccumulation par un ordre
croissant au niveau du plasma, le cceur, la rate, les muscles, le cerveau, la peau,
I'estomac, l'intestin, les reins, les poumons et les tissus adipeux mais la tyroide et les
tissus adipeux ont la faible teneur de ce compose, ceci montre bien sa distribution
dans tout I'organisme.

Par ailleurs, il a ét¢ documenté que 1’ Acry peut facilement traverser la barricre
placentaire (Schettgen et al., 2004) et excréter dans les fluides comme le lait
maternel (Sorgel et al., 2002) facilitant le transfert de cet agent au feetus et au
nouveau-nés.

10.3 Métabolisme :

L’ Acry est métabolisé essentiellement dans le foie selon deux voies chez
I'animale et chez I'nomme (figure 23), cependant, il peut étre également métabolisé
par le tractus gastro-intestinal (Erdemli et al., 2015 ; Erdemli et al., 2017 ;
Gedik, 2018).

La voie majeure est la conjugaison directe catalysée par la glutathion-S-
transférase (GST) ce qui conduit a la formation de N-acétyl-S-(2-carbamoyléthyl)
cystéine (AAMA), ce dernier peut étre oxydé en son sulfoxyde (AAMA-sul) chez
I’homme mais pas chez les rongeurs, cette voie est considérée comme une
détoxification cruciale due au taux éleve de glutathion (GSH) des cellules
hépatocytaires et a I'affinité de I'Acry visa a vis ces groupements thiols (SH)
(Miller et al., 1982; Fennell et al., 2006 ; Kopp, 2009 ; Watzek et al., 2013 ;
EFSA, 2015).

La seconde voie est une oxydation (phénomeéne saturable) par des
monooxygénases cytochrome P450 dépendantes (CYP450 2E1) générant le
glycidamide (Glyc) ; un époxyde tres réactif que I'Acry envers I'ADN et les
protéines (Calleman et al., 1990 ; Segerback et al., 1995 ; Sumner et al., 1999 ;
Ghanayem et al., 2005b ; Kelein, 2007 ; Ghanayem, 2008 ; Gékmen, 2016 ;
Magdalena et al., 2017; Karimani et al., 2019 ; Matoso et al., 2019 ; Zhivagui
et al., 2019), cette voie se révele moins importante et tardif & la conjugaison
(n'apparaitre qu'apres une déplétion de GSH) chez ’homme que chez les rongeurs

(Watzek et al., 2013), en plus le degré d'oxydation est plus important chez les
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souris que les rats que les étres humaines (Sumner et al., 1997 ; Dybing, 2005 ;
Fennell et Friedman, 2005 ; Fuhr et al., 2006 ; Watzek et al., 2013). De méme
que le taux de cette conversion (I’ Acry en Glyc) est inversement proportionnel a la
dose initiale d’Acry autrement dit : plus la dose est faible, plus la proportion d’Acry
métabolisée en Glyc est importante (FAO/OMS, 2002 ; Doerge et al., 2005a ;
CERHR, 2005), chez les rats le pourcentage de Glyc est estimé vers 51 % pour une
dose de 5mg/kg et 13% pour 100 mg/kg suite a une administration intrapéritonéale
d’Acry (Bergmark et al., 1991), cependant cette hypothese n'est pas étayée par
une étude récente (EFSA, 2015).

Le réle crucial du CYP450 2E1 dans cette oxydation a été démontré par
(Sumner et al., 1999 ; Ghanayem, 2008) chez les souris knock-out du géene
CYP450 et par (Taubert et al., 2005) chez des hépatocytes cultivés avec des
inhibiteurs de cette enzyme et aussi par (EFSA, 2015) ou les valeurs similaires de
concentration inhibitrice 50 (IC50) obtenues pour les microsomes hépatiques
humains et le CYP450 2E1 recombinant ainsi que lI'absence de la Glyc affirme ca,
ceci conduit a la conclusion que le CYP450 2E1 est la principale enzyme
responsable de I'époxydation de I'Acry (Ghanayem et al., 2005b) dont I'activité
peut étre influencée par les composantes alimentaires, les états pathologiques, les
interactions médicamenteuses, le statut physique et hormonal et les
polymorphismes génétiques (Bolt et al., 2003 ; EFSA, 2015).

Le Glyc peut étre également métabolisé par conjugaison au GSH (voie
de detoxification rapide) en deux isoméres N-acétyl-S-(2-carbamoyl-2-
hydroxyéthyl) cystéine (GAMA) que le N-acétyl-S-(1-carbamoyl-2 hydroxyéthyl)
cystéine (iso-GAMA) ou encore hydrolysé par I'époxyde hydrolase en 2,3-
dihydroxypropionamide (glycéramide), hormis sa conjugaison au GSH, son
hydrolyse se révéele une voie de détoxification mais moins importante (Sumner et
al., 1992 ; Boettcher et al., 2006 ; Fennell et al., 2006 ; EFSA, 2015 ; Gokmen,
2016).

Les métabolites AAMA (métabolite majeur), AAMA-sul, GAMA et iso-
GAMA (métabolite mineur) se sont des acides mercapturiques excrétés
principalement dans I’urine (Sumner et al., 1992 ; Boettcher et al., 2006 ; Fennell
et al., 2006).
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Un aspect important de la détoxification se revéte par la conjugaison,
c’est qu’elle réduit la réactivité de I’ Acry en minimisant sa conversion en Glyc
(Gbékmen, 2016), néanmoins une forte dose d’ Acry peut inhiber le GSH ou
provoquer sa déplétion (Dixit et al., 1981 ; Zddl et al., 2007), ce qui amplifie son
oxydation en Glyc par la voie du CYP 450 (Odland et al., 1994).

L'Acry et le Glyc forment des adduits (cette formation est dite dose
dépendante) qui ont été utilisés comme bioindicateurs ou marqueurs d'exposition
(FAO/OMS, 2005 ; Hagmar et al., 2001 ; Kelein,2007 ; Magdalena et al., 2017 ;
INRS,2019 ; Matoso et al., 2019).

Les études toxicologiques de I'Acry montrent bien que la généralisation de ces
données de I'animal a I'hnomme nécessite de prendre en considération tout
différences qualitatives et quantitatives de la biotransformation dues a la variabilité
génétique des monooxygénases et des glutathion-S-transférases inter-espéces et
intra-espéces, ou deux individus peuvent métaboliser difféeremment ce
xénobiotique, notamment en cas de diabete, d'obésité, de consommation d'alcool ou
de jedne (Klein, 2007).
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Figure 23 : Principales voies métaboliques de I'Acry (Gokmen, 2016).

10.4 Elimination :

L'élimination de 1’Acry est rapide et elle se fait principalement par voie urinaire
sous forme d'acides mercapturiques, environ 71% est excrété dans l'urine sous forme
de métabolite, moins de 2% est ¢liminé sous forme d’Acry inchangé dans 1’urine, 6%
est excrétée dans les feces par voie biliaire et 4 a 6% dans l'air expiré sous forme de
CO2 (Miller et al., 1982; Sumner et al., 1992; Sumner et al., 1999; Kadry et al.,
1999; Barber et al., 2001; Kirman et al., 2003; IRIS, 2010; ANSES, 2011; INRS,
2019). Une excrétion de I’ Acry et ses métabolites dans le lait maternel a également été
décrite (INRS, 2019).

Dans les tissus, I’élimination totale (Acry et ses métabolites) suit un modele
biphasique avec une demi-vie d'environ 5 heures pour la premiere phase et de 8 jours
pour la deuxiéme phase, la premiére peut représenter I'évacuation d'Acry et ces
métabolites, alors que la deuxieme phase reflete probablement la dégradation des
adduits protéiques et peut étre méme la libération tissulaire de ces métabolites (Miller
et al., 1982).

Dans le sang, I'Acry a une demi-vie d'environ 2 heures, cette durée est consideree
comme courte, et de ce fait il est impossible de s’accumulé dans 1’organisme (Miller et
al., 1982), d’autre part, Calleman (1996) a noté qu'il s'agit d'une demi-vie relativement

lente vue que I'Acry est un composeé chimique électrophile.

Chez I’homme Fennell et al. (2005) ont rapporté qu'environ 34% de la dose
administrée par voie orale (3 mg/kg d’Acry) chez des volontaires males adultes a été
retrouvée dans l'urine durant les 24 heures suivant lI'administration, ainsi la demi-vie de
I’Acry libre selon certaines études était d'environ 3,25 heures (Fennell et al., 2006), de
2,2 a 7 heures (Sorgel et al., 2002), et de 4,6 heures (Calleman, 1996), cette
fluctuation entre les sujets pourrait étre due a une forte variabilité de la biodisponibilité

orale ou du métabolisme hépatique.

De plus, D’élimination de I’Acry a été considéré plus lente chez I'hnomme

comparativement aux rongeurs (Calleman, 1996 ; Fennell et al., 2005, 2006).
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11. La biosurveillance d'acrylamide :
Les biomarqueurs d'exposition, d'effets ou bien les bioindicateurs biologiques
servent a évaluer tout exposition aux xénobiotiques comme : [I'Acry, sa

biodisponibilité, son métabolisme, sa dose interne, ainsi son risque sanitaire (Gokmen,

2016).

Des études rapportent principalement les dosages (soit par la HPLC ou par le
test des cométes) des meétabolites urinaires, comme les acides mercapturiques, les
mesures d’adduits a I’hémoglobine ou a I'ADN et méme les fractions libres d'Acry et
de Glyc s’avérent pertinents pour un suivi professionnellement ou suite a une

exposition alimentaire sinon par le tabac (INSPQ, 2013 ; Gokmen, 2016 ; ANSES,
2017).

12. Toxicité de I'Acry :
12.1 Toxicité aigue :

Selon la voie d’exposition (cutanée, inhalation ou en cas d'ingestion), I'Acry
provoque des irritations de la peau, des yeux et des voies respiratoires, des troubles
digestifs comme les nausées et les vomissements, il génere aussi une neuropathie
centrale et méme périphérique qui se manifeste généralement par une incoordination
motrice, I'engourdissement, des tremblements, I'ataxie, I'asthénie, la paresthésie, des
convulsions et des confusions ainsi des pertes de mémoire, des hallucinations et des
pertes de poids (selon des études expérimentales et épidémiologiques), tous ces signes

sont réversibles en quelques jours (Kopp, 2009).

D'un point de vue expérimentale, des signes de neuropathie périphérique
apparaissent suite a I’administration orale des 5 doses journaliéres de 45 ou 75 mg/kg
pc/j chez les rats ainsi par inhalation, les rats exposés a 15,6 mg/m®d’Acry (6 h/j, 5
j/semaine, 12 expositions au total sur 16 jours) souffrent d’une perte d’équilibre et
d'une incoordination motrice, par contre aucun effet n’est rapporté chez les chiens et les

cobayes exposés de la méme maniére (INRS, 2019).

Chez I'nhomme plusieurs cas d'intoxications aigues en milieu professionnel et par
voie cutanée montrent des signes comme : un rash cutané, une sudation, une
desquamation et une dermatose de type acneiforme de la face palmaire, ces symptémes

précedent constamment I'atteinte neurologique (ENSES, 2011 ; INRS, 2019), d'autres
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symptdmes ont été observes chez une femme de 23 ans (qui avait un ancétre avec la
dépression) apres avoir ingéré 18 g de cristaux d'Acry, le sujet présente 5 heures apres :
des hallucinations une hypotension, des saignements gastro-intestinaux (malgré
plusieurs lavages gastriques qui ont été effectués), le syndrome de détresse respiratoire
et une hépatotoxicité (a partir du 3eme jour apres 1’ingestion), les symptomes de

neuropathie périphérique persistent 2 mois plus tard (ENSES, 2011).

On considere que la dose létale 50 d'Acry (DL50) chez les rongeures a été estimée entre
107 a 203 mg/kg (EFSA, 2015 ; Belhadj, 2018).

12.2 Toxicité sub-chronique et chronique :

Chez I’homme, la toxicité de I’Acry suite a une exposition sub-chronique
jusqu'au chronique entraine des manifestations cliniques similaires a sa toxicité aigie
comme une ataxie, des troubles de locomotions qui peut aller jusqu’au paralyse, une
faiblesse des muscles squelettiques, des engourdissements des membres, une altération
des sensations, la perte de poids et le nystagmus ainsi une irritation cutanée, ces signes
ont été observés chez des personnes exposées a I’Acry dans le milieux de travail
(Klein,2007 ; Pennisi et al., 2013 ; INRS, 2019).

Pour cela, les chercheurs suggerent que le systeme nerveux est le principal site de sa
toxicité chez I'nomme (Gold et al., 2004 ; Klein, 2007 ; Hammad et al., 2013).

Pour animal, outre son effet neurotoxique qui est considere comme un effet
prédominant, plusieurs effets ont été documentés en fonction de la dose et de la durée
d’exposition.

a) Les effets sur le poids corporel :

L'Acry induit la perte du poids corporel, d'aprés les différentes études qui ont été
mene sur les animaux de laboratoires exposés a des différentes doses et aux périodes
d'exposition variables (Gipon et al, 1976 ; ATSDR, 2012; Alrethaia, 2019).

b) Les effects gastro-intestinaux:
Le tractus gastro-intestinal est I'un des tissus le plus exposé a des concentrations

¢levées d’Acry en raison de sa forte absorption a travers ce tissu (Z6dl et al., 2007).

En effet, Acry affecte 1'intégrité et I’hémostasie de la barriére gastro-intestinale

en induisant des modifications histopathologiques ou il produit une érosion de la
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mugqueuse gastrique associée a une inflammation et une hémorragie (EI-Mehi et El-
Sherif, 2015).

An niveau de I’intestin gréle Acry altére la structure histologique, le
renouvellement et I'innervation de 1’épithélium intestinale (Dobrowolski et al., 2012),
I'exposition durant la gestation chez les cobayes, montre que I'Acry engendre des
effets néfaste sur I’intestin gréle des portées caractérisés par une diminution de
I'expression de la cadhérine dans I'épithélium, une diminution du nombre des cryptes
dans le duodénum et le jéjunum, un rétrécissement de la sous muqueuse et la
musculeuse, outre une hypertrophie de plexus myentérique (Tomaszewska et al.,
2014), de plus, il provoque un raccourcissement voir une dégénérescence des villosités
d'iléon en affectant I’absorption intestinale, il réduit I'expression des protéines:
occludine et claudine de méme il augmente la teneur en LPS: Lipo-Poly-Saccharides
(en affectant la microbiote) (Tan et al., 2018).

Dans le cblon, I’ Acry est également perturbe I'hémostasie de la muqueuse
colique en modifiant la synthese et la sécrétion de mucus (une double-couche
constituant une premiere barriére de défense de la paroi intestinale) par la génération
d’un déséquilibre entre la prolifération et la différenciation des cellules caliciformes
(responsable de la sécrétion de mucus) chez des jeunes rats (Koledin et al., 2016), et il
entraine pareillement la dégénérescence des cryptes de Lieberkihn et des Iésion de
I’épithéliums (Gedik et al., 2018).

Bien que le mécanisme exact de cet effet soit encore mal connu, les données
disponibles proposent que le stress oxydatif soit la principale cause de ces altérations
(Sadek, 2012 ; EI-Mehi et EI-Sherif, 2015 ; Erdemli et al., 2015 ; Koledin et al.,
2016 ; Chen et al., 2016 ; Koledin et al., 2016 ; Gedik et al., 2018).

c) Les effets cardiovasculaires :

L'Acry affecte la physiologie des cardiomyocytes par l'altération de son intégrité
(perturbation de la distribution des jonctions et des filaments intermédiaires du
cytosquelette), sa morphologie et son équilibre ionique ce qui désynchronise sa
contraction on genérant des arythmies (selon nombreuses études qui ont éte établis in
vitro a des diverses doses pendant des durées d'exposition variables), en outre que I'Acry

diminue la sensibilité des muscles lisses via a vis les neuromédiateurs comme
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I'acétylcholine qui peut modifier par la suite sa contraction (Brandan et al., 2014), il
induit également une déplétion de systémes antioxydants au niveau cardiaque
(génération des radicaux libres), une inflammation et une perturbation des taux HDL et
LDL circulants (a travers sa co-administration avec Aluminium) cette étude a été
démontrée chez des rattes (Ghorbel et al., 2015).

Histologiquement, Acry génére des hémorragies entre les fibres musculaires
myocardiques associées a une dégenérescence et a une perte de striation (Mansour et
al., 2008).

d) Les effets hématologiques :
L'Acry entraine une perturbation hématologique voir une anémie chez les rats
(Sharma et Jain, 2008 ; El- Kholy et al., 2012).

Il endommage les membranes érythrocytaires (par la peroxydation lipidique et
protéique) en générant des hématies micronuclées, déformées et en agrégation,
I'apparition de I'anémie est comme une conséquence de la formation d'adduits
d’hémoglobine et une diminution de l'indice de la déformabilité érythrocytaire, tous ces
signes vont légerement augmenter la viscosité qui se traduit par une diminution de la
fluidité sanguine ce qui peut engendrer des maladies cardiovasculaires (Okan et al.,
2010).

Chez de jeunes rats, il induit une diminution des taux d'hémoglobine,
érythrocytaires et d'hématocrite (Rawi et al., 2012), la diminution d'hémoglobine peut
étre due soit a d'une diminution de sa synthese, soit & une augmentation sa destruction
(Hammad et al., 2013 ; Shrivastava et al., 2018).

e) Les effets Hépatotoxiques :

L’hépatotoxicité de I’ Acry a été signalé aprés une intoxication aigué chez une
femme qui avait ingéré 18 g d'Acry, malgré cela aucune donnée ne traite cet effet chez
I’homme (Kumar et al., 2018).

En mode¢le animal plusieurs études s’accordent que I’ Acry induit un stress
oxydatif au niveau du foie manifesté par une altération du statut antioxydant et une
augmentation des produits d'oxydation protéiques et de peroxydations lipidiques
(Ghorbel et al., 2017).
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Des lésions histologiques et tissulaires sont observées dans le foie comme
I’hémorragie, I’inflammation, des nécroses, une dégénérescence, stéatose et des
congestions des vaisseaux sanguins (veine centro-lobulaire et les capillaires sinusoides)
(Mansour et al., 2008 ; Rawi et al., 2012 ; Mahmood et al., 2015 ; Gedika et
al.,2017 ; Shrivastava et al., 2018).

Une elévation du taux plasmatique des enzymes hépatiques comme alanine
amino transférase (ALAT), aspartate amino transférase (ASAT) et phosphates alcalins
(ALP), ainsi qu’une augmentation du taux de triglycérides et de cholestérol, ont été
également décrites.

En revanche, I’ Acry diminue les taux des protéines totales, et de 1’albumine,
ceci peut étre due d’une synthése protéique retardée ou un changement dans le
métabolisme (Rawi et al., 2012 ; El- Kholy et al., 2012 ; Soliman, 2013 ; Mahmood
etal., 2015 ; Ghorbel et al., 2017).

f) Les effets sur le systeme immunitaire :

Les effets de I’ Acry sur le systtme immunitaire notamment sur I’immunité a
médiation cellulaire se manifestent par une diminution du pourcentage des lymphocytes
T et une diminution des cellules (NK; Natural Killer), d’autre part, il aboutit a une
I'atrophie des organes lymphoides primaire et secondaire (rate, thymus et les ganglions
lymphatiques) (Zaidi et al., 1994 ; Mansour et al., 2008 ; Yener et al., 2013 ;
Zamani et al., 2017), de plus, au niveau de la rate, 1’Acry provoque un stress oxydatif
par la déplétion de GSH et I’augmentation de la peroxydation lipidique ainsi qu’une
activation de I'apoptose et I’inhibition de la prolifération (Jin et al., 2014 ; Zamani et
al., 2017).

Pour I’'immunité a médiation humorale, I’ Acry diminue le taux des immunoglobulines
(1gG et IgM) (Soliman, 2013 ; Khudiar et Ghasag., 2017) et aussi il inhibe la
production de I’interleukine-6(IL-6) (Jin et al., 2014).

g) Les effets rénaux :

Les reins constituent 1’organe principal d’excrétion de I’ Acry, en effet, chez
I'animal les effets rénaux s’expliquent a la fois par des 1ésions glomérulaires ou il
entraine I’apparition d’une glomérulonéphrite avec une protéinurie, affectant la
filtration plasmatique (Jmahidi, 2015) et des Iésions tubulaires telles qu'une
dégenérescence et une necrose des cellules épithéliales des tubules rénaux, une perte de
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la bordure en brosse et une vacuolisation cellulaire, ainsi qu'une inflammation
(Mansour et al., 2008 ; Rawi et al., 2012 ; Mahmood et al., 2015 ; Rajeh et Al-
Dhaheri., 2017 ; Shrivastava et al., 2018 ).

Une étude montre que lI'administration d'Acry pendant la gestation induit un
stress oxydatif dans les tissus rénaux chez les rattes et leurs feetus, entrainant des
Iésions tissulaires et des modifications dans la capsule de Bowman (Erdemli et al.,
2018).

h) Les effets sur la reproduction :

> Les effets sur les parameétres reproducteurs :

De nombreuses expérimentations utilisant différentes doses et durées d'exposition
ont permis de mettre en évidence 1’effet reprotoxique de 1’ Acry chez 1’animal, alors que
chez ’homme aucun effet n’a été observé ou identifi¢ (Kumar et al., 2018 ; INRS,
2019).

En fait, I’ Acry réduit la fertilité chez les rongeurs (Sakamoto et Hashimoto,
1986 ; Chapin et al., 1995 ; Tyl et al.,2000 ; Wang et al, 2010 ; AlKarim et al.,
2015 ; Kumar et al., 2018), dont chez les rats males, l'altération de la fertilité
s’implique une diminution du nombre des spermatozoides associée a une morphologie
anormale et des modifications dans la mobilité (Sakamoto et Hashimoto., 1986 ; Tyl
et Friedman., 2003 ; Ma et al., 2011), une atrophie testiculaire, et des lésions
histopathologiques dans les tubules séminiferes (comme des vacuolisions, une
inflammation et des dégénérescences des cellules germinales) (Hashimoto et al.,
1981 ; Alkarim et al., 2015) ainsi il baisse les niveaux de testostérone (Yang et al.,
2005 ; Camacho et al., 2012 ), de méme, I’exposition a 1I’Acry chez le rats (a dose de
100 ppm) perturbe la performance de I’accouplement, les processus d’érections et le

transport des spermatozoides (Zenick et al., 1986 ; Semla et al., 2017).

L'implication du stress oxydant dans la reprotoxicité d’Acry a été également décrite
au niveau des cellules de Leydig et de Sertoli, ou la diminution de la viabilité cellulaire
et une augmentation des espéces réactives d'oxygene (ROS) et une induction de
I'apoptose a été mise en place par lI'augmentation de I'expression des génes apoptotiques
(Yilmaz et al., 2017 ; Matoso et al., 2019).
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Chez les souris femelles, I’ Acry entraine une atrophie des ovaires, altére la qualité
de I’ovocyte (Duan et al., 2015), diminue le nombre de corps jaune et baisse le taux de
progestérone, de la méme maniére, in vitro il réduit la viabilité des cellules granulosa
d’une maniére dose dépendante (Wei et al., 2014), en plus, il entrave la maturation des
ovocytes par la perturbation de la division cellulaire (réduction du fuseaux méiotiques
et l'augmentation de la rupture chromosomique) (Aras et al., 2017).

L'exposition prénatale chez le cobaye réduit le nombre de follicules ovariens en
induisant une atrésie folliculaire médiée par I’apoptose des ovocytes et qui peut tre

associee a la destruction des filaments de vimentine (Hulas-Stasiak et al., 2013).

Dans une autre étude conduite par Alkarim et al. (2015) montrent qu’une faible
dose d’Acry engendre des modifications dégénératives dans la zone pellucide, des
cellules granulosa et des ovocytes chez les rats femelles, en outre que I'Acry affecte la
qualité des ovocytes par ses effets sur l'intégrité cytosquelettique, la génération de ROS,
I'induction d'apoptose et les modifications épigénétiques (Duan et al., 2015).

Par ailleurs, il a été également montré in vitro que son époxyde le Glyc se révéle
toxique pour les cellules germinales ou il entraine la dégénérescence de la totalité des
ovocytes (Aras et al., 2017 ) par I'induction de I'apoptose suite a la génération des
ROS et ’augmentation de la peroxydation des lipides dans les cellules de Leydig
lorsque ces derniers sont mis en culture avec Glyc entrainant par la suite une
diminution dans la synthese du progestérone (Li et al., 2017; Yilmaz, 2019 ; Matoso
etal., 2019).

» Les effets sur les femelles gestantes et la progéniture :

Un nombre important d’études chez les rongeurs ont permis de souligner que
I’exposition a I’ Acry durant la gestation aboutit a une augmentation de la mortalité
feetale et entraine la perte pré-implantatoire qui pouvait étre due en partie a une
impuissance du male (inhibition de I'érection) ou a des anomalies quantitatives et
qualitatives des spermatozoides (Sublet et al., 1989 ; klein, 2007 ; Alkarim et al.,
2015), ainsi que 1’Acry diminue la croissance pondérale chez le feetus a la naissance

qui peut étre considérer comme un effet secondaires a la toxicité maternelle, de méme
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I’ Acry diminue le nombre des femelles gestantes (Sakamoto et Hashimoto, 1986 ;
Chapin et al., 1995 ; Tyl et al., 2000 ; Tyl et al., 2003).

Il a été également signalé que I'Acry inhibe le développement de placenta par la
réduction de I'expression des génes placentaires et des vaisseaux labyrinthiques,
ainsi par la suppression de la prolifération et I'induction de I'apoptose (Yu et al.,
2018).

i) La génotoxicité et la mutagénicité :

L’Acry est connue comme un agent génotoxique (mutagéne et clastogene)
pour les cellules somatiques et germinales in vivo et in vitro, il provoque plusieurs
effets génétiques tels que des aberrations chromosomiques, la formation de
micronoyaux, des échanges de chromatides sceurs, une synthése non programmée de
I’ADN et des mutations 1étales dominantes (FAO/OMS, 2002 ; Wang et al., 2010 ;
Beland et al., 2015), les cellules germinales sont plus sensible aux ces effets (Tyl et
Friedman., 2003).

Cependant, de nombreux travaux ont été publiés montrent aussi bien in vitro
qu'in vivo une grande partie de cette génotoxicité est attribué a son métabolite Glyc en
raison de ses propriétés €lectrophiles vis a vis I’ADN comparativement a I’ Acry dont
sa reactivité a I'ADN semble tres faible (Segerback et al., 1995 ; Gamboa da Costa et
al., 2003 ; Twaddle et al., 2004 ; Doerge et al., 2005a ; Doerge et al., 2005b ; Doerge
et al., 2005c ; Ghanayem et al., 2005a ; Tareke et al., 2006 ; Von Tungeln et al.,
2009 ; Zeiger et al., 2009), mais a des fortes doses son pouvoir génotoxique devient
important (Yang et al., 2005 ; Manjanatha et al., 2006), alors que son époxyde agit a
des doses plus faibles et provoque des mutations (Besaratinia et Pfeifer., 2003,2004).

Le Glyc est génotoxique aussi pour les cellules humaines in vitro, de maniére

que lorsqu’il est testé sur le sang total humain pendant 4 heures, il induit des dommages
de I’ADN des lymphocytes (Baum et al., 2005) et sur les cellules épithéliales, il induit
des micronoyaux, inhibe la prolifération cellulaire et diminue la viabilité cellulaire
(Bandarra et al., 2013).

j) Les effets cancérogenes :

En 1994, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé I’ Acry

comme étant probablement cancérogene pour I’homme (groupe 2A) (IARC, 1994),
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cette évaluation était essentiellement fondée sur la connaissance du pouvoir
cancérogéne d’Acry chez les rongeurs depuis les années 1980 (Klein, 2007),
néanmoins, La plupart des études humaines menées n'ont pas permis d'obtenir des
données concluantes entre I'association des cancers chez I’homme et 1'exposition a
I'Acry (Beland et al., 2013, 2015 ; Zhivagui et al., 2019).

La carcinogénicité de ce composé a été examinée par plusieurs chercheurs ou ils
ont observés que chez les rats 1’exposition chronique (pendant deux ans) a une forte
dose I’Acry provoque une augmentation des tumeurs des testicules et de la thyroide,
de I'utérus et de la des glandes mammaires, et méme les tumeurs du systéme nerveux
central (Johnson et al., 1986 ; Friedman et al., 1995 ; Maronpot et al., 2014),
comparativement chez les souris, il entraine 1’apparition des tumeurs pulmonaires, des
tumeurs hépatiques, ainsi il a été également classé comme un agent initiateur de
cancérogenese cutanée (Robinson et al., 1986 ; Bull et al., 1984 ; Von Tungeln et al.,
2012), de plus, I'exposition prénatal induit des tumeurs dans l'intestin gréle de maniere

dose-dépendante chez les souris nouveau-nées (Olstorn et al., 2007).

Le mécanisme de cette cancérogénicité a fait I’objet de débats, dont 1'observation de
ces tumeurs particulierement chez les rats (comme les tumeurs de la glande thyroide),
conduit a proposer qu’une perturbation endocrinienne peut €tre a 1’origine de ces
tumeurs, mais les données qui s'appuie cette hypothese sont limitées (Bandarra et al.,
2013).

La formation des adduit avec I’ADN est également €tait proposée comme

mécanisme responsable de la cancérogénicité d’Acry (FAO/OMS, 2002).

k) Les effets neurotoxiques :

La neurotoxicité de I’ Acry a fait I'objet d'études approfondies depuis qu’elle a
¢été signalée pour la premicre en 1950, elle est la plus étudiée car c’est le seul effet
toxique qui a été démontré a la fois chez I'homme dans le cadre d’une exposition
professionnelle et dans les expériences sur des animaux, en plus le systeme nerveux est
considéré comme la cible privilégié de I’ Acry (Erkekoglu et Baydar, 2013 ; Semla et
al., 2017 ; Matoso et al., 2019).
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D’aprés les études expérimentales, I’ Acry est un neurotoxique pour le systéme
nerveux central (SNC) et périphérique (SNP), il a été reconnu au début comme un agent
qui induit des neuropathies périphériques qui se manifestent cliniquement par des
troubles de la motricité comprenant des altérations de la locomotion et de la
coordination et des faiblesses musculaires, ces signes sont observés chez I’animale et

méme chez I’homme (Pennisi et al., 2013).

En effet, Les premieres études morphologiques suggerent que les anomalies
neurologiques provoquees par I'Acry sont due a la dégénérescence axonale distale dans
le SNC et SNP causee par une atteinte initiale au niveau des terminaisons nerveuses et
une dégénérescence rétrograde subséquente des axones, toutefois, les études récentes
montrent que I’ Acry perturbe les transmissions nerveuses qui se traduisent par des
changements dans la libération des neurotransmetteurs (LoPachin, 2004 ; LoPachin et
al., 1992 ; Kopanska et al., 2018).

1. L’effet d’une exposition a I’Acry au cours du développement cérébral :
Il est indéniablement prouvé que la prise d'Acry par les femelles gestantes a un

effet tératogene sur le systeme nerveux de la progéniture (Gokmen, 2016).

El-Sayyad et al. (2011) ont étudié les effets neurotoxiques de 1’ Acry sur le
développement postnatal ou ils ont montré que 1’ Acry entraine un retard de croissance
et une diminution du poids corporel et cérébral ainsi que 1’exposition durant la gestation
et la lactation chez les rattes femelles engendre une ataxie, un évasement des membres
postérieurs, une faiblesse musculaire et finalement une paralysie ce qui entraine un
changement dans le comportement maternelle traduisant chez les progénitures par une
mauvaise lactation et donc une malnutrition et cela entraine un retard dans I'apparition
des poils et I'ouverture des oreilles et des yeux a la naissance (Allam et al., 2011 et
2013).

L'Acry nuit directement la synthese des protéines dans les tissus foetaux par son
effet sur 'ARN et I'ADN (Tyl et Friedman, 2003 ; Tyl et al., 2000), en outre qu'il était
capable de réguler négativement le systeme microtubulaire et les neurofilaments chez

les embryons de poulet (Ho et al., 2002).

Il est également prouvé que I'Acry (a une dose de 15 mg/kg/jour) peut affecter

le systéme visuel, ou ils ont montré que I'ceil était sensible a la cytotoxicité de I'Acry
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pendant la période de lactation, il provoque de nombreux changements
histopathologiques tels que les altérations des couches de cellules rétiniennes, la
dégenérescence et la perte de cellules dans la couche ganglionnaires (Sakr et al.,
2011).

De plus, des études menées par (Erdemli et al., 2016) ont montré que le
traitement des meres par I'Acry provoque une dégenérescence des structures neuronales
du tissu cérébral feetal et des 1€sions hémorragiques ainsi qu’une réduction des niveaux
de facteurs neurotrophiques dérivés du cerveau, de méme des études in vitro ont montré
que I'Acry réduit la prolifération et la différenciation des cellules neuronales
progénitrices (Attoff et al., 2016 ; Matoso et al., 2019).

» L'effet sur ’hippocampe :

L’ Acry affect la neurogéneése adulte de I'hippocampe en inhibant la prolifération
des cellules souches neuronales par induction de 1’apoptose et le stress oxydatif (Park
et al., 2010), de la méme maniére in vitro il diminue la viabilité cellulaire des cellules

du neuroblastome humaine (Sumizawa et Igisu, 2007).

> L'effet sur le cervelet et la moelle épiniére :

L’ Acry induit des changements structurales au niveau du cervelet chez le rat en
développement (Gokmen, 2016), en effet, il est noté que I'exposition prénatale et
postnatale a I’ Acry retarde la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire
dans la couche granulaire externe du cervelet (Allam et al., 2013), outre il entraine des
altérations histopathologiques dans les régions brachiales et lombaire de la moelle
épiniére chez les rats nouveau-nés dont les méres ont été exposées a I'Acry pendant la

gestation et la lactation (EI-Bakry et al., 2013).
> Les effets sur les neurotransmetteurs :

L’Acry induit des changements dans les taux de dopamine, de sérotonine et
noradrénaline dans différentes régions du cerveau (Ali, 1983), il a été décrit que
I’exposition durant la lactation chez les rats induit une diminution des taux de
noradrénaline dans la moelle épiniére et les ganglions de la base, ainsi qu'une
diminution de la dopamine dans tous les régions du cerveau et une diminution des taux
de sérotonine dans le cervelet, I'nypothalamus et le cortex cérebral chez les

progénitures, outre une augmentation de I'activité cérébrale de la monoamine oxydase
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et une diminution de I'acétylcholine estérase (Husain et al., 1987), d’autre part, (Pan
et al., 2015) ont demontré que I'administration d'Acry conduisait a I'augmentation des
taux de dopamine, ainsi que des changements dans son transport avec une diminution
de I'expression de genes liés au métabolisme dans les neurones dopaminergiques. De
méme, il a été révelé que I'Acry modifie le nombre et la sensibilité des récepteurs de la
dopamine, de la sérotonine et de I’acétylcholine dans le striatum. Il réagit avec
plusieurs protéines des cellules nerveuses et les inhibe et il peut étre également
contribuer a la diminution de la captation de la dopamine au niveau des vésicules
synaptiques striatals (Attoff, 2019).

Par ailleurs, (Li et al., 2016) ont montré que I'Acry induit la dégénérescence des
neurones dopaminergiques ainsi que lI'agrégation de a-synucléine, qui peut étre lié a
I'induction de la pathologie parkinsonienne, en outre que I'exposition chronique a I'Acry
(100 ppm) augmente la stimulation psychomotrice chez les rats males qui peut étre lier
aux changements dans le systéme d'inhibition sérotoninergique (Rafales et al., 1983).

2. L'Acry et le stress oxydatif :

Plusieurs études in vitro et in vivo ont indiqué que le stress oxydatif joue un
role crucial dans la neurotoxicité induite par I'Acry (Mehri et al., 2014).
L’induction d’un stress oxydant qui comprend 1’augmentation de la peroxydation
lipidique, une réduction du statut antioxydant et une augmentation des ROS sont
responsables a des dommages des macromolécules cellulaires et par conséquent une
dégénérescence des tissus neuronaux (Yousef et EI-Demerdash, 2006 ; Zhu et al.,
2008), de plus des niveaux éleveés de radicaux libres ont été accompagnés par une
perturbation de I'hnoméostasie intracellulaire en calcium Ca*? qui est liée & un
dysfonctionnement mitochondrial et une activation des canaux TRP (transient
receptor potential), cette I’élévation de taux de Ca®" s'amplifie les niveaux des
ROS (Prasad et Muralidhara., 2014), ce qui conduit a I' activation de I'apoptose
ou Tabeshpour et al. (2019) montrent que 1’ Acry active la voie de signalisation
MAP kinase en augmentant I’expression du caspase 3 qui aboutit par la suite a une

apoptose.
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L'objectif :

Notre étude a été réalisée au niveau de laboratoire de biotoxicologie,
pharmacognosie et valorisation biologique des plantes (LBPVBP) - université de
Moulay Tahar-Saida- qui consiste a évaluer 1’effet neurotoxique de I'Acry sur des
souris durant leurs période de développement d'un point de vue neurocomportementale,

biochimique et histologique.

1. Matériel biologique :
Le modeéle animal qui a été choisi pour nos expériences : des souris (males et
femelles) de la souche cosanguine Mus musculus (provenant de Université de

Mascara).

Ces animaux ont été hébergés dans des cages conventionnelles de Makrolon
type 3 (L x I x H = 40x25x18 cm) menues d'une mangeoire et un biberon permettant un

acces a la nourriture standard (granulés) et a I'eau de robinet ad libitum (figure 24).

Avant le début de l'intoxication, les souris ont été acclimatées a 1’animalerie
durant 10 jours (période d'adaptation) pendant laquelle aucun traitement n’a été

administré.

Tout au long de I’expérimentation, ils ont ét¢ maintenus dans des conditions
standards d’¢élevage y compris la température : 22+4°C ; le cycle lumiére-obscurité de
12h /12h (lumiere de 7h a 19h ; en assurant la ventilation, la surveillance et I'entretien
de la qualité d'environnement (les litiéres : bran de scie) et méme I'ajustement de
I'alimentation et de I'eau régulierement. Nos expérimentations ont été effectuées entre 9

heures et 18 :30 heures.

Figure 24: Les cages d'hébergement des souris.
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3
*

> Le résumé de notre partie expérimentale est représenté dans le diagramme

suivant (figure 25) :
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Figure 25 : Le protocole expérimentale effectué.

2. Le protocole expérimental :
Apres la période d'adaptation, nous avons amorcé ce projet avec un design

expérimental comme suit :
Partie 1 :

Cette premiére partie de notre expérimentation consiste a cerner des perturbations
apparentées secondairement a une toxicité maternelle par I'Acry chez les descendants,

elle renferme :

La phase d'accouplement : consiste a mettre (3 femelles et un male) par cage pendant
une semaine, apres les femelles gestantes sont divisées en des lots : contrdle et

intoxiqué.
La phase d'intoxication et la répartition des lots :

e Lot C (contrdle) : renferme des femelles gestantes qui recoivent de I’eau du

robinet sans aucun traitement.

e Lot Acry (intoxiqué) : constitué par des femelles gestantes qui recoivent de
I'Acry en dose de (400ppm) (Miau-Hwa Ko et al., 1999) dissout dans I'eau du
robinet, la chronologie d'intoxication nous permet de répartir ce lot en des sous-

groupes :

= Le sous-groupe (Acry a) : la période d'intoxication (a raison de 400ppm) des
femelles gestantes a été étalé pour balayer la phase de gestation jusqu’au

mise bas.

= Le sous-groupe (Acry b) : la période d'intoxication (a raison de 400ppm) des
femelles allaitantes a été étalé pour balayer la phase de lactation jusqu'au

sevrage.
Partie 2 :

La suite de nos expériences se révele sur la mesure de tout affections peut influencer la

période de croissance et qui a ét¢ menu sur des souriceaux juvéniles (sevrés ; c’est-a-
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dire agés de 22 jours) issus du premier accouplement, ou la répartition des groupes a été

comme Cceci :

% Lot C (control) (n=8) : recevant de 1I’eau du robinet sans aucun traitement.

X/
°

Lot Acry (intoxiqué) (n=8) : ce groupe recoivent oralement la méme dose
d'Acry (400ppm) (Miau-Hwa Ko et al., 1999) dissout dans I'eau du robinet

pendant une durée d'exposition =24 jours.

3. L’'evolution pondérale :
Le poids corporel de chaque souriceau a été noté quotidiennement durant toute la

durée de I’exposition ainsi que le taux de mortalité a été enregistré au sein des lots.

4. L'étude neurocomportementale :

Durant la période d'exposition plusieurs parametres neurocomportementales a
été évaluer y compris : I'activité locomotrice, le paralyse des membres postérieurs, la
coordination motrice, le niveau d’anxiété et de dépression, les capacités d’apprentissage
et de mémorisation a travers des divers dispositifs (Open Field, Gait Score, Beam
Balance, Dark and Light, Forced Swimming Test, Barnes Maze) respectivement , les
cages d’hébergements des souris ont été placées une demi-heure préalablement au test
dans la salle d’expérimentation permettant par la suite 1'adaptation de ces rongeurs a cet
nouvel environnement, de plus tous les dispositifs ont été nettoyés aprés chaque
passage de l'animal a tester par une solution d’éthanol de facon a masquer tout indice
olfactif perturbateur, ce qui consiste le test de Barnes aussi un bruit blanc a été mise en
place pour éliminer tout parasites.

L’ensemble des tests ont été filmées et enregistrées permettant ultérieurement

I'analyse des différentes variables comportementales.

4.1 Open Field Test :

Le test de I’Open Field (OF), initialement a été décrit et développé par Hall
(1934,1938) il est régulierement employé dans de nombreuses études comme un test
mesurant l'activité locomotrice et exploratoire et comme un révélateur de la réactivité
émotionnelle chez les rongeurs, on considere que ces derniers préférent les espaces
confinés, clos et peu eclairés et ils ont une tendance a éviter cet environnement

stressant.
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Ce dispositif est une enceinte ouverte rectangulaire en bois (L x | x H = 90x70x60)
fortement éclairée avec un fond sombre éparpillé par des lignes délimitant des carreaux
(10 x 10 cm) (Figure 26) ou la souris était initialement placée dans I'un des quatre coins
de I’open-field, la téte orientée vers le coin (Kahloula, 2017).

Son comportement était observé pendant 5 minutes et les parametres a mesurer sont :

L'activité locomotrice : La réactivité émotionnelle et
exploratoire :

L’activité locomotrice horizontale = le Le temps de latence ; le moment mis par
nombre total de carreaux traversés pendant | ce rongeur pour sortir des quatre carreaux
la durée du test. formant le coin.

L’activité locomotrice verticale = le Le nombre total de visites au centre.

nombre total de redressements.

Le nombre total de toilettages.

Le nombre total de défécations.

Figure 26: Le dispositif de I'Open Field.
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4.2 Dark and Light :
Selon (Crawley et Goodwin, 1980 ; Belzung et coll, 1989) ce test est couramment
utilisé dans les études comportementales ou il s'appuie sur les propriétés aversives du

rongeur vis a vis la lumiere afin d'évaluer son état d'anxiété.

Ce dispositif est constitué¢ d’une boite a double compartiments qui sont égaux (L =
22 cm; 1 =16 cm; H =23 cm) séparés par une petite ouverture de 6 cm de haut et de 5

cm de large, I’un des deux est noir ’autre est blanc fortement éclairée (figure 27).

Chaque sujet a été déposé dans le coin de la paroi opposée a l'orifice centrale au
niveau du compartiment sombre et il est autorisé a explorer ce nouvel environnement

pendant 3 minutes.

Les paramétres mesurés apres les trois minutes d'exploration sont le temps de séjour
dans les deux compartiments durant 5 minutes d'expérimentation permettant par la suite
de comparer entre les activités exploratrices de ces animaux dans les deux chambres en

déterminant leurs degrés d'anxiété (Kahloula, 2017).

Figure 27: Le test Dark and Light (les souris a tester)

4.3 Forced Swimming Test :

Ce test permet d'évaluer I'état de résignation qui est un comportement dépressif
chez le rongeur, il se traduit par une immobilité importante selon son premier fondateur
(Porsolt, 1977).
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Le dispositif expérimental est un cylindre en plexiglas transparent de 20,7 cm de
diametre et de 39 cm de hauteur remplie en 3/4 d'eau a une température de 22+1°C
(Figure 28) dans lequel les souris sont soumis successivement a cette épreuve de nage

forcée pendant 3 minutes, les parametres a mesurer sont :
= Le temps de mobilité ou I'animale nage activement avec ses quatre pattes.

= Le temps d’immobilité durant laquelle I'animal flotte seulement (des
mouvements a faible amplitude) ce qui refléte un désespoir comportemental
(Kahloula, 2017).

Figure 28: Le dispositif du test la nage forcee.

4.4 Gait score :

Pour évaluer la progression de I'atteinte des membres postérieurs au fil du temps
l'analyse a 1'eeil nu du comportement locomoteur des rongeurs en champ ouvert selon
Lopachin et al., 2001 et Noble et al., 2005 ; Ogawa et al., 2012 ; Prasad et
Muralidhara, 2013 se révele approximatif.

Les observations visuelles de la motricité (des membres postérieurs) ont été
converties en données numeériques pour chague souris posée séparément sur une surface
plane vide ou dans une boite en plexiglas transparente (Figure 29) et observée pendant
3 minutes, les scores a noter sont :

Score 1 : Le rongeur reste actif (n'était pas affecté).
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Score 2 : Une atteinte légére caractérisée par une faiblesse, une ataxie Iégere et un

évasement du panard.

Score 3 : Une affection modérée se qualifie par la réduction de la locomotion et

I'évasement des pattes postérieurs.

Score 4 : Une locomotion réduite, un évasement des membres pendant I'ambulation,

I'incapacité a supporter le poids corporel avec I'absence totale de redressement.

Ce test est répété chaque 3 jours durant toute la période d'intoxication pour

apprécier ces symptémes au cours du temps.

Figure 29: Gait score.

4.5 Beam Balance Test:

Les déficits de la coordination motrice selon (Carter et al.,, 2001) et
(Southwell et al., 2009) peuvent étre évaluée par le test de la poutre d'équilibre, les
paramétres a mesurer sont la vitesse a laquelle le faisceau est traversée et le nombre
de chutes (Luong et al., 2011).

Ce test est un dispositif a faisceau en bois qui se compose des poutres planes
rectangulaires de 125 cm de longueur et de 6mm, 12 mm ou 24 mm de largeur,
surélevées a 50 cm sur deux podles avec des bases arrondis qui maintient I'équilibre de la
poutre, au-dessous de laquelle un hamac est tendu afin d'amortir les chutes.

La cage a domicile a été placée dans I'un des extrémités de la poutre comme un point
d'arrivée pour motiver les animaux a tester, ils sont acclimatés préalablement a ce
dispositif au moins deux jours d'entrainement permettant a ces rongeurs de se
familiariser (au minimum 3 essais par jour avec un intervalle de 15 minutes entre deux

essais successives).
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Le probe test consiste a placer les souris dans I'extrémité de départ de la poutre
auquel le temps nécessaire pour échapper a la cage a été mesuré par un chronometre
(figure 30), généralement ces animaux traversent la poutre avec une quantité minime
d'arréts ou décrochages, cependant, quand ils accrochent, reniflent ou regardent de coté
en se reculant, on doit le pousser pour avancer et traverser ce faisceau, vers la fin du

test ils restent un certain moment avant de se réfugier.

Figure 30: Le probe test de la poutre d'équilibre (24mm).

4.6 Barnes Maze :

Le test de Barnes a été utilisé pour évaluer I'apprentissage spatial et la mémoire,
dans ce test, nous avons utilisé une plate-forme circulaire en bois (100 cm de diamétre)
surélevée a 65 cm du sol a I'aide d'un siége rotatif, contenant 12 trous uniformes (4 cm
de diameétre) situés a 9 cm dans sa périphérie, prés de ce dispositif des repéres visuels

ont été placés dans la piece d'expérimentation (figure 31).

Tous les 11 trous ont été laissés sans recouvrement, a l'exception d'un seul qui dite le
trou cible relié a la cage d'élevage (représente une niche familiarisée) ou animal mené a
retrouver I’emplacement de ce refuge dont sa position reste rigoureusement la méme
pour chaque souris durant toute la période d'expérimentation, on outre que cette plate-
forme doit essuyée par 1’alcool a 70% de maniére a éviter le risque d’un guidage par

traces olfactives (Attar et al., 2013; Kahloula, 2017 ; Sadeghian et al., 2018).
Ce test renferme deux phases :

+ La phase dapprentissage ou d'acquisition :il s'agit d'une phase d'entrainement,
elle dure cing jours sur la base de 3 essais quotidiens (en tenant compte que

I’intervalle entre deux essais consécutifs du méme jour est environ 15 min)
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Pour chaque essai les animaux ont été placés individuellement dans un cylindre
opaque au centre de la plate-forme permettant une habituation a la situation
expérimentale (figure 32A), puis celui-ci est retiré aprés 10 secondes et I'animal
explore librement ce dispositif pendant 3 min, pour laquelle soit la souris se
réfugie, soit elle est guidée délicatement vers le trou cible si le temps nécessaire

pour I'essai est acheve ou elle s'abrite 1 minute.

La phase de meémorisation : consiste a eévaluer la rétention du labyrinthe par un
seul essai exploratoire pendant 2 minutes sans cage de fuite et par un
recouvrement des 12 trous dans le sixiéme jour et aprés au douzieme jour (test a

long terme) (figure 32B).

Les paramétres comportementaux a mesurer sont :

v

La latence : le temps passé par le rongeur depuis sa libération du cylindre

opaque jusqu'a sa premiere exploration des trous.

Le nombre d'erreurs considéré comme le nombre de visites aux trous hormis le

trou cible.
La stratégie d'exploration est définie comme ceci :

Direct (se déplacant soit directement vers le trou cible, soit vers un trou adjacent

avant de retrouver la cible).
Serial (exploration d'au moins deux trous non cibles avant se réfugier).
Random (exploration non ordonnée et aléatoire dans le labyrinthe).

Pour la phase de mémorisation, les parametres a mesurer sont la latence et le

temps passé dans les quatre quadrants (figure 32C).
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Figure 31: Le labyrinthe de Barnes.

Le quadrant opposé
C (Qopp)
Le quadrant positif Le quadrant négatif
(Q+) Q)

Le quadrant cible

(Qc)

Figure 32: Le test de la mémoire spatiale : Barnes Maze.

5. Le sacrifice et le prélevement des organes :

A la fin des différents tests neurocomportementales, les souris ont été sacrifiés
sous anesthésie au chloroforme apres 12 h de jeun, le sang a été récupéré dans des tubes
a hémolyse hépariné, centrifuges pendant 15 minutes a 3000 tours/min puis conservés
a 4°C pour le dosage biochimique, les cerveaux de souris (control et intoxiqué) ont été
soigneusement prélevés, rincés par I’eau physiologique (Na Cl 0.9%) (figure 33) pesés
et conserveés dans le Formol (10%), afin de réaliser une étude histologique.
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Figure 33: Les prélevement des cerveaux.

6. Les analyses biologiques :
Quelques parameétres de la biochimie sanguine ont été exploités dans notre étude
pour une exploration de tout anomalie lipidique, hépatique, rénale ou affectant méme la

glycémie.

Les prélevements ont été conservés dans une zone a température contrdlée puis
ils ont été mélangés aux réactifs spécifiques a la réaction (en respectant les volumes)
ensuite les incubant (dans le plus souvent a 37°C) pendant un temps précis pour gque la
réaction biochimique ou enzymatique s'effectue, et vers la fin on va déterminer les
concentrations par la mesure du signal optique des méthodes spectrophotométriques (a

une longueur d’onde bien déterminée).

6.1 Dosage du glucose :

e Leprincipe:

Le glucose présent dans les échantillons plasmatiques génere un complexe
coloré quantifiable par spectrophotométre, selon une détermination enzymatique
couplées (la méthode de GOD-PAP) décrites ci-dessous :

glucose oxidase
Glucose + % 02 + H20 > Gluconate + H202
peroxidase
2 H202 + 4 — Aminoantipyrine + Phenol > Quinoneimine + 4 Hx0

e Le mode opératoire :
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Dans un portoir, on prend trois tubes : le blanc, le standard et I'échantillon et on les
remplit de 1000ul de réactif de Glucose (un mélange de lyophilisat enzymatique:
glucose oxydase et peroxydase + une solution tampon Tris pH=7); dans le deuxiéme
tube on ajoute 10ul d'étalon standard (glucose 1g/1); et pour le troisiéme tube on ajout
10ul du plasma de 1'échantillon a doser , aprés une incubation de 10 minutes a 37°C /30
minutes a 20-25°C et une agitation, la lecture des résultats se fait par le

spectrophotometre, avec le blanc dont la longueur d'onde est de 505 nm:
Glucose= (DO échantillon/DO standard) xn
Sachant que :(n= concentration de I’étalon glucose)

6.2 Dosage des lipides :
6.2.1 Dosage des Triglycérides :

e Leprincipe:

Le dosage enzymatique des triglycérides par la méthode colorimétrique

quantifiable par spectrophotométrie s'effectue selon les réactions suivantes :

lipase
Triglycérides + Ho0 =———> Glycérol + Ac. gras

glycérol kinase
Glycérol + ATP =————> Glycérol-3-P + ADP

(-3-P-oxidase _
Glycérol - 3P + 0; ——> Dihydroxyacétone - P +H,0>

péroxidase
2 H207 + 4 — Aminoantipyrine + 4 - Chlorophéno| ==——————>Quinoneimine + 4 Hx0
e Le mode opératoire :

On mélange le réactif 1 et le réactif 2 (Réactif 1 : Tampon pH = 7.2 de Chloro-4-
phénol + Réactif 2 : Lipoprotéine lipase + Glycero-kinase + Glyceérol-3-phosphate
oxydase + Peroxydase + Amino 4 antipyrine + ATP) pour obtenir la solution de travail.

On pipette dans les 3 tubes les solutions suivantes (tableau 4) :

Tableau 4: Le mode opératoire effectué pour le dosage des triglycérides.
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Les réactifs : Tube 1 (Blanc) Tube 2 (Etalon) Tube 3
Echantillon 10ul
Standard 10ul

La solution de 1000pul 1000ul 1000ul
travail

Apres une homogénéisation de chaque solution et une incubation a 37°C
pendant 5 minutes, les concentrations dans chaque tube seront connues par le

spectromeétre a 505 nm, on calcule :
Triglycerides = (DO échantillon/DO standard) xn
Sachant que : (n = concentration de I’étalon glycérol en trioléine)
6.2.2 Dosage du cholestérol total :
e Le principe :
Le dosage du cholestérol total se fait par une méthode enzymatique
colorimétrique dont sa fraction libre et celle estérifiée donnent par 1’action catalytique

un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie : la quinonéimine, cette

détermination du cholestérol se fait selon les réactions suivantes :

chol. estérase

Cholestérol ester + H20 > Cholestérol + Ac. gras
chol. oxidase
Cholestérol + %2 Oz + H,0 > Cholesténone + H202
peroxidase
2 H202 + 4 — Aminoantipyrine + Phénol > Quinonéimine + 4 H20

e Le mode opératoire :

On pipette dans des tubes aprés la préparation du réactif de travail (le mélange de
réactifs : Cholestérol estérase + Cholestérol oxydase + Peroxydase + 4-amino-
antipyrine dans une solution tampon de phosphate pH= 6.9 + Phénol + Cholate de

sodium) les solutions suivantes (tableau 5):
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Tableau 5: Le mode opératoire effectue pour le dosage du cholestérol total.

Les réactifs : Tube 1 (Blanc) Tube 2 (Etalon) Tube 3
Standard (cholestérol) 10ul
Echantillon 10ul
Le réactif de travail 1000ul 1000l 1000ul

Une agitation qui sert a homogénéiser chaque solution, mais apres 5 minutes

d’incubation a 37°C la lecture par spectrométre se fait a 500 nm, et on calcule :
Cholestérol = (DO échantillon / DO étalon) x n
(n = concentration de I’étalon cholestérol)

6.3 L'évaluation de la fonction rénale :

6.3.1 Dosage de urée :
La mesure du taux plasmatique d'urée (produit de la dégradation des protéines par
le foie, filtré par les reins et éliminé dans les urines) permet de contréler le

fonctionnement rénal (Borel et al., 1984).
e Leprincipe:
L'urée est dosée cinétiqguement par une réaction enzymatique colorimétrique (selon

la méthode modifiée de Berthelot) :

urease

Urée + H,0 > INHs* + CO;

nitroprusside

NHq¢* + Salicylate + NaClO > [ndophenol

Les ions ammonium en présence de salicylates et d’hypochlorite de sodium
réagissent en formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont

I'intensité est proportionnelle a la concentration d'urée.
e Le mode opératoire :
On prépare les tubes comme le suit :
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Tube 1 : le blanc, contient 1000l de réactif d'urée (Réactif A) (la dissolution de :
I'EDTA+ Salicylates de sodium+ Nitroprussiate de sodium+ Uréase+ Phosphate

pH=6.7 dans le tampon).
Tube 2 : le standard, contient 10ul d'étalon d'urée + 1000ul de Réactif A.
Tube 3 : I'échantillon, contient 10ul du plasma a analyser + 1000ul de Réactif A.

Apres I’incubation de 5 min a 37°C, on ajoute 1000ul de Réactif B (solution
d'’hypochlorite de sodium dissout dans I'eau distillé) dans les trois tubes ; la deuxieme
incubation de 5 min a 37°C, nous permet de procéder a la lecture par le

spectrophotomeétre a 590 nm ; ensuite en calcule :
Urée= (DO Echantillon/DO Etalon) x n
Ou (n= concentration de 1’étalon Urée)

6.3.2 Dosage de la créatinine :

La créatinine (produit azoté de la dégradation de la créatine au niveau
musculaires et il est directement filtré par les glomérules rénaux et excrété dans les
urines). Son dosage dans les liquides biologiques en particulier le sang et l'urine est

indispensable a I'évaluation de la fonction rénale (Charrel, 1991).
e Leprincipe:

Son dosage s'effectue selon une méthode cinétique enzymatique sans
déprotéinisation ou la créatinine forme un complexe coloré avec de la picrate en milieu

alcalin, la vitesse de cette formation est proportionnelle a sa concentration :

pH alcalin L .
Complexe créatinine picrate

Créatinine + acide picrique .
(jaune oronge)

e Le mode opératoire :

On dépose dans les tubes aprés une préparation du réactif R (un mélange a parts
égales d'Hydroxyde de Sodium et I'acide picrique) les solutions comme ceci (tableau
6):
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Tableau 6: Le mode opératoire effectué pour le dosage de la créatinine.

Les réactifs : Tube 1 Tube 2
Standard (créatinine) 100ul
Echantillon 100ul
Le réactif R 1000pl 1000l

On mélange puis on lit les densités optiques DO1 apres 30 secondes ensuite la

DOz une minute plus tard a I'aide d'un spectrométre (A=492 nm), on calcule :
A DO =DO2— DOz (pour le standard et I'échantillon) et donc :

Créatinine = (A DO Echantillon/A DO Standard) x n
(n = concentration de I’étalon Créatinine)

7. L'étude histologique :
Notre étude histologique a été realisée au sein de laboratoire d’anatomo-pathologie
du CHU (Centre Hospitalo-Universitaire : HASSANI Abdelkader) a Sidi Bel Abbés au

niveau de service de pathologie sous la direction de Pr. TOU Abdenacer.

Cette technique nous permet d’obtenir des coupes cérébrales fines en facilitant la
détection de toutes les lésions touchant le cerveau et le cervelet, elle comprend
plusieurs étapes : la fixation, I'inclusion, la coloration, le montage suivi d’un examen au

microscope optique.

7.1 La fixation :
Elle a pour but d’immobiliser les constituants cellulaires dans un état voisine a
I’état in vivo, elle se fait directement aprés le prélevement pour empécher tout
putréfaction, autolyse, parallelement elle entraine un durcissement de 1’organe (pour
maintenir en place toute formations tissulaires), une protection contre les distorsions et
les rétractions, et une préservation de la morphologie cellulaire et tissulaire en
augmentant la consistance du tissu pour faciliter la coupe et de potentialiser la

coloration en améliorant la captation des substances colorantes.
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Elle s’effectue directement aprés le sacrifice en immergeant totalement les
prélevements dans le formol a 10% au moins 24 h a une température ambiante et peut

durer plusieurs jours méme plusieurs semaines.

7.2 L'observation macroscopique des organes fixés :

Les cerveaux fixes ont été par la suite mesurés (détermination des dimensions,
la morphologie et la couleur) (Figure 34A) et découpés transversalement par un bistouri
(en décrivant leur aspect macroscopique) (Figure 34B) puis placés dans des histo-
cassettes marquées préalablement (Figure 34C) avant d'étre mises dans un panier de

’appareil automate de circulation et subir un processus de déshydratation (Figure 34D).

Figure 34 : Les étapes effectuées dans la salle de la macroscopie.

7.3 La réalisation des blocs de paraffine :
Il s’agit d'un passage obligatoire des tissus du formol a la paraffine pour obtenir

des blocs, puis des rubans, étalés enfin sur des lames en verre.
* Premicere étape : I’imprégnation

L’inclusion des échantillons en paraffine exige qu’en extraire [’eau
préalablement (une déshydratation) en suivant les étapes effectuées par un automate
d’imprégnation en paraffine (TP1020/Leica) (Figure 35), pendant un cycle de 16h, ou
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les prélevements sont initialement plongés dans un bain de formol ensuite dans des
bains successifs d’éthanol dont leurs concentrations sont croissantes puis rincés dans un
bain de solvant organique; le xyléne permettant une clarification (éliminer tout traces
d'alcool), ils peuvent ensuite étre immergés dans un bain de paraffine liquide qui va

imprégner profondément ces fragments tissulaires.

Toutes ces réactions ont lieu dans des 12 bacs d'automate (en respectant les durées),

comme le suit (tableau 7) :

Tableau 7: Le processus effectué par I'automate de I'imprégnation.

Le bain d'automate contenant : La durée d'impregnation :
Formol 1h20min
Alcool 95% 1h30min
Alcool 95% 1h30min
Alcool 100% 2h
Acétone 1h30min
Acétone 1h30min
Xyléne 1h
Xyléne 1h
Xylene 1h
Paraffine 1h
Paraffine 1h30min
Paraffine 1h30min
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Figure 35 : L'automate d'imprégnation.

* Deuxi¢me étape : I’enrobage

Elle sert & inclure totalement les fragments tissulaires déshydratés issu de la
premiere étape dans la paraffine pur (Figure 36A) placées au centre des moules (Figure
36B) et remplis au-dessous du robinet de paraffine liquide (& 58°C) (Figure 36C), puis
le tout est ensuite disposé sur une plagque de refroidissement (-7°C) (Figure 36D), leurs
solidifications permettent de démouler les blocs facilement qui acquiérent une
consistance (Figure 36E) ils sont menés & la réalisation des sections histologiques

minces au microtome(Figure 36F).

Cette technique permet aussi la conservation des échantillons en empéchant
leurs fragmentations au fil du temps (conservation durant une période illimitée), et elle
avait effectuée a une station d'enrobage (Tissue-Tek Dispensing Console) (Figure 37)
comprenant trois parties : la plaque chaude (65°C), le robinet de paraffine liquide et la
plaque froide (—7°C).
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Figure 36 : Les différentes étapes d'enrobage.

Figure 37: La station d'enrobage utilisée.

7.4 La microtomie et confection des coupes :

Une fois les blocs de paraffine sont solidifiés, on fixe chaque bloc sur le porte —
bloc devant la lame de microtome (Leica RM 2235) (Figure 38A) et on I’oriente
convenablement pour réaliser des sections de 3um d'épaisseur formant un ruban plissé
(Figure 38B), ces rubans sont étalés par la suite a la surface d’un bain marie (Leica HI
1210) a 48°C (Figure 38C) (pourque la coupe acquiére une certaine planéité) ainsi les
sections d’intérét sont péchées sur des lames en verre (identifies auparavant a 1’aide
d’un crayon diamanté) en permettant une meilleure adhésion des coupes sur leurs
supports (Figure 38D), ensuite le séchage et le déparaffinage s'effectuent au niveau de
I’étuve (Drying Oven TX-11) (56°C) (Figure 38E) en quelque minutes et vers la fin
ces lames doit étre placer dans un portoir puis immergées dans un bac de xyléne (Figure

38F) pour entamer le processus de coloration d'intérét.
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Figure 38 : La réalisation des coupes par le microtome.

7.5 La coloration des coupes :
La coloration des lames permet de mettre en évidence et de différencier les
constituants cellulaires et tissulaires, en routine la coloration a 1’Hémalun Eosine
(Hématoxyline et Eosine) c'est la coloration la plus répandue en histologie, mais ce

processus nécessite une étape préliminaire d'hydratation.

4+ L'hydratation :
Les lames déparaffinées d'abord doivent étre hydraté, elle se fait en les
plongeant dans des bains successifs de xyléne puis dans bains d’alcool d’ordre

décroissant, ensuite on rince avec I’eau.

+ La coloration :

La coloration offre une lisibilité des sections sous I'analyse microscopique, ou la
technique utilisée est celle de I'nématoxyline, éosine pour renforcer le contraste des
composants cellulaires, I'hématoxyline colore les structures nucléaires (basophiles) en
bleu ainsi I’€osine colore les structures cytoplasmiques (acidophiles) en rose a rouge, ce
procédé se termine par une déshydratation a l'aide des bains d'alcool de titre croissant

suivi par des bains de xylene avant de passer au montage.
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Dans ce cas, les lames sont trempées successivement dans les bains d'automate

(Leica st 4040) (figure 39) permettant I'hydratation, la coloration et la déshydratation en

méme temps :

Tableau 8: le processus effectué par I'automate de coloration.

Le bac d'automate contenant :

Le temps de contact :

Xyléne 5 minutes
Alcool 100% 1 minute
Alcool 95% 1 minute
Alcool 75% 1 minute
Eau 1 minute
Hématoxyline 4 minutes
Eau 8 minutes
Acide chloridrique 1 minute
Carbonates de lithium Iminute
Eau 1 minute
Alcool 95% 1 minute
Eosine 1 minute
Alcool 100% 1 minute
Alcool 100% 1 minute
2 minutes

Xyléne



Matériel et méthodes

Figure 39 : L'automate de coloration utilisé.

7.6 Le montage des lames :

Les lames colorées doivent subir un montage ou on dispose quelques gouttes
d'Eukitt sur les coupes (figure 40A) et on les recouvre par des lamelles couvre- objet
(figure 40B) de fagon que la résine utilisée revéte la totalité de la section (aucune bulle
d'air ne doit s'insérer), on accélére la polymérisation de la colle biologique en placant
les lames dans I'étuve (56°C) durant quelques minutes (figure 40C) puis un séchage a
I'air libre est effectué.

Les lames ainsi préparées (figure 41) peuvent se conserver sans risque d’étre

altérer pendant une durée illimitée.
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Figure 40 : Le montage des lames.

Figure 41: Les lames préparées pour l'analyse microscopique.

7.7 L'observation microscopique :
Finalement, les lames sont prétes pour I’observation au microscope optique
(Leica DM 1000) a plusieurs grossissements (x10 puis x40) (figure 42) et les photos ont

été prises pour des fins comparatives.

Figure 42: L'examen microscopique des sections histologiques.
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8. L'etude statistique :
Les analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel Sigma Stat (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA), ou les données expérimentales obtenues ont été exprimées en

moyenne (M) simulée de I’erreur standard (+ S.E.M).

La comparaison de deux moyennes est effectuée par un test t de Student, et celle des
moyennes multiples était par une analyse de variance (ANOVA) avec le facteur
intoxication (Acry, C). Les résultats étaient considérés comme statiquement
significatifs pour une probabilité de p<0,05.
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Nos résultats obtenus vont étre annoncé en deux parties, la premiere partie
consiste a mettre au point de tout observations et de mortalité au sein des lots
(intoxiqués par I'Acry) dés le stade in utéro et a des différents stades de développement
prénatal et postnatal, cependant la deuxieme partie vise a démontrer l'effet de ce

xenobiotique sur la croissance et a différentes échelles.
1. Les observations macroscopiques :

Durant la période d'intoxication des femelles gestantes (Acry a), on a observée
I'apparition des atteintes de motricité: évasement du panard (figure 43) et un déclin de
redressement (figure 44) qui s'aggravent de fagon progressive par rapport au femelles
(de lot C) mais a la mise bas, la détermination du nombre de portées et le taux de
mortalité/immortalité au sein des lots (Acry et C) montrent clairement une réduction de
I'effectifs , de la taille et un taux de mortalité assez important de la progéniture des
femelles intoxiquées comparées aux femelles C (figure 45). Pour les femelles
allaitantes, I'intoxication par I'Acry avait retardé le developpement de la progéniture en
causant leurs mortalités (figure 46) (au bout d'une semaine les mémes atteintes de

motricité ont été observées chez les femelles Acry b (figures 43,44)).

Figure 43: Photographie représentant l'atteinte des pattes postérieurs (Evasement du

panard) chez les femelles Acry (Acry a et Acry b).
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Figure 44 : Photographie représentant une réduction de redressement chez les femelles

Acry comparativement aux femelles contrdles

Figure 45 : Photographie démontrant une réduction de I'effectif de la taille des

progeénitures chez les femelles Acry a par rapport aux femelles C.

Figure 46: Photographie démontrant un retard de développement et une mortalité de la

progéniture issus des femelles Acry b comparativement aux celle des femelles C.

2. Leseffets d"Acry sur I'évolution pondérale et le poids des cerveaux :

Les résultats de I'évolution pondérale montrent une diminution significative des
poids corporels (*P<0.05, **P<0.01, ***P<(0.001) des souriceaux intoxiqués
comparativement aux souriceaux témoin (figure 47), en outre que les poids des
cerveaux du lot Acry se révelent significativement (*P< 0.05) inferieur par rapport a

ceux des animaux contréles (figure 48).
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Evolution pondérale (quotidienne)
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Figure 47 : L'évolution pondérale des souriceaux durant la période d'intoxication

I'évolution. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (*P<0.05, **P<0.01,
***¥P<0.001).

Poids des cerveaux

B Acry

Les lots

Figure 48: Comparaison entre les poids des cerveaux des deux lots (C et Acry).

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (*P<0.05).
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3. Leseffets d'Acry a I'échelle neurocomportementale :
3.1 L'évaluation de I'activité locomotrice et exploratoire (Open Field) :

Les résultats de I'évaluation de la locomotion & travers le test de I'Open Field
montrent une réduction significative existant entre le nombre de redressements
(l'activité locomotrice verticale) des souriceaux intoxiqués comparés aux controles (*P<
0.05) parallélement aucune signification statistique a été détecté entre ces deux lots C et
Acry pour l'activité locomotrice horizontale qui est représentée par le nombre des
carreaux traversés ceci affirme que I'Acry affecte les membres postérieurs en réduisant
le taux de redressements et cela va étre verifier par les résultats des scores de

I'ambulation.

La réactivité émotionnelle et exploratoire mesurée par ce test montre statiquement une
latence importante et un nombre de visite aux centre faible des animaux intoxiqués
comparés aux C (*P< 0.05), par contre le nombre total de toilettage et de défaction se
révélent non significatif par I'analyse ANOVA entre ces deux lots C et Acry (figure
49).
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Figure 49: Comparaison de l'activité locomotrice, la réactivité émotionnelles et
exploratoire entre les deux lots par le test de I'Open Field. Les valeurs sont exprimées
en moyenne + SEM (*P<0.05).

3.2 L'evaluation de I'état d*anxiété (Dark and Light) :
Les résultats du test Dark and Light indiquent nettement un abaissement significatif
du temps de séjour dans le compartiment noir et une élévation du temps passé dans le
compartiment clair (*P< 0.05) chez les souriceaux intoxiqués par rapport aux

souriceaux controles (figure 50), ce déclin est un révélateur d'anxiété.
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Figure 50: L'évaluation de I'état d'anxiété entre les deux lots (C et Acry). Les

valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*¥*P<0.05).

3.3 L'evaluation de I'état de dépression (Forced Swimming test) :

Les analyses statistigues ANOVA ne montrent aucune signification entre le temps
de mobilité et d'immobilité pour les animaux du lots Acry et C, ou le test de la nage
forcé atteste aucune installation d'un comportement de résignation chez ces animaux
(figure 51).

89



Résultats et interprétations

Forced Swimming test
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Figure 51: L'évaluation de I'état de dépression entre les deux lots (Cet Acry). Les

valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*P<0.05).

3.4 L'évaluation du paralyse des membres postérieurs (Gait Score) :

Les analyses statistiques des scores numériques issus du test Gait Score prouvent
progressivement une différence hautement significative (dés le 9°™ jour) entre les
scores des souriceaux exposé a I'Acry par rapport aux contréles (*P<0.001) en montrant
des atteintes des pattes postérieurs (comme I'évasement du panard) chez le lot Acry

comparativement au lot C et qui s'aggravent au fil du temps (figure 52).

Gait Score (GS)

4 % % %

Les scores
[~

IE 76 79 J12 J15 J18 j21

La période d'exposition

Figure 52 : Comparaison entre les scores d'ambulation des souriceaux (C et Acry).

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (***P<0.001).
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3.5 L'evaluation de la coordination motrice (Beam Balance test) :

Les résultats révelent un effet hautement significatif du temps nécessaire pour
traverser le dispositif (a différentes largeurs : 6mm, 12mm, 24mm) et un nombre de
chutes considérables chez les souriceaux intoxiquées relativement aux C (***P<0.001,
**P<0.01 respectivement), ces résultats dévoilent distinctement que I'Acry affecte la

coordination motrice et engendre une ataxie (figure 53).
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C Beam Balance (24mm)
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Figure 53: L'évaluation de la coordination motrice des lots (C et Acry) par le test de la
poutre d'équilibre (A : 6mm, B :12mm, C : 24mm). Les valeurs sont exprimées en
moyenne = SEM (**P<0.01, ***P<0.001).

3.6 L'evaluation des capacités d'apprentissage et de la mémorisation
(Barnes Maze):

Ce test renferme deux phases, les résultats de la phase d'acquisition montrent une
élévation significative de la latence au sein du lot intoxiqué vis a vis le lot C (dés le J2)
(**P<0.01) (figure 54), simultanément aucune corrélation significative apparait entre
ces deux groupes pour le nombres d'erreurs effectués durant la méme phase (figure 55) ,
en ce qui concerne la stratégie d'exploration on avait remarqué que les souris (C, Acry)
explorent le labyrinthe de facon aléatoire (Random) au début (J1, J2), mais

progressivement une stratégie assez ordonnée se mis en place (Serial ensuite Direct).

Pour la phase de mémorisation, le test de rétention effectué le J6 ne montre aucune
différence significative entre les groupes a tester pour les différents parametres
comportementales mesurés, a I'égard du test a long terme, la latence et le temps passé
dans chaque quadrant pour les souris intoxiqués se marquent non significatif que celle
des souris contréles, de plus on avait remarqué que les animaux intoxiqués explorent le
dispositif et visitent en alternance les deux quadrants cible et opposé comparativement
aux animaux contréles qui ont mémorisés I'emplacement du trou cible vont se refugier
directement, statiquement ces observations n'étaient pas illustrer par I'analyse ANOVA

(difference non significative) (figure 56, 57).
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Figure 54: L'évaluation des capacités d'apprentissages par le test de Barnes (le temps

de latence deux lots : C et Acry). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM
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Figure 55: L'évaluation des capacités d'apprentissages par le test de Barnes (Le nombre

des erreurs des deux lots : C et Acry). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM

(*P<0.05).
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Figure 57: L'évaluation des capacités de rétention par le test de mémoire a long terme
(la latence et le temps passé dans chaque quadrant pour les deux lots : C et Acry). Les

valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*¥*P<0.05).

4. Les effets d'Acry sur les parametres biochimiques :

Les résultats de la biochimie sanguine signalent une corrélation significative entre
I'administration orale de I'Acry et l'instauration d'un état de stress, ou le dosage de la
glycémie met en évidence que I'Acry genére une hyperglycémie au sein du lot
intoxiqué comparé au lot C (différence significative :*P<0.05) (figure 58), de plus le
dosage de la créatinine (figure 61) ainsi le cholestérol total (figure 59) se révelent
hautement significatif (une élévation) entre les animaux Acry relativement aux C
(***P<0.001), pour le dosage des triglycérides, nos résultats indiquent statiquement une
diminution significative entre ces deux lots (C et Acry) (figure 60), par contre la
différence existant entre ces animaux ne montrent aucune signification pour le taux

plasmatique d'urée (figure 62).
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Les concentrations en g/I
[

Les lots

Figure 58: Les effets d'Acry sur la glycémie (comparaison des deux lots : (C et Acry).

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (*P<0.05).
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Figure 59: Les effets de I'Acry sur les parametres lipidiques : le dosage du cholestérol
total (comparaison des deux lots : (C et Acry). Les valeurs sont exprimées en moyenne
+ SEM (***P<0.001).
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Figure 60: Les effets de I'Acry sur les paramétres lipidiques : le dosage des triglycéride
(comparaison des deux lots : (C et Acry). Les valeurs sont exprimées en moyenne +
SEM (*P<0.05).
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Figure 61: Les effets de I'Acry sur les parameétres rénaux : le dosage de la créatinine :
le dosage de la créatinine (comparaison des deux lots : (C et Acry). Les valeurs sont
exprimées en moyenne = SEM (*P<0.05, ***P<0.001).
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Figure 62: Les effets d'Acry sur les paramétres rénaux : le dosage de l'urée
(comparaison des deux lots : (C et Acry). Les valeurs sont exprimées en moyenne +
SEM (*P<0.05).

5. Leseffets d'Acry a I'échelle microscopique :
» Au niveau cérébral :
L'analyse microscopique des sections histologiques du parenchyme cérébral chez
les souris C et Acry (Figure 63) a révélé une conservation de I’architecture cellulaire
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normale chez les souris C (y compris les différentes couches cellulaires qui contient des
capillaires sanguins, des cellules des grains: GC, les cellules gliales ainsi les cellules
pyramidales: PC) a savoir un aspect cellulaire normal (des noyaux et des cytoplasmes),
des capillaires normaux avec une absence de toute lésions, cependant I'observation
microscopique des sections cerébrales issus des souris intoxiqués par I'Acry montre
intensivement des lisions variables: des spongioses (Figure 64), des vacuolisations
(Figure 65) et des nécroses (Figure 66) des cellules pyramidales, des nécroses des
cellules de grains (caryorrhxise) (Figure 67) et des congestions (Figure 68).

Figure 63: Une microphotographie (Grx40) démontrant I'aspect cellulaire du

parenchyme cérébral chez les deux sections histologiques (C et Acry).
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Figure 64: Une microphotographie (Grx40) démontrant des spongioses des cellules

pyramidales chez les sections histologiques Acry.

L 4

Figure 65: Une microphotographie (Grx40) démontrant une vacuolisation des cellules

pyramidales chez les sections histologiques Acry.
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Figure 66: Une microphotographie (Grx40) démontrant des nécroses des cellules

pyramidales chez les sections histologiques Acry.
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Figure 67: Une microphotographie (Grx40) démontrant des nécroses des cellules
granuleuses chez les sections histologiques Acry.
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Figure 68: Une microphotographie (Grx40) démontrant I'aspect cellulaire des

congestions des capillaires sanguine chez les sections histologiques Acry.

= Au niveau cérébelleux :

La comparaison entre les coupes histologiques du cervelet sous le microscope
optique issus des lots Acry et C (Figure 69) a permis de constater une conservation
d'une architecture cellulaire reparti en couches (la couche moléculaire: MC, une couche
intermédiaire des cellules de Purkinje: Pj C et une couche interne des cellules de
grains: gC (la partie corticale) puis une partie médullaire: M) a savoir un aspect
cellulaire normal (forme et nombre) et des capillaires normaux chez les sections C
comparativement au lot intoxiqué qui montre des altérations importantes comme un
rétrécissement de la couche des cellules de grains (diminution du diametre) (Figure 70.
1,3) et des déformations du folias de la couche granuleuses (des invaginations des plis)
(Figure 70. 2) et une réduction du nombre des cellules de Purkinje (Figure 71) avec une
congestion au niveau médullaire (Figure 72).
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Figure 69: Une microphotographie (Grx40) démontrant I'aspect cellulaire du
parenchyme cérébelleux des deux sections histologiques (Cet Acry).
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Figure 70: Une microphotographie (Grx40) démontrant une réduction de cellules de

Purkinje chez les sections histologiques Acry comparées aux C.

Figure 71: Une microphotographie (Grx10) démontrant une congestion médullaire des

sections histologiques Acry comparées aux C.
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Ces derniéres années, I'Acry a suscité un grand intérét due a son usage
intensivement au niveau mondial, sa formation dans les aliments traités thermiquement,
de plus sa toxicité (neurotoxicité, reprotoxique, génotoxicité, cancérigéne...), ces effets
indésirables vis a vis les systéemes biologiques notamment la neurotoxicité ont été

signalé auparavant chez les humains et les animaux (Gokmen, 2016).

Bien que les documentations sur les effets neurotoxiques, mutagenes et
cancérogenes sont énormes, les données sur les effets neurotoxiques, biochimiques et
morphologiques au cours des études du développement embryologique et postnatal sont
rares, notre étude vise a étudier son pouvoir neurotoxique (a raison 400ppm) pendant
cette période a travers le modele animal : Mus musculus, les résultats obtenus nous

permettent de constater que I'Acry engendre les effets suivants :

> L'Acry est un agent tératogéne et affecte la période de gestation et
lactation:

L'exposition orale a I'Acry était traduite par une neurotoxicité chez les femelles
gestantes et allaitantes qui avait exprimé par I'évasement du panard (ceci sera discuter
ultérieurement) et une létalité périnatale et postnatale au sein des lots intoxiqués, cela
est due a la forte solubilité d'Acry et ses métabolites (comme le Glyc) qui facilitent
leurs passages a travers le placenta et le lacté (Friedman et al., 1999 ; Sorgel et al.,
2002 ; Schettgen et al., 2004 ; Takahashi et al., 2008) puis sa distribution dans des
nombreux tissus feetales (Sumner et al., 2001) en réduisant le nombre des fétus post-
implantatoire (Tyl et al., 2000) et en conduisant a des malformations, un retard

neurodéveloppemental et des mortalités (Wise et al., 1994 ; EI-Sayyad et al., 2010).

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par (Tyl et al., 2000 ; Garey et
al., 2005 ; El-Sayyad et al., 2010 ; Allam et al., 2011 ; Ogawa et al., 2012 ; Allam et
al., 2013 ; Krishna et al., 2015 ; Erdemli et al., 2016) qui ont signalé que I'exposition
a I'Acry induit une toxicité développementale (retard de développement intra-utérine),
altére I'organogénese et retarde la croissance périnatale (par des signes sensorimoteurs
visuelles : l'ouverture des yeux, des l'oreilles, I'apparition des poils et la perte de
poids... etc), alors que la perte du poids périnatale (indicateur le plus sensible a la
toxicité du développement) selon Adlard et Dobbing (1971) résulte principalement
aux effets intra-utérine de I'Acry ou il induit un déclin de croissance chez les feetus (car
ces organismes en développement sont incapables de meétaboliser ce xenobiotique une
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fois qu'il passe dans le sang a travers le placenta et le cordon ombilicale: déficience
enzymatique), par ailleurs El-Sayyad et al. (2010) montrent que I'Acry réduit le
transport d'oxygene aux tissus feetales due a la formation des adduits avec
I'némoglobine ce qui conduit a des dégénérescences cellulaires, ainsi Ogawa et al.
(2010) déduit que la toxicité prénatale par I'Acry avait démontré une élévation de la
protéine Reelin et par conséquence des anomalies de la migration neuronale, au temps
que ce signal Reelin (une glycoprotéine) produit par certains neurones du systeme
nerveux central assure l'organisation et la cytoarchitectonique de nombreux régions
cerébrales comme le néocortex, I'nippocampe et le cervelet (Béatrice et al., 1998),
tandis que les travaux d'Erdemli et al. (2016,2018) et de Verspeek et al. (2017) ont
démontré que la toxicité maternelle induite par I'Acry a forte et a faible doses était
traduite par un stress oxydant, des Iésions des tissus cérébraux feetales couplées a des
niveaux réduits le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) malgré que ce
dernier soit un facteur neurotrophique qui stimule la neurogénése et la croissance, la
survie neuronale, la différenciation, la plasticité synaptique ainsi qu'il assure un role

anti-apoptotique (Mansour et al., 2017).

D'autre part Allam et al. (2008, 2013) et Al-Gholam et al. (2015, 2016) montrent
clairement que I'Acry engendre une neurotoxicité développementale qui est due au
stress oxydatif décelé par la peroxydation des lipides au niveau cérébral, cérébelleux et
au niveau de la moelle épiniere avec une diminution de la GSH et une inhibition des
enzymes antioxydant (la peroxydase et le superoxyde dismutase) chez les progénitures
ce qui induit des changements tissulaires, des perturbations des enzymes sériques, des
protéines, et des lipides ainsi des concentrations d'électrolytes, visuellement une
réduction des performances et les réflexes sensorimoteurs a été installée, de méme ElI-
Sayyad et al. (2010) indique que son pouvoir toxique délétere aussi le développement
osseux, dans le méme contexte Al-Gholam et al. (2015, 2016) affirment que la
longueur de téte, de cou, de la queue et de la moelle épiniére ont été nettement
inférieurs chez des rats immatures exposé a cet agent outre aux atteintes de motricité et
un déclin du poids corporels ainsi qu'une diminution du rapport matiére grise/matiere
blanche au niveau de la moelle épiniére et une neurodégénérescence tandis que des
neurones moins différenciés et immatures y compris des lisions élémentaires multiples

ont été montré au niveau de la corne dorsale.
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Comme un effet endocrinien, il a été prouvé que I'Acry diminue le taux du prolactine
par un mécanisme méconnu (Uphouse et al., 1982) ce qui va conduire & une mauvaise
lactation qui se termine par une malnutrition (carences en protéines) des portées (perte
de poids) et une mortalité (Frieda et William, 1999 ; Abdul-Hamid et al., 2007).

» L'Acry perturbe I'évolution pondérale :
L'évaluation du poids corporel durant I'expérimentation est un révélateur des
effets indésirables sur la croissance pondérale, dans notre étude, le traitement oral

d’Acry pendant 24 jours chez des souris sevrées avait diminué le poids corporel.

Nos résultats ont été en concordance avec ceux de (Wang et al., 2010 ; Rawi et al.,
2012 ; Yener et al., 2019) contrairement aux StoSi¢ et al. (2018) et Prasad et
Muralidhara (2018) qui ont conclu que I'exposition des rats a I'Acry n'induit pas une

perte de poids.

Wang et al. (2010) et Rawi et al. (2012) ont proposé que cette diminution du poids est
due a la formation des adduits d'hémoglobine de facon accrue, d'autres chercheures
comme (Bergmark et al., 1993 ; Barber et al., 2001 ; Yousef et EI-Demerdash ,
2006 ; Rawi et al., 2012 ; Lebda et al., 2015 ; Belhadj., 2018) ont démontré que ce
déclin pondéral peut découler d'une carence en protéines totales (tissulaires et
plasmatiques), ceci est cohérent avec (Wang et al., 2005 ; Abdul-Hamid et al., 2007 ;
El-Sayyad et al., 2011) qui suggerent que cette carence due a la malnutrition (l'effet
direct de I'Acry sur la croissance) ou a la dégradation excessive des protéines
tissulaires, toutefois les travaux de (Garey et Paule, 2007, 2009 ; Lin et al., 2009 ; Shi
et al., 2012 ; Mohi et al., 2015 ; Tan et al., 2019) signalent également que 1’Acry
pourrait affecter I'appétit des rongeurs en diminuant graduellement I'apport alimentaire
et en entrainant une perte de poids qui était probablement lié au comportement

démotivant (la démotivation apéritive).

Outre le déclin corporel apparait secondairement a la neurotoxicité en affectant la
motricité (incapable de se nourrir) (EIl-Bohi et al., 2011) ou en altérant les centres

hypothalamiques responsables de la faim et de la soif (Alrethaia, 2019).
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» L'Acry engendre des troubles neurocomportementaux :
+ Les effets de I'Acry sur activité locomotrice :

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que 1I’Acry induit des
troubles de motricités chez les souris intoxiquées qui se manifestent par un évasement
des pattes postérieurs voir une paralysie, une incoordination motrice et une réduction du
nombre de redressement, évaluant a travers les tests Gait Score, Beam Balance et le test
de I'Open Field respectivement, ces résultats s’accordent avec plusieurs études (Garey
et al., 2005 ; Rawi et al., 2012 ; Shi et al., 2012 ; Satyajit et al., 2015 ; Goudarzi et
al., 2019 ; Alrethaia, 2019).

L'atteinte de motricité est une caractéristique prédominante d’exposition a
I’Acry qui a été constaté chez toutes les especes animales étudies, ces altérations ont été
expliquées par plusieurs hypotheses, ici nous discutons nos resultats selon trois

hypothéses principales :

D’aprés des études antérieures le premier mecanisme qui a été suggéré pour
expliquer ces troubles de locomotion c'est I'axonopathie distale dans SNP ou I'Acry
entraine la dégeénerescence des nerfs périphériques dont la cible principale c’est le nerf
sciatique et le nerf tibial, ce concept est fonde sur I'observation des lésions au niveau du
nerf sciatique qui se manifestent histologiquement par une accumulation des
neurofilaments, des profils tubulovésiculaires et des mitochondries dégénérées causant
par la suite un gonflement local aboutissant a une dégénérescence de I’axone, ces
Iésions souvent débute dans la partie distale et progresse de fagon rétrograde vers les
corps cellulaires, un processus connu sous le nom de « dying back » (Ko et al., 1999 ;
Yu et al., 2006 ; Dasari et al., 2018a).

Le mécanisme qui était mis en évidence pour justifier cette dégénerescence
c’est le pouvoir d'Acry a inhiber le transport axonal rapide antérograde dans le nerf
sciatique en diminuant l'affinité entre la kinésine et les microtubules suit a une
interaction covalente (alkylation), ainsi qu'une inhibition directe ou indirecte du

transport axonal rétrograde (Sickles et al., 1990).

D'autres chercheurs ont également suggeré que l'interférence avec le métabolisme du
corps cellulaire (IRIS, 2010), la rupture du cytosquelette axonal (Lapadula et al.,

1989), une diminution de I'activité de la pompe Na*/K*" ATPase axolémique (LoPachin
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et Lehning, 1994) peuvent représenter des facteurs aboutissant a la dégénérescence des

axones.

Récemment, Guan et al. (2018) et Yu et al. (2013) indiquent que I’ Acry altére
les protéines cytosquelettiques, il agit sur les microtubules (MTs) en augmentant
I’expression de protéine B-tubuline dans le nerf sciatique ce qui conduit & la destruction
de l'assemblage des microtubules jusqu’a leurs déstabilisations et par la suite une
dégenérescence axonale (Guan et al., 2018), également il diminue 1’expression des

protéines des neurofilaments (Yu et al., 2013).

En effet, la deuxiéeme hypothése qui a été suggéré par LoPachin et al. (2002)
montrent que ces atteintes sont dues probablement a une perturbation dans la
transmission nerveuse dans le SNC et SNP (LoPachin et al., 2000 ; LoPachin, 2002 ;
LoPachin 2004).

Les mécanismes décrits pour élucider cette perturbation comprend une
formation d’adduits entre I’ Acry et les protéines présynaptiques, ou il permit de mettre
en évidence I’'importance de la structure chimique de I’Acry qui lui offre une grande
réactivité vis-a-vis ces protéines, cette derniere participe dans une grande mesure a son
pouvoir neurotoxique, entant qu’un composé carbonylés a, B-insaturé, I'Acry est
considéré comme un électrophile mou qui réagit préférentiellement avec des
nucléophiles mous, dont I’exemple majoritaire biologiquement les groupements thiol
(SH) de résidus de cystéine, ces groupes peuvent exister sous forme thiol (SH) ou
thiolate (S°) (la forme thiolate se trouve généralement dans des triades catalytiques ou
son ionisation est conditionné par un microenvironnement alcalin), cette forme lui
rendre trés réactifs et par conséquent, il réagit plus rapidement avec les électrophiles
comme I’Acry (LoPachin et Barber, 2006; LoPachin et al., 2008 ; LoPachin et
Gavin, 2012), le résultat de cette interaction selon LoPachin et Barber (2006) est une
inhibition irréversible de la neurotransmission suite a la perte de la neuromodulation
dirigée par le NO endogeéne (sachant que la signalisation du NO module la transmission
synaptique en inhibant de fagon réversible la fonction de plusieurs protéines impliquées
dans cette neurotransmission a travers la réaction typique de la S-nitrosylation), parmi
les processus affectés par l'inhibition d'Acry irréversiblement sont la libération, la

recapture, le stockage vésiculaire des neurotransmetteurs car cette synaptotoxicité n'est
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pas suffisamment spécifiqgue pour les terminaisons nerveuses, vu que plusieurs
protéines contenant les résidus cystéines représentes les cibles d'Acry ou il réagit de
maniere relativement non specifique vers eux (LoPachin, 2004), les travaux de Barber
et LoPachin (2004), LoPachin et al. (2004), LoPachin et al. (2006) et de LoPachin
et al. (2007) ont decrit ces altérations in vivo et in vitro, de méme ceci a été identifiée
au niveau de plusieurs synapses périphériques et centrales, notamment au niveau de la
jonction neuromusculaire (Goldstein et Lowndes, 1979, 1981 ; Tsujihata et al.,
1974).

En paralléle, certaines études expliquent les troubles de motricités par une réduction
dans le systeme monoaminergique (El-Yamany et Bayomy, 2007 ; Lebda et al., 2015)
comme l'abaissement des taux de la dopamine qui est un neuromodulateur essentiel
dans le contrble de l'activité locomotrice au niveau centrale (Agrawal et Squibb .,
1981 ; Tareke et al., 2009 ; Prasad et Muralidhara, 2014), I’implication de
I’acétylcholine estérase (AChE) a été également proposé par d'autres chercheurs ou ils
ont indiqué que I’Acry peut causer un dysfonctionnement sévere dans la transmission
synaptique des neurones cholinergiques au niveau de SNC et le SNP (Zhu et al., 2008),
plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence ce changement dans I’activité de
I’AChE dont certain signalent un déficience (Yousef et EI-Demerdash, 2006 ; Lebda
et al., 2015 ; Kopanska et al., 2017 ; Shrivastava et al., 2018) alors d’autre signalent
une augmentation (Prasad et Muralidhara, 2014 ; Abou zaid et al., 2017), par
exemple I'étude de Kopanska et al. (2017) montrent que 1’Acry inhibe l'activité de
I'AChE dans I’hypothalamus et les muscles provoquant une stimulation excessive des
membranes postsynaptique par l'acétylcholine et de ce fait une altération de la
neurotransmission qui se traduit par un évasement des pattes tandis que Husain et al.
(1987) montrent que cette inhibition peuvent étre responsables de I'affaiblissement et
une reduction de la vitesse de conduction au niveau des nerfs, cela conduit a suggérer
que Dinhibition de cette enzyme peut représenter un déterminant important des
propriétés neurotoxiques de I'Acry vue que les neurones cholinergiques sont impliqués
dans des nombreuses fonctions du cerveau y compris la motricité (Kopanska et al.,
2015, 2017,2018 ; Semla et al., 2017), ces études ont été en accord avec la deuxiéme
hypothése afin d'expliquer le mécanisme impliqué dans ces déficiences en

neurotransmission.
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Une autre explication concernant I'incoordination motrice c'est que I’Acry a un
I'impact sur le cervelet cela était confirmé a travers nos sections histologiques, en
considérant I'implication de cette structure dans le contrdle de motricité ainsi que la
production et le stockage des mémoires moteurs, une atteinte fonctionnelle dans les
circuits cérébelleux peuvent engendrer des troubles de coordination telle que ’ataxie
(Shi et al., 2012) , selon les observations de Shi et al. (2012), les effets de I'Acry sur le
cervelet pourraient étre associés a I'expression accrue du GABA et des dommages aux
niveaux des cellules de Purkinje, ceci est le résultats d'une synthése accru du GABA via
I'augmentation de I'expression du GADG65 (une enzyme impliquée dans la synthése du
GABA), cette augmentation de la fonction de synapses inhibitrices provoquent des
dommages tardifs aux neurones notamment les cellules de Purkinje affectant par la

suite la fonction motrice (Shi et al., 2012).

Concernant le troisieme mécanisme, les troubles de motricité pourraient étre
expliqué également par une induction d’un stress oxydant dans le nerf sciatique et par
conséquent une dégénérescence des tissus neuronaux (Zhu et al.,, 2008) un
dysfonctionnement mitochondrial (Prasad et Muralidhara., 2014) ainsi qu'une

activation de I'apoptose (Tabeshpour et al., 2019).

+ L’effet de I’Acry sur les niveaux d’anxiété, la dépression et I’exploration :
L’¢évaluation du niveau d’anxiété, la dépression et 1'exploration par les trois tests
neurocomportementaux (Dark and Light, Forced Swimming Test et I'Open Field)
indique que 1I’Acry génére un comportement anxiogene chez les souris intoxiquées par
rapport au controle et une réduction dans I’activité exploratrice, mais il n’entraine

aucun comportement de résignation chez ces souris.

Bien qu'une étude n'est disponible actuellement afin d'illustrer que 1’Acry
engendre des troubles d'anxiété ou de dépression, la plupart des données montrent que
sa toxicité affecte les niveaux des neurotransmetteurs en induisant des fluctuations, en
effet il a été documenté que ce neurotoxique agit sur le systtme monoaminergique en
considérant que les monoamines (noradrénaline, dopamine, sérotonine) modulent le
comportement tout a fait la sérotonine (5 -hydroxytryptamine 5-HT) et la dopamine

contribuent au sensation de bien-étre et le bonheur (Rawi et al., 2012 ; Prasad et
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Muralidhara, 2014) comparativement a la noradrénaline qui est impliquée dans le
stress (Marie-Pierre et Le Moal, 2012).

A la lumiére de ces donnees, on suppose que l'anxiété et la démotivation observees
chez les souris intoxiquees peut étre a l'origine d'une perturbation dans le systeme
monoaminergique en appuyant notre constatation par les travaux de Dixit et al.
(1981) ; Faria et al. (2018) qui ont démontré que les variabilités en monoamines sont
possiblement liées aux troubles comportementaux, également Husain et al. (1987)
démontrent que ces troubles sont mediés par une diminution de la teneur en

catécholamines.

D'apres les études, il est difficile d'expliquer le mécanisme d'action de I'Acry vis a vis
les neurotransmetteurs, cependant, des épreuves montrent que I'Acry interagit avec le
précurseur des catécholamines la tyrosine (Dixit et al., 1981; Husain et al., 1987 ;
Mansour et al., 2017) cette complexation puisse diminuer la concentration critique de
ces précurseurs au niveau du cerveau, ce qui entraine une inhibition de la synthése des
catécholamines, conformément a ces études, d'autres preuves indiquent que I'Acry
augmente l'activité catalytique de la monoamine oxydase dans le cerveau du rat
(Mansour et al., 2017), cela pourrait confirmer que la dégradation active pourrait

diminuer les niveaux cérébraux en monoamines.

D'autres possibilités ne peuvent pas étre écarter ou la réactivité d'Acry affecte : la
libération, la fixation postsynaptique, la recapture (par l'implication du deuxiéme
mécanisme de la perturbation de la neurotransmission cité auparavant ; hypothése de
Lopachin, 2002) (Husain et al., 1987).

+ Les effets de I'Acry sur la mémoire et I'apprentissage :

Nous avons remarqué a travers le test de Barnes maze que I'Acry n'entraine
aucune trouble de la mémoire et de I'apprentissage. Nos résultats sont en accord avec
I'étude de Garey et Paule (2007) ou ils ont noté a travers le test de Morris Water Maze
que I’Acry n'entraine pas une perte de mémoire, cependant, 1'étude de Goudarzi et al.
(2019) montre que ce neurotoxique affecte la mémoire et I'apprentissage.

On explique ces résultats par le fait que le pouvoir neurotoxique de I'Acry dépend aux
trois facteurs la dose la durée et la voie d'exposition, I'étude de Sisnaiske et al. (2014)

démontrent in vitro que I'Acry peut moduler I'affinité des récepteurs glutaminergiques
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NMDA vers leurs ligands, particuliérement a de faibles concentrations ou ces récepteurs
modulent la plasticité cérébrale et les processus de la potentialisation a long terme, outre
Yan et al. (2018) confirment que I'exposition a I'Acry environ deux mois engendre ces
troubles de mémoire, donc, on conclue que la dose de 400ppm utilisée dans cette étude
se considére comme une dose forte durant une exposition qui était réduite pour cette
raison elle n'entraine pas des troubles de mémoire, de méme Lai et al. (2017) suggérent
que I'Acry exerce des effets toxiques dose-dépendantes sur le développement des

neurones hippocampiques chez des rats sevres.

» L'Acry génere des lisions élémentaires au niveau neuronal (aspect
microscopique):
D'un point de vue neuroanatomie, les lésions €lémentaires sont représentées par
des altérations morphologiques au niveau cellulaire, des organites ou des constituants

moléculaires décelables en microscopie photonique pour les études histologiques.

Dans les résultats obtenus, les neurones ont été particulierement vulnérables aux
agressions dotées a I'Acry y compris : des congestions, des nécroses, des vacuoles, des
spongioses, a cet égard, on établit un lien étroit entre la neurotoxicité d'Acry et les

mécanismes physiopathologiques de ces lésions.

Les congestions ou I'extravasation des capillaires ont été observées dans notres
sections cérébrales et cérébelleuses, les travaux de (Takahashi et al., 2008 ; Abd EI-
Mottaleb et Rashed, 2008 ; El Mehi et al., 2015 ; Zamani et al., 2017 ; Ahrari
Roodi et al., 2018 ; Karimani et al., 2019) ont déja signalé ces Iésions dans nombreux
types tissulaires (gastriques, hépatiques, rénales, neuronales, testiculaires,

spléniques...etc) chez les animaux traités par I'Acry.

Selon les résultats de Ahrari Roodi et al. (2018), I'Acry génére des hémorragies qui
pourrait étre une consequence d'une réaction inflammatoire (ElI Mehi et al., 2015),
simultanément les travaux de (Kim,2005 ; Lyn-Cook et al., 2011; Wei et al., 2014 ;
Markovic et al., 2017) confirment que I'Acry perturbe la signalisation NO, il amplifie
I'expression de I'enzyme oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) dans différents
tissus qui aboutit a une production accru de NO et puisque le NO est vasodilatateur
donc il génere une reaction inflammatoire (Ahmed et Abdella, 2010 ; El Mehi et al.,
2015 ; Dasari et al., 2018), de méme I'étude de Zong et al. (2019) montre que I'Acry
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induit une neuro-inflammation au niveau du cortex cérébral qui était évidente par la
surexpression des cytokines pro-inflammatoires par la médiation de la voie
d’inflammasome NLRP3 ainsi une activation des microglies, a cet égard, on suggere
que ces congestions peuvent refléter une diapédese des médiateurs inflammatoires et

une vasodilatation médiée par I'Acry.

L’cedéme cellulaire est une accumulation d’eau dans le cytoplasme des cellules
par I’altération du gradient osmotique suite a un drainage de liquide dans I’espace
intracellulaire (Tourdias, 2011), par I'analyse microscopique, ces lésions sont
représentées sous la forme de vacuoles des différentes tailles et des spongioses.

Les observations microscopiques de nos sections du parenchyme cérébral
montrent que 1’Acry génére un cedéme cytotoxique, les travaux de (Shrivastava et al.,
2017 ; Sekeroglu et al ., 2017) ¢élucident la capacité d’Acry a former des adduits
d'hémoglobine entrainant un déficience dans le transport d'oxygéne (une hypoxie) (El-
Sayyad et al.,, 2010 ; ElI Mehi et al., 2015), parmi les tissus susceptibles d'étre
endommager irréversiblement par cette hypoxie c’est le systéme nerveux (Mansour et
al., 2017; Goljan, 2019), cette faible oxygénation au niveau intracellulaire va atténuer
la production de I'ATP affectant par la suite la pompe sodium-potassium (ATP
dépendante), ce qui favorise un afflux de sodium et des transferts de liquide osmotique
au niveau intracellulaire (Schettgen et al., 2004 ; Tourdias, 2011; Goljan, 2019), ceci
est considerée comme I'un des mécanismes qu'on peut expliquer l'apparition de 1'cedéme

intracellulaire sous forme des vacuoles et des spongioses.

Dans autre étude, des vacuolisations cytoplasmiques ont été détectée aux niveaux des
glandes gastriques chez les rongeurs exposes oralement a cet agent et selon EI Mehi et
al. (2015) cela était due aux troubles dans la perméabilité membranaire due a la
géneération des ROS, les travaux de Shinomol et al. (2013), Mehri et al. (2015),
Santhanasabapathy et al. (2015), Batoryna et al. (2017) Erdemli et al. (2017)
confirment la capacité d'Acry a induit un stress oxydatif, et par conséquence le
changement de la perméabilité membranaire par les ROS est couplé avec un transport
accru de l'eau et des électrolytes intracellulaire perturbant I'homéostasie cellulaire
(génération de 1'cedéme cytotoxique) (Goljan, 2019), ceci a été considéré comme autre

mécanisme afin d’expliqué 1'eedéme cytotoxique observe dans I'étude histopatologique.
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Les nécroses designent des modifications morphologiques irréversibles
touchant aussi bien les noyaux, les cytoplasmes et observables suite & une dénaturation
protéique et la digestion des organites par les enzymes lytiques, I'un de ces formes : la
caryorrhxise (fragmentation de la masse nucléaire), histopatologiquement ces Iésions

ont plusieurs mécanismes biochimiques inductifs (CoPath, 2012).

Dans notre étude, I'Acry était le facteur déclenchant de cette cytopathologie au niveau
des cellules pyramidales et granuleuses, ceci était confirmé par (Mehri et al., 2015),
bien que les mécanismes proposés expliquant cette cytopathologie restent méconnus, on

suggere l'implication des mécanismes suivants :

% La diminution de la synthese de I'ATP (issus de I'hypoxie) réduit la fonction de
la pompe de calcium (Ca?*) ATPase qui a un rdle cruciale dans l'expulsion de
Ca?" soit dans les réservoirs calciques (mitochondrie, réticulum
endoplasmique...) ou bien vers le milieu extracellulaire, cette perturbation va
augmenter le taux de Ca®" cytoplasmique ce qui active les enzyme (des
endonucléase) responsable de fragmentation du noyau (Caryorrhxise) (Goljan,
2019), pareillement cette mobilisation de Ca *2 vers le milieu cytosolique
pourrait étre également médiée par le stress oxydatif via la production des ROS
(Shinomol et al., 2013 ; Mehri et al., 2015 ; Santhanasabapathy et al., 2015 ;
Batoryna et al., 2017 Erdemli et al., 2017 ; Mansour et al., 2017) qui est
responsable de la perturbation de la perméabilité membranaire (Raju et al.,
2011 ; Mohi et al., 2016 ; Goljan, 2019).

Les lésions cérébelleuses dans notre sections histologiques confirment
microscopiquement l'atteinte de motricité qu'on a observé chez les animaux intoxiqué et
indiquent que I'Acry altére la couche des cellules de Purkinje ainsi de la couche
granuleuse, a la fois les travaux de Beiswanger et al. (1993), Al-Sayyad et al. (2011)

et de Tian et al. (2015) affirment ces observations.

Cavanagh et Nolan (1982) et Imam et Gadallah (2018) ont concluent que I'Acry
est responsable de la dégénérescence des cellules de Purkinje, selon He et al. (2002) ;
Tian et al. (2015) I'Acry réduit les réserves énergétiques en ATP aux niveaux cérébral
et cérébelleux, il diminue le taux de glutamate et augmente la production de GABA par
une surexpression d'une enzyme GADG65 impliquée dans sa synthése cela va affaiblir la
recapture du GABA au niveau du cervelet en induisant une surstimulation des neurones
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gabaergiques (cellules de Purkinje) (Burguiere, 2006) et par la suite leurs

dégenérescences.

Cependant, Mehri et al. (2015) et Dasari et al. (2018b) justifient I'origine de ces
Iésions au pouvoir oxydant de I'Acry par la génération des ROS et la susceptibilité de
systéeme nerveux d'étre altérer par ces radicaux libres due a sa faible teneur en enzymes
antioxydant, de plus Beiswanger et al. (1993) dénoncent que le taux en GSH au niveau
neuronal est diminué comparativement aux tissus hépatiques ainsi que sa
régénérescence est plus rapide au niveau du fois, alors qu'lmam et Gadallah (2018)
constatent que I'Acry entrave la prolifération de la couche granuleuse, la migration et la
différenciation de ces cellules qui peut étre expliquer par l'altération au niveau de

cytosquelette, I'induction du stress oxydatif et un dysfonctionnement.

» L’Acry et les modifications les paramétres biochimiques :

Les parameétres biochimiques sont des marqueurs sensibles aux changements
induit par les xénobiotiques, ils permettent d'évaluer I'effet toxique d'un agent sur les
fonctions physiologiques de l'organisme, afin d’approfondir I’impact de 1I’Acry sur les
parameétres biochimiques, nous avons procédé au dosage de la glycémie, le cholestérol

total, les triglycérides, la créatinine et l'urée.

Les résultats obtenus montrent que I'Acry augmente les concentrations
plasmatiques de glucose, ces résultats concordent avec ceux de (Lin et al., 2009 ; Rawi
et al., 2012 ; Ghorbel et al., 2017 ; Rivadeneyra-Dominguez et al., 2018) qui ont
attribué cette augmentation a une diminution de l'insuline ou de l'insulino-résistance et
Stosi¢ et al. (2018) expliquent cette perturbation par la diminution nombre des
cellules béta pancréatiques et une augmentation du nombre de cellules alpha causée par
I’Acry, pourtant Kovac et al. (2015) établissent une corrélation proportionnelle entre le
taux de glucose sanguin et le catabolisme des réserves en glycogene au niveau du foie
du fait que ce xénobiotique détériore préalablement les tissus hépatiques (lieu de la

détoxification d'Acry).

Les lipides sont connus pour leur réle structural déterminant dans la
constitution des membranes biologiques (phospholipides et cholestérol) et leur role
fondamental dans le stockage de 1’énergie sous forme de triglycérides, les altérations

morphologiques peuvent s'expriment par une perturbation de la métabolisation
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lipidique, pour ce dosage nous avons revélé une augmentation de la cholestérol et une
diminution de triglycéride, ceci a été corroborer avec les résultats de (Rawi et al.,
2012 ; Mahmood et al., 2016 ; Ghorbel et al., 2017 ; EI-Kholy et al., 2018 ; Belhadj,
2018) qui ont expliqué cette augmentation par une baisse du taux de HDL ou d'une
augmentation de la synthése des acides gras au niveau du foie, reflétant un
dysfonctionnement hépatique (Rawi et al., 2012),en plus il est bien établi que 1’Acry
cause des lésions hépatiques a travers la génération des ROS qui conduit a une
altération de l'intégrité et de la fluidité des membranes cellulaires (Ghorbel et al.,
2017 ; EL-Kholy et al., 2018) aboutissant a une mobilisation accrus des lipides
contenues dans le foie (Mahmood et al., 2016), ces ROS peuvent aussi inhiber la
recapture et le stockage des triacylglycérols plasmatiques au niveau cellulaire suite a
une oxydation de récepteur d'insuline par le bais du mécanisme insulino-résistance ceci
va conduire a une accumulation des lipides au niveau plasmatique et cellulaire (Quisti
et Al-Qahtani, 2015) et qui va traduire par une augmentation des taux de cholestérol
total.

La diminution de la concentration plasmatique de triglycérides qu'on avait remarquée
est expliquée selon Rawi et al. (2012) et Allam et al. (2009) par une diminution de la
synthese de lipoprotéines plasmatiques suite a une atteinte hépatique, qui s'effectue au
niveau du réticulum endoplasmique des microsomes hépatiques.

La créatinine et 1’urée constituent des excellents marqueurs de la fonction
rénale, leurs augmentations ou leurs diminutions reflétent un dysfonctionnement (Baba
Ahmed et al., 2010). Dans notre travail, les résultats concernant I'effet de I'Acry sur la
créatinine ont permis de mettre en évidence un taux élevé de la créatinine chez les
souris intoxiquées par rapport aux contréles. Nos résultats sont en accord avec
(Soliman, 2013 ; Erdemli et al., 2018 ; Rivadeneyra-Dominguez et al., 2018) mais
en désaccord avec Mahmood et al. (2015), cette élévation de la créatinine pourrait étre
une conséquence d’une insuffisance rénale, cela explique que I’Acry provoque des
lesions (Rawi et al., 2012 Erdemli et al., 2018), ou Raju et al. (2015) indiquent que
I'atteinte rénale entraine une réduction de la clairance rénale de la creatinine, par contre,
aucune variation n’était observée pour le taux plasmatique d’urée donc on estime que
cette révélation non significative est probablement liée a durée d'exposition (aigu)
pourtant les travaux de (Soliman, 2013 ; Khalifa et al., 2016 ; Erdemli et al., 2018 ;

Rivadeneyra-Dominguez et al., 2018) signalent son élévation.
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Conclusion :

La présente étude montre clairement que I'administration orale de I'acrylamide
durant la période de développement chez les souris Mus musculus a induit des
changements a des différents profils.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons conclure que I'exposition a
I'acrylamide durant cette période était responsable d'un retard de croissance chez la
progéniture voire une mortalité et a l'apparition des atteintes de motricité jusqu'au
paralyse (chez les femelles gestantes et allaitantes) ces atteintes ont été marquées méme
chez les souris sevrées, outre de sa toxicité développementale son pouvoir neurotoxique
a été décelé par I'étude neurocomportementale et histologique, des troubles
métaboliques sont associée aux perturbations des parameétres biochimiques, a cet égard
on résume ces points comme ceci:

L'étude physiologique : montre que I'acrylamide induit un déficit pondéral avec
une diminution des poids de cerveaux.

L'étude neurocomportementale : nous permet de déduire que Il'administration
orale de ce xénobiotique se manifeste par une atteinte de motricité (paralyse des
membres postérieurs et l'incoordination), une anxiété, une réduction de I'exploration
due a sa neurotoxicité a savoir l'axonopathie, la perturbation dans la transmission
nerveuse et I'induction du stress oxydatif.

L'étude biochimique : prouve que I'acrylamide induit une hyperglycémie,
hypercholestérolémie, hypercréatinémie et une réduction du taux des triglycérides au
niveau sanguin lié a des déficiences hépatique et rénal.

L'étude anatomopathologique : atteste que le pouvoir neurotoxique de
l'acrylamide a été déceler a travers sa cytotoxicité, en effet nos résultats illustrent
I'apparition des lésions élémentaires a savoir les congestions, les nécroses, les
spongioses, des vacuolisations au niveau du parenchyme cérébral tandis que des
dégénérescences des cellules de Purkinje des altérations de la couche granuleuse au

niveau cérébelleux.

A la lumiére de ces résultats trouvees et pour approfondir plus cette étude notre
travail pourra étre complété par des approches moléculaires afin de mettre en évidence

le mécanisme responsable de la neurotoxicité développementale et de I'axonopathie
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d'acrylamide, aussi il serait envisageable d'entre prendre un protocole expérimental
pour mettre en évidence une exposition chronique par cet agent, de méme il serait
nécessaire de réaliser des études in vitro et in vivo pour des fins comparatives en
essayeront de trouver les interactions cibles de ce xénobiotique.

I1 serait également intéressant d’étudier les effets de I’ Acry sur le comportement
émotionnel (dépression, anxiété) et établir un lien étroit entre ces perturbations

comportementales et les interactions d'Acry avec le systéme de neurotransmission.
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Abstract:

Acrylamide (Acry) is an important industrial chemical widely used in different
processes. The aim of this study is to evaluate the neurotoxicity of oral Acry treatment
(400ppm) in developing mice using neurobehavioral tests, biochemical analyses and a
histopathological study.

The results obtained indicate that Acry administration induced a postnatal
mortality and growth retardation of the offspring, loss of the body weight, some
neurobehaviors disorders on the immature mice as foot splay, hind limb paralysis,
ataxia, anxiety, reduction of exploration behavior via Gait score, Beam balance, Dark
and light, Open filed tests respectively.

Furthermore, Acry induced a hyperglycaemia and increased significantly a total
cholesterol and creatinine concentrations, decrease a triglycerides level, moreover, its
cytotoxicity was markedly observed on cerebellar as congestions, necrosis,
vacualisations and a deformation and reduction of the granular layer and a
degenereation of purkinje cells on the cerebellum sections.

In conclusion, the present study showed that, Acry as teratogenic and neurotoxic
substance induced hazardous effects on mice.

Keywords: Acrylamide, neurotoxicity, anxiety, motor skills, depression.
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Résumé :

L'acrylamide (Acry) est produit chimique utiliser dans différentes procédures
industrielles. L’objectif de cette ¢tude vise a évaluer le pouvoir neurotoxique d’une
exposition orale a I’Acry a une dose de 400 ppm chez des souris au cours de
développement au moyen des tests neurocomportementaux, des analyses biochimiques

et une étude histopathologique.

Les résultats obtenus indiquent que I'Acry a induit une mortalité postnatale de la
progéniture et un retard de développement, une perte de poids corporel, des troubles
neurocomportementaux chez les jeunes souris comme I'évasement du panard, la
paralysie des membres postérieurs, l'ataxie, I'anxiété, la réduction du comportement
d'exploration a travers les tests du score d'ambulation, la poutre d'équilibre, le double

compartiment noir et blanc et le test du champ ouvert respectivement.

En outre que I'Acry induit une hyperglycémie, une hypercholéstérolémie,
hypercréatinémie et réduit le taux des triglycérides, de plus, sa cytotoxicité a été decelé
de facon marquée au niveau des sections cérébrales & savoir des congestions, des
nécroses, des vacuolisations, ainsi une déformation et une réduction de la couche
granuleuse et une dégénéréscence des cellules de purkinje au niveau des sections

cérébelleuses.

En conclusion, la présente étude montre que I'Acry exerce une tératogénicité et

une neurotoxicité en induisant des effets indésirables sur les souris.

Mots clés : Acrylamide, neurotoxicité, anxiété, motricité, dépression.
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