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Résumé

Le glyphosate, une molécule utilisée dans la composition de trés produits phytosanitaires, semble
impacter le comportement et le systéme nerveux de nombreuses espéces animales, y compris I’humain.
Nos travaux, et ceux de nombreux autres laboratoires, suggerent ainsi que le glyphosate, utilisé seul ou
sous formulation commerciale, altére de nombreux marqueurs de la neurotransmission, notamment au
niveau de I’hippocampe, région du cerveau importante pour les processus de mémorisation. Alors que
la majorité des travaux s’intéresse a 1’impact de ce composé sur le neurodéveloppement, nous nous
sommes focalisés sur les méres, en utilisant un modéle rongeur. L’administration de relativement faibles
doses de glyphosate avec 1’alimentation montre un impact sur le comportement maternel de ces meres
et sur la neurocircuiterie. Il semble gue cet impact du glyphosate sur le cerveau résulte d’une altération
du microbiote intestinal mais un effet direct sur les cellules nerveuses n’est pas encore exclu. Il est
nécessaire de mieux caractériser si et comment le glyphosate, seul ou sous formulation commerciale, a
doses environnementales, pourrait influencer la neurophysiologie et le comportement. L’inclusion des

femelles, y compris gestantes, dans les études permettra de mieux généraliser les études en toxicologie.
Summary

Glyphosate, a molecule used in many crop protection products, appears to have an impact on the
behavior and nervous system of many animal species, including humans. Work performed in our and
several other laboratories suggests that glyphosate, used alone or in commercial formulations, alters
numerous markers of neurotransmission, particularly in the hippocampus, a brain region important for
memory processes and emotion. While the majority of studies focus on the impact of this compound on
neurodevelopment, we focused on mothers, using a rodent model. The administration of relatively low
doses of glyphosate in the diet had an impact on maternal behavior and neurocircuitry. Our work further
suggests that the impact of glyphosate on the brain results from an alteration of the gut microbiota, but
a direct effect on neurons or glial cells has not yet been ruled out. There is a need to better characterize
whether and how glyphosate, alone or in commercial formulations, at environmental concentrations,
could influence neurophysiology and behavior. The inclusion of females, including pregnant females,

in the studies will enable better generalization of toxicology studies.
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Introduction

Le glyphosate (N-phosphonométhyl-glycine), initialement brevet¢é comme chélateur d’ions
métalliques divalents (US Patent No. 3160632A) est plus largement connu pour ces propriétés herbicides,
brevetés en 1971 (US Patent No. 3799758). Le glyphosate entre actuellement dans la composition de plus
de 750 herbicides a large spectre utilisés dans le monde entier et en moins de 20 ans, I'utilisation de cette
molécule a considérablement augmenté, passant d'environ 50 000 tonnes de composé bioactif vendus
en 1994 a plus de 750 000 tonnes aprés 2014 [1], et tres probablement une croissance au-dela [2] . Cette
augmentation est principalement liée au développement de mais et de soja génétiquement modifiés et
résistants au glyphosate, ainsi que des techniques d'application du glyphosate avant la récolte pour une
dessication accélérée (cfr informations dans [3]). Plusieurs études suggerent que le glyphosate et ses
métabolites persistent dans l'eau [4] et la poussiére [5]. Tout aussi important dans le cadre
épidémiologique, plusieurs analyses qualitatives mettent en évidence la présence du glyphosate dans les
aliments, tels les céréales les fruits et les légumes [6, 7], mais également dans le poisson [8] et le lait
infantile [9]. Tout ceci semble clairement indiquer que I'exposition de la population, y compris non
professionnelle, par le glyphosate est généralisée.

Le glyphosate inhibe la 5- enolpyruvyl shikimate- 3- phophate synthase (EPSPS), une enzyme
clé de la voie du shikimate [10]. Cette voie métaboligue est nécessaire a la biosynthése des composés
aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine chez les plantes, d’ou son utilisation
comme herbicide, mais aussi chez les algues, les champignons, les bactéries et les Archaea. Cette voie
étant absente chez les vertébrés, le glyphosate a longtemps été considéré comme sans danger pour les
animaux, y compris les humains [10, 11]. Cependant, un certain nombre d’études ont mis en évidence
un lien entre I'exposition aux herbicides a base de glyphosate (glyphosate-based herbicides : GBH) et
certains cancers chez I’humain, et plus particuliérement les lymphomes non-Hodgkiniens (par exemple
[3, 12]) tandis que d'autres travaux ne trouvent aucune association [13-16], cette divergence rendant
I'évaluation des risques difficile pour les agences de réglementation. En 2015, le glyphosate a été classé
comme "probablement cancérogene pour I’humain" (groupe 2A) par le Centre International de
Recherche sur le Cancer [17], tandis que I'Autorité européenne de sécurité des aliments [18] et I'Agence
européenne des produits chimiques [19] ont conclu que le glyphosate n'est pas cancérogéne, mutagene
ni génotoxique pour la reproduction. Le débat sur I’innocuité du glyphosate et des herbicides a base de
glyphosate en termes de cancérogénicité reste toujours ouvert tant au niveau réglementaire qu’au niveau
scientifigue [20-22]. Cette contradiction est notamment liée a la présence de co-formulants, ou
adjuvants, ajoutés aux formulations commerciales (voir notamment [23-25]), a la différence entre les
concentrations environnementales réelles et les doses souvent (trés) élevées utilisées dans de nombreux
protocoles expérimentaux (facteur risque) et ainsi qu’a la difficulté d’une mise en évidence de la cible
moléculaire du glyphosate chez les vertébrés.

En paralléle a ce lien potentiel entre cancer(s) et exposition au glyphosate, un nombre croissant

d'études suggerent que I'exposition au glyphosate et aux GBH pourrait aussi conduire & divers troubles
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et de pathologies indépendants des propriétés cancérigenes et mutagenes potentielles (par exemple [26-
28]). Plus particulierement en lien avec le systéme nerveux, de nombreuses études in vitro et in vivo
suggerent que l'exposition a des doses moyennes ou élevées de glyphosate, seul ou sous formulation,
aux premiers stades du développement neuronal, induit une dérégulation de certaines voies de
signalisation neuronales et de la communication cellulaire dépendant de certains neurotransmetteurs
[29-31]. Cet article n’a pas pour but de fournir une revue exhaustive de la littérature sur les effets du
glyphosate sur la (neuro)physiologie mais de présenter des informations sur I’impact de glyphosate seul
ou sous formulation sur le systeme nerveux central et sur le comportement, et plus particulierement
I’impact sur les méres exposées a ces substances. Je présenterai ci-dessous une synthese des résultats
discutés au cours des journées francophones de nutrition qui se sont déroulées a Toulouse du 16 au 18
Novembre 2022.

Depuis un certain nombre d’années, plusieurs études suggérent que certains GBH induisent une
altération de la concentration de neurotransmetteurs tels que la dopamine, la noradrénaline, la sérotonine
et le glutamate, ainsi que de leurs métabolites, ainsi que la liaison des neurotransmetteurs a leurs
récepteurs correspondants dans plusieurs régions du cerveau telles que I'hippocampe, la substance noire,
le cortex préfrontal chez les rats méles adultes [30-32]. Cet impact sur les neurones est associé dans le
systéme nerveux a une altération des astrocytes [33], des cellules de Schwann [34] et du systéme
immunitaire [35], entrainant un retard dans les processus de différenciation, de croissance, de migration
et de myélinisation des neurones a la fois dans le systéme nerveux périphérique (SNP) et dans le systéme
nerveux central (SNC), y compris I'hippocampe. Ces altérations du systéme nerveux consécutives a un
traitement périnatal au GBH sont généralement liées a des défauts d'activité locomotrice, de sociabilité,
d'apprentissage et de mémoire chez les souris adultes [31, 36, 37], et pourraient contribuer a augmenter
le risque de dépression et d'anxiété [33, 38], bien que le lien de causalité entre I'exposition au glyphosate
dans I'environnement et les troubles neurologiques neuropsychiatriques humains n‘ait pas encore été
établi. Il faut ainsi noter que la plupart des études animales ont utilisé des doses relativement élevées en
glyphosate lors de I'exposition au GBH (>50 mg/kg/jour) alors que I'exposition réelle,
environnementale, est en général plus faible [39]: les niveaux urinaires aprés une exposition
professionnelle varient de 0,26 a 73,5 ug/L et 1'exposition de la population générale de 0,16 a 7,6 ug/L
[40]. Il faut cependant noter que des données plus récentes montrent que des doses plus faibles de
glyphosate et/ou de GBH pourraient également affecter les neurones in vitro [41, 42] ainsi que la

structure et les fonctions cérébrales et le comportement [43].

Modéle d’étude

Comme beaucoup d’études en (neuro)pharmacologie/toxicologie, la majorité de travaux in vivo,
dont ceux précités, sont réalises via un traitement de la mére (en cours de gestation et/ou de lactation) et
les analyses d’impact réalisées sur la descendance male [44]. Cependant, la pharma/toxico-cinétique

(ADME : Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion) est non seulement différente entre méles
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et femelles mais également entre femelles vierges et femelles gestantes. Par exemple, nous avons
montré que I’absorption et le métabolisme de la sertraline, un inhibiteur de la recapture de la sérotonine
tres couramment utilisé comme antidépresseur, y compris chez les femmes enceintes (voir Zoloft®),
étaient significativement différents entre femelles gestantes et non-gestantes dans un modele rat [45].
Chez les humains également, les changements physiologiques associés a la grossesse, notamment au
niveau hormonal (voir [46]), ont un impact important sur de nombreux parametres pharmacocinétiques.
Sachant que la moitié (et méme un peu plus) de la population humaine est de sexe féminin et que
approximativement 80% de femmes seront & un moment donné de leur vie enceintes au moins 1 fois, il
est plus que fondamental de définir I’impact potentiel de molécules chimiques, prises de fagon volontaire
(par exemple médicament ou additifs alimentaires) ou involontaire (par exemple résidus de pesticides
dans I’alimentation) sur le cerveau des femmes au courant de la gestation et/ou de la lactation, en plus
de savoir quels impacts ces molécules pourraient avoir sur le développement des nouveau-nés.

Au vu de ces informations, nous nous sommes donc demandé si le glyphosate, seul ou sous
formulation, et a des doses relativement faibles par rapport a ce qui était habituellement publié dans la
littérature, pouvait avoir un effet sur les méres exposées, et pas seulement sur leur descendance, en
utilisant un modéle rat. Pour ce faire, nous avons réparti de facon aléatoire des femelles rats gestantes
en 3 groupe trois groupes, I’un recevant la solution contrdle, 1’'un du glyphosate a Smg/kg/jour, et le
troisieme groupe une formulation commerciale, le Roundup® 3Plus (Monsanto, Allemagne). Le choix
de cette dose a été réalisé sur base de la dose sans effet nocif observable (NOAEL en anglais) établie a
50mg/kg/jour. Le traitement a été administré par voie orale via des gaufrettes a la vanille [47] tous les
matins depuis le jour 10 de gestation (GD10) jusqu'au sevrage des petits, au jour post-partum (PD) 22
(voir figure 1).

Insérer figure 1 approximativement ici

Cette méthode de traitement oral a 1’aide d’un biscuit, que nous avons validées et qu’un hombre

croissant de laboratoires utilise, possede des avantages importants:

- Cette approche évite le stress de 1’animal en comparaison a d’autres méthodes telles que
I’injection ou le gavage oral (voir par exemple [48]), puisque la prise du traitement est
volontaire (et visiblement trés appréciée au niveau gustatif, voir Figure 1.) Cette réduction du
stress est importante non seulement pour 1’animal traité¢ mais également pour la descendance,
sachant que tout stress maternel en tant que tel impacte de fagon significative le
neurodéveloppement et le comportement de la descendance.

- Lapharmacocinétique d’absorption de la molécule suite a une ingestion alimentaire volontaire
(donc naturelle) ou via gavage ou autres méthodes d’administration, est significativement
différente (voir par exemple [49] [50]). Le traitement oral par biscuit se révele étre plus proche
de la situation environnementale a laquelle une grande majorité de la population est exposée

(via I’alimentation, voir ci-dessus). Nous n’excluons aucunement une contamination via les
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voies respiratoires (voir par exemple [51, 52]), plus particulierement pour les professionnels,
mais ¢’est aspect n’a pas été étudié dans le cadre de nos travaux (ni dans la majorité des travaux

s’intéressant au glyphosate).

Impact du glyphosate, seul ou sous formulation sur le comportement maternel

Dés la naissance des jeunes, nous nous sommes intéressés au comportement maternel de ces meres

contréles, traitées au glyphosate ou au RoundUp3+® pendant la gestation, en nous assurant au préalable
de la similarité entre les portées de chaque groupe. Nous avons enregistré plusieurs comportements
maternels sans déranger ces femelles, en quantifiant la fréquence de léchage anogénital, la fréquence et
la position au cours de la lactation, la construction du nid, ... Le jour suivant la mise bas, c’est- a-dire
le premier jour d’observation des comportements maternels, les petits ont été séparés de leur mere
pendant 10 minutes afin quantifier les caractéristiques de la progéniture (notamment poids des jeunes,
du nombre et du sexe de nouveau-nés,...). Nous avons pu observer gque le jour suivant la mise-bas, les
meéres du groupe témoin ont passé plus de temps a lécher leurs petits par rapport aux meéres traitées au
Glyphosate ou au Roundup. Des études antérieures ont montré que la manipulation ou l'isolement des
petits aprés la mise-bas perturbent les comportements maternels, les changements les plus importants
étant associés a une augmentation du léchage et de soins promulgués aux jeunes lors de la réunion
subséquente de la mére avec ses petits [52-58]. Nos observations montrent donc que les méres traitées
au Glyphosate ou au Roundup ne présentent pas cette augmentation a priori naturelle normale du
comportement de léchage lors de la réintroduction de la mére. Plusieurs hypotheses ont été émise pour
expliquer cette différence :

1. Bien qu'un grand nombre d'études se soient concentrées sur les conséquences de I'isolement a court
et a long terme sur la progéniture [59, 60], peu de choses sont connues sur les conséquences
physiologiques et comportementales de cette séparation pour la mére. Il est cependant probable que
la séparation provoque une certaine forme d'anxiété non seulement pour le petit, mais aussi pour la
mere. Des travaux antérieurs suggerent qu’une exposition précoce ou a I'age adulte a divers types
d’herbicide contenant du glyphosate, a des doses plus élevées que celles utilisées dans notre étude,
augmente l'anxiété et certains comportements associés a des symptémes de type dépressif chez les
rongeurs[61-63]. Cette augmentation de 1’anxiété se traduirait dans le cas des meéres par une
augmentation anormale de certains comportements maternels, alors que nous observons ici une
diminution. Il faut cependant noter que les bases neurobiologiques de 1’anxiété et de la dépression
chez les méres en péripartum sont, dans une certaine mesure, différentes par rapport a ce qu’on peut
observer chez les males et les femelles vierges [64].

2. La progeéniture influence, par un contact tactile direct, des signaux olfactifs et des vocalisations
ultrasoniques, l'intensité des soins parentaux prodigués par la mere. Chez les rongeurs, le méle est
plus susceptible d'initier le contact avec la mere et, en retour, la meére prodiguera des soins & son

jeune. Le léchage et le toilettage de la mére envers sa progeniture méale sont généralement plus
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importants et fondamentaux pour que le male développe une interaction socio-sexuelle appropriée
plus tard dans la vie [65-67]. Une exposition au glyphosate seul ou sous formulation durant la
gestation pourrait donc altérer la capacité de la mére a répondre aux stimulations sensorielles de ses
jeunes, mais aucune étude @ ma connaissance n’a examiné les effets du glyphosate sur les réponses
olfactives ou auditives en provenance de la descendance (et c’est le cas pour la majorité des travaux
sur le neurodéveloppement, voir toutefois [68-70].

3. Une troisieme hypothese en lien avec la précédente est que la progéniture elle-méme pourrait étre
exposeée, soit durant le développement suite au passage placentaire du glyphosate, soit durant la
lactation avec la présence de glyphosate dans le lait maternel, soit une addition des deux.
L'exposition in utero de la progéniture a pu affecter les signaux sensoriels émis par la progéniture
[71]. Pour supporter cette hypothese, I'exposition périnatale a des pesticides organochlorés tels que
le chlorpyryfos ou le lindane affecte la vocalisation ultrasonique émise par les nouveaux nés [72,
73]. Il est donc également envisageable que la modification du comportement des petits suite a

I'exposition in utero au Glyphosate modifierait les soins prodigués par la mere.

Ces 3 hypotheses ne sont pas mutuellement exclusives et une analyse plus poussée des interactions
méres/descendance devrait étre plus particuliérement prise en considération, comme suggéré dans Keller

et collegues [46].

De maniére plutot surprenante, le comportement maternel a également été affecté plus tard chez
les animaux traités au Roundup3+ entre 2 et 6 jours apres la mise bas, avec cette fois une augmentation
du comportement de léchage par rapport aux méres du groupe témoin et du groupe traité au Glyphosate.
Nous n’avons pas d’explication a ce changement du comportement chez les méres traitées au RoundUp
par rapport aux individus contréles mais il n’est pas impossible que certaines molécules associées au
glyphosate dans la formulation commerciale induiraient cet effet dans un contexte non anxiogéne (voir
Mesnage [23, 25]; y compris via une stimulation olfactive de la mere). De facon similaire a ce qui a été
présenté juste ci-dessus, cette observation pourrait étre lié a un impact sur la mére, sur la descendance,

ou sur ’interaction entre les deux.

Plasticité synaptique

Une modification du comportement est de toute évidence a mettre en lien avec une modification
au niveau cérebral. Nous nous sommes intéressés a 1’effet potentiel du glyphosate ou du RoundUp apres
traitement oral sur la neuroplasticité de ces meres. A notre connaissance, il n'existait aucune information
sur la plasticité cérébrale ni sur le comportement de la mere ni sur la maniére dont la mere elle-méme
pourrait étre affectée par ce traitement. En général, la grande majorité des études se concentrent sur les
effets de I'environnement chimique pendant la période périnatale sur les résultats

neurodéveloppementaux de la descendance en raison de l'intense neuroplasticité du cerveau en
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développement. Cependant, les circuits neuronaux des femelles/femmes adultes sont également
remodelés de maniére significative pendant la grossesse et la période d'allaitement pour adapter leurs
comportements aux besoins de leur progéniture et a leur survie dans un environnement variable [74-78].
Parmi les différentes régions cérébrales remodelées durant la période péripartum sont retrouvées les
structures neurales classiquement impliquées dans la reproduction tels que le noyau préoptique médian,
I’hypothalamus, l'aire tegmentale ventrale et le noyau de la strie terminale. Plusieurs études un peu plus
récentes ont également mis en évidence des modifications neuronales relativement significatives dans
plusieurs régions non classiquement associées au comportement maternel tels que le cortex (notamment
le cortex auditif [79, 80] et I'nippocampe [81-83]. Ces régions montrent naturellement une grande
neuroplasticité en lien notamment avec I’apprentissage mais sont également trés sensibles aux facteurs
environnementaux sociaux et chimiques.

L’hippocampe comprend notamment les champs ammoniens (Cornu Ammonis: CA1, CA2, CA3
et CA4) et du gyrus dentelé. 1l convient d'ajouter que les régions ventrale et dorsale de I'hippocampe
présentent des différences physiologiques et fonctionnelles. Ainsi, I'hippocampe dorsal est plut6t
impligué dans la cognition spatiale et plus généralement lié aux performances cognitives et les processus
de mémorisation, tandis que la partie ventrale est plut6t associée a la régulation des émotions, y compris
le stress et I'anxiété [84, 85].

Nos travaux ont montré que l'exposition péripartum au glyphosate et au Roundup est lié a une
augmentation I'expression de la synaptophysine dans la région dorsale du gyrus dentelé alors que dans
le gyrus cingulaire, une zone du cortex préfrontal médian fonctionnellement liée a I’hippocampe dans
les aspects de mémorisation et émotion, cette expression est réduite. Le glyphosate seul a augmenté
I'expression de la synaptophysine dans le gyrus dentelé ventral et les régions CA3 de I'hippocampe. Ces
données suggérent des effets régionaux spécifiques du glyphosate et du Roundup et non pas une simple
toxicité générale suite a l’exposition a cet herbicide [47]. La synaptophysine est une protéine
membranaire exprimée a la surface des vésicules synaptiques et se trouve dans la plupart des neurones
du systéme nerveux central. [86]. Plusieurs études sur rongeurs, en accord avec nos travaux, ont
démontré une modification de la complexité dendritique et de la formation et maturation des synapse
[87], de la libération et du métabolisme des neurotransmetteurs tels que la dopamine et le glutamate dans
diverses régions du cerveau du rat male aprés une exposition au glyphosate ou a des herbicides a base
de glyphosate via eau de boisson (doses = 70mg/kg/jour) durant la période périnatale et/ou a I’dge adulte
[30-33, 61]. Par exemple, de fortes doses de glyphosate entrainent une augmentation de la libération et
du recyclage de la sérotonine dans le striatum et I'nypothalamus et une diminution de la présence de
dopamine dans le cortex préfrontal et I'nippocampe [30]. La modification de la dopamine est
probablement liée a la réduction de I'expression de la tyrosine hydroxylase [63], un enzyme clé
responsable de la synthése de dopamine dans le cerveau. La modulation des niveaux de dopamine peut
également étre associée a une réduction de la liaison des récepteurs dopaminergiques de types D1 dans

le noyau accumbens de rats males adultes exposés au glyphosate [31]. Le noyau accumbens fait partie
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de la voie mésolimbique, un réseau neuronal notamment impliqué dans les aspects motivationnels et de
récompense y compris en lien avec le comportement maternel et toute modulation de I'activité neuronale
dans cette région cérébrale pourrait modifier les soins maternels apportés a la progéniture [88-90]. Outre
les monoamines, l'acétylcholine estérase, qui est l'enzyme responsable de la dégradation de
I'acétylcholine dans la fente synaptique pour mettre fin a la transmission synaptique cholinergique, est
inhibée dans le cortex préfrontal, le striatum et I'nippocampe des méles et des femelles adultes apres une
exposition périnatale au glyphosate [33, 36]. La concentration extracellulaire de glutamate et la
recapture d'acides aminés sont également altérés dans I'hippocampe a la suite d'une exposition a un
herbicide a base de glyphosate [32, 33, 36]. L’ensemble de ces données démontrent donc clairement une
modification de la neurotransmission dans le systéme nerveux central aprés exposition orale au
glyphosate et aux formulations commerciales contenant du glyphosate. Il serait cependant nécessaire de
mieux définir I’impact global de cette exposition sur un nombre de neurotransmetteurs plus importants,
dans plusieurs régions cérébrales et ainsi déterminer les conséquences sur les réseaux neuronaux, chez
les méles et chez les femelles, mais également lors des différentes étapes de la vie (enfance, adolescence,

parentalité, ...).

Neurogenése

En paralléle, ou en plus, de ces altérations de la transmission synaptique observées au sein de
I’hippocampe, nous nous sommes également intéressés a la neurogenése dans cette région. En effet,
deux régions du cerveau, la zone sous-ventriculaire des ventricules latéraux et la zone sous-granulaire
du gyrus dentelé de I'nippocampe, sont connues pour produire un grand nombre de nouveaux neurones
tout au long de I'age adulte chez les mammiféres [91, 92]. Cette neurogenese et la neuroplasticité de
facon générale dans I'hippocampe sont fortement affectées par 1’apprentissage et notre mode de vie (par
exemple [93, 94]), mais également par I'environnement chimique [95-97] y compris les médicaments
[45, 98]. La neurogeneése hippocampique est aussi fortement modulée au cours de la grossesse et de la
période postnatale chez les rongeurs et trés probablement chez d’autres espéces, y compris chez
I’humain [82, 99-101]. Au cours de nos travaux, nous avons pu constater une augmentation significative
du nombre de cellules post-mitotiques exprimant de la doublecortine, donc de nouveaux neurones
immatures, dans la partie dorsale de la zone sous-granulaire du gyrus dentelé de I’hippocampe des meres
traitées au Roundup, et dans une moindre mesure au glyphosate seul, par rapport aux méres du groupe
controle [47]. Aucun effet du traitement sur les mesures de prolifération et différenciation neuronal n'a
été mis en évidence dans la région ventrale de I'hippocampe. Cette augmentation du nombre de de
nouveaux neurones immatures, mais pas de la prolifération cellulaire en général, dans I'nippocampe
dorsal suite au traitement par le Roundup est probablement le résultat d'une combinaison de plusieurs
mécanismes cellulaires liés & une différentiation et une maturation plus rapide de ces nouvelles cellules
ou a une plus longue période de survie des cellules immatures. Les conséquences de cette augmentation

ne sont pas connues, bien qu'il soit suggéré que la neurogenése adulte n’est pas nécessaire a
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I'apprentissage en tant que tel, mais plut6t a la modulation et a la plasticité de la contextualisation spatio-
temporelle des nouvelles informations. Des résultats non publiés de notre laboratoire montrent
également que la descendance adulte de ces méres traitées est également sujette a une augmentation de

la neurogénése dans le gyrus dentelé, au niveau dorsal mais également au niveau ventral.

Cible du glyphosate ?

Une nécessité en termes de réglementation et régulation de I’ utilisation du glyphosate est de définir
la cible moléculaire de la molécule chez les mammiféres (et tous les animaux de fagon général). Comme
indiqué dans I’introduction, le glyphosate est une molécule capable d’inhiber I’enzyme EPSPS impliqué
dans la voie du shikimate. Cette enzyme (et la voie de synthése) n’existe pas chez les vertébrés et il
semble donc légitime de savoir comme le glyphosate pourrait impacter le cerveau et tout autre tissu de

I’organisme.

A. Récepteur ou enzyme

Certains travaux suggérent que les effets du glyphosate dans le cerveau pourraient étre liés a
I'excitotoxicité du glutamate, stress oxydatif ou a activation directe des récepteurs glutamatergiques [32,
33, 35, 36]. Ainsi, des travaux utilisant des approches numériques de modélisation via amarrage
moléculaire (docking) démontrent que le glyphosate serait capable de se lier aux récepteurs
glutamatergiques de type NMDA ainsi qu’aux récepteurs glycinergiques, avec une stabilité plus faible
de la liaison du glyphosate au niveau du site liaison de la glycine par rapport a celle du glutamate [33].
Cette interaction, si le glyphosate agit comme agoniste sur le récepteur, augmenterait I'entrée de Ca**
dans les neurones, déclenchant une altération de la physiologie mitochondriale et induirait des
dommages oxydatifs [102, 103]. On peut également noter que le stress oxydatif, indépendamment de
I'activation des récepteurs NMDA apres exposition au glyphosate ou a divers herbicides a base de
glyphosate a également été observé dans de nombreux tissus, tels que le foie et les reins [104-107]. De
plus, des travaux récents suggerent un impact du glyphosate sur les enzymes epoxide hydrolase et
décarboxylase, certaines notamment impliquées dans le métabolisme de neurotransmetteurs comme le
GABA et le glutamate [108, 109]. Ces interactions directes du glyphosate avec des récepteurs ou des

enzymes doivent encore étre testées expérimentalement, non seulement in vitro, mais surtout in vivo.

B. Chelation

Le glyphosate posséde des propriétés chélatrices et lie les cations divalents (par ex. Mg**, Ca*™,
Fe™, Mn**, Cu**, Zn**), une propriété chimique mise en évidence et brevetée [110] avant son utilisation
comme herbicide [111]. Cet effet chélateur n'est pas clair in vivo et son impact sur la biodisponibilité
en ions métalliques divalents controversés [112-116]. La présence de cations divalents, y compris Ca*,
Fe*™ ou Mg*™, est d'une importance fondamentale pour tout organisme, y compris pour les vertébrés

chez qui ces ions participent & diverses fonctions physiologiques, notamment la formation des os et la
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communication cellulaire (Ca™), le transport de I'oxygéne (Fe**) et comme cofacteurs enzymatiques
(Ca*™, Mg*™), pour n'en citer que quelques-unes et toute altération de la biodisponibilité de ces éléments
entrainerait donc des effets néfastes majeurs pour l'organisme. Tang et ces collégues [117] ont révélé
qu’une exposition a des concentrations faibles (5 mg/kg), moyennes (50 mg/kg) ou élevées (500 mg/kg)
de glyphosate diminuaient les concentrations de Zn*™* et de Fe** dans le foie, la rate et les reins chez le
rat male adulte. Inversement, ils ont constaté une augmentation significative de Mg** dans le cerveau
apres une exposition de 35 jours a des doses de 50 et 500 mg/kg de glyphosate. Nos travaux n’ont pas
montré d’effet du glyphosate seul ou sous formulation sur les niveaux plasmatiques de Ca**, Fe*", Mn**
et Mg** chez les méres exposées[47]. Il serait intéressant d’analyser de fagon plus systématique I'effet
potentiel du glyphosate sur les cations divalents in vivo et de déterminer, si des changements sont
observés, quelles conditions d’exposition (méthode d’exposition, différence male/femelles ?) peuvent

entrainer une altération de la physiologie de I'organisme.

C. Microbiote

Bien que I’EPSPS, cible du glyphosate, soit principalement étudiée chez les plantes pour des raisons
économiques évidentes, la voie enzymatique du shikimate est également présente dans la plupart des
bactéries. Chague organisme vertébré (et invertébré) est I'hdte de milliards de micro-organismes,
collectivement appelés microbiote (le terme « flore », encore largement utilisé, étant a proscrire). Des
modifications du microbiote ou dysbiose, et plus particulierement étudié le microbiote intestinal, par
exposition chimique (y compris les antibiotiques, le régime alimentaire, les pré- ou probiotiques, etc.)
sont connues pour étre associées a des altérations significatives de la physiologie de I'organisme, y
compris des altérations de la neuroplasticité et du neurodéveloppement [118, 119]. [120, 121].

Un nombre faible, mais croissant, d’études ont montré que I'exposition au glyphosate et pesticides
contenant du glyphosate semble affecter le microbiote intestinal [122-125]. Ainsi, quelques études ont
montré que le glyphosate pouvait avoir un impact sur les bactéries du sol [126] mais aussi sur le
microbiote des espéces animales, depuis des insectes et plus particulierement les abeilles [127, 128]
jusqu’aux mammiferes [129-131], en passant par les poissons[132] et les reptiles [133]. Nos propres
résultats ont ainsi montré que le microbiote intestinal des méres est affecté par le glyphosate et le
RoundUp3+®, bien que de maniéere spécifique a la formulation, comme précédemment montré (par
exemple [134]). En effet, nous avons montré une augmentation du phylum Bacteroidota chez les méres
exposées au RoundUp3+ et une réduction des Bacillota apres I'exposition au Roundup, le glyphosate
seul n'ayant pas d'impact sur les deux phyla [47]. D'autres études menées non seulement sur des rats,
mais aussi sur des abeilles et bourdons, font état de résultats similaires, a la suite d'une exposition au
Glyphosate ou & un herbicide & base de Glyphosate [71, 123, 129, 130]. Bien que le réle précis de chacun
de ces phyla sur la physiologie du cerveau soit, a notre connaissance, loin d'étre compris, quelques études
ont suggéré qu'un déréglement des populations de Bacteroidota (anciennement Bacteroidetes [135])

et/ou des Bacillota (anciennement Firmicutes) est associé a des troubles mentaux, y compris les troubles
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de spectre autistique [136-138] et la maladie d'Alzheimer [139, 140]. De méme, nous montrons aussi
que chez les meres, les Butyricicoccus sont diminués plus particulierement aprés le traitement au
glyphosate seul, alors que Alloprevotella sont augmentés uniquement apres exposition au
RoundUp3+®. Certaines études ont trouvé une association entre les maladies de Parkinson et troubles
neuropsychiatriques[141, 142] et une population Prevotellaceae réduite 134-137. 1l faut cependant noter
que d’autres travaux, dont les ndtre non encore publiés sur la descendance de ces meres traitées,
montrent des variations de ces microorganismes dans des directions opposées. Ainsi, Mesnage et ses
collégues ont mis en évidence une abondance réduite en Bacteroidota, mais aussi en Campilobacterota
suite au traitement par 2 types de pesticides contenant du glyphosate, le Roundup Bioflow et le
RangerPro [134]. Cet effet était plus prononcé chez les femelles par rapport aux males. Nous avons
également observé que la descendance femelle de nos méres était également plus sensible aux pesticides,
avec une réduction de 1’abondance en Bacteroidota suite & 1’exposition maternelle au glyphosate (alors
gue le RoundUp seul avec un impact positif sur ce méme phylum chez les méres) et une augmentation
des Bacillota (diminution suite au RoundUp3+® chez les méres).

Dans le cadre de ces travaux sur le glyphosate, mais également de fagon trés générale dans la grande
majorité des travaux actuels en toxicologie et neurotoxicologie, il est important de rappeler que ce sont
en générales les méres qui sont traitées, soit au cours de la gestation, soit au cours de la lactation, afin
de définir un impact potentiel du traitement sur la descendance. Relativement peu d’études s’interrogent
sur le passage des molécules au travers de la barriére intestinale, de la barriére hématoencéphalique
(dans le cadre de neurotoxicité), de la barriére placentaire et/ou de la présence de la molécule dans le
lait maternel. Il est important d’ajouter que 1’absorption du glyphosate aprés administration orale est
relativement faible, de 1’ordre de 25-30% chez le rongeur et 1-6% chez 1’humain[143-145], et sa
présence au niveau du cerveau est probablement encore réduite [146]. A ma connaissance, il n’existe
par ailleurs pas de données sur le passage du glyphosate au travers de la barriere hématoencéphalique
(ce qui ne veut pas dire que ce transfert n’existe pas). Un impact direct du glyphosate sur le microbiote
intestinal de I’animal par voie orale me semble donc I’hypothése la plus rationnelle pour expliquer les
conséquences neurologiques et comportementales d’une exposition au glyphosate. La descendance
pourrait aussi étre affectée par ce traitement puisque la mise en place initiale du microbiote de la
descendance est étroitement liée au microbiote maternel [147].

Il est évidemment important de noter que ces études ne sont que corrélationnelles et les
conséquences précises de l'impact du glyphosate ou d'un herbicide a base de glyphosate sur les
différentes especes de bactéries et I'écosysteme complexe qu’est le microbiote intestinal, méritent d'étre
étudiées plus en détail afin de comprendre comment le glyphosate, seul ou en combinaison avec des
adjuvants, peut avoir un impact sur les animaux, y compris sur I’humain. En effet, il est intéressant de
noter que les effets les plus prononcés sur le microbiome dans la majorité des études sont liés aux
traitements aux formulations commerciales lorsque la comparaison glyphosate seul et formulation est

étudiée. Une hypothése est la présence de multiples adjuvants, ou surfactants, pour la plupart non définis,
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ajoutés a la formulation pour augmenter la pénétration du glyphosate dans les organismes cibles (plantes
adventices). Dans ce cadre, il n’est pas impossible qu’une faible pénétration du glyphosate en I'absence
d'adjuvant puisse avoir moins de conséquences sur le microbiote. D’autres part, et ¢’est I’explication la
plus plausible, les adjuvants pourraient eux-mémes et indépendamment du glyphosate, affecter le
microbiote [23]

Conclusion

En conclusion, I’ensemble de ces travaux, et tous ceux que je n’ai pas cités, montrent un impact du
glyphosate, seul ou sous formulation, sur le systéme nerveux. La, ou les, cibles moléculaires ne sont pas
encore clairement définies in vivo, bien que la possibilité d’un impact direct sur certaines enzymes et
surtout indirect sur le microbiote, devrait étre investigué plus en en profondeur. Trop souvent a I’heure
actuelle, les études scientifiques concentrent leur attention sur I’impact d’une molécule, d’un mélange
de composés ou un régime alimentaire, sur un tissu particulier, ou méme dans le cadre du cerveau sur
une ou deux régions spécifiques du cerveau. Dans le cadre de questionnement sur le neurotoxicité
potentielle d’un composé, il est important de considérer I’organisme dans son entiéreté mais également

les interactions sociales de cet organisme (voir figure 2).

Insérer figure 2 approximativement ici
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Légendes des figures

Figure 1: Calendrier de traitement. Les méres (rats) ont été traitées par voie orale a 1’aide d’une
gaufrette vanillée (encarts A. et B.) a partir du dixiéme jour de gestation (GD10) jusqu’au jour post-
partum 22 (PND22). Le comportement maternel a été observé de PND1 a PND®6 et les cerveaux des
meres ont été prélevés a PD 22. Nous avons analysé 1’expression de la synaptophysine (C. marqueur
synaptique, Barre = 100 micrometres), de la doublecortine (D. Marqueur de nouveau neurones
immatures, Barre = 100 micrométres) et PCNA (E. Marqueur de prolifération cellulaire en brun, avec

contre-coloration Crésyl en violet, Barre = 20 micrométres)

Figure 2 : Le glyphosate, bien connu pour son action sur les plantes mais également sur les bactéries,
affecte le microbiote intestinal aprés ingestion des herbicides présents dans la nourriture. Une
modification de la communauté bactérienne naturelle des intestins affecte le fonctionnement du systéme
nerveux et en conséquence module le comportement maternel et principalement le comportement de
léchage. Les dessins de rats sont adaptés de Servier Medical Art Image bank (smart.servier.fr/servier-

medical-art)
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