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Liste des abréviations 
 

Par ordre alphabétique : 

 2-AG : 2-arachidonoglycérol 

 AchE: acétylcholinestérase 

 ADHD : attention deficit hyperactivity disorder, trouble de déficit de l'attention avec 

ou sans hyperactivité 

 ADI: « acceptable daily intake », dose journalière acceptable 

 AEA : anandamine 

 Anses: L’agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement 

et du travail 

 ARfD : « acute referance dose », dose aigue de référence 

 BuChE : butylecholinestérase 

 CB1R: récepteur aux endocannabinoïdes CB1 

 CB2R: récepteur aux endocannabinoïdes CB2 

 CPF : chlorpyrifos 

 CPF-oxon : chlorpyrifos-oxon 

 CSST : commission des normes, de l'équité, de la santé et de la sécurité du travail 

 DAP : dialkyl phosphate  

 DJA : dose journalière acceptable 

 DEP : diétyle phosphate  

 DETP : diétyle thiophosphate 

 DL50: dose létale 50 

 EC : endocannabinoïde 

 EFSA : european food safety authority, autorité européenne de securité des aliments 

 EPA: «united states environmental protection agency», agence américaine pour la 

protection de l'environnement 

 FAAH : fatty acide amine hydrolase, hydrolase des amides d'acides gras 

 IDM : index de développement mental 

 IDP : index de développement psychomoteur 

 INERIS : L’institut national de l’environnement industriel et des risques 

 INSERM : institut national de la santé et de la recherche médicale 
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 JMPR : «  joint meeting on pesticide residues », assemblée sur les résidus de 

pesticides 

 LMR : limite maximale de résidus 

 MAGL : mono acyle glycérol lipase 

 NOAEL: « no observed adverse effect level», dose sans effet nocif observé 

 OP : organophosphorés 

 PND: «post-natal day», jour post-natal 

 PON1: paraoxonase 1 

 TCPy : 3,5,6-trichloro-2- pyridinol 

 USGS: «united states ecological survey», institut d'études géologiques des États-Unis 

 VTR: valeur toxicologique de référence 
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INTRODUCTION 
 

La neurotoxicité développementale du chlorpyrifos (CPF) lors d’une exposition, à 

faible dose, sur le long terme, est l’objet de ce travail. Cette toxicité a été jugée très 

inquiétante chez les enfants, avec notamment des effets sur le long terme, comme des 

altérations du développement de leur cerveau et de leur comportement. Il est donc 

particulièrement intéressant de savoir pourquoi les enfants constituent la population la plus 

vulnérable face à cette toxicité. Quel est le mécanisme de cette neurotoxicité ? Peut-on 

extrapoler aux enfants des résultats obtenus grâce à des enquêtes épidémiologiques ou des 

études sur le modèle animal? Le risque pour les enfants est-il réel ?  

Cette thèse est organisée autour de deux grandes parties. Une première partie, 

bibliographique, cherchant à comprendre pourquoi les enfants constituent la population la 

plus à risque face au CPF. Comment cette sous-population est exposée au CPF et pourquoi 

elle est plus exposée que les adultes. Il est également abordé la toxicocinétique du CPF, avec 

successivement l’absorption, la distribution le métabolisme et élimination de ce toxique par 

l’organisme. Enfin, l’évaluation des risques sanitaires, dans la population et particulièrement 

chez les enfants, suite à l’exposition au CPF sera étudiée. Peut-on extrapoler l’exposition 

d’un rat au CPF à l’exposition d’un enfant ? Peut-on parler de réel risque pour  la santé des 

enfants ? 

Une seconde partie expérimentale sera ensuite présentée, cherchant à comprendre le 

mécanisme des effets du CPF sur le comportement dans un modèle animal. Quels sont les 

processus physiopathologiques impliqués dans la toxicité  du CPF ? Pourquoi son effet 

neurotoxique est plus important chez les enfants et quels sont ses  effets sur le long terme, 

notamment sur le développement du cerveau et le comportement des enfants ? Pourquoi le 

mécanisme de toxicité le plus connu, via l’altération du système cholinergique est remis en 

question? Le mécanisme de toxicité impliquant le système des endocannabinoïdes, lors d’une 

exposition à faible dose est-il étayé ? Existe-t-il des altérations comportementales chez les 

rats comparables à celles retrouvées chez les enfants suite à l’exposition au pesticide ?  

 



Page 13 sur 112 

Loyant Louise-ENVT, Thèse de Doctorat Vétérinaire - Neurotoxicité du chlorpyrifos 

 1
ère

 PARTIE : Le chlorpyrifos, insecticide neurotoxique et I.

l’évaluation du risque sanitaire 

Le chlorpyrifos est un pesticide organophosphoré qui, à faible dose, est suspecté 

d’avoir des effets négatifs, au long terme, sur le développement du cerveau et sur le 

comportement. 

 Exposition de la population générale au chlorpyrifos A.

 Présentation générale du pesticide chlorpyrifos 1.

Le chlorpyrifos (diethoxy-sulfanylidene-(3, 5,6-trichloropyridin-2-yl) oxyphosphorane), fait 

partie de la famille des pesticides organophosphorés. Cette substance est très peu soluble 

dans l’eau mais soluble dans la plupart des solvants organiques. Le chlorpyrifos est présent 

sur le marché comme composant actif de nombreuses présentations phytosanitaires : poudre,  

granulés, suspension micro-encapsulées et gel (Eaton, 2008). On distingue le chlorpyrifos-

méthyl et le chlopyrifos-éthyl (INERIS, 2006) (Fig. 1). 

 

 

 

 

Fig. 1 : Représentation chimique des molécules de chlorpyrifos-éthyl  et de chlorpyrifos-méthyl. 

Lorsqu’on utilise l’appellation générale chlorpyrifos c’est la forme éthyl qui est étudiée (O, 

O-diethyl O-3,5,6-trichloropyridin-2-yl phosphorothioate), ce qui sera le cas pour le reste de 

l’étude et on le notera CPF.  

 a. Exposition de la population au pesticide chlorpyrifos 

Pour qu’un individu soit intoxiqué au chlorpyrifos plusieurs étapes sont nécessaires  

entre l’émission du pesticide et l’apparition de sa toxicité. La première étape est la 

diffusion de chlorpyrifos dans l’environnement, où il va subir plusieurs 

transformations, avant d’atteindre sa cible, la population humaine. Celle-ci va être 

               chlorpyrifos-éthyl                                                chlorpyrifos-méthyl 
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alors être exposée au pesticide. Sa toxico-cinétique va permettre de décrire le devenir 

du chlorpyrifos dans l’organisme et comment celui-ci va produire ses effets toxiques. 

2.1.Utilisation du chlorpyrifos à travers le monde 

       Il est important de connaître quelle est la source du chlorpyrifos pour comprendre 

comment la population générale, et particulièrement les enfants, peuvent y être 

exposés. Pour le chlorpyrifos la source d’exposition est anthropogénique via son usage 

résidentiel, domestique et agricole. Son utilisation est très répandue aux Etats-Unis, en 

Europe et en France. 

 a.  Le Chlorpyrifos, un organophosphoré utilisé à grande échelle 

aux Etats-Unis  

Les insecticides organophosphorés (OP) et particulièrement le CPF font partie des 

insecticides les plus fréquemment utilisés aux Etats-Unis. Les OP représentent plus de 50% 

de tous les pesticides utilisés dans le monde (Casida, 2004). Ils comptent pour environ 35% 

des pesticides vendus aux Etats-Unis. Par exemple, en 2007, 15 000 tonnes de pesticides 

organophosphorés ont été utilisés dans ce pays, soit 36% de son utilisation à l'échelle 

mondiale (Grube, 2011). L’un des OP le plus commun est le chlorpyrifos (CPF). Ce pesticide 

a été mis sur le marché par Dow Chemical en 1965 comme une alternative au pesticide 

controversé, le DDT (Dichlorodiphenyltrichloroethane). La consommation du CPF été 

estimée à 2 000 tonnes par an aux Etats-Unis. Les agriculteurs en utilisent trois fois plus que 

les autres pesticides organophosphorés (USGS, 2016). Ce pesticide a été massivement utilisé 

à l’intérieur des maisons comme insecticide (contre les cafards, les puces, les termites, les 

mouches…), parfois comme composant des colliers anti-puces et tiques chez les animaux de 

compagnie et comme anti-tiques chez le bétail dans les fermes (Eaton, 2008). Cependant, sa 

forme commerciale résidentielle (Lorsban et Dursban), a été interdite aux Etats-Unis le 31 

décembre 2000 (U.S., EPA, 2016). Pourtant, le CPF est toujours utilisé en agriculture. Il est 

enregistré sur une douzaine de cultures différentes dont 39% de son utilisation sur le maïs, 

15% sur les arachides, 9% sur le soja et 10% sur les arbres fruitiers. L’usage non lié à 

l’agriculture compte pour 3% des applications totales et est limité aux pulvérisations anti-

moustiques à grande échelle, (27 000kg/an en 2006), et sur les parcours de golf (70 000 kg/an 

en 2006) (U.S, EPA, 2016 ; Eaton, 2008).  Selon l’EPA (U.S. Environnemental Protection 
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Agency), il existe 400 produits différents du commerce qui contiennent le chlorpyrifos 

comme ingrédient actif. 

 b.  Le chlorpyrifos, un pesticide très répandu en Europe en 

agriculture 

L’Europe fait partie des plus gros consommateurs dans le monde de pesticides 

organophosphorés et particulièrement de CPF. Les organophosphorés sont fréquemment 

utilisés en Europe en agriculture comme pesticide car ils ont un large spectre d’action et sont 

bon marché. En 2003, ils ont représenté 59% (4645 tonnes) des ventes d’insecticide en 

Europe, et le  CPF est le pesticide le plus vendu (15,6% de tous les pesticides soit 1226 

tonnes) (Saunders, 2012). 

 c. Le chlorpyrifos, un pesticide largement utilisé, particulièrement 

en France en agriculture 

La France est l’un des premiers utilisateurs mondiaux de pesticides. Ses ventes sont 

comprises entre 80 000 et 100 000 tonnes par an. Pour la période 2001-2003, la densité 

moyenne d’usage des pesticides a été de 2,9kg de substance active à l’hectare de SAU 

(surface agricole utile). Cette densité se situe dans la moyenne européenne, et est supérieure à 

celle des Etats-Unis. La vente du pesticide organophosphoré, CPF est estimée à une centaine 

de tonnes par an en France (INSERM, 2013). L’usage domestique du Chlorpyrifos a été 

interdit en 1995 en France, cependant il est toujours utilisé en agriculture comme insecticide 

pour le traitement des parties aériennes, des semences, des sols, des locaux de stockage et des 

bâtiments d’élevage. Cette substance est utilisée sur divers végétaux contre les pucerons et 

chenilles dans les plantations de blé, de colza, dans les vignes ou encore dans les cultures 

légumières (pommes de terre, navets) et fruitières (pommiers, poiriers, pêchers) (INERIS, 

2006). Les produits à base de CPF les plus largement utilisés en France sont : le Pyrinex 

ME®, le Nurelle D 220®, le Nurelle D 550® et le Pyrist®. 

2.2. Exposition au chlorpyrifos : distribution et persistance dans 

l’environnement 

Suite à son utilisation le chlorpyrifos se retrouve alors dans l’environnement : dans le 

sol, l’eau, l’air et la nourriture. Il va y être dispersé et transformé. Son usage domestique 
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est interdit en France depuis plus de vingt ans. A noter, cependant, qu'il peut persister à 

l’intérieur des maisons. 

 a.  Persistance du chlorpyrifos et de ses métabolites dans le sol, 

l’air et l’eau 

Après sa pulvérisation sur les cultures, le CPF et ses métabolites vont rapidement se lier aux 

particules des plantes et du sol. Les enfants jouant en contact avec de la terre, par exemple, 

sont donc susceptibles d’y être exposés. Dans le sol, le CPF est dégradé avec un temps de 

demi-vie estimé à 35 jours (INERIS, 2006). Dans l’air, sa pression de vapeur est assez basse 

(1.9 × 10−5 mm Hg à 25◦C), il est donc  rapidement volatilisé dans l’atmosphère, son temps 

de demi-vie y est estimé à 2 jours. L’air n’est donc pas une source de dissémination majeure 

(INERIS, 2006).  Dans l’eau, il est peu soluble, donc il très rarement identifié dans l’eau de 

boisson ou souterraine (INERIS, 2006). S’il entre en contact avec une source d’eau, il va 

rapidement se volatiliser depuis la surface. Les métabolites du CPF peuvent persister sur de 

longues périodes, dans certaines conditions environnementales. Ils ont un temps de demi-vie 

d’environ 3 jours à l’extérieur. Le climat va impacter la persistance du CPF et de ses 

métabolites dans l’environnement et particulièrement sur les fruits et légumes. En effet, la 

dissipation est plus rapide dans les pays aux climats tropicaux et plus lente dans les climats 

tempérés et où la nourriture est cultivée en hiver (Chai, 2009). 

 b. Biotransformation du chlorpyrifos et de ses métabolites dans 

l’environnement 

Le CPF subi des biotransformations dans l’environnement. En entrant dans l’eau, la 

dégradation du CPF et de ses métabolites est associée avec une hydrolyse abiotique (sans 

organismes vivants) et/ou à une oxydation photosensible. Dans le sol, la photo-dégradation 

joue un rôle dans l’hydrolyse, la déchlorination et l’oxydation du CPF.   

 c. Persistance du chlorpyrifos à l’intérieur des maisons 

Par ailleurs, à l'intérieur des habitations, le CPF peut persister pendant plusieurs mois, voire 

années. Les enfants sont ainsi toujours susceptibles d’être exposés, à de très faibles doses 

dans les maisons. Cette persistance est due au manque de lumière, d’eau et de micro-

organismes qui contribuent à sa dégradation normale à l’extérieur (Eaton, 2008). Ainsi il a été 

retrouvé dans 78% des maisons américaines, choisies de manière aléatoire, des 
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concentrations mesurables de CPF (Stout, 2009). De plus, il a été détecté, chez une cohorte 

d’habitants de New York, des concentrations de CPF conséquentes chez 99,7% des 

échantillons d'air intérieur des habitations (Whyatt, 2003). Le CPF est donc encore bien 

présent dans l’environnement urbain. 

2.3. Contexte d’exposition au chlorpyrifos 

L’organisme doit être exposé au chlorpyrifos pour qu’un effet toxique se manifeste. 

L’exposition au chlorpyrifos peut être professionnelle, domestique ou via l’environnement 

résidentiel. L’exposition dépend de sa fréquence d’utilisation et de l’intensité du contact 

mais également du comportement des individus de la population : la profession, le régime 

alimentaire, l’utilisation de pesticides, l’environnement de résidence... La voie principale 

d’exposition découle de son utilisation en agriculture chez les professionnels et dans les 

zones résidentielles rurales. Les enfants font partie de la population la plus exposée via 

leur environnement à cause de leurs caractéristiques intrinsèques. 

 a.  Ancien usage domestique du chlorpyrifos 

Autrefois, lorsque l’utilisation résidentielle du CPF était autorisée, il a été constaté plusieurs 

cas d’empoisonnement. Par exemple, des employés d’une école ont été intoxiqués, après être 

entrés dans des locaux, venant d’être traités contre les cafards trois jours avant. Il a fallu 

attendre 14 jours pour que le niveau de CPF dans l’air ambiant revienne à un niveau normal 

et que les élèves puissent être réadmis (Sesline, 1994). Un autre cas a été celui d’un enfant 

suspecté d’avoir été empoisonné par le pesticide. Il souffrait d’un arrêt respiratoire et un test 

sanguin a montré une inhibition de son acétylcholinestérase sanguine de 50% par rapport à 

son activité normale (l’acétylcholinestérase est le marqueur de toxicité du CPF). La maison 

où habitait l’enfant avait été précédemment traitée au CPF et la substance avait été retrouvée 

sur les torchons, les surfaces de préparation de la nourriture et les habits de l’enfant  (Dunphy, 

1980). Autrefois également la substance persistait sur la fourrure des animaux domestiques, 

après un traitement anti-puces, les enfants étaient exposés en jouant avec les animaux (Ames, 

1989). L’exposition durant la grossesse a été, de même, très problématique, car un fort 

pourcentage de femmes enceintes utilisait ce pesticide chez elles durant leur grossesse 

(Whyatt, 2001).  
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 b. Contexte d’exposition actuel au chlorpyrifos 

 i. Exposition agricole au chlorpyrifos 

Suite à l’interdiction de l’usage résidentiel et domestique du CPF, l’agriculture reste la 

source d’exposition majeure pour ce pesticide. Les enfants des communautés agricoles ou 

vivants près de cultures y sont très exposés. Le CPF est donc essentiellement retrouvé  sous 

forme de résidus dans l’alimentation, dans les habitations sur ou proches de terres agricoles et 

chez des employés agricoles exposés sur leur lieu de travail. Ces employés peuvent être des 

agriculteurs ou des intermittents en charge de la pulvérisation d’insecticides dans les fermes 

ou les serres (Eaton, 2008). Néanmoins, la plus forte exposition au CPF se fait pendant son 

usage professionnel, particulièrement les étapes de transport, de stockage, de préparation, 

d’épandage, de nettoyage des réservoirs… Les employés de manufactures de chlorpyrifos 

sont également très exposés, en particulier en cas de fuite. 

 ii. Contexte d’exposition domestique et résidentiel, les enfants, 

une population à risque 

La population générale, et particulièrement les enfants subissent une exposition résidentielle 

et domestique. Dans le passé, l'utilisation du CPF à l’intérieur des maisons a amené sa 

persistance dans l’environnement intérieur actuel, notamment sur le sol et toutes les surfaces. 

De plus, il peut  y avoir des transferts entre les différents contextes, par exemple les parents 

travaillant dans une ferme peuvent transférer les résidus à leurs enfants à la maison via leurs 

vêtements notamment. Il existe également une dissémination des pesticides par le vent (« la 

dérive des pesticides »), entre les terres agricoles et les zones résidentielles attenantes. Par 

ailleurs, les enfants constituent une population vulnérable méritant une attention particulière 

car ils présentent des caractéristiques spécifiques aggravant leur niveau d’exposition. A 

savoir, leur prise journalière de nourriture, d’eau et leur inhalation d’air sont plus importantes 

par rapport à leur masse corporelle lorsqu’on les compare aux adultes. De plus, ils ont  un 

comportement main-bouche augmentant cette exposition aux pesticides qui peuvent être 

présents dans l’eau, le sol et les poussières (l’ANSES, 2013, INSERM 2016). Les enfants 

jouant sur le sol ou dans les jardins et portant les objets à leur bouche sont particulièrement 

exposés par voie dermique et orale. 
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 c. Les enfants des communautés agricoles, une population la plus 

exposée 

Les enfants des communautés agricoles aux Etats-Unis sont les plus exposés selon plusieurs 

études épidémiologiques. En effet,  les enfants inclus dans l’étude de Koch en 2002, 

présentent une concentration en métabolites des pesticides organophosphorés plus élevée les 

mois correspondant à l’épandage de pesticides sur les champs (Koch, 2002). Ces métabolites 

ont également été retrouvés chez les femmes enceintes et les enfants de ces communautés 

agricoles. Il a notamment été retrouvé le métabolite du CPF, le 3,5,6-trichloro-2- pyridinol 

(TCPy) dans l’urine de 83,3% de 60 enfants vivants dans des communautés agricoles en 

Caroline du Nord-est. 54 enfants avaient deux ou plusieurs métabolites de pesticides dans 

leurs urines et 9 enfants avaient 6 métabolites de pesticides différents. Les voies d’exposition 

supposées dans cet article sont : les vêtements des employés agricoles qui ramènent des 

résidus chez eux, une voie environnementale, où les pesticides sont appliqués sur des cultures 

avoisinantes et les vents qui les ramènent vers les habitations. Il a par ailleurs été démontré 

que les employés agricoles ont peu de connaissances des pesticides qu’ils utilisent et qu’ils ne 

reçoivent pas l’information nécessaire à ce sujet (Arcury, 2007). Dans une autre étude, les 

concentrations résiduelles de pesticides dans l'air, les poussières et la pelouse d'écoles ont été 

suivies, à proximité de vignobles en Afrique du Sud (Dalvie, 2014). Il a été démontré que 6 

des 11 pesticides détectés dans les échantillons d’urine des écoles figurent dans le planning 

de pulvérisation des exploitations, la dérive des pesticides par le vent est mise en cause. Une 

seconde étude (Morgan, 2013) a mesuré la concentration de résidus de pesticides dans les 

urines de 135 enfants, âgés de deux à cinq ans, après la consommation de jus de fruits frais, 

céréales, légumes et pain aux Etats-Unis (Caroline du Nord et Ohio). Le biomarqueur urinaire 

du CPF a été retrouvé dans 99% des échantillons d’urine des enfants. 

 Le chlorpyrifos face à l’organisme, la toxicocinétique B.

 L’exposition au chlorpyrifos va déclencher des processus physiques et patho-

physiologiques dans l’organisme. La dose effective de chlorpyrifos atteignant les tissus et 

les organes est déterminée par sa toxico-cinétique. 
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 Voies d’expositions au chlorpyrifos : l’absorption 1.

 L’absorption du chlorpyrifos est le processus de pénétration du pesticide dans 

l’organisme. Lorsqu’il atteint la circulation sanguine il peut alors exercer sa toxicité 

systémique. La voie d’exposition principale, non professionnelle, au chlorpyrifos est via 

l’ingestion d’aliments, majoritairement les fruits et les légumes contenant des résidus. 

Viennent ensuite des voies secondaires comme la voie cutanée au contact de surfaces 

contenant du chlorpyrifos et la voie respiratoire. 

 Biomarqueurs d’exposition au chlorpyrifos  1.1.

Les différentes voies d’exposition au CPF ont étaient étudiées à l’aide de biomarqueurs qui 

sont soit enzymatiques soit des métabolites du CPF. Pour le CPF, les biomarqueurs le plus 

utilisés sont retrouvés dans les urines et le sang. Dans le sang, l’exposition est déterminée par 

l’activité de la butylcholinestérase (BuChe) du plasma et par l’activité de 

l’acétylcholinestérase des érythrocytes (AchE). Dans les urines, on détecte l’excrétion du 

CPF et de ses métabolites (chlorpyrifos-oxon, 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCPy), 

diéthylphosphate (DEP), diéthylthiophosphate (DETP)), qui vont être abordés par la suite. Le 

CPF et le CPF-oxon sont les marqueurs les plus spécifiques (Barr, 2006). L’analyse d’urine 

est le plus souvent pratiquée chez les enfants car moins invasive. Le biomarqueur le plus 

sensible pour tester l’exposition des fœtus est le méconium lorsque cette sensibilité est 

comparée à celle des tests pratiqués sur le sang du cordon ombilical (Bielawski, 2005). 

Quand les tests sur le méconium sont combinés avec d’autres marqueurs comme un 

échantillon de cheveux de la mère, la sensibilité de détection est encore augmentée (Ostrea, 

2009). 

 Toxicocinétique du chlorpyrifos : l’absorption 1.2.

 a. L’absorption orale du chlorpyrifos : 

 La voie principale d’exposition au chlorpyrifos, passée et présente, dans la 

population générale, est la voie orale par ingestion de boisson ou d’aliments (fruits et 

légumes principalement) (Saunders, 2012). Il existe une autre voie par ingestion non 

alimentaire, à cause du comportement exploratoire et d’oralité, « main-bouche », 

principalement chez les enfants (sol, poussière, objets…) (INSERM, 2013). 
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 i. Chez les rongeurs de laboratoire : 

Chez les rongeurs, l’absorption par voie orale de CPF est très importante et rapide. C’est 

une voie à privilégier lorsque l’on souhaite étudier la toxicité du CPF et avoir une bonne 

absorption de ce pesticide. La plupart des études d’absorption par voie orale ont été conduites 

chez le rat, avec l’administration de très fortes doses. A haute dose, l’approche la plus utilisée 

pour caractériser l’absorption est la corrélation entre les effets  sur l’AchE et la dose 

d’exposition. A des doses relativement basses, reflétant mieux l’exposition humaine, 

l’absorption in vivo a été communément déterminée par la quantification dans les urines des 

métabolites du CPF : le TCPy, le DETP, ou le DEP. Les études portant sur l’absorption du 

CPF ont  calculé le taux d’absorption de ce pesticide et le  temps nécessaire pour atteindre le 

pic maximal de CPF dans le sang.  Il a été prouvé que du CPF administré, avec de l’huile de 

maïs, est bien absorbé (environ 80% d’absorption), et ceci sur plusieurs doses différentes 

(Timchalk, 2002b).  A des doses administrées par voie orale, les pics de concentration des 

métabolites DEP, DETP et TCPy ont été trouvés 3h après le traitement. Dans une autre étude, 

chez des rates en gestation, ce temps a été estimé à 4h post gavage (Mattsson, 2000). Du CPF 

a été retrouvé chez la mère et le fœtus après l’administration. L’équipe de Timchalk, en 2007, 

a trouvé un pic de concentration des métabolites 1 à 2h après administration. Par ailleurs, 

l’équipe de Cometa en 2007, a examiné le métabolisme et les effets sur l’AchE sur des souris 

après un traitement aigu et répété de CPF. Pour des doses élevées uniques, les effets 

observables sont l’inhibition de l’AchE dans le sang et dans le cerveau 2h après le traitement 

avec un pic d’inhibition à 6h. Une autre étude a montré que par absorption orale le CPF-oxon 

est substantiellement moins efficace pour inhiber l’AchE que le CPF (Cielslak, 1999), 

cependant in vitro, le CPF-oxon est au moins 1000 fois plus puissant (Cole, 2005). Donc le 

CPF-oxon semble être dégradé dans l’environnement acide de l’estomac et/ou subir une 

première phase de dégradation dans les intestins et le foie. Ces résultats  montrent l’intérêt du 

bio-monitoring, pour mesurer le moment adéquat d’analyse des biomarqueurs après 

absorption orale.  

 Absorption orale chez les rongeurs autour du sevrage 

 Les jeunes rats ont une absorption orale du CPF particulièrement importante et rapide. En 

effet, Timchalk, en 2006, a investigué l’absorption du CPF chez les rats de 5, 12 et 17 jours 

en utilisant des doses orales de 1 à 10mg/kg de poids corporel. A ces deux doses, il a été 

observé une absorption et un métabolisme rapide, avec un pic de concentration dans le sang 
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de CPF et de ses métabolites entre 3 et 6h, à tous âges. La concentration de CPF dans le sang 

était indépendante de l’âge du rat. La voie orale serait donc à privilégier pour une exposition 

au CPF résultant en une concentration rapide et importante de CPF dans le sang chez les 

jeunes rats. 

 Absorption orale chez le fœtus rongeur 

Le fœtus est particulièrement sensible à une exposition par voie orale de sa  mère, le placenta 

n’étant pas une barrière efficace de protection. En effet plusieurs études ont étudié 

l’absorption du CPF chez le fœtus. Des rates gestantes, traitées quotidiennement avec du CPF 

(7mg/kg/jour), aux jours de gestation 14 à 18, ont montré des pics similaires en terme 

d’inhibition de l’AchE dans le cerveau pour les mères et les fœtus (Lassiter, 1999). Ceci 

démontrant que le CPF peut traverser le placenta jusqu’au fœtus et inhiber l’AchE du cerveau 

des fœtus. Par ailleurs, Akhtar, en 2006, a investigué le passage trans-placentaire du CPF 

chez les rates gestantes. Les mères ont été traitées, par voie orale, avec du CPF radioactif. La 

distribution du CPF chez le fœtus était large (dans le foie, le cerveau, le placenta et le liquide 

amniotique). Les résidus totaux retrouvés chez le fœtus sont supérieurs à ceux retrouvés chez 

la mère (4 fois plus de résidus). Le placenta n’est donc pas une barrière très efficace pour 

empêcher le passage du CPF au fœtus. Hunter, en 1999, a examiné le profil des métabolites 

dans le fœtus en fin de gestation (14 à 18 jours). Ils ont démontré que la plus haute 

concentration de TCPy et la plus grande inhibition de l’AchE a lieu 5h post absorption. La 

concentration de TCPy dans le cerveau du fœtus était de 2 à 4 fois plus forte que chez sa 

mère.  

 ii. Absorption orale chez l’Homme 

Chez les humains, le CPF est relativement bien absorbé par l’intestin et le transfert aux 

nourrissons par l’allaitement n’a pas encore été suffisamment pris en compte. Nolan en 1984, 

chez des humains volontaires, a estimé la biodisponibilité du CPF, administré par voir orale, à 

au moins 70%. En effet, cette quantité a été retrouvée dans les urines après une seule 

administration. La biodisponibilité réelle pourrait être bien supérieure car une partie de la 

dose pourrait être éliminé par d’autres voies (la bile, les fèces...) ou retenue dans le corps 

dans les lipides ou liés à des protéines. Cependant, dans une étude plus récente, Timchalk en 

2002, a administré une seule dose de CPF à des humains volontaires également. Du sang et 

des urines ont été collectés pendant 168h. Ils ont retrouvé seulement entre 20 et 35% de la 
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dose administrée de CPF sous forme de TCPy (et non de CPF ou de CPF-oxon) dans les 

urines, suggérant qu’une dose significative de la dose administrée n’a pas été absorbée. Ils 

ont expliqué que les différences entre les deux études seraient dues à une différence de 

formulation et de forme physique. Suite à une exposition accidentelle à dose massive le 

temps d’apparition des symptômes (confusion, migraine, nausée, vomissements…) 

apparaissent en moins d’une heure suggérant que l’absorption et la distribution au cerveau 

sont rapides après une exposition à forte dose (Cochran, 2002). Peu d’études ont étudié la 

présence de CPF dans le lait d’humain. L’équipe de Sanghi, en 2013, a trouvé des quantités 

de pesticides dépassant les doses journalières autorisées par l’Organisation Mondiale de la 

Santé dans le lait maternel humain. Ce domaine d’étude requiert un approfondissement et 

pourrait être une voie d’exposition supplémentaire pour le nouveau-né (Rauh, 2006).  Surtout 

lorsque l’on sait que le fœtus est très vulnérable au transfert placentaire de chlorpyrifos, car le 

placenta échoue dans son rôle de barrière aux OP qui sont lipophiles (Whyatt, 2003). Par 

exemple, en prénatal, les OP ont été détectés dans l’amnios (Bradman, 2003). 

 b. Absorption par voie cutanée du chlorpyrifos 

La voie cutanée n’est actuellement plus une voie d’exposition majeure de la population même 

si les enfants pourraient y être plus sensibles. De nos jours, l’exposition indirecte par voie 

cutanée, est la voie d’exposition principale chez les professionnels travaillant en agriculture. 

Dans la population générale, l’exposition a lieu à l’intérieur des domiciles et dans 

l’environnement résidentiel par la dissémination des pesticides principalement.  Le contact 

avec le sol et les objets domestiques sont une voie d’exposition importante pour les plus 

jeunes enfants à cause de leur comportement de jeu au niveau du sol et leur contact avec les 

surfaces et les jeux. 

 i. Chez les animaux de laboratoire : 

L’absorption par voie cutanée n’a été étudiée que chez peu d’espèces. L’application de 

combinaisons variées de chlorpyrifos et de cyperméthrine, sur la queue des rats, a causé une 

inhibition de l’AchE et  des effets  cytotoxiques dans le cerveau (Latuszynska, 2001). 

 ii. Chez l’Homme: 

La voie d’exposition cutanée n’est pas la voie d’exposition humaine majoritaire dans la 

population générale ; Cependant, les enfants jouant sur le sol sont les plus exposés. Dans une 
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étude de l’absorption cutanée de CPF, chez 6 volontaires humains, de 1 à 2% de la dose 

appliquée, a été retrouvée dans les urines sous forme de métabolites, après 24h (Nolan, 1984).  

Une autre étude a trouvé que seulement 1% des métabolites du CPF ont été retrouvés dans les 

urines (Griffin, 1999). Cependant, toute la dose absorbée n’est pas éliminée dans les urines ; 

Donc la dose absorbée par voie cutanée dans ces études pourrait être sous-estimée. Une autre 

étude suggère une nouvelle explication, quand du CPF a été appliqué sur la peau environ 42 à 

67% de la dose appliquée a été non absorbée, 4,3% de la dose a été excrétée dans les urines 

en tant que TCPy. La quantité de TCPy excrétée après une exposition à une dose plus forte a 

été similaire à la dose la plus basse, ceci indiquant que la quantité assimilée par absorption 

percutanée est indépendante de la dose (Meuling, 2005). L’élimination du CPF (clairance), 

n’a pas été complète avant 5 jours post exposition. Ceci implique que le CPF est retenu dans 

la peau ou dans le corps après l’exposition. D’autres études suggèrent que la formulation a 

également de l’importance. Aucune étude n’a étudié le métabolisme du CPF dans la peau. 

 c. Absorption par inhalation du chlorpyrifos: 

La voie d’exposition par inhalation de CPF est une voie d’absorption minoritaire pour la 

population générale, cependant elle ne serait pas à négliger chez des individus vivant près de 

terres agricoles et particulièrement chez les enfants. Avant l’interdiction commerciale du 

chlorpyrifos aux Etats-Unis et en Europe, cette voie d’exposition était très commune dans la 

population générale, à l’intérieur des domiciles après l’application d’aérosols insecticides, sur 

les animaux domestiques et dans les jardins. Actuellement la voie d’exposition respiratoire 

est une des voies qui contribue majoritairement à l’exposition totale chez les professionnels 

agricoles suite à l’inhalation de vapeurs ou d’aérosols. Le CPF peut être détectée à l’extérieur 

des maisons après l’application sur les cultures et après la dérive aérienne du pesticide, mais 

ces concentrations (de 0,001 à 0,1 μ g/m
3) 

sont environ 1000 fois plus faibles comparées à 

celles apportées par la nourriture (Saunders, 2012 ; Eaton 2008). 

 i. Chez les animaux: 

L’absorption de CPF via les poumons est aussi très élevée chez les animaux de laboratoire. 

Les études chez les animaux, ont montré qu’une inhalation aigüe d’une forte dose de CPF, 

peut provoquer une inhibition significative de l’AchE bien que le taux d’absorption et la 

biodisponibilité n’aient pas été déterminés (Corley, 1989). Dans cette étude, ils ont exposé 

des rats par voie nasale avec différentes concentrations de CPF, pendant plusieurs semaines. 
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Ces niveaux d’exposition n’ont pas provoqué d’inhibition de l’AchE dans les érythrocytes ou 

le plasma. Bien que l’on ne doute pas que l’exposition par inhalation de CPF peut résulter en 

une absorption systémique, la biodisponibilité n’est pas connue avec certitude et il semble 

peu probable qu’une exposition par de l’air qui contiendrait moins de 10 µg/m3 pourrait 

inhiber significativement l’AchE. Pour comparer, des études sur des concentrations dans l’air 

après une pulvérisation vont de 0,1 à 0,8 µg/m3 (Byrne, 1998), soit des concentrations plus 

faibles que celles utilisés par Corley (1989). D’autres études ont montré que les 

concentrations de CPF, communes dans l’air intérieur, varient de 0,001 à 0,1 µg/m3. 

 ii. Chez l’Homme : 

Chez les humains les travailleurs agricoles sont les plus exposés à l’inhalation de CPF. Le 

CPF est généralement connu pour être bien absorbé à travers les poumons à la suite d’une 

exposition par inhalation bien que peu d’études aient vérifié cette affirmation (Geer, 2004). 

Le CPF est peu volatil et très lipophile ; une exposition typique avec ce genre de composés a 

montré une forte absorption (Gerde, 1998). Brenner, en 1989, a évalué la prévalence de 

certaines maladies et symptômes nerveux chez des employés dans la production de CPF 

(aucune différence dans la prévalence de symptômes nerveux périphériques et centraux n’a 

été trouvée). Les travailleurs les plus exposés ont une réduction plus importante de l’activité 

de l’AchE dans leur plasma comparée aux travailleurs peu exposés. 

 Toxicocinétique du chlorpyrifos : la distribution 2.

Suite à son absorption le chlorpyrifos atteint la circulation sanguine et il est distribué dans 

l’organisme. Ce pesticide est largement distribué et s’accumule dans les tissus. 

2.1.Etudes de la distribution chez les animaux de laboratoire : 

La concentration la plus élevée de CPF est retrouvée majoritairement dans les tissus adipeux 

et également dans le cerveau. Le CPF se lie à de nombreuses protéines comme l’albumine du 

plasma. En conséquent la fraction libre de CPF retrouvée dans le sang et qui est disponible 

pour la distribution dans d’autres compartiments corporels est faible. Dans une étude sur des 

rats, traités par voie orale, il a été démontré que le CPF s’accumule plus dans les tissus 

adipeux que dans les autres tissus  (Bakke, 1976). Ce résultat, logique, a pour  cause  la forte 

lipophilie du CPF. Dans une étude de la distribution du CPF (Timchalk, 2002) les coefficients 

de répartition (basé sur une répartition des lipides dans le corps) entre les différents tissus et 
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le sang ont été calculés par ordre décroissant : tissus adipeux, le cerveau, le foie et les reins. 

Cependant ces études n’ayant pas tenu compte de la liaison du CPF et du CPF-oxon aux 

protéines du sang, des résultats différents pourraient être obtenus. Dans une autre étude, la 

concentration de chlorpyrifos dans les tissus riches en lipides, dont le cerveau, a été rapporté 

plus élevée et plus stable que la concentration dans le sang (Barr, 2006). Du CPF radio-

marqué ([14C]-chlorpyrifos), administré par voie intra veineuse, à différents stades de 

gestation a été utilisé pour étudié la distribution du CPF et de ses métabolites chez la mère et 

le fœtus (Abdel-Rahman, 2002). La radioactivité a été retrouvée dans plusieurs tissus, 5 

minutes après l’injection (sang, foie, cerveau, placenta, fœtus). Cependant, le composé 

original, le CPF, et non ses métabolites, ont seulement été identifiés dans le foie et le plasma 

de la mère, ceci indiquant un métabolisme rapide. Chez la mère, le pic de radioactivité dans 

le plasma a été retrouvé 5 minutes après l’injection contre 15 minutes chez le fœtus à des 

concentrations beaucoup plus basses. Il a été suggéré que le stockage rapide dans les tissus 

adipeux va déterminer le taux d’élimination global. 

2.2. Etude de la distribution chez l’Homme: 

Il y a eu peu d’études consacrées à la distribution du CPF et de ses métabolites dans les 

tissus humains cependant il se pourrait que le CPF se concentre dans le lait maternel. 

Toutefois, dans une étude épidémiologique effectuée chez des femmes enceintes et chez leurs 

nouveau-nés, exposés au CPF, par utilisation résidentielle, les chercheurs ont trouvé des 

concentrations de CPF dans le sang de la mère et dans le cordon ombilical, comparables et 

très corrélés, indiquant que le CPF passe au travers du placenta (Whyatt, 2005). De plus, 

compte tenu que la concentration de CPF est plus élevée dans les tissus adipeux, il serait 

logique de retrouver le CPF dans le lait maternel, riche en lipides, des femmes à des 

concentrations supérieures à celles du sang. Une étude, en Inde, a trouvé un taux relativement 

élevé de chlorpyrifos dans le lait de mères pendant l’allaitement ; Des études plus poussées 

seraient nécessaires pour évaluer les risques auxquels les nourrissons sont soumis (Sanghi, 

2003). 

  Toxicocinétique du chlorpyrifos : le métabolisme 3.

Pendant et après son transport dans le sang, le chlorpyrifos va entrer en contact avec 

des enzymes de biotransformation ; ses métabolites vont être produits, tous plus ou moins 

toxiques. On parle alors respectivement d’activation ou de détoxification. Le chlorpyrifos 
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est rapidement métabolisé. Les métabolites principaux sont le TCPy et ses conjugués, DEP, 

DETP et le chlorpyrifos-oxon. De plus, les conjugués du glutathion et des sous-métabolites 

ont aussi été identifiés. Il existe des différences interindividuelles dans le métabolisme du 

chlorpyrifos (en fonction de l’âge, de l’espèce et du sexe). 

3.1. Les différentes étapes du métabolisme du chlorpyrifos  

Le métabolisme du CPF notamment par le foie a été beaucoup étudié, in-vivo et in-vitro, et a 

été  décomposé en plusieurs étapes (Fig. 2): 

 

 a. La désulfuration du chlorpyrifos et la formation du 

chlorpyrifos-oxon: 

La désulfuration oxydative du CPF conduit à la formation d’un métabolite toxique le CPF-

oxon. Cette réaction de désulfuration est dépendante d’un isoforme du cytochrome p-450 

(Needham, 2005; Sultatos, 1983). Les atomes de souffre, activés pendant ce processus de 

désulfuration, peuvent se lier irréversiblement au cytochrome P-450, ce qui catalyse la 

réaction. Ainsi le chlorpyrifos agit comme un substrat “suicidaire” et ceci a pour conséquence 

de réduire le temps d’activité du P-450 (Sultatos, 1994). C’est l’étape la plus importante, car 

le CPF-oxon est le métabolite qui présente une activité anti-cholinestérase. Il est donc 

responsable de la toxicité du CPF par l’inhibition de l’AchE.  En effet, le CPF, seul, n’est pas 

capable d’inhiber l’AchE à un niveau significatif (Chambers, 1992). De nombreux auteurs 

Fig. 2: Etapes de biotransformation du chlorpyrifos (Eaton, 2008) 
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ont donc utilisé l’inhibition de l’activité de l’AchE pour estimer les taux de la formation de 

CPF-oxon depuis le CPF. 

 b. L’hydrolyse du chlorpyrifos-oxon et la formation du TCPy 

Le CPF-oxon est ensuite spontanément ou de manière enzymatique hydrolysé, c’est une 

détoxification. Le métabolite obtenu est le  diéthylphosphate et 3,5,6-trichloro-2- pyridinol 

(TCPy). C’est la voie principale de détoxification du CPF-oxon. L’enzyme paraxonase joue 

un rôle clé dans cette voie (Eaton, 2008; Barr, 2006), mais d’autres enzymes estérases sont 

aussi impliquées. 

 c. La déarylation ou l’hydrolyse du chlorpyrifos en TCPy 

L’hydrolyse et la déarylation oxydative du CPF (perte d’un radical aryle, qui est un dérivé 

d’un cycle aromatique), conduisent également à la formation du TCPy et DETP via une 

réaction médiée par des oxonases (aesterases comme la paraoxonase) ou des cytochromes P-

450 (Jokanovic, 2001). C’est une étape de détoxification car ces métabolites n’ont plus 

d’activité anti cholinestérasique (Sultatos, 1984). Par ailleurs, des isoformes, spécifiques du 

cytochrome P-450 et des oxonases, ont des capacités différentes à détoxifier le CPF et sa 

forme oxon. Ce métabolisme est très rapide et important. Donc le taux de chlorpyrifos dans le 

sang est très bas en comparaison des métabolites. 

 d. Conjugaison au glutathion du TCPy 

La conjugaison au glutathion est la phase secondaire de détoxification, le glutathion se 

combine au chlorpyrifos qui devient hydrosoluble. Elle est médiée par la glutathion S-

transférases. Le conjugué au glutathion est formé principalement dans le foie et excrété dans 

la bile sous forme de conjugués cystéine puis dans les fèces. Mais il peut également être 

excrété dans d’autres tissus comme les reins puis dans les urines. Les conjugués au glutathion 

du CPF ont été détectés dans le foie de souris traitées au CPF (Fujioka, 2007), suggérant que 

ce pourrait être une voie significative dans le métabolisme du CPF. 

 e. Conjugaison à l’acide glucoronique et au sulfate du TCPy 

La conjugaison à l’acide glucoronique et au sulfate du TCPy permet d’obtenir des 

métabolites hydrosolubles plus rapidement éliminés. Le groupe hydroxyle libre provenant de 

l’hydrolyse du TCPy peut être conjugué, dans divers tissus, avec l’acide glucoronique ou avec 
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le sulfate. Cela résulte en des produits plus hydrosolubles qui peuvent être excrétés dans la 

bile ou les urines. Les métabolites produits sont potentiellement actifs et peuvent avoir des 

modes d’action différents. Quelques-unes de ses actions potentielles sont très probablement 

formées dans le foie, le cerveau et les fœtus en voie de développement. Malheureusement, 

peu d’études se sont intéressées aux doses de CPF nécessaires pour avoir des niveaux 

significatifs de tels métabolites. De même la pertinence de leurs effets secondaires chez les 

humains n’est pas connue. 

3.2. Spécificité des marqueurs   

Le métabolite du CPF, le TCPy et le CPF-oxon, sont utilisés comme biomarqueurs spécifiques 

d’exposition au CPF. Ils peuvent être détectés spécifiquement dans  les urines. Mais on peut 

également y détecter d’autres métabolites du CPF comme des dialkyl phosphate (DAP) : le 

diéthylphosphate (DEP) et le diéthylthiophosphate (DETP). Ces métabolites sont formés à 

partir de presque tous les OP (Gibson, 1998). En effet, 75% des pesticides organophosphorés 

sont bio transformés en  DETP, DEP et autres DAPs. Il est donc difficile d’être catégorique 

quant à l'origine de ces marqueurs car ils ne peuvent pas être distingués de métabolites,  

produits à partir d’autres pesticides que le chlorpyrifos, et absorbés dans l’organisme 

(Needham, 2005). 

3.3. Différences interindividuelles de métabolisme du chlorpyr ifos 

Il existe des différences de  métabolisme du chlorpyrifos chez les fœtus, les 

nouveau-nés, les enfants et les adultes (Saunders, 2010). Cette différence se traduit en 

termes de sensibilité à la toxicité du chlorpyrifos 

 a. Différences liées au stade développemental 

De nombreuses études ont montré qu’il existe une différence de sensibilité à la toxicité du 

CPF liée à l’âge, les jeunes animaux étant plus sensibles. Cette plus grande sensibilité a été 

démontrée par plusieurs équipes de chercheurs (Whitney, 1995; Moser, 1998; Zheng, 2000). 

Il a été prouvé que la sensibilité à la toxicité du CPF est neuf fois plus forte chez les rats 

nouveau-nés (7 jours) par rapport aux rats adultes (90 jours). La dose létale est de 15mg/kg 

chez les nouveaux nés, pour les adolescents (21 jours), elle est de 47mg/kg et chez les adultes 

elle est de 136mg/kg.  La dose létale du chlorpyrifos en postnatal (PND 7) est 10 fois plus 

basse que chez les adultes (Zheng, 2000).  La dose sans effet (No Observed Effect Level) 
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NOEL, basé sur l’inhibition de l’AchE est de 4,5mg/kg/jour chez les nouveaux nés et de 

7,5mg/kg chez les adultes (Zheng, 1999). L’équipe de Timchalk en 2006, a étudié l’influence 

de l’âge de jeunes rats (5, 23 et 17 jours) sur leurs capacités métaboliques lorsqu’elles sont 

comparées à celles des rats adultes. Pour chaque groupe de jeunes rats et d’adultes, le taux de 

détoxification via la formation de TCPy dépasse significativement le taux de formation du 

métabolite toxique CPF oxon. Il a été conclu que, même chez les jeunes animaux de 5 jours, 

le niveau de détoxification (formation de TCPy) dépasse le niveau d’intoxication (formation 

du CPF-oxon). Cependant, les plus jeunes animaux ont montré une plus grande sensibilité à 

l’inhibition de l’AChE (inhibition dans le sang et le cerveau). Le cerveau pourrait être 

particulièrement sensible chez les plus jeunes individus (Moser, 1998). L’explication de cette 

plus forte sensibilité à la toxicité du  CPF a été attribuée à des compétences métabolites 

incomplètes durant le développement (Kousba, 2007). La  capacité de détoxification est plus 

faible chez les jeunes (les activités de la paraxonase et de la carboxylase sont diminuées, 

Eaton, 2008). De plus, il a été observé que la concentration de CPF dans le sang est plus 

basse chez les adultes que chez les animaux les plus jeunes, pour les mêmes doses, ceci 

indiquant que les jeunes ont une capacité globalement plus basse à métaboliser le CPF 

(Timchalk, 2002b). Donc, les individus les plus jeunes détoxifient les toxiques plus lentement 

que les adultes. Ainsi, la dose qu’ils reçoivent reste plus longtemps dans leur organisme. La 

dose de pesticide par kilo de poids est également plus importante (Eaton, 2008).) Ainsi des 

effets neurotoxiques développementaux pourraient être observés chez les individus en 

développement à des doses plus basses que les doses recommandées par les différences 

agences de santé publique à cause de leur plus faible capacité à métaboliser le CPF. 

 b. Différences génétiques et d’expression de PON1 

Ces différences de sensibilité ont tout d’abord été expliquées par des différences génétiques et 

d’expression de protéines entre les individus. En effet, il existe un polymorphisme génétique 

considérable au niveau du gène codant pour  l’enzyme clé de détoxification du CPF-oxon, la 

paraoxonase (PON1). Cette enzyme joue un rôle majeur dans la modulation de la toxicité du 

CPF-oxon. En fonction du génotype, la capacité à détoxifier le chlorpyrifos diffère. C’est un 

facteur de prédisposition génétique  qui augmente la sensibilité, avec une variation de 1 à 13 

fois plus sensible chez les adultes (Furlong 2005 et 2006). Une concentration prénatale élevée 

en métabolite des OP dans les urines des mères est associée avec une altération du 

développement mental à 12 mois au sein de populations noires et hispaniques. Cette 
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association semble être corrélée avec la présence d’un certain allèle de la paraxonase chez ces 

mères (Engel, 2011, Berkowitz, 2004). Par ailleurs, ces différences de sensibilité à la toxicité 

du CPF pourraient être dues à  une différence d’expression du gène PON1. Il a été montré 

qu’une  sensibilité augmentée chez les nouveaux nés pourrait être due à la réduction des 

niveaux d’expression de PON1, qui sont 3 à 4 fois plus bas que chez l’adulte (Furlong, 2005). 

Il pourrait également y avoir des différences dans l’absorption et la distribution dans les tissus 

du CPF et de ses métabolites plutôt qu’une différence de sensibilité intrinsèque de l’AchE 

(Eaton, 2008). 

 Toxicocinétique du chlorpyrifos : l’élimination 4.

Les organophosphorés sont rapidement métabolisés et presque entièrement excrétés dans les 

urines (Aprea, 2000). L’élimination du CPF du sang, sa clairance, est très rapide. Il existerait 

une élimination plus lente à partir d’un compartiment secondaire, qui est due à une liaison à 

des protéines du plasma et la distribution de CPF dans les tissus adipeux peu perfusés. Ces 

métabolites sont excrétés dans les urines en 48h ou forment des glycurono- et sulfoconjugués 

qui sont aussi excrétés dans les urines (Eaton, 2008). 

 Processus pathophysiologiques  du chlorpyrifos C.

La population générale, et particulièrement les enfants peuvent donc être exposés 

au chlorpyrifos qui peut pénétrer dans l’organisme et, dans certaines conditions, produire 

ses effets toxiques. Le chlorpyrifos peut alors déclencher une réponse patho-physiologique 

de l’organisme et des conséquences cliniques. Les mécanismes de toxicité du chlorpyrifos 

n’ont pas été tous clairement définis. En effet, à forte dose l’inhibition de 

l’acétylcholinestérase a été démontrée. Cependant, à faible doses des effets 

comportementaux ont été démontrés expérimentalement, dont le mécanisme reste à ce jour 

inconnu. 

  L’acétylcholinestérase et la toxicité aigüe 1.

La toxicité aigüe est définie comme résultante de l’exposition unique et massive à 

un produit chimique, sur une période inférieure à 24h (CNESST, 2017). Le mécanisme de 

toxicité aigüe du CPF est l’inhibition de l’acétylcholinestérase. 
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 1.1. L’acétylcholine dans le système nerveux 

La cible toxicologique traditionnelle pour les OP, à forte dose, est l’altération de la fonction 

cholinergique du système nerveux et en particulier l’altération du métabolisme de 

l’acétylcholine. L’acétylcholine est un neurotransmetteur qui propage l’information électrique 

via des récepteurs muscariniques et nicotiniques. Cette information est transmise des 

neurones pré-ganglionnaires aux neurones post-ganglionnaires dans les divisions 

sympathiques et parasympathiques du système nerveux périphérique. Elle transmet également 

l’information des nerfs moteurs périphériques somatiques aux fibres des muscles 

squelettiques ainsi que dans la moelle épinière. Enfin, l’acétylcholine conduit les 

informations entrantes et sortantes du cerveau ainsi qu'à l’intérieur même du cerveau (Eaton, 

2008). L’enzyme acétylcholinestérase (AchE) catabolise l’acétylcholine au niveau des 

synapses cholinergiques centrales et périphériques, dans la membrane post-synaptique. Ce 

catabolisme va empêcher l’action de l’acétylcholine et permettre son recyclage (Eaton, 2008; 

Pereira, 2014). Le système nerveux central et périphérique est donc la première cible du CPF. 

1.2. Inhibition de l’acétylcholinestérase par le chlorpyrifos  

Le mécanisme primaire de la toxicité du CPF est dû à la capacité de son métabolite CPF-

oxon à se lier à l’AchE et à l’inhiber de manière irréversible. Une telle inhibition de 

l’enzyme résulte en la diminution de la dégradation du neurotransmetteur acétylcholine et par 

conséquence son accumulation au niveau des jonctions synaptiques. Ceci provoque une 

stimulation excessive/prolongée des récepteurs post-synaptiques cholinergiques et ainsi une 

hyperstimulation des récepteurs muscariniques et nicotiniques. Ces récepteurs sont retrouvés 

dans de nombreuses localisations cérébrales. Il a été démontré que l’exposition au CPF 

entraine notamment des altérations de l’activité de l’AchE dans le mésencéphale, le tronc 

cérébral et le striatum (Slotkin, 2004). 

1.3. La toxicité du chlorpyrifos au niveau moléculaire: (ATSDR) 

Les organophosphorés dont le chlorpyrifos forment une liaison covalente avec le site actif de 

l’acétylcholinestérase et sont considérés comme des inhibiteurs irréversibles de cette enzyme.  
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Au niveau moléculaire les OP, en 

général, ont une liaison phosphore-

oxygène (P=O). Cette liaison 

phosphoryle un groupe hydroxyle 

présent sur l’acide aminé serine, du 

site actif de l’enzyme AchE (Fig.3). 

Cette phosphorylation empêche ainsi 

l’action de l’AchE qui ne peut 

hydrolyser ses substrats.  Par ailleurs, 

en cas d’intoxication, la libération de l’AchE, c’est à dire l’hydrolyse de la liaison la liant au 

pesticide à un rythme très lent. Cependant, cette hydrolyse peut être facilitée par certains 

agents chimiques (les oximes comme le pralidoxime) qui sont utilisés en cas d’intoxication 

aux OP. De plus, lorsque  le complexe enzyme-inhibiteur a “ pris de l’âge”, c’est à dire qu’il  

a perdu un de ses deux groupes alkyl, l’AchE ne peut plus être libérée ou réactivée par 

l’oxime et elle est irréversiblement inhibée. Le seul moyen de remplacer son activité et de 

produire de nouvelles enzymes et ce processus peut prendre quelques jours. L’atropine, en se 

fixant, à forte dose, sur les récepteurs muscariniques, est l’antidote principal lors d’une 

intoxication au OP. 

                        1.4. Caractérisation de la toxicité aigüe, le DL50 du chlorpyrifos 

Une façon pratique de caractériser la toxicité d’une substance consiste à déterminer sa dose 

létale médiane (DL50). La DL50  est une valeur statistique de la dose d’une substance dont 

l’exposition par voie orale provoque la mort de 50 % des animaux traités dans des conditions 

d'expérimentation précises. Cette dose permet d’identifier les symptômes de l’intoxication et 

de comparer les substances entre elles quant à leur potentiel toxique. Pour le CPF, par voie 

orale, chez le rat, expérimentalement, les doses toxiques aigües rapportées sont de 3128 

mg/kg p.c. selon l’EFSA, de 50-500mg/kg p.c. selon l’EPA et de 66 à 195mg/kg p.c. selon 

l’Anses (AGRITOX, 2015). 

Fig. 3: L’inhibiteur de l’acétylcholinestérase empêche la 

liaison du ligand l’acétylcholine (Liu, 2013). 
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  Les différents syndromes provoqués par le chlorpyrifos 2.

2.1.Le syndrome cholinergique 

Un syndrome cholinergique peut apparaitre via l’hyper-activation des récepteurs 

cholinergiques de type muscarinique et cholinergique qui sont localisés dans la plupart des 

organes. Ce syndrome inclut un dysfonctionnement du système nerveux autonome avec une 

augmentation de la sudation, de la lacrymation, de la salivation, une incontinence urinaire et 

fécale, des secrétions bronchiques profondes, une bronchoconstriction, un myosis, une 

motilité gastro-intestinale augmentée, des tremblements, des contractions musculaires et 

divers effets liés au système nerveux central, dont une désorientation et un coma (Ecobichon, 

1996 ; Liu 2013). A très forte dose, quand la mort arrive, elle est due à un arrêt respiratoire 

causée par l’inhibition des centres respiratoires dans le tronc cérébral, par la 

bronchoconstriction et par l’augmentation des secrétions bronchiques ainsi qu’une paralysie 

flaccide des muscles respiratoires (Eaton, 2008). 

2.2. Le syndrome intermédiaire: 

En plus du syndrome cholinergique aigu, les OP peuvent aussi causer un syndrome 

intermédiaire. Ce syndrome est observé dans 20–50% des cas d’empoisonnement aigus aux 

OP. Il se manifeste, quelques jours après l’empoisonnement, pendant le rétablissement ou 

après un rétablissement total dans quelques cas. Les symptômes majeurs sont une fatigue 

marquée des muscles respiratoires, du cou et des membres. Les mécanismes sont inconnus 

mais on suspecte des dommages secondaires après une stimulation excessive des jonctions 

neuromusculaires durant la phase de toxicité cholinergique.  

2.3.La neurotoxicité retardée 

Plus rarement, il peut être observé, 8 à 14 jours après l’exposition aux OP, une poly-

neuropathie périphérique retardée, dont le mécanisme proviendrait d’une dégénérescence des 

nerfs. Ce syndrome neurodégénératif est caractérisé par une ataxie progressive évoluant vers 

une paralysie concomitante à une axonopathie distale, centrale et périphérique. Les 

symptômes observés chez les humains sont : des picotements dans les mains et pieds, suivis 

d’une perte sensorielle, une faiblesse musculaire progressive et une flaccidité des muscles 

squelettiques (Emerick, 2012 ; Jokanović, 2011). Les mécanismes de cette neuropathie sont 

une phosphorylation et une inhibition d’une enzyme cible (« neurotoxic esterase ») et un 
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déséquilibre dans l’homéostasie calcique cellulaire. Ceci entraine une phosphorylation 

aberrante des protéines du cytosquelette et des protéines de digestion dans les axones 

terminaux (Emerick, 2012). 

 Effets non neurotoxiques du chlorpyrifos  3.

Les effets non neurotoxiques du CPF sont peu nombreux et peu connus. Le système nerveux 

central et périphérique est la cible principale et la plus étudiée du CPF. Il y a peu de preuve 

que le CPF ait des effets toxiques sur des tissus autre que ceux du système nerveux à des 

doses moindres que celle provoquant des effets neurologiques. Le CPF n’est pas tératogène à 

des doses sans effet maternotoxique. Il n’est pas, non  plus, mutagène ni  cancérogène. Il n’y 

a pas eu d’effets hépatotoxiques, néphrotoxiques ni immunotoxiques à des doses en dessous 

de celles provoquant une altération de l’AchE. Ce pesticide n’est pas considéré comme ayant 

un potentiel cardiotoxique, et il n’est pas signalé comme toxique pour la reproduction et le 

développement (European Commission, 2005). Cependant en 1999, l’équipe de Reigart et 

Roberts, ont suspecté ou rapporté des conséquences retardées d’une exposition à faible ou 

forte dose au CPF comme de la stérilité, de l’infertilité, des maladies neurodégénératives et 

des cancers. Une étude, aux Etats-Unis, a démontré une corrélation négative entre la fertilité 

chez l’homme et la concentration en métabolite du CPF dans les urines. Mais cette a été 

menée chez des hommes présentant déjà des concentrations anormales de métabolite par 

rapport aux valeurs normales de la population américaine (Eaton 2008). Enfin, une exposition 

chronique au CPF a été associée avec une diminution du poids et de la taille à la naissance 

(Whyatt, 2004). 

 Evaluation des risques sanitaires du chlorpyrifos pour la D.

population générale: 

L’appréciation des risques liés au chlorpyrifos dépendent du contexte social, culturel, 

politique, économique et judiciaire du pays dans lequel ce pesticide est utilisé. La balance 

bénéfices/risques, les considérations éthiques, le poids de la preuve de sa toxicité vont faire 

varier les réglementations contrôlant son utilisation. 
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 Réglementation générale concernant le chlorpyrifos 1.

En matière de réglementation européenne, cette substance active est inscrite à l’annexe I de 

la directive 91/414/CEE sur la mise sur le marché de pesticides, par la directive 2005/72/CE 

spécifique pour le chlorpyrifos et par la réglementation sur les pesticides UE 1107/2009 qui 

expire le 31/01/2018. En France, cette substance active est autorisée dans la composition 

de préparations bénéficiant d’une autorisation de mise sur le marché. Aux Etats-Unis elle est 

régulée par l’EPA (United State Environmental Protection Agency). Le CPF est considéré 

comme ayant une toxicité aigüe par voie orale  (il est classé comme classe  « T,  R25 » ou  

« Acute  Tox.  3 » selon la  Réglementation (EC) No 1272/2008 [CLP]). Il est considéré 

comme dangereux s’il est absorbé par la peau (Xn; R21), mais n’est pas considéré comme 

ayant une toxicité aigüe par inhalation. Il n’est pas considéré comme un irritant pour la peau 

ou les yeux ni ayant un pouvoir allergique sur la peau (European Commission, 2005). 

 Evaluation des risques et limites réglementaires : 1.1.

Il existe plusieurs valeurs toxicologiques de référence pour prendre en maitriser les risques 

liés au CPF. Le NOAEL (« no observed adverse effect level ») ou la dose sans effet nocif 

observable en français. Ceci est défini, pour un lot d'animaux de laboratoire soumis à l'essai 

pendant une période déterminée, par la quantité maximale de substance dont l'absorption 

quotidienne ou unique n'entraîne aucun effet sur les animaux testés. Le NOAEL (Anses, 

AGRITOX, 2015) pour le CPF est : 

- Pour la toxicité par voie orale, par exposition répétée (90 jours), chez le rat, le  

NOAEL est de 1 mg/kg p.c./j. Cette dose est mesurée par inhibition de l’activité de 

l’acétylcholinestérase érythrocytaire et plasmatique de toutes les espèces. Sur des 

études, aussi bien sur le court et que sur le long terme, suivant le « Joint Meeting on 

Pesticide Résidus »(JMPR, 1995), seule la diminution de l’AchE du cerveau a été 

considérée comme toxicologiquement pertinente. 

- La neurotoxicité aiguё (28 jours), par voie orale, chez le rat a un  NOAEL de 10 

mg/kg p.c./j 

Pour protéger l’homme du risque que pourrait représenter le CPF, le NOAEL, est à minima, 

divisée par 100 (facteur d’incertitude) pour obtenir l’ADI (« acceptable daily intake »), ou la 

dose journalière admissible pour le consommateur (DJA). L’ADI correspond à une estimation 

de la quantité de CPF présente dans les aliments ou l’eau de boisson qui peut être ingérée, 

tous les jours, sans risque appréciable pour la santé du consommateur ; elle a été estimée à  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Directive_91/414/CEE
https://fr.wikipedia.org/wiki/Préparation_phytopharmaceutique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Autorisation_d%27un_produit_phytopharmaceutique
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0,01mg/kg p.c./jours. Cette dose est basée sur des études par administration répétée, sur le 

court et long terme, dans toutes les espèces (Review Report, European Commission, 2005). 

La dose aiguё de référence (ARfD) était de 0,1 mg/kg p.c./jours basée sur le NOAEL de la 

neurotoxicité aiguё et retardée dans des études chez les rats avec un facteur d’incertitude de 

100 (Anses2014, EFSA 2014, AGRITOX, 2015). 

 Nouvelles limites réglementaires : 1.2.

Les Etats-Unis ont revu leurs valeurs toxicologiques de références pour une meilleure prise 

en compte des risques liés  au CPF. En 2000, l’EPA des Etats-Unis (US EPA, 2011), a conclu 

que l’inhibition de l’AchE était le marqueur le plus sensible de la toxicité du CPF, chez les 

rats, souris, lapins, chiens et humains. Chez les animaux, l’inhibition significative de l’AchE 

dans le plasma et dans les érythrocytes, apparait à des doses inférieures à celles du cerveau. 

L’activité enzymatique dans le plasma est beaucoup plus sensible à l’activité du CPF-oxon 

que celle dans les érythrocytes ; c’est donc la mesure de l’activité enzymatique dans le 

plasma qui est plus sensible et qui sert de biomarqueur à cette toxicité. Une exposition 

journalière répétée à du CPF à moins de 0,10mg/kg/jour pendant 90 jours, n’a pas d’effet 

discernable sur l’activité de l’AchE dans le plasma (Eaton 2008). Les nouvelles valeurs 

proposées sont, après une exposition répétée chez le rat: 

- NOAEL est de 0,1 mg/kg de poids corporel par jour pour le chlorpyrifos 

- NOAEL est de 0,01 mg/kg de poids corporel par jour pour le chlorpyrifos-oxon 

- Le nouvel ADI obtenu avec un facteur de 100 est de 0,001 mg/kg de poids corporel 

par jour.    

Ceci est basé sur l’inhibition de l’AchE des érythrocytes 

Après une exposition aigüe, pendant 28 jours: 

- Le NOAEL est de 0,5 mg/kg de poids corporel par jour pour le chlorpyrifos 

- L’ARfD  après une seule exposition d’après les nouvelles études, est donc de 0,005 mg/kg de 

poids corporel. 
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 Poids de la preuve 2.

2.1.Le chlorpyrifos danger ou risque pour la santé dans la population 

générale? 

Le danger, c’est le potentiel d’un agent chimique, physique ou biologique à provoquer un 

effet néfaste sur la santé. Le risque, c’est la probabilité que cet effet néfaste se produise en 

raison de l’exposition des personnes au danger. Peut-on vraiment parler de danger pour le 

CPF ? Autrefois, lorsque l’application résidentielle avait cours, Fenske en 1990, a trouvé, 

qu’après une pulvérisation sur les surfaces domestiques que la dose de CPF absorbée par les 

enfants était au-dessus de la NOAEL déterminée par l’EPA de 0,03 mg/kg/jour, chez 

l’homme. L’équipe de Venerosi, en 2006, a estimé l’exposition des enfants suite à une 

application domestique à 1 à 3mg/kg. De nos jours, une étude a mesuré des concentrations de 

CPF supérieures à la limite de quantification de CPF dans différents aliments (% des 

analyses), le CPF a été retrouvé dans 10,20% des fruits étudiés, 4,83% des légumes et  0,01% 

de l’eau (Anses, 2013). L’apport journalier moyen estimé pour ces mêmes aliments chez les 

enfants de 3 à 14 ans est de 0,53% du DJA. Ceci a été testé pour différents aliments; le % du 

DJA est toujours minime. Par exemple, pour l’abricot, en 2011,  les enfants de 3 à 17 ans ont 

une contamination moyenne estimée de 0,0001 mg/kg (scénario haut) ce qui correspond à 

0,1% du DJA mais qui correspondant à 10% de la DJA de 0,001 mg/kg établie par l’EPA aux 

Etats-Unis. L’Anses a estimé que le risque associé au CPF était très faible. En 2011, l’EPA a 

estimé que la population américaine ingérait 0,009 μg de CPF par kg de poids du corps par 

jour, directement par l’alimentation avec une plus forte dose chez les enfants (0,025 μg par 

kg/poids et par jour), ces valeurs ne dépassant pas les DJA règlementaires. Cependant suite à 

la publication de nouvelles valeurs toxicologiques de référence pour le chlorpyriphos-éthyl 

par l’EFSA, l’Anses a réévalué avec le nouveau document guide de l’EFSA des risques pour 

la santé humaine. L’autorisation de mise sur le marché a été retirée pour trois spécialités en 

septembre 2016 (AMM). Il s’agit du Pyrinex ME® (fabricant : Adama), du Nurelle D220 

®(Arysta) et du Nurelle D550® (Arysta). En Octobre 2015, l’EPA a émis une proposition 

pour revoir les normes réglementaires concernant le CPF en interdisant toute utilisation qui 

laisserait des résidus quantifiables dans la nourriture. Les résultats de cette enquête seront 

rendus publics en 2017.  
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2.2. Etudes épidémiologiques 

Les inquiétudes concernant le risque que présente le CPF s’appuient sur des études 

épidémiologiques. Ces études, sur des larges cohortes, ont été réalisées dans les années 90 

pour examiner les voies potentielles d’exposition des femmes et des enfants au CPF ; les 

résultats obtenus ont pu sembler alarmants (cf. rapport du NHANES : « national health and 

nutrition examination survey »,1999-2000), avec 91% des échantillons d’urines collectés 

dans la population américaine, possédant le métabolite TCPy.  D’autres études ont mesuré la 

concentration de CPF sur les surfaces (ng de CPF/cm²) comme sur le sol, les jouets, la 

surface corporelle et également en évaluant l’exposition via l’alimentation (Trunnelle, 2014). 

La plupart de ces études ont utilisé la concentration urinaire en TCPy comme biomarqueur de 

l’exposition au CPF. Les études épidémiologiques publiées sur l’exposition au CPF ont des 

niveaux d’exposition qui excèdent les expositions typiques de la population générale des 

Etats-Unis (par exemple suite à une application unique d’un insecticide à l’intérieur et autour 

des maisons) et donc ne représentent pas l’exposition actuelle. Cependant,  plusieurs études 

se sont focalisées sur des familles provenant de populations agricoles vivant sur ou près des 

exploitations agricoles qui utilisent du CPF comme pesticide, et ceci est bien représentatif de 

l’exposition potentielle actuelle (Eaton, 2008). Pourtant, une étude de l’équipe de Trunnelle 

en 2014, a détecté, sur des échantillons collectés entre 2007 et 2009, du CPF dans 98,7% des 

surfaces de résidences de Californie. Ceci suggérant que l’exposition résidentielle aux 

insecticides est toujours une importante source de CPF et notamment chez les enfants.  

 a. Enquêtes épidémiologiques et biomarqueurs utilisés 

Pendant ces deux dernières décennies, l’estimation de l’exposition au CPF a reposé sur 

l’utilisation du biomarqueur peu spécifique, le TCPy, métabolite du CPF. Jusqu’à récemment, 

presque toutes les études ont supposé que l’exposition quotidienne au CPF était la seule 

source de TCPy  retrouvé dans les urines. En se basant sur ces suppositions, il est apparu que 

le CPF était mesuré dans des échantillons d’urine à des concentrations supérieures à la limite 

de quantification (de 3 à 5 mg/l d’urine) dans de nombreuses études épidémiologiques sur la 

période 1995-2001. Cependant, il est maintenant reconnu que le TCPy, utilisé comme 

biomarqueur dans ces études, est inadéquat pour mesurer l’exposition au CPF. En effet, ses 

résidus sont fréquemment retrouvés sur les fruits et légumes, souvent à des concentrations 10 

fois plus élevées que le CPF. Il est très probable que l’exposition au CPF ait été surestimée de 

10 à 20 fois. De manière plus surprenante, peu d’études ont déterminé l’exposition de la 

https://en.wikipedia.org/wiki/NHANES
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population au CPF depuis son élimination de l’usage résidentiel en 2001. Ceci est un 

handicap majeur dans la détermination les risques actuels liés au CPF. L’équipe d’Eaton, en 

2008, a estimé que l’exposition typique au CPF, dans le passé, était de l’ordre de 0,001–0,01 

µg/g, et provenait largement de la nourriture; l’exposition actuelle est très certainement bien 

en dessous de la DJA. Cependant, il peut exister une exposition spécifique au CPF (comme 

pour les familles d’employés agricoles qui vivent dans de zones agricoles où la pulvérisation 

intensive du pesticide est fréquente).  Ainsi,  des études futures doivent s’attacher à distinguer 

entre des expositions au CPF lui-même et au TCPy (Eaton 2008). Par ailleurs, l’EFSA, en 

2014, a publié un rapport qui regroupe les études épidémiologiques montrant une association 

entre l’exposition aux pesticides, dont le CPF, et certains aspects du neuro-développement. 

L’hétérogénéité et la complexité des méthodes étudiées pour mettre en évidence ces 

associations, des effets pour la plupart non significatifs et l’absence de méta-analyse sur le 

sujet, ont incité l’EFSA à conclure que le poids de la preuve est insuffisant. Les résultats sur 

ces associations doivent être interprétés avec précaution. 

 b. Extrapolation des résultats des études expérimentales à la 

population générale 

La voie d’exposition, la dose d’exposition et la méthodologie employées sont très importantes 

(le choix des espèces, la méthode d’échantillonnage et d’analyse), ceci rend difficile 

l’extrapolation de résultats de toxicologie obtenus sur des animaux de laboratoire à la 

population humaine. Les doses de CPF employées en toxicologie expérimentale chez les 

animaux de laboratoire sont généralement deux fois plus élevées que les doses auxquelles les 

professionnels sont exposés. Celles-ci sont également beaucoup plus élevées que celles 

auxquelles est exposée la population en général (suite à la consommation d’aliments et 

l’usage agricole). La majorité des études de la toxicité sur le long terme ont utilisé la voie 

orale comme voie d’exposition avec des doses allant de 0,05 à 25mg/kg de poids corporel et 

par jour. Des études sur le court terme, se basant sur l’inhalation du pesticide, ont utilisé des 

doses allant de 3 à 5000 μg/m3. A cause des grandes différences de doses de la plupart des 

études toxicologiques et la dose à la laquelle la population générale est réellement exposée, il 

faut être prudent dans l’extrapolation de la toxicocinétique et du métabolisme d’études faites 

à hautes doses à des doses plus faibles et vice versa. Les animaux de laboratoire (surtout les 

souris et les  rats) ont été largement utilisés dans les études toxicologiques du CPF et pour 

comprendre les mécanismes de toxicité. Cependant, il a été suggéré que le CPF a des effets 
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neurotoxiques à des doses inférieures aux valeurs toxicologiques de référence (VTR), comme 

la DJA. L’AchE n’est peut-être pas le marqueur le plus sensible pour la neurotoxicité. 

L’équipe de Saunders, en 2010, a interrogé un grand nombre d’experts en toxicicologie; ces 

chercheurs ont des avis divergents sur la réelle neurotoxicité développementale du 

chlorpyrifos, et préconisent des recherches supplémentaires et une meilleure information du 

public. Ces experts avancent qu’il n’y a pas assez de données sur des effets à doses faibles, 

sub-toxiques et la plupart des études épidémiologiques ayant été réalisées aux Etats-Unis et 

non en Europe. 

2.3.Cas particulier des enfants 

Comme nous l’avons vu, précédemment les enfants sont particulièrement sensibles à la 

neurotoxicité du CPF. Tout d’abord à cause de leur comportement spécifique (objet à la 

bouche, jeu sur le sol…) et à cause de leurs caractéristiques intrinsèques (faible volume 

corporel et donc exposition maximale par voie cutanée, pulmonaire et orale, métabolisme 

différent de celui des adultes). Les enfants pourraient être exposés à des doses supérieures 

aux VTR à cause de l’accumulation de CPF dans leur milieu de vie et particulièrement chez 

les enfants des communautés agricoles ou vivant à proximité d’exploitations agricoles 

(facteur qui n’est jamais pris en compte dans les enquêtes épidémiologiques). Les enfants ont 

par ailleurs un cerveau qui se développe jusqu’à l’adolescence et celui-ci est particulièrement 

sensible aux agents toxiques extérieurs. La perturbation du développement normal du cerveau 

peut ensuite conduire à des effets sur le long terme, pendant l’adolescence et l’âge adulte. Par 

ailleurs, leurs enzymes de détoxification du CPF sont également moins performantes que 

celles des adultes. Les enfants font donc partie de la population la plus sensible à la toxicité 

du CPF, et cette sensibilité accentuée n’est pas prise en compte dans les règlementations du 

CPF. Il a été  proposé un nouveau mécanisme de neurotoxicité du CPF qui va être l’objet 

notre étude expérimentale. Ce mécanisme ne met pas ou peu en jeu l’inhibition de l’AchE. Il 

serait un marqueur plus sensible de toxicité du CPF, et permettrait d’évaluer l’exposition à 

faible dose, sur le long terme, au CPF et particulièrement chez les enfants, la population la 

plus sensible.  
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 Neurotoxicité comportementale du chlorpyridos : étude II.

expérimentale 

L’exposition au chlorpyrifos a été associée à des problèmes comportementaux et des 

déficits cognitifs sur le long terme chez les animaux de laboratoire et chez les enfants. De 

plus, plusieurs études montrent une possible association entre l’exposition au chlorpyrifos 

et l’altération du développement du cerveau qui se retrouve à l’échelle cellulaire et 

tissulaire. Un nouveau mécanisme de neurotoxicité, basé sur le système des 

endocannabinoïdes, à de faibles doses de chlorpyrifos, sur long terme va être étudié. 

 Neurotoxicite développementale du chlorpyrifos : contexte de l’étude A.

expérimentale 

L’étude expérimentale va porter sur la neurotoxicité développementale du chlorpyrifos, 

à faible dose, chez le Rat. Seront étudié les effets sur le comportement d’une exposition à 

ce pesticide, pendant la période correspondante à l’enfance humain,. Les effets sur le 

comportement vont être observés pendant la période correspondant à l’adolescence 

humaine. Nous allons aborder comment le chlorpyrifos peut impacter le développement du 

cerveau et donc le comportement et par quels mécanismes.  

 Le développement du cerveau se poursuit jusqu’à l’adolescence 1.

Pour comprendre les effets d’une toxicité neuro-développementale chez le rats et  ainsi 

pourvoir extrapoler les résultats obtenus aux enfants, il faut choisir une période de traitement 

au chlorpyrifos pendant laquelle le cerveau des rats et des enfants est en cours de 

développement. 

 L’adolescence chez le rat  1.1.

Chez le rat, le développement du cerveau ne s’arrête pas à la naissance, en effet, il continue 

pendant la période post-natale jusqu’à l’adolescence. L’adolescence est la période de 

transition entre l’enfance et l’âge adulte, c’est-à-dire entre le post-sevrage et la maturité 

sexuelle (approximativement entre les jours postnataux (PND) 21 à 40), cette phase est 

conservée chez tous les mammifères. C’est une période de transition comportementale, 

caractérisée par une  augmentation de la sensibilité aux autres individus et aux indices 

sociaux. Il est observé un engagement dans des relations sociales avec d’autres individus ne 

lui étant pas apparentés. L’adolescence est par ailleurs caractérisée par  des comportements de 
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prise de risque et un fort taux d’impulsivité. Ces comportements permettent d’augmenter les 

chances de l’individu de trouver un partenaire et de se reproduire. 

  Le développement du cerveau chez l’homme 1.2.

Chez l’homme, la plus grande part du développement du cerveau s’effectue in utero mais ce 

développement se continue majoritairement pendant les deux premières années de vie puis 

minoritairement jusqu’à la fin de l’adolescence. A deux ans, le cerveau a atteint 80% du 

poids du cerveau adulte et son développement se poursuit jusqu’à 25 ans (Casey, 2000 ; 

Counotte, 2011). Les régions du cerveau, nécessaires aux fonctions primaires de survie 

comme les activités motrice et sensorielles, se développent bien avant les régions temporales 

et pariétales qui sont impliquées dans le langage de base et l’attention. En particulier les 

régions hautes d’association impliquées dans les intégrations sensori-motrices et les taches 

exécutives, comme le cortex préfrontal se développent en dernier. En effet, les zones de 

hautes intégrations ont besoin des connexions synaptiques entrantes venant des zones 

d’intégration dites « basses », sensorielles et motrices. Les échanges entre ces différents 

systèmes changent constamment pendant le développement, ce qui va impacter sur le 

comportement. Le développement du cerveau est modulé par de nombreux systèmes 

neurotransmetteurs et de récepteurs comme le glutamate, le GABA, la dopamine, la 

sérotonine et l’acétylcholine.  

 Comparaison relative des âges rat/Homme 1.3.

Il existe des normes pour comparer les âges chez le Rat et chez l’Homme. Les rats de 

laboratoire ont une espérance de vie en moyenne de 3 ans tandis que chez les Hommes elle 

est de 81 ans, en 2012, dans les pays développés (OMS, 2014). Ainsi, une année humaine est 

égale à deux semaines chez le Rat (13,8 jours rat) en corrélant leur durée de vie entière. 

Cependant, tout en tenant compte des différentes phases de la vie des rats, y compris du 

sevrage à la phase de vieillissement, on peut aisément remarquer que les rats ont une enfance 

brève et accélérée à l'égard des humains. Les rats se développent rapidement pendant 

l'enfance et deviennent sexuellement matures à environ 40 jours. Les humains, par contre, se 

développent lentement et n’atteignent la puberté que vers l'âge de 11-12 ans (Pallav, 2013). 

Ainsi, pour faire un parallèle entre une exposition au CPF chez les enfants et chez les jeunes 

rats, il faudrait traiter les rats pendant la période qui correspondrait à l’enfance, donc entre 

environ 7 et 21 jours. Et pour observer le comportement de ces rats durant l’adolescence 
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correspondant à l’adolescence humaine, il faudrait les observer entre 21 et 50 jours environ 

(Fig. 4). 

 La neuroplasticité du cerveau en développement 2.

2.1.Les étapes du développement du cerveau 

Le développement du cerveau se déroule en plusieurs étapes cruciales, successives et 

simultanées, nécessaires à l’obtention d’un cerveau adulte fonctionnel. Initialement les 

connections synaptiques des neurones sont produites en excès et le nombre de récepteurs 

neuronaux augmente progressivement (Fig. 5, « synaptogenesis », synaptogénèse). Par la 

suite des processus d’élimination des neurones et des connexions synaptiques en excès, sont 

mis en place (Fig.5, « synapse elimination », élimination de synapses). Ces processus sont 

dépendants de l’activité neuronale durant le développement et ils permettent la modulation 

fine des niveaux adultes de connectivité et de signalement du cerveau mature. Par ailleurs, la 

myélinisation des axones augmente pendant l’adolescence pour permettre d’optimiser la 

vitesse de traitement des informations. En particulier, les connexions à longue distance, entre 

les différentes régions du cerveau, ne sont pas encore complètement matures et 

l’interconnexion entre ces différentes régions n’a pas encore atteint son équilibre. Ainsi 

pendant le développement du cerveau, des étapes importantes de maturation sont mises en 

place pour atteindre un cerveau mature fonctionnel. 

 

 

 

 

Fig. 4 : Comparaison relative entre l’âge d’un rat et le stade développemental du cerveau humain (Pallav, 

2013) 
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Fig. 5 : Résumé des processus ayant lieu durant le développement du cortex préfrontal de rat. L’adolescence 

chez le Rat est supposée survenir entre les jours post nataux (PND) 25 à 50 (Counotte, 2011). 

 

2.2.Le développement du cerveau, une période de vulnérabilité 

Le cerveau en développement est très sensible à l’intervention d’agents exogènes et des 

altérations du cerveau mature peuvent être ainsi produites. La neuroplasticité durant le 

développement permet d’atteindre un stade de maturité du cerveau tel que  l’individu exprime  

une réponse comportementale adaptée à l’environnement qui l’entoure et aux autres individus 

(Brenhouse, 2011). C’est une période de vulnérabilité où d’importants changements ont lieu 

et l’exposition à des substances exogènes peut avoir des effets sur le long terme (Counotte 

2011). En effet, le cerveau en développement est très sensible aux interventions extérieures et 

est bien différent de celui de l’adulte. Ainsi, il est concevable qu’un développement anormal 

du cerveau qui peut provenir de facteurs génétiques et environnementaux (comme les 

substances chimiques) peut conduire à des altérations durables du fonctionnement du cerveau 

et donc du comportement (Counotte 2011). La fenêtre classique d’effet tératogène est le 

premier trimestre de gestation, la fenêtre de vulnérabilité pour les effets neurotoxiques des OP 

s’étend de l’embryogénèse à la vie postnatale (Slotkin, 2005). 

50 
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 La neurotoxicité développementale du chlorpyrifos à plusieurs échelles 3.

Une exposition développementale, à faible dose, au CPF induit des effets persistants 

sur le  cerveau, via son développement, et altère la fonction comportementale à la fois chez 

les rats juvéniles et chez les adultes. Plusieurs études suggèrent que, lors d’une exposition 

chronique à faible dose, le mécanisme d’action, encore inconnu, des organophosphorés, et 

plus particulièrement du chlorpyrifos, ne mettrait pas en jeu l’inhibition de 

l’acétylcholinestérase, et c’est à ces doses que les enfants sont le plus susceptibles d’être 

exposés. 

3.1.  Neurotoxicité à l’échelle cellulaire  

L’exposition au CPF, à des doses plus basses que le seuil de toxicité systémique et de 

l’inhibition de l’AchE du cerveau, ont des effets sur la maturation du cerveau. En effet des 

inquiétudes sur la neurotoxicité des OP chez l’Homme, dérivées d’études sur des rongeurs, 

ont montré qu’une exposition prénatale et post-natale au CPF est associée avec des altérations 

du développement du cerveau. Et ceci a été observé à des niveaux d’exposition bien au-

dessous du seuil de toxicité systémique causée par l’inhibition de l’acétylcholinestérase dans 

le cerveau (Slotkin, 2005). Le CPF provoque des effets sur le développement avec une 

fenêtre d’exposition très large, allant de la formation du tube neural au stade embryonnaire, 

jusqu’en post-natal en phase pré-sevrage (Dam, 1999). A l’échelle cellulaire, il a été prouvé 

qu’une exposition fœtale au CPF altère le développement cellulaire du cerveau, cette 

altération est visible après la naissance et continue jusqu’à l’adolescence et l’âge adulte 

(Qiao, 2003, Slotkin 2004).  L’équipe de Ricceri, en 2006, a montré que lors d’un traitement 

en phase néonatale tardive (PND 11 à 14), le CPF entraine une perturbation de la maturation 

du système nerveux central pendant les phases critiques de maturation. Notamment le 

développement du cerveau antérieur et particulièrement des voies cholinergiques et les voies 

inhibitrices et excitatrices. Tout d’abord, il a été démontré que le CPF provoque une altération 

de l’ADN  et de la transcription génétique (Muller 2014; Slotkin, 2005). De plus, le CPF peut 

induire une perturbation  du développement et de la différenciation des cellules neurales 

(Aldridge, 2005 ; Slotkin, 2004 ; Saunders, 2010), de la synaptogénèse, de l’axogénèse et de 

la gliogénèse (Dam, 1999 ; Qiao, 2003 ; Slotkin 2005). Ceci entraine des altérations dans la 

transmission synaptique (Saunders, 2010). Par exemple, dans une étude, à seulement 20% 

d’inhibition de l’AchE, le CPF compromet les processus basiques du développement du 

cerveau, la synthèse de l’ADN, l’axogénèse et les cascades de signalisation impliquées dans 



Page 47 sur 112 

Loyant Louise-ENVT, Thèse de Doctorat Vétérinaire - Neurotoxicité du chlorpyrifos 

l’activité neurotrophique (Dam, 1999). Dans une autre étude,  une exposition répétée au CPF 

(14 jours) a entrainé des altérations persistantes sur le transport axonal dans le cerveau des 

rats de manière permanente, même après 30 jours d’arrêt d’exposition (Hernandez, 2015). De 

plus, il a été démontré, après un traitement chronique, sans effets systémiques, que le CPF 

peut altérer la gliogénèse en provoquant une diminution du nombre de cellules gliales 

(Ricceri 2006, Roy, 2003). La toxicité du CPF pourrait donc s’étendre jusqu’à l’enfance et 

l’adolescence au travers de la gliogénèse. C’est un évènement tardif dans le développement 

embryonnaire chez le Rat et l’Homme et elle se poursuit jusqu’à l’adolescence. Les cellules 

gliales forment la structure de support pour les neurones, elles fournissent des métabolites, 

permettent le guidage axonal et la synaptogénèse et enfin elles protègent les neurones 

immatures des toxiques pour empêcher le stress oxydatif. Les cellules gliales sont plus 

sensibles au CPF que les neurones et seraient la cible principale (Colborn, 2006). Enfin, à 

l’échelle du cerveau, une association entre le CPF utilisé à des doses autorisées en 

agriculture et des altérations de la morphologie du cerveau a été mise en évidence chez 

l’Homme (Rauh, 2012). 

3.2. Neurotoxicité comportementale du chlorpyrifos  

Les altérations du développement du cerveau, provoquées par le chlorpyrifos, sont 

associées à des perturbations comportementales, chez les hommes et les animaux de 

laboratoire. Ceci suggérant une vulnérabilité comportementale durant la période fœtale et 

de l’enfance (Berkowitz, 2004). 

 a. Neurotoxicité comportementale chez l’homme : 

La neurotoxicité du chlorpyrifos, à l’échelle comportementale, a été étudiée grâce à de 

nombreuses enquêtes épidémiologiques.  Plusieurs études suggèrent que le CPF est associé à 

des effets négatifs, à long terme, chez les enfants suite à une exposition environnementale. 

Ces altérations se retrouvent à l’échelle comportementale et cognitive. On retrouve 

notamment, dans ces études, une altération, par le CPF,  des fonctions motrices, des déficits 

de mémoire et de Q.I ainsi que le développement de problèmes d’attention et d’hyperactivité 

(Rauh, 2006, 2011, 2012). Chez les enfants de 7 ans, une exposition prénatale au CPF est 

corrélée, à des déficits de l’index de mémoire de travail et du QI (Rauh, 2011). Par ailleurs, la 

toxicité du CPF peut s’exprimer grâce à deux échelles comportementales : l’altération de 

l’index de développement psychomoteur (IDP) et l’index de développement mental (IDM) 
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(évaluant le développement sensoriel, moteur et cognitif). Pour une cohorte d’enfants nés à 

New York, ces index sont corrélés négativement avec l’exposition au CPF. Une exposition à 

forte dose (>6,17pg/g dans le plasma ombilical) au CPF (pour 51 des 18 enfants de cette 

étude) induit une diminution de 6,5 points de l’IDP et de 3,3 points du IDM à 36 mois 

(Lovasi, 2011). De plus, il existe également des arguments significatifs, dans des études 

épidémiologiques humaines (Ross, 2013), qu’une exposition non aigüe, à faible dose, aux OP 

peut provoquer des déficits neurologiques et comportementaux prolongés, notamment des 

problèmes d’attention, de mémoire de travail et de mémoire visuelle. Cet effet a été démontré 

ailleurs qu’aux Etats-Unis: en Equateur dans une communauté agricole de floriculture, les 

enfants exposés de manière prénatale aux pesticides ont des déficits moteurs, de coordination 

et de mémoire, ce qui correspond à un retard de développement intellectuel d’environ 2 ans 

(Grandjean, 2006). Les experts de l’INSERM considèrent qu’il pourrait exister  une 

association modérée entre l’exposition au CPF et des maladies neuro-développementales 

(INSERM, 2013) en s’appuyant sur une étude épidémiologique (Rauh, 2006) réalisée chez 

des enfants de 3 à 7 ans avec une diminution du Q.I. et de la mémoire du travail. Ils émettent 

tout de même une réserve sur le fait que cette étude a été conduite aux Etats-Unis, chez des 

enfants appartenant à des minorités ethniques ou à faible revenus qui sont exposés à d’autres 

substances toxiques, ce qui pourrait interférer avec cette association. L’un des troubles 

comportementaux suspecté d’être provoqués par le CPF, est l’ADHD (« Attention Deficit 

Hyperactivity Disorder ») (Rauh, 2006). Ce trouble de déficit de l'attention, caractérisé par de 

l’hyperactivité et de l’impulsivité (NIMH, 2016). L’ADHD est l’un des problèmes 

comportementaux le plus fréquent chez les enfants, affectant plus de 2 millions d’entre eux 

aux USA (National Center for Environmental Health, 1999). Par ailleurs des études 

suggèrent, que la présence de métabolites du CPF dans les urines est associée à des 

altérations neuro-développementales (Bouchard, 2010 ; Engel, 2007 ; Rauh, 2006 ; Young 

2005). Une concentration prénatale de dialkyle phosphate, un métabolite des pesticides 

organophosphorés, dans les urines de femmes enceintes, est associé avec un développement 

intellectuel altéré chez ces mêmes enfants à 7 ans qui ont plus de risque de développer des 

problèmes d’ADHD (Bouchard, 2011). Chez les enfants empoisonnés aux OP, il a été 

démontré des déficits d’apprentissage des mots et une plus forte impulsivité (Kofman, 2006). 

Cependant, il existe de nombreux biais en épidémiologie si bien que le lien de causalité est 

difficile à établir, à la différence d’études comportementales en laboratoire. 
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 b. Neurotoxicité comportementale du chlorpyrifos chez les 

rongeurs 

Des perturbations du développement du cerveau sont associées à des altérations 

comportementales chez les rongeurs exposés au chlorpyrifos, incluant de l’hyperactivité, 

un déficit de mémoire et des altérations des comportements sociaux et émotionnels. 

 i. Altération de l’apprentissage et de la mémoire chez les rats: 

Une exposition développementale au CPF induit des effets à long terme sur le comportement 

des rats de laboratoire et sur leurs capacités cognitives.  De telles perturbations du 

développement ont été associées, avec des altérations de l’apprentissage, de la mémoire de 

travail à court-terme et à long terme (Levin, 2002 ; Aldridge, 2005). Dans une autre étude, 

des rates ont été traitées avec des doses faibles chroniques de CPF avant et après leur 

gestation. Les chercheurs ont étudié les effets de cette exposition sur leurs nouveaux nés,  

grâce à des tests comportementaux. Les nouveaux nés dont les mères ont été traitées au CPF 

ont montré une diminution de leurs performances de mémoire à court et long terme 

(Grabovska, 2015). Des effets à long terme sur la mémoire sociale ont été observés,  comme 

la reconnaissance sociale, avec des doses administrées pendant la période postnatale, de PND 

11 à 14 (Venerosi, 2006 ; O’Shea, 2006). 

 ii. Altération de l’anxiété chez les rats 

Une exposition périnatale au CPF est associée à une diminution du niveau d’anxiété chez les 

rats traités. En effet, des études sur l’exposition néonatale au CPF à des doses n’inhibant pas 

l’AchE (1 à 3mg/kg), ont montré une activité de locomotion spontanée altérée dans l’« open 

field » (test de mobilité et d’anxiété), et une diminution de l’anxiété dans le labyrinthe en 

croix surélevé (test de l’anxiété) (Ricceri, 2006 ; Aldridge 2005). Par ailleurs, une exposition 

répétée au CPF en postnatal diminue les comportements associés à la dépression et à l’anxiété 

chez le Rat (Chen, 2014). Durant les tests courant de dépression (nage forcée, test de 

nouveauté alimentaire), le CPF a montré avoir des effets anxiolytiques. Dans une autre étude, 

Savy, en 2015, a montré une diminution du comportement d’anxiété par le test de « marble 

burying behavior » (le comportement d’enfouissement d’objet qui caractérise l’anxiété chez 

les rats). Par ailleurs, des chercheurs ont traité des rates avec des faibles doses de CPF de 

manière chronique, avant et après leur gestation. Ils ont regardé les effets du CPF sur leur 

nouveaux nés grâce à des tests comportementaux d’anxiété: le test de l’ « open field » et le 
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test de préférence obscurité/lumière. Les nouveaux nés ont montré un plus faible niveau 

d’anxiété (plus forte mobilité, et hyperactivité) (Grabovska, 2015). Chen, en 2011, a traité des 

rats de manière répétée au CPF et les a soumis à des tests d’anxiété, dont le labyrinthe en 

croix surélevé et les a exposés à une source de nourriture nouvelle, source d’anxiété chez les 

rats. Le CPF a augmenté significativement le nombre d’entrées et le temps passé dans le bras 

ouvert. Il a diminué la latence des rats à se nourrir à une source de nourriture nouvelle. Ces 

résultats démontrent une diminution de l’anxiété chez les 

rats traités au CPF. 

L’équipe de Carr, en 2015, a montré également l’effet 

anxiolytique du CPF grâce au test d’émergence de 

l’obscurité vers la lumière, qui est un test d’anxiété. Les 

rats traités de manière répétée, du PND10 au PND16, 

avec différentes concentrations de CPF (0,5mg/kg, 

0,75mg/kg et 1,0mg/kg) par voie orale, à des doses 

n’inhibant pas l’AChE, ont montré une diminution de 

leur niveau d’anxiété lorsqu’il est comparé à celui des 

rats contrôles (Fig.6).  Les rats non traités au CPF sont 

restés  significativement plus de temps dans l’espace 

sombre alors que les rats traités ont exploré leur nouvel 

environnement. Ce test a montré une diminution de 

l’anxiété des rats traités au CPF. 

 Des mécanismes encore inconnus lors d’une 4.

exposition chronique à faible dose 

Plusieurs études avancent un mécanisme d’action de 

neurotoxicité comportementale indépendant de l’acétylcholinestérase lors d’une exposition 

chronique à faible dose, trop faible pour provoquer des signes d’intoxication systémique 

(Dam, 1999 ; Slotkin, 2004). Des études humaines sur des expositions professionnelles aux 

OP ne réussissent jamais à faire la corrélation entre l’activité de l’AChE dans le sang et les 

déficits comportementaux (Rohlman, 2011). Des études animales ont démontré que la toxicité 

développementale ne met pas en jeu d’inhibition substantielle de l’AChE (Carr, 2014), ceci 

suggérant que cette toxicité pourrait être induite par un mécanisme « non-cholinergique ». 

Une dose de 5mg/kg de CPF donnée à des rates gestantes pendant la gestation et la lactation 

Fig. 6: Latence à sortir du compartiment 

sombre dans le test comportemental  de 

préférence lumière/ obscurité chez de 

rats traités a avec de l’huile de maïs 

(contrôles), 0,5mg/kg, 0,75mg/kg et 

1mgkg de chlorpyrifos du PND 10 au 

PND 16. 
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cause une inhibition de 57% de l’Ache dans le cerveau des foetus au 20
ème

 jour de gestation 

or à faible dose ( 0,3 à 1mg/kg), aucune inhibition de l’AchE n’a été observée (Maurisseen, 

2000). Dans une autre étude, la toxicité systémique et la neurotoxicité développementale de 

différents OP ont été comparées ; le CPF est l’OP le plus neurotoxique et celui qui a montré 

le moins de toxicité systémique (Slotkin, 2006).  Cette toxicité s’exprime même à des 

niveaux où l’inhibition de l’AChE n’est pas observée (Aldridge, 2003, 2005a, 2005b). Par 

ailleurs, certains effets du chlorpyrifos apparaissent à des stades embryonnaires pour lesquels 

l’AchE n’est pas encore exprimée ou dans des zones du cerveau l’exprimant très peu 

(INSERM, 2013). Cependant aucune étude n’a réellement démontré quelle est la cible sur 

laquelle l’insecticide pourrait agir.  

 Une cible privilégiée du chlorpyrifos, le système endocannabinoïde : 5.

Le système des endocannabinoïdes est un système de signalisation dans le cerveau mettant 

en jeu des neurotransmetteurs et des enzymes de dégradation de ces neurotransmetteurs 

5.1.Présentation du système endocannabinoïde 

 a. Les endocannabinoïdes et leurs récepteurs 

Un des mécanismes d’action potentiel, « non-cholinergique », est l’altération du système 

endocannabinoïde (EC) dans le cerveau. Ce système est constitué de neurotransmetteurs se 

liant à des récepteurs cannabinoïdes (RCB). Il a été découvert, il y a une vingtaine d’années 

et est  ainsi nommé car il se lie au même récepteur (CB1) que le Δ9-Tetrahydrocannabinol ou 

THC un des composants de Cannabis Sativa. Le système des endocannabinoïdes est composé 

de deux récepteurs couplés à une protéine G : CB1 et CB2 auxquels se lient les deux 

principaux endocannabinoïdes : l'anandamide (AEA) et le 2-arachidonoylglycerol  (2-AG) 

(Dirk, 2005, Castillo, 2012).  Ce sont des médiateurs lipidiques qui sont synthétisés à la 

demande. Ils ne sont pas stockés dans des vésicules à cause de leur nature lipophilique. Les 

récepteurs CB1 sont retrouvés en forte concentration dans les neurones terminaux des régions 

spécifiques du cerveau : l’hippocampe, le ganglion basal, le cortex cérébral, l’amygdale et le 

cervelet (Dirk, 2005, Akirav, 2011). 
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 b. Les enzymes de métabolisme des endocannabinoïdes 

 Les deux ECs, l’AEA et la 2-AG, sont métabolisés respectivement par  la « fatty acide amide 

hydrolase » (FAAH) ou l’hydrolase des amides d'acides gras et la monoacylglycerol lipase 

(MAGL) (Egertova, 2003, Dirk, 2005, Castillo, 2012) (Fig7. ; Annexe 1.).  

La suite de l’étude va s’intéresser particulièrement à la FAAH, car c’est l’enzyme sur laquelle 

le CPF a le plus d’effets (Carr, 2011). La FAAH est une enzyme présentant un site actif serine 

qui sert à hydrolyser et ainsi inactiver un large spectre d’amides lipidiques comme 

l’anandamine (N-arachidonoylethanolamine) (Fig.7), le N-acylethanolamine (NAE), 

l’oleamide (cis-9,10-octadecanoamide)... C’est une enzyme membranaire d’environ 60 kDa 

hautement exprimée dans le 

cerveau, le foie, les reins, les 

testicules (Long, 2011). La FAAH 

clive aussi les lipides amides non 

cannabinoïdes : l’oleoyléhanolamide 

(OAE) et la palmitoyléthanolamide 

(PEA) (Bortolato, 2007). Les 

fonctions biochimiques et 

physiologiques de la FAAH ont été 

déterminées en utilisant des 

inhibiteurs de la FAAH. Le blocage 

de la FAAH stoppe par exemple, 

l’hydrolyse de l’AEA et provoque 

son accumulation. Chez les rongeurs, l’augmentation du niveau d’AEA, généré par 

l’altération de la FAHH, résulte en des effets dépendants des récepteurs aux cannabinoides, 

comme un effet anxiolytique (Kathuria, 2003), anti-dépressif (Naidu, 2007),  et anti-

nociceptif (Cravatt, 2001). Donc la FAAH régule le niveau endogène et l’activité de 

signalisation de plusieurs classes d’amides lipidiques 

5.2. Le rôle de signalisation des endocannabinoides 

 a.  Rôle des endocannabinoïdes à l’échelle cellulaire 

Ces ECs jouent plusieurs rôles dans la transmission du message intracellulaires et sont 

impliqués dans la plasticité neuronale. Via le récepteur RCB1, les ECs modulent 

(AEA) 

(MAGL) 

Fig. 7 : Les endocannabinoides et leurs enzymes de dégradation 

(Quistad, 2005). 

(AEA) 
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négativement le niveau d’AMP cyclique (second messager intracellulaire) et activent un flux 

entrant d’ions potassium via les canaux K+ dans les cellules (Dirk, 2005). Ils induisent ainsi 

une plasticité neuronale sur le court terme. Les récepteurs CB1 sont activés sur une courte 

période, ce qui implique l’inhibition liée à la  protéine G du flux d’ions Ca2+ via les canaux 

ioniques à Ca2+ (Castillo, 2012) (Annexe 2.). La plasticité sur le long terme, quant à elle, 

implique l’inhibition de l’adényle cyclase et la régulation négative de l’AMP cyclique. Le 

rôle du récepteur CB2 ne sera pas étudié ici, il intervient dans les cellules du système 

immunitaire et est retrouvé presque entièrement dans le système nerveux périphérique (Dirk, 

2005, Castillo 2012). 

 b.  Rôle des endocannabinoïdes dans  la transmission de 

l’information neuronale 

Les ECs servent à la transmission d’informations en présynaptiques dans le cerveau, leur 

signal peut être modulé par des facteurs exogènes. Ils sont produits à la demande, à la suite 

d’un signal post-synaptique. Les ECs traversent alors les synapses en sens inverse pour se lier 

aux récepteurs CB1 au niveau du neurone en  présynaptique. Ils activent ainsi les récepteurs 

CB1 et modulent la neurotransmission en inhibant le relargage de neurotransmetteurs au 

niveau des neurones présynaptiques du système nerveux central et périphérique (Liu, 2014 ; 

Castillo, 2012) (Annexe 2.). Le système des ECs régule la libération de nombreux 

neurotransmetteurs comme l’acétylcholine, le GABA, le glutamate, la sérotonine, la 

dopamine… Les ECs produisent un signal rétrograde qui modifient la plasticité synaptique 

sur le long et le court terme, au niveau de synapses à la fois excitatrices et inhibitrices 

(Castillo, 2012). La plasticité du système des ECs se traduit par la régulation du nombre et de 

l’activation des récepteurs CB1 présents dans les synapses et par la production et la 

dégradation des ECs (Castillo, 2012). Ce signal synaptique peut être modulé par des facteurs 

exogènes. En effet, une seule exposition in vivo au THC a aboli pour quelques jours le signal 

rétrograde des ECs (Mato, 2004). Cet effet est associé à l’altération de l’efficacité des 

récepteurs CB1 sans modification du nombre total de liaisons enzymes-récepteurs. Une 

exposition prolongée aux agonistes des ECS, chez l’Homme et l’animal, résulte en une 

tolérance comportementale qui est attribuée à une désensibilisation et une internalisation des 

récepteurs aux ECs (Wu, 2008). Il existe par ailleurs un changement développemental du 

système des ECs (Harkany, 2008) avec une expression plus faible des récepteurs CB1 dans 
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les synapses excitatrices des cerveaux adultes par rapport à celles des cerveaux plus jeunes 

(Kawamura, 2006). 

 c. Rôle des endocannabinoïdes dans le développement du cerveau 

Les ECs jouent également un rôle important dans l’orchestration du développement normal 

du cerveau ; ainsi une altération de ce système pourrait conduire à des modifications du 

fonctionnement normal du cerveau sur le long terme. Ils sont notamment impliqués, au cours 

de la neurogénèse, dans le contrôle de la formation des synapses, la prolifération des cellules 

souches neurales, la migration et la différentiation phénotypique des neurones immatures 

(Fernandez-Ruiz, 1999 ; Trezza, 2012) (Annexe 3.). Ils entrent donc en jeu dans la mise en 

place de l’organisation cellulaire du cerveau durant la vie pré et post-natale (Trezza, 2012). 

L’administration d’ECs a des effets favorables sur la neurogénèse. Par example, l’AEA 

administrée de façon chronique et non aigüe, favorise la neurogénèse dans l’hippocampe chez 

l’embryon et le rat adulte. Par ailleurs, les neurones souches et les cellules pro génitrices 

expriment les récepteurs CB1 aux cannabinoides, indiquant que les cannabinoides pourraient 

agir sur ces récepteurs pour réguler la neurogénèse (Jiang, 2005). Par ailleurs, il a été mis en 

évidence des voies de signalisation impliquant l’activation des récepteurs CB1, contribuant à 

la diversification neuronale dans le cerveau en développement (Harkany, 2008). Les effets 

d’une modification du signal des ECS sont donc potentiellement observables sur le long 

terme si le développement normal du cerveau est altéré. Ainsi, si un traitement est effectué en 

périnatal, les conséquences pourraient s’observer à l’adolescence et à l’âge adulte. 

 Rôle des endocannabinoïdes sur le comportement 6.

Le système des endocannabinoïdes régule de nombreuses fonctions physiologiques chez 

l’adulte comme la cognition, la mémoire, la douleur, l’appétit et la motricité (Castillo, 

2012). Mais le système des endocannabinoïdes est également un substrat important dans le 

contrôle des comportements reliés aux émotions tels que l’anxiété et les comportements 

sociaux. 

6.1. Régulation de l’émotivité par les endocannabinoïdes 

 a. Définition de l’émotion et de l’émotivité 

L’émotion est un mécanisme d’adaptation culturel et psychobiologique qui permet aux 

individus de réagir avec flexibilité et dynamisme à leur environnement. Les émotions sont 
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exprimées quand un évènement pertinent touche l’organisme, en ayant un impact direct sur 

ses besoins, buts et son bien-être. En général, la pertinence des évènements est déterminée 

selon des critères comme la nouveauté, le fait que l’évènement soit inattendu, son caractère 

intrinsèque plaisant ou déplaisant et sa cohérence en motivation, c’est à dire s’il est favorable 

à satisfaire le besoin, atteindre le but (Scherer, 2009). La régulation individuelle des émotions 

dépend d’échanges d’informations perpétuels entre les prédispositions biologiques et les 

enjeux de l’environnement. Les émotions impliquent de nombreux composants du système 

nerveux autonome, hormonal, comportemental et cognitif. Des signes physiologiques de 

l’émotion s’observent par des changements de l’activité du système nerveux autonome 

comme des changements dans la fréquence cardiaque, la tension des muscles, la sudation et 

des changements métaboliques. L’émotivité est le composant observable du comportement et 

de la physiologie de l’émotion. C’est la mesure de la réactivité émotionnelle d’un individu à 

un stimulus. La stimulation environnementale régule la réactivité émotionnelle individuelle. 

L’adolescence est particulièrement sensible à l’influence environnementale (Macri, 2012). 

Les régions du cerveau comme l’hippocampe et le cortex, sont directement impliqués dans la 

régulation du comportement émotionnel. De plus les états émotionnels sont coordonnés par 

l’amygdale dans le cerveau ; celle-ci fait partie du système limbique près des lobes 

temporaux et est impliquée dans la cascade physiologique contrôlant le comportement 

émotionnel (Scott, 2011 ; Wei, 2015). Les tests expérimentaux utilisés chez les animaux de 

laboratoire permettant de mesurer l’anxiété se sont peu à peu développés et le principal test 

est à ce jour le labyrinthe en croix surélevé, que nous allons aborder par la suite (Annexe 4, 

8.). 

 b. Rôle des endocannabinoïdes dans l’émotivité et l’anxiété 

Les endocannabinoïdes sont impliqués dans la régulation de l’émotivité à l’environnement et, 

par conséquent, dans la régulation du  niveau d’anxiété. Tout d’abord, les ECs sont libérés à 

la demande ; ils peuvent donc être à la base d’adaptation à des changements 

environnementaux (comme des évènements stressants). La modulation de l’activité 

synaptique par la libération de neurotransmetteurs (via l’activation du CB1R) permettrait au 

système des ECs de réguler l’activation neuronale dans les réseaux liés à l’émotion (Wei, 

2015). En effet, la densité de récepteurs CB1 est particulièrement forte dans les structures 

corticales et limbiques. Ceci montre bien l’implication de ces récepteurs dans la régulation de 

la réactivité émotionnelle, donc dans le contrôle de l’émotivité (Trezza, 2012). Le système 
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des ECs régule l’axe hypothalamus-hypophysaire-surrénalien qui est impliqué dans la 

réponse appropriée à des évènements stressants (Valverde 2005). L’augmentation du niveau 

des endocannabinoïdes suite à un évènement stressant ou aversif à la base de la réponse 

émotionnelle, permettrait de faire face à cet évènement. Ainsi l’individu pourrait s’adapter à 

toutes nouvelles situations dans un nouvel environnement, en particulier s’il est aversif. Par 

conséquent, les rats ayant un niveau d’émotivité plus bas seront moins anxieux face à un 

environnement aversif. Le modèle animal de l’anxiété permet de mesurer un changement 

dans la tendance des individus à éviter des situations aversives inhérentes. Ainsi une 

diminution de l’évitement de ces situations aversives indiquerait une diminution de l’anxiété 

(effet anxiolytique). Par exemple, les situations aversives peuvent être les aires très éclairées, 

les aires ouvertes (comme dans le test de l’ « open field »), les aires élevées (comme dans le 

labyrinthe en croix surélevé), les interactions sociales avec un partenaire non familier, un 

environnement inconnu. Si des rats traités au CPF évitent moins ce genre de situations 

aversives par rapport aux rats contrôle, ceci indiquerait une diminution de leur émotivité à un 

environnement aversif et ainsi une diminution de leur niveau d’anxiété. 

 c. Effets anxyolitiques des endocannabinoïdes 

La réponse émotive, permet à l’animal de s’adapter à un environnement changeant. 

L’anxiété est un comportement adaptatif à des stimuli potentiellement dangereux qui 

pourraient menacer l’intégrité de l’individu. Le système des EC, agissant par le biais des 

récepteurs CB1, module la réponse à un environnement changeant, particulièrement 

lorsqu’il est aversif ; il module donc également le niveau d’anxiété. 

 i. Délétion génétique des récepteurs CB1 

Le modèle souris ayant une mutation sur le gène codant pour le RCB1 (knockout pour le 

RCB1) a été utilisé dans de nombreuses études sur le rôle de ce récepteur dans la régulation 

de l’émotivité. Les effets anxiogéniques de la délétion du RCB1 ont été répliqués avec 

différentes procédures de test de l’anxiété. Les souris déficientes en récepteur CB1, 

présentent des altérations comportementales qui peuvent être reliés aux symptômes dépressifs 

humais (anhédonie, réponse exagérée au stress) et montrent des phénotypes anxieux. Il a été 

montré que les souris knockout pour le RCB1 sont plus anxieuses que les souris non mutantes 

dans le test de l’ « open field » (Maccarorone, 2002) et dans le test de préférence 

lumière/obscurité (Martin, 2002, Maccarorone, 2002). Ces résultats ont seulement été 
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retrouvés chez les souris adolescentes.  Par ailleurs, l’équipe de Haller, en 2002, a montré que 

les souris knockout pour le RCB1, ont un niveau d’anxiété plus élevé dans le labyrinthe en 

croix surélevé. 

 ii. Effets des agonistes et antagonistes au récepteur CB1 sur le 

comportement émotif 

L’utilisation de molécules agonistes ou antagonistes au RCB1 a permis de comprendre 

l’implication de ce récepteur dans la modulation de l’émotivité et de l’anxiété. Il a été 

démontré que l’activation de ce récepteur, via une administration d’AEA, a eu des effets 

anxiolytiques chez le rat modèle pour un stress chronique moyen (Bortolato, 2007). De 

même, l’équipe de Ribeiro, en 2009, a montré  que de l’AEA administrée à des rats, a 

diminué leur niveau d’anxiété. En effet, ce traitement a augmenté le temps passé dans le bras 

ouvert du labyrinthe en croix surélevé et dans la zone ouverte de l’ « open field ». Dans une 

autre étude, une inhibition des ECs a augmenté le stress et l’anxiété, tandis qu’une 

augmentation dans le signal des ECs diminue l’anxiété des rats. Le pouvoir anxiolytique de 

l’AEA pourrait être dû à son interaction avec le RCB1 (Kirav, 2011; Trezza, 2012). En effet 

l’action anxyolitique de l’AEA a été bloquée grâce à l’utilisation d’un antagoniste sélectif au 

RCB1. Par ailleurs, un agoniste exogène, comme le THC, provoque des effets 

comportementaux analgésiques ou anxiolytiques. Cependant, pour le THC, contrairement aux 

cannabinoïdes endogènes, il existe un grand nombre d’effets secondaires comme l’hypo 

motilité, l’hypothermie et des altérations cognitives (Namura, 2008). Le THC administré 

durant l’adolescence a été relié à des altérations dans la réactivité émotionnelle pendant l’âge 

adulte et il est corrélé avec une augmentation d’un facteur cinq du  risque d’être dépressif et 

anxieux pendant l’âge adulte (Patton, 2002). 

 iii. Effets de l’augmentation du signal de l’anandamine à 

travers l’inhibition de la FAAH 

L’équipe de Kathuria (2003) a montré que l’inhibiteur (URB597) de l’enzyme FAAH, 

métabolisant les ECs, augmente fortement le niveau d’AEA dans le cerveau mais pas celui de 

2-AG. Cet inhibiteur a des effets anxiolytiques chez les rats nouveau-nés en diminuant leurs 

vocalisations ultrasoniques et en augmentant leur exploration sur le labyrinthe surélevé. Les 

auteurs ont conclu que l’AEA participe à la modulation des états émotionnels et présentent 

l’inhibition de la FAAH comme une approche innovante de la thérapie anxiolytique. 
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 iv. Effets de l’inhibition de la FAAH sur le modèle de 

l’anxiété : 

Le signal des ECs peut être augmenté par l’administration d’inhibiteur pharmacologique de 

l’enzyme FAAH. Cette inhibition empêche la dégradation des ECs qui ont été libérés. Cette 

accumulation d’ECs, et notamment d’AEA, augmente et maintient les effets des AEA où son 

action est déjà exercée. Il a été avancé que l’augmentation des effets de l’AEA agit sur un 

sous-ensemble de RCB1 qui est normalement engagés dans le contrôle des émotions 

(Piomelli, 2006). En effet, il a été démontré qu’un traitement avec l’inhibiteur de la FAAH 

(URB597) diminue l’anxiété sur le labyrinthe en croix surélevé chez les rats (Patel, 2006 ; 

Moreira, 2008, Kathuria, 2003 ; Patel 2006 ; Scherma 2009). Ainsi l’inhibition de la FAAH  a 

une activité anxiolytique chez le Rat. 

 d. Résultats contradictoires et effets des stimuli environnementaux 

sur l’inhibition de la FAAH 

Selon le protocole expérimental utilisé, l’inhibition de la FAAH peut avoir, soit des effets 

anxiolytiques, soit des effets anxiogéniques. Pour observer une altération significative du 

niveau d’anxiété chez des rats, en utilisant l’inhibiteur de la FAAH, il faudrait utiliser des 

conditions expérimentales aversives. En effet, il a été trouvé des résultats contradictoires sur 

les effets anxyolitiques des endocannabinoïdes, selon la dose utilisée, la durée de traitement 

et selon les conditions expérimentales du test effectué (Moreira, 2010). Des données in vivo 

avancent une modulation dose dépendante de l’anxiété par les ECs et l’importance du 

contexte environnemental. Les hautes et faibles doses ont souvent des effets contraires, en 

effets, des faibles doses produisant des effets anxiolytiques et les doses élevées, des effets 

anxiogéniques (Moreira, 2010 ; Akirav 2011). Haller, en 2009, a démontré que l’inhibiteur de 

la FAAH, l’URB597,  ne diminue pas l’anxiété dans le labyrinthe en croix surélevé sous des 

conditions peu aversives (chambre familière, sous faible éclairage, manipulation des rats 

avant l’expérience). Par contre l’inhibiteur a un effet robuste anxiolytique quand l’aversivité 

de la chambre de test est augmentée en enlevant l’habituation et en employant une forte 

intensité lumineuse de la chambre de test. Par ailleurs, l’effet anxiolytique de l’URB597 est 

aboli par un antagoniste du récepteur CB1 (AM251) (Haller, 2007; Scherma, 2009). De plus, 

Haller, en 2004, a démontré que la délétion du gène CB1 avait un effet anxyogénique 

seulement lorsque que les souris knock-out sont testées sous de la lumière intense. Ceci 

prouve que la modulation de cet effet est contrôlée par les récepteurs CB1 (Haller, 2009). Les 
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effets contradictoires observés ont été expliqués par la distribution des RCB1 dans le cerveau. 

En effet, ces récepteurs sont retrouvés dans des régions du cerveau impliquant des 

mécanismes glutamatergiques et GABA-ergiques qui jouent des rôles opposés sur l’émotion 

et particulièrement sur l’anxiété (Haller, 2009 ; Moreira, 2010). Des effets contradictoires, 

dépendant de l’aversivité du test, ont été également observés sur le comportement 

exploratoire des rongeurs (le labyrinthe en croix surélevé, l’open field, le test de préférence 

obscurité/lumière) (Jacob, 2009). La familiarité du partenaire de jeu lors du test d’interaction 

sociale pourrait également moduler ce comportement d’anxiété. En conclusion, des 

conditions aversives sont nécessaires à l’observation des effets anxiolytiques de l’inhibition 

de la FAAH. 

6.2.  Régulation du comportement social et du jeu par les endocannabinoïdes 

L’activation du système des endocannabinoïdes favorise le comportement social des 

rats et notamment le jeu entre deux individus. 

 a.   Observations du comportement social : le jeu 

Le jeu n’a pas une haute priorité par rapport aux autres processus cognitifs ; il a cependant 

une haute valeur de récompense, et il est essentiel au développement social normal chez 

l’adulte. Il n’a pas lieu ou très rarement en présence de conditions environnementales 

aversives. Le jeu se déroule quand les besoins primaires de l’animal sont comblés et que 

l’animal se sent en sécurité.  Le jeu a un impact important sur le développement du cerveau, 

sur la santé et le bien-être. Chez l’homme, il y a actuellement des discussions pour 

comprendre comment le jeu peut aider les enfants atteints de maladies psychiatriques et 

notamment atteints de l’ADHD. En effet, les enfants privés de jeu sont plus sensibles à ce 

genre de pathologies. Le jeu apparait spontanément à partir de 18 jours chez le Rat et 

augmente peu à peu pour atteindre un haut niveau tout au long de l’adolescence (Syivi, 2011). 

Le jeu permet au rat d’ajuster son comportement pour faciliter sa survie et l’émergence de ses 

compétences sociales. Le comportement de jeu est la forme la plus précoce du comportement 

social non dirigé vers la mère apparaissant pendant l’ontogénèse chez les espèces 

mammifères ; il a été défini par : « une activité locomotrice, observée en post-natal, qui 

apparait n’avoir aucun bénéfice immédiat pour le joueur, dans lequel les comportements 

locomoteurs ressemblent à ceux utilisés dans des contextes fonctionnels ». Les actes moteurs 

constituant le jeu ont une ou plusieurs des caractéristiques suivantes : exagération des 
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mouvements, répétitions d’actes moteurs, fragmentation et désordonnément des séquences 

motrices (Vanderschuren, 1997). Le jeu contient des schémas comportementaux reliés à des 

comportements sociaux sexuels ou agressifs.  La composition du jeu a été décrite dans de 

nombreuses études (Trezza 2011, 2012 ; Vanderschuren, 1997) et on y retrouve les 

comportements suivants : 

- « Pouncing » : donner des coups de museau sur la nuque du partenaire avec le bout du 

museau, associé à un mouvement de frottement 

- « Boxing/wrestling » : se mettre sur ses postérieurs en poussant et en donnant des 

coups de patte au partenaire 

- « Pinning » : la posture la plus caractéristique du jeu social, est définie quand l'un des 

individus est allongé dorsalement  au  sol, l’autre animal se tenant au-dessus de lui dans une 

position de dominance 

- « Chasing » si un des animaux s’enfuit rapidement et son partenaire de jeu le poursuit 

- « Exploration sociale » : renifler ou lécher une partie du corps du partenaire 

- « Social grooming», ou le toilettage social, suit le pouncing ou le pinning ; si l’animal 

ne s’enfuit pas et s’il ne se met pas sur le dos. Ceci consiste à mâcher ou lécher la fourrure de 

son partenaire, en plaçant ses antérieurs sur le dos ou le cou de celui-ci. 

- « Crawling over et under » : consiste à passer au-dessus ou au-dessous du partenaire 

Le jeu débute lorsqu’un individu approche et sollicite un autre individu (« pouncing ») 

moment durant lequel le rat qui sollicite l’autre, essaye de mordiller la nuque de son 

adversaire ; A partir de là, « chasing », « boxing wrestling », » social grooming » ou 

« pinning » suivent. 

L’animal préfère jouer dans les endroits abrités peu éclairés et familiers. Le jeu est supprimé 

sous de la lumière vive, en effet, le jeu est associé avec un fort risque de prédation et il est 

accompagné par un niveau bas d’attention à l’environnement ; les comportements sociaux et 

l’exploration diminuent. Les résultats sont les mêmes dans un milieu non familier avec une  

absence de jeu (Vanderschuren, 1997). L’isolement à court terme, avant le test des 

interactions sociales, augmente considérablement la fréquence des jeux et des comportements 

sociaux chez les rats jeunes et adultes (Siviy, 2011). Par exemple la fréquence de « pinning » 

est proportionnelle au temps d’isolement avant le test. Donc en conditions expérimentales 
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aversives (milieu de test très éclairé, ouvert, en hauteur, non familier), le comportement de 

jeu n’est normalement pas ou très rarement observé chez des rats. 

 b.    Substrats neuronaux du comportement social : le jeu 

Au point de vue anatomique, le jeu est contrôle par plusieurs aires cérébrales. Le premier 

circuit neuronal sollicité pour le jeu chez le Rat, inclut le noyau thalamique intra-laminaire, le 

cortex frontal et le striatum, l’hypothalamus ventral et le tectum profond. D’autres aires 

neuronales peuvent interagir comme l’amygdale. Par exemple, il a été prouvé que la taille de 

l’amygdale est corrélée à  la quantité de jeu social. Le cortex pré-limbique, le cortex orbito-

frontal médial et le noyau accumbens sont aussi très importants (Vanderschuren, 2016). Les 

substrats neuronaux les mieux connus sont l’acétylcholine, les catécholamines, la dopamine, 

sérotonine, noradrénaline, les opioïdes et l’ocytocine. Ils ont un rôle dans l’intégration de 

stimuli environnementaux et sensoriels. Les endocannabinoïdes endogènes ont également une 

influence modulatrice positive sur le jeu (Vanderschuren 1997). Il y aurait donc des 

interactions complexes entre tous ces systèmes dans la régulation du jeu. 

 c.    La régulation du comportement social par les 

endocannabinoïdes 

Le système endocannabinoïde du cerveau joue un rôle crucial dans le traitement des 

émotions.  L’AEA module positivement le comportement social chez les rats adolescents. En 

effet, l’augmentation du niveau d’ECs, dans le cerveau, amplifie son signal et facilite le jeu 

(Zanetti 2011 ; Trezza, 2008, 2009, 2015 ; Wei 2015). La modulation du jeu social se situe 

dans des régions impliquées dans l’émotion et la motivation : le jeu social augmente le niveau 

d’AEA dans l’amygdale et le noyau accumbens dans lequel se trouve de nombreux RCB1 

(Wei, 2015). Le jeu augmente ainsi la phosphorylation des récepteurs CB1 dans l’amygdale, 

ceci entrainant une augmentation du signal de l’AEA dans cette région du cerveau, et, par 

conséquent, une augmentation du jeu social. De plus, l’infusion du cerveau avec de 

l’inhibiteur de la FAAH (URB597) augmente le jeu social et incidemment, la concentration 

d’AEA dans l’amygdale, ceci sans changement dans la synthèse d’AEA (Trezza, 2012). Il a 

été prouvé que l’administration de composés qui prolongent l’action des ECs endogènes dans 

les synapses actives, favorise  le jeu, tandis que des agonistes directs des cannabinoïdes le 

diminuent considérablement (Siviy, 2011). Puisque les ECs sont synthétisés et libérés à la 

demande, cela suggère qu’un sous-ensemble de synapses avec des récepteur CB1 aux 
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cannabinoïdes sont activés durant le jeu. La rencontre avec un nouveau partenaire chez les 

rats adolescents provoque l’activation du système des ECs (le niveau d’AEA augmente) et 

semble important pour faire face à un nouveau contexte social (Marco, 2011). Il se pourrait 

également que l’activation du système des ECs, diminue le niveau d’anxiété des rats, et ceci 

leur permettrait d’être moins attentifs à leur environnement pour pouvoir déclencher le 

comportement de jeu. 

 Altération du système des endocannabinoïdes par le chlorpyrifos 7.

Une des cibles préférentielles du chlorpyrifos, lors d’une exposition 

développementale à faible dose, qui expliquerait les altérations comportementales serait le 

système des EC dans le cerveau. 

Il a été démontré que l’activation du système des EC durant une exposition développementale 

à des cannabinoïdes exogènes, comme le Δ9-Tétrahydrocannabinol ou THC, l’ingrédient 

psychoactif de la marijuana, altère la maturation de nombreux systèmes de 

neurotransmissions, dont le système des ECs, et provoque un développement anormal du 

cerveau et des comportements altérés (Garcia, 1999). Le récepteur dans le cerveau pour le 

THC, est le RCB1. Ainsi il serait possible que l’exposition développementale à tout produit 

chimique qui altère le niveau d’EC puisse conduire à un développement anormal du cerveau 

et à des altérations du comportement. Plusieurs études ultérieures, sur des animaux adultes, 

ont reporté qu’une exposition au CPF induit une inhibition des enzymes qui métabolisent les 

EC dans le cerveau (FAAH et MAGL), et une accumulation de AEA et de 2-AG dans celui-ci 

(Quistad, 2001; 2002; 2006; Liu, 2013, 2015). La concentration en AEA par rapport à celle en 

2-AG est plus importante après le traitement au CPF dans plusieurs études. L’équipe de Carr, 

en 2011, a traité des rats juvéniles de 10 jours, pendant 7 jours, avec différentes 

concentrations de CPF (1mg/kg, 2.5 mg/kg, 5.0 mg/kg), correspondant à de faibles doses, 

pendant la période durant laquelle leur cerveau se développe. Il a été mesuré que 4h suivant 

la dernière administration, les enzymes FAAH, MAGL et AchE sont inhibées dans le cerveau 

antérieur à toutes les doses de CPF administrées. A la plus faible dose (1,0mg/kg), l’inhibition 

de l’activité de la FAAH est la plus importante ainsi que la quantité d’AEA en comparaison 

de l’activité de l’AchE, de la MAGL et de la quantité de 2-AG. Dans d’autres travaux 

antérieurs, la FAAH avait été inhibée par le CPF de 88-91%, la MAGL de 35-50%  

(CPF=280mg/kg) (Liu, 2013), la FAAH de 95% et la MAGL de 37% (CPF=5mg/kg) (Carr, 

2011). Donc le CPF s’est montré plus actif sur la FAAH par rapport à la MAGL (Carr, 2011 ; 
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Liu, 2013). Ainsi, à de faibles concentrations de CPF, il existe un point où l’inhibition de la 

FAAH et le taux d’AEA sont plus élevés, sans observer d’effet mesurable sur l’activité de 

l’AchE, de la MAGL, et sur le taux de 2-AG. Une autre étude, du même auteur, a encore 

diminué cette concentration minimale à 0,5mg/kg et les mêmes paramètres ont été mesurés 

4h et 12h après le dernier traitement (Carr, 2013). On a observé les mêmes résultats, avec, à 

faible dose, une inhibition de l’activité de la FAAH et une accumulation de l’AEA. Donc la 

cible principale du CPF serait la FAAH et provoquerait majoritairement l’accumulation 

d’AEA. Cependant, il n’est pas sûr que le niveau d’accumulation de l’AEA, pendant le 

développement, puisse mener à des altérations fonctionnelles plus tard. Il est avéré, 

expérimentalement, qu’une exposition développementale à faible dose au CPF induit des 

effets persistants sur le cerveau et altère la fonction comportementale à la fois chez les rats 

juvéniles et chez les adultes. Mais le mécanisme à la base de ces effets reste inconnu. 

 Objectifs de l’étude expérimentale B.

Mon stage de recherche, au cours de ma troisième année de l’Ecole Vétérinaire de Toulouse, 

s’est déroulé au laboratoire de neurosciences de l’Ecole Vétérinaire de l’Université d’Etat du 

Mississipi aux Etats-Unis. Ce stage de trois mois, sous la direction du Dr Carr, s’inscrivait 

dans un plan de recherche sur 4 ans. 

Le but de ce projet est d’améliorer la compréhension du mécanisme à la base de la toxicité 

développementale des insecticides OP tels que le CPF. Bien que des études ultérieures aient 

rapporté des effets toxicologiques au niveau de nombreux systèmes de neurotransmission 

après une exposition développementale à faible dose aux OP, une cible précise n’a pu être 

identifiée ; une cible « non cholinergique » à laquelle les OP ou ses métabolites puissent se 

lier. Et c’est particulièrement vrai à des niveaux d’exposition qui n’induisent pas d’inhibition 

de l’AchE, ce qui se rapproche le plus du scénario d’exposition de la vie courante. En se 

basant sur ces études préliminaires, l’hypothèse avancée est que le dysfonctionnement 

neurologique induit par une exposition développementale, à faible dose, au CPF passe par 

une altération de la fonction du système des ECs et plus particulièrement par l’inhibition de la 

FAAH. Cette inhibition induirait, plus tard, des altérations comportementales chez les rats 

adolescents. Après une exposition, à faible dose, au CPF, l’inhibition de la FAAH est serait  

un marqueur de toxicité plus sensible que l’inhibition de l’AchE. Le laboratoire d’accueil 

s’est donc ensuite focalisé sur l’étude de l’inhibition de la FAAH. L’objectif de cette 

recherche est de déterminer les effets d’une exposition développementale, à faible dose, au 
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CPF, en approfondissant l’effet sur l’émotivité et en étudiant également son effet sur le 

comportement social de rats adolescents. En incluant un inhibiteur spécifique de la FAAH 

(PF-04457845), il a été déterminé comment les effets sur le comportement observés 

pourraient être dus à l’inhibition de la FAAH. Cette étude est basée sur l’hypothèse d’un 

nouveau  mécanisme de neurotoxicité du CPF, à faible dose. L’objectif final est d’extrapoler 

du rat, exposé au CPF, aux enfants lorsqu’ils sont exposés à ce pesticide, plus sensibles à ce 

risque de toxicité. Les effets de cette neurotoxicité, à faible dose, sur le long terme, sur leur 

comportement, notamment durant leur adolescence sont particulièrement pertinents lors 

d’une exposition quotidienne. Les rats ont donc été traités au CPF, à de faibles doses 

n’inhibant pas l’AchE, pendant la période qui correspond à l’enfance humaine, lorsque leur 

cerveau est encore en développement. Puis, leur comportement a été testé pendant la période 

qui correspondrait à leur adolescence. 

 Résultats préliminaires antérieurs à l’étude 1.

Les premières recherches du laboratoire d’accueil ont porté sur les effets du métabolisme des 

endocannabinoïdes sur le cerveau en développement après une exposition répétée à des 

faibles doses de CPF. Les chercheurs ont démontré qu’une exposition développementale au 

CPF inhibe la FAAH plus fortement que l’inhibition de l’AchE et la MAGL (Carr, 2011). Ils 

ont ensuite effectué une étude sur la cinétique de l’inhibition de la FAAH et ont démontré que 

le pic de l’inhibition de la FAAH avait lieu 12h après la dernière administration de CPF (Carr, 

2013). Cette inhibition était accompagnée de l’accumulation d’AEA et de 2-AG mais les 

concentrations d’AEA étaient beaucoup plus élevées que celles de 2-AG (Carr, 2013). 

Puisque toutes les doses de CPF utilisées précédemment ont induit l’inhibition de l’AchE, 

l’équipe du Dr. Carr a ensuite testé une dose plus faible qui n’a aucun effet sur l’activité de 

l’AchE. Il a été observé une inhibition significative de la FAAH et une accumulation d’AEA 

mais aucun changement dans le niveau de 2-AG (Carr, 2014). Dans l’étude la plus récente, la 

même équipe de chercheur a montré que des rats exposés, avant sevrage, à des doses de CPF 

(0,5 et 0,75 mg/kg) qui n’inhibent pas l’AchE mais qui altèrent le métabolisme des 

endocannabinoides, ont manifesté une diminution de leur anxiété lorsqu’ils sont testés 

pendant la période post sevrage (9 jours après la dernière administration de CPF). D’autres 

études ont déjà rapporté les effets d’une exposition développementale au CPF sur le 

comportement, notamment l’anxiété, en utilisant le labyrinthe en croix surélevé (Aldridge, 

2005; Ricceri, 2006) et sur le comportement d’anxiété relié au comportement social (Ricceri, 
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2003; Venerosi, 2006; 2008; 2010; 2015). Mais les chercheurs de cette équipe ont été les 

premiers à démontrer une altération du niveau d’anxiété à des doses qui n’inhibent pas 

l’AchE. Le premier test comportemental qu’ils ont utilisé, a été le test d’émergence, dans 

lequel il a été mis en évidence le conflit pour l’animal pour choisir entre explorer un 

environnement nouveau et éviter un espace ouvert très éclairé. Cependant, un seul test 

comportemental ne donne pas un aperçu assez précis de l’émotivité de l’animal, et tester les 

rats confrontés à plusieurs tâches comportementales est nécessaire pour obtenir une image la 

plus représentative possible de l’émotivité de l’animal en réponse à un nouvel 

environnement. Il est possible que cette diminution de réactivité émotionnelle puisse 

également altérer leur comportement social. En effet ces deux notions sont liées; si le rat se 

montre trop émotif, trop sensible à son environnement, il n’exprimera pas de comportement 

social. Et au contraire, s’il ne l’est pas assez, le comportement social sera facilité. 

 Etude de l’émotivité et de l’anxiété au travers de nouveaux tests comportementaux 2.

L’objectif global de cette nouvelle étude est d’approfondir les effets d’une exposition 

développementale à faible dose sur le comportement d’anxiété en ajoutant de nouveaux tests 

comportementaux : « l’open field » (champ ouvert) et « l’elevated plus maze » (le labyrinthe 

en croix surélevé) et le test d’interactions sociales. Ces trois tests incluent des mesures de 

comportements liés à l’anxiété (Ramos, 2008 a et b; Cryan & Sweeney, 2011). Un protocole 

intégrant plusieurs tests comportementaux mesurant l’anxiété est plus fiable, complet et 

rapide, pour évaluer les comportements liés à l’anxiété et ses composantes (Ramos, 2008). De 

plus, les tests comportementaux ont inclus deux conditions complémentaires. Premièrement, 

il a été démontré que lors d’une altération du métabolisme des ECs, par l’inhibition de la 

FAAH, les effets anxiolytiques sont observables lorsque les conditions de test sont rendues 

plus aversives par la non-habituation et l’augmentation de l’intensité lumineuse dans la zone 

de test (Naidu, 2007; Haller, 2009). Ainsi, pour tous tests comportementaux, les dispositifs 

sont fortement éclairés pour rendre le test plus aversif et aucune habituation n’est effectuée 

préalablement. Ensuite, en complément des trois dosages de CPF qui ont été utilisés 

préalablement dans le test d’émergence, il a été ajouté un groupe de traitement additionnel 

qui va être exposé à un inhibiteur spécifique de la FAAH (PF-04457845) en utilisant un 

paradigme expérimental similaire que celui utilisé pour le CPF. Ceci avait pour but de 

déterminer que les effets comportementaux observés après une exposition développementale 

au CPF étaient similaire à ceux induits par l’inhibition de la FAAH durant le développement. 



Page 66 sur 112 

Loyant Louise-ENVT, Thèse de Doctorat Vétérinaire - Neurotoxicité du chlorpyrifos 

 MATERIELS ET METHODES C.

 Produits chimiques utilisés: 1.

 Le chlorpyrifos (>99%) utilisé a été fourni par la Dow Elanco Chemical Company 

(Indianapolis, IN). L’inhibiteur de la FAAH utilisé est le PF-04457845; il a été commandé à 

Larom MedChem Express (Monmouth Junction, NJ). Tous les autres produits chimiques ont 

été achetés à Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 

 Animaux: 2.

Les adultes mâles et femelles, de la race Sprague Dawley ont été élevés pour obtenir 

des portées (CD IGS; Harlan Laboratories, Indianapolis, IN). Les animaux ont été hébergés  

dans des locaux accrédités par l’AAALAC. Ils ont été élevés dans des cages de plexiglas 

remplies de copeaux de bois, dans un environnement où la température était contrôlée (22 ± 

2°C) avec un cycle jour/nuit de 12h, la lumière étant présente entre 7 et 19h en accord avec 

les normes d’Evaluation et d’Accréditation de la Protection des Animaux de Laboratoire. 

Chaque cage contenait un mâle et plusieurs femelles. Lorsque la femelle était reconnue 

gestante, elle a été isolée. La nourriture de type « LabDiet » et de l’eau ont été distribués à 

volonté pendant toute la durée d’élevage et d’expérience. Après la mise-bas, les rats F1 mâles 

et femelles de la même portée ont été assignés à différents groupes de traitements, identifiés à 

l’aide de chiffre et de couleurs marqués sur le dos et la queue de l’animal. Il y a toujours eu 

un animal assigné au groupe contrôle dans chaque portée. Environ 200 rats ont été élevés, 

traités et testés depuis leur naissance jusqu’à leur sacrifice durant ce projet de recherche de 

l’été 2014. Tous les protocoles ont été approuvés par le IACUC du l’Université d’Etat du 

Mississippi. Le jour de la naissance était considéré comme le jour post natal 0 (PND 0)  

 Exposition 3.

Au PND 10, les rats d’une même portée ont été répartis dans différents groupes de traitement 

à l’intérieur de chaque portée (Annexe 5. et 6.). Il y avait toujours un animal contrôle présent 

de chaque portée, du même sexe, correspondant à l’animal traité au CPF. Ce projet a utilisé 

des rats de 27 portées. Les rats ont été traités quotidiennement de PND 10 à PND 16 à un 

volume de 0,5ml /kg de poids corporel par voie orale. Cette période temporelle correspond à 

l’âge post natal chez les humains pendant lequel le cerveau subit une maturation significative 
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(Andersen, 2011; Counotte, 2001). Chaque jour, le poids a été mesuré et le gain a été calculé 

par la différence entre le poids corporel aux jours PND11 à16 et le poids original au début du 

traitement au PND10. Les doses de CPF sélectionnées pour le traitement sont en dessous de 

la dose orale répétée NOAEL (No Observed Level Effect) pour les signes de toxicité aigüe 

(4.5 mg/kg) pour des rats en post-natal, mais dépassent  (pour les doses intermédiaire et forte) 

la dose orale répétée NOAEL (aux Etats-Unis mais pas en Europe), pour l’inhibition de 

l’AchE dans le cerveau chez le rat de laboratoire (0,1mg/kg) et chez l’homme (0,5 mg/kg, 

sauf la plus faible doses qui y est égale) (Zheng, 2000). Les groupes de traitement sont : (1) 

contrôle (huile de maïs), (2) faible dose (0,5 mg/kg) de CPF, (3) dose intermédiaire (0,75 

mg/kg) de CPF, (4) forte dose (1.0 mg/kg de CPF) et (5) 0,02 mg/kg PF-04457845 par voie 

orale (per os). Le PF-04457845 entraîne un niveau d’inhibition de la FAAH similaire à la plus 

faible concentration de CPF (environ 25%). Les doses de CPF ont été choisies pour couvrir 

l’intervalle entre aucune inhibition de l’AchE (0,5 mg/kg) et une faible inhibition de l’AchE 

(0,75 mg/kg) (Carr, 2011; 2013; 2014; 2015). Cependant, il est difficile de relier ces doses au 

niveau d’exposition réel chez les enfants. Le CPF et le PF-04457845  ont été dissous dans de 

l’huile de maïs et administrés au fond de la gorge grâce à une seringue à tuberculine de 50µl 

équipée d’une aiguille d’intubation droite de 25 mm et de 0,5mm de diamètre (Popper and 

Sons, Inc., New Hyde Park, NY). La période d’exposition correspond à la période de 

développement du cerveau et à la moitié de l’enfance. Après la fin de l’exposition, l’activité 

de la FAAH et le niveau d’AEA retournent à la normale en deux jours. Ainsi, au jour 25, tous 

les paramètres biochimiques sont revenus à la normale.  

 Tests comportementaux : 4.

Les rats sont des animaux nocturnes et craintifs. C’est pour cela que chaque test 

comportemental est réalisé en lumière vive dans un environnement nouveau pour accentuer la 

réponse des rats à un environnement aversif (Bailey, 2009). De plus, il a été prouvé que 

l’effet de l’inhibition spécifique de la FAAH été augmenté en conditions aversives (Haller, 

2009). L’émotivité des rats en réponse à leur environnement est ainsi mesurée. Les tests sont 

conduits à des âges différents. 

4.1. Le champ ouvert de l’étude (PND 23) 

L’ « open field » est constitué d’une arène carrée, fermée, à murs de plexiglas opaques, de 

dimensions : 28 × 28 × 46 cm. Les rats ne peuvent pas voir l’expérimentateur. Une caméra en 

haut de la cage permet d’enregistrer les comportements de l’animal dans l’arène et la distance 
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totale qu’il parcourt. Le test est réalisé en lumière vive (~700 lux). Au PND23, les rats ont été 

transportés dans la salle de test et placés dans le coin de l’ « open field »; ils ont la possibilité 

d’explorer la boîte pendant 20min. Après chaque test, la boîte est nettoyée grâce à de 

l’éthanol à 70° et séchée. Leurs mouvements est enregistré grâce au logiciel Limelight 

(Actimetrics, Wilmette, IL). Le logiciel divise l’arène de l’« open field » en 16 carrés de 7 x7 

cm. Les quatre carrés centraux sont définis comme la zone centrale, dans laquelle l’activité de 

l’animal est considérée comme une manifestation de l’anxiété (Prut, 2003). Le logiciel 

enregistre : (Fig.8 Exp.2 A) le nombre total de traversées entre les carrés, (Fig.8 Exp.2 B) la 

distance totale parcourue, (Fig.8 Exp.2C) la traversée du carré de la zone centrale et (D) le 

temps passé dans la zone centrale. L’expérimentateur est naïf au traitement de l’animal. 

4.2.  Le labyrinthe en croix surélevé de l’étude (PND29) 

Le labyrinthe en croix surélevé a la forme du signe “+”. Il a été construit à partir de planches 

peintes en noir et est constitué de quatre bras (50 x 10 cm), deux bras ouverts et deux bras 

fermés par un mur de 40cm perpendiculaires. Ces bras forment une intersection 

perpendiculaire avec un centre carre (10x10cm). L’ensemble est surélevé à 50 cm au-dessus 

du sol (Annexe). Le test a été conduit sous luminosité forte (environ 600 lux dans le bras 

ouvert et 100 lux dans le bras fermé) pour augmenter les comportements d’anxiété et les 

différences entre les différents groupes de traitement (Bailey, 2009). Au PND29, les rats ont 

été transportés dans la salle de test et  placés au centre du labyrinthe de manière à ce qu’ils 

puissent choisir entre les bras ouverts ou fermés. Ils ont ensuite eu 5min pour explorer le 

labyrinthe. Chaque session a été filmée grâce à une caméra contrôlée à distance (Canon EOS 

Rebel). Les vidéos ont été visionnées par deux observateurs naïfs quant au traitement et sexes 

des rats. Les paramètres suivants ont été rapportés : 

 Nombre d’entrées dans le bras ouvert 

 Temps passé dans le bras ouvert  

 De ces données il a été obtenu : le pourcentage d’entrée dans le bras 

ouvert et le pourcentage de temps passé dans le bras ouvert  

 Temps passé dans le bras fermé  

 Nombre d’entrées dans le bras fermé  

 Nombre total d’entrées  

 Nombre de traversées de la zone centrale  
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 Une entrée dans un bras a été décomptée quand les quatre membres 

sont dans le bras. Il a été ajouté en plus les paramètres éthologiques 

suivants : 

 Nombre de tentatives d’entrées (intention d’entrer dans le bras ouvert 

depuis la région carrée centrale en plaçant les deux pattes antérieures 

dans le bras ouvert, suivie d’une rétractation)  

 Nombre de fois où le rat pointe le bout de son museau dans le bras 

ouvert, « museau dans le bras ouvert»  

 Nombre de passages entre deux bras, fermé/fermé et ouvert/ouvert 

 A la fin de chaque passage, le labyrinthe est nettoyé avec de l’éthanol à 

70° et séché. 

4.3.  Test du comportement social de notre étude (PND 35-36) 

L’aire d’expérience était une cage de plexiglas (30x20cm), remplie de copeaux de bois 

propres, éclairée par une lumière de 600 lux. Chaque session a été enregistré grâce à une 

caméra contrôlée à distance (Canon EOS Rebel). Le test comportemental est réalisé, après 

une période de 24h d’isolement, au PND 35 ou 36. Deux rats du même traitement, âge, sexe, 

taille, mais provenant de deux portées différentes, sont placés dans deux coins différents de 

l’aire d’expérience. Les rats y restent 10min. Deux observateurs naïfs au traitement des rats, 

visualisent les vidéos et enregistrent les comportements suivants (Trezza, 2010): 

 Fréquence de Prise en chasse  

 Fréquence  de jeu mimant le combat (lutte et boxe)  

 Temps passé à jouer  

 Temps mis pour effectuer la première interaction  

 Fréquence de toilettage  

 Fréquence reniflement ou léchage de la zone ano-génitale  

 Fréquence de passage au-dessus/en-dessous de l’autre rat  

 Fréquence d’attaque de la nuque  
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Ces comportements reflètent les interactions sociales entre les rats (Vanderschuren, 1997 ; 

Trezza, 2010, 2012). Après chaque test, la cage est vidée, nettoyée avec de l’éthanol à 70°, 

séchée, puis remplie avec une nouvelle litière de copeaux. 

 Analyses statistiques 5.

L’analyse a été conçue pour identifier les différences au niveau des facteurs fixés (sexe, 

traitement et portée) et toutes les interactions possibles. La distribution des résidus a été 

évaluée pour chaque résultat afin de déterminer la pertinence du modèle statistique. L'analyse 

statistique a été effectuée en utilisant le logiciel statistique SAS (SAS Institute Inc., Cary, 

NC). Après le test d’homogénéité des variances (ANOVA) en utilisant le modèle linéaire 

général avec un paradigme de mesures répétées, il a été constaté que l’homogénéité des 

variances pour les données de gain de poids n’était pas respectée. Par conséquent, une 

analyse ultérieure a été effectuée avec un modèle de mesures répétées utilisant une structure 

de covariance de Huynh-Feldt (Huynh Feldt, 1970) par ANOVA en utilisant la procédure 

Mixte (Littell, 1996). Une analyse post hoc a été effectuée en utilisant la différence la moins 

significative. L'analyse a identifié des différences significatives dans les principaux effets 

(sexe, traitement et jour) et toutes les interactions possibles, l’effet portée n’était pas 

significatif. Pour les données comportementales, la normalité a été soumise au test de 

Shapiro-Wilk pour vérifier la normalité des résidus et l'homoscédasticité. Les données ne se 

sont pas révélées être suffisamment et normalement distribuées. En conséquence, pour 

déterminer les différences statistiques entre les quatre groupes de traitement, une méthode 

similaire au test non paramétrique de Friedman a été réalisée. Chaque sexe était considéré 

comme un bloc. Pour chaque résultat, les données ont été classées en premier dans chaque 

sexe. Une ANOVA utilisant la procédure GLM (Generalized linear model) a ensuite été 

effectuée sur les données classées avec traitement et sexe comme variables explicatives. S’il a 

été trouvé que le traitement avait un effet significatif, des différences dans les moyennes des 

moindres carrés avec des valeurs de p ajustées par Tukey ont été utilisées pour faire des 

comparaisons par paires entre les niveaux de traitement. Le critère de significativité a été fixé 

à p<0,05 pour tous les paramètres.   

 Analyses biochimiques : 6.

Des analyses biochimiques sont venues compléter les tests comportementaux dans l’article 

en cours de publication. 
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6.1. Niveau de corticostérone dans le sérum 

Nous avons euthanasié les animaux juste après la fin de la tâche comportementale 

« comportement social ». Après chaque euthanasie, un micro tube de sang a été prélevé sur 

chaque animal, et le sérum a été extrait. Ceci permettra, plus tard, de mesurer le niveau de 

corticostérone dans le sang sachant que l’exposition à un nouvel environnement aversif active 

la réponse au stress. Une augmentation du niveau de corticostérone est un indicatif de 

l’activation de l’axe hypothalamo-pituitaire, ce qui est le signe d’un changement dans le 

système du signal des EC. La cortisone sera mesurée en utilisant un kit commercial ELISA 

(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI).  

6.2. Dissection du prosencéphale 

Les cerveaux ont été disséqués pour obtenir le prosencéphale (à l'exclusion de la moelle et du 

cervelet). Le cerveau antérieur a été divisé en hémisphères droit et gauche et immédiatement 

placés dans de la glace carbonique à -80°C pour être congelé. La concentration d’EC varie 

considérablement dans le temps suite à la décapitation. Sugiura, en 2001, a démontré une 

augmentions de 5 fois du taux de  2-AG en une minute après le sacrifice. En utilisant un 

vibratome (Annexe 13.) maintenu à température négative, des tranches de cerveau de 500µm 

d’épaisseur ont été obtenues à partir des mâles et des femelles de chaque groupe de traitement 

(environ 5 réplications par traitement et par sexe). Ces tranches ont été disposées sur des 

lames de microscope et refroidies sur de la glace carbonique. En utilisant des aiguilles de 

seringue affutées, des fragments de régions d’intérêt du cerveau ont été collectées à partir de 

la tranche appropriée en utilisant un atlas stéréotaxique (Paxinos et Watson, 1998) comme 

référence.  

6.3. Analyses biochimiques de régions spécifiques du cerveau 

Le deuxième volet d’expérience consistait à déterminer les changements biochimiques dans 

le cerveau en relation avec le système des ECs, induits par le CPF ou par l’inhibiteur de la 

FAAH, juste après la réalisation d’une tâche comportementale. Pour s’assurer que ces 

changements sont directement reliés au comportement, les mêmes paramètres ont été mesurés 

sur des animaux, du même âge, traités au CPF, qui n’a pas effectué de test comportemental. A 

partir des coupes de cerveau, décrites précédemment, des analyses biochimiques ont été 

conduites pour mesurer la phosphorylation des récepteurs CB1. Il a été démontré que la 

phosphorylation des récepteurs CB1 serait un indicateur de son activation (Garcia, 1999 ; 

Trezza, 2012). La région d’intérêt sélectionnée était l’amygdale (Annexe14.). En effet, c’est 
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une région du cerveau fortement liée à la réactivité émotionnelle à l’environnement de 

l’animal. La concentration totale de CB1 est calculée pour pouvoir déterminer le ratio de CB1 

phosphorylés dans cette région du cerveau par rapport aux récepteurs CB1 non phosphorylés. 

Ces niveaux de CB1 et de CB1 phosphorylés en fonction des différents traitements sont en 

cours de traitement. 

 RESULTATS DES TESTS COMPORTEMENTAUX D.

 Résultats du contrôle de la toxicité et du poids des rats 1.

Suite à l’exposition développementale répétée au CPF ou au PF-04457845, il n’y a pas eu de 

signe de toxicité marquée ou d’hyperstimulation cholinergique. En ce qui concerne la prise de 

poids, il n’y a pas eu d’effet significatif global du traitement ou du sexe mais il y a eu un effet 

significatif global du jour post natal (p<0,001) ceci indiquant ne croissance significative sur 

la période de traitement. Il n’y a donc pas eu d’effet significativement du traitement sur la 

croissance (Fig.8 Exp.1). L’absence d’effet de l’exposition au CPF sur le gain de poids est en 

accord avec les observations des études précédentes (Carr, 2011; 2014; 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10    11          12               13      14     15        16 

                                       Post Natal Days 

Fig.8 Exp.1: Gain de poids après une exposition quotidienne depuis le jour postnatal 10 jusqu’au 

jour 16 avec, soit de l’huile de maïs (control) ou 0.5, 0.75, 1.0 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) ou 

0.02 mg/kg de PF-04457845, un inhibiteur spécifique de la FAAH. 
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 L’« open field »  (PND23) : 1.1.

 

Fig.8 Exp.2 : Nombre total de traversées de lignes (A), distance parcourue (B),  traversée dans la zone 

centrale(C), et temps passé dans la zone centrale (D)  dans un  « open field », testé sur des rats en jour post natal 

23, après une exposition quotidienne depuis le jour postnatal 10 au jour postnatal 16 avec l’huile de maïs 

(control) ou 0.5, 0.75,1.0 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) ou 0.02 mg/kg de PF-04457845, un inhibiteur spécifique 

de la FAAH. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SE (n =42-47 par dose). Les barres marquées d’un 

astérisque (*) sont significativement différents (p ≤ 0,05) par rapport au contrôle 

 

Tout d’abord, il y a eu un effet significatif global du traitement (lorsque tous les rats traités 

ont été regroupés ensemble indépendamment de la dose de CPF) dans l’« open field ». En 

effet, en ce qui concerne l’activité locomotrice dans l’«open field », l’effet significatif global 

se retrouve sur le nombre total de traverses de grilles de l’arène (F(4,186) = 3.78, p = 0,0056) et 

sur la distance parcourue (F(4,186) = 5.1, p = 0,0006) (Fig.8 Exp.2 A et B). Il n’y avait pas 

d’effet significatif global du sexe et pas d’interaction significative du sexe* traitement. De 

plus les données des mâles et femelles pour chaque paramètres ont été regroupés. Il y a  eu 

une augmentation significative du nombre de traversée de grille (Fig.8 Exp.2 A) dans les 

traitements de groupe 1.0 mg/kg (p=0,0095) et le traitement PF-04457845 (p=0,0046)  mais 
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pas d’effet sur les groupes de traitement  0,5 ou 0,75 mg/kg CPF. Il y a eu une augmentation 

significative dans la distance parcourue (Fig.8 Exp.2 B) dans le groupe de traitement 1.0 

mg/kg CPF (p=0,0049) et le groupe de traitement  PF-04457845  (p=0,0015) mais aucun effet 

sur les groupes  0,5 ou 0,75 mg/kg de CPF. Il n’y a pas eu d’effet significatif sur le nombre de 

traversées dans la zone centrale (Fig.8 Exp.2 C) ou sur le temps passé dans la zone centrale 

(Fig.8 Exp.2 D). On n’observe pas d’effet dose-dépendant significatif entre les différentes 

concentrations de CPF pour tous les paramètres mesurés. Les rats traités avec l’inhibiteur 

spécifique de la FAAH (PF-04457845) montrent des comportements similaires aux rats 

traités avec le CPF à la plus forte dose. 

 Labyrinthe en croix surélevé (PN29): 1.2.

 

Fig.8 Exp.3 : Nombre d’entrées dans le bras ouvert (A), temps passé dans le bras ouvert) (B), nombre d’entrées 

dans le bras ouvert (% du nombre d’entrées total) (C) et temps passé dans le bras ouvert (% temps total) (D)  dans 

un labyrinthe en croix surélevé au jour postnatal 29 après une exposition quotidienne depuis le jour postnatal 10 ou 

jour 16 avec soit de l’huile de maïs (control) ou 0.5, 0.75,1.0 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) ou 0.02 mg/kg de PF-

04457845, un inhibiteur spécifique de la FAAH. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SE (n =44-50 par dose). 

Les barres marquées d’un astérisque  (*) sont significativement différents (p ≤ 0.05) par rapport au contrôle. 



Page 75 sur 112 

Loyant Louise-ENVT, Thèse de Doctorat Vétérinaire - Neurotoxicité du chlorpyrifos 

En ce qui concerne les résultats dans le labyrinthe en croix surélevé, il n’y a pas eu d’effet 

significatif global du sexe ni d’interaction significative du sexe*traitement pour aucun des 

paramètres. De plus les données des mâles et des femelles ont étaient regroupées. Il n’y a pas 

eu d’effet global du traitement sur le nombre d’entrées dans le bras ouvert ( (F(4,201) = 5.63, p 

= 0,0003), sur le temps passé dans le bras ouvert (F(4,201) = 5.85, p = 0,0002), sur le 

pourcentage d’entrées dans le bras ouverts (F(4,201) = 2.57, p = 0,0394), et le pourcentage de 

temps dans le bras ouvert (F(4,201) = 4.94, p = 0,0008). Les rats traités avec les trois 

traitements de CPF et de  PF-04457845 ont eu un nombre significativement plus élevé 

d’entrées dans le bras ouvert (Fig.8 Exp.2 A) et ont passé significativement plus de temps 

dans le bras ouvert (Fig.8 Exp.2 B) en comparaison du groupe contrôle.  En calculant le 

pourcentage du total, les trois groupes de traitement du CPF et le PF-04457845 ont montré un 

plus fort pourcentage d’entrées dans le bras ouvert (Fig.8 Exp.2 C) et de pourcentage de 

temps passé dans le bras ouvert (Fig.8 Exp.2 D).   

Fig. 8 Exp.4 : Temps passé dans le bras fermé (A), nombre d’entrées dans le bras fermé(B), nombre 

total d’entrées (C), nombre de traversées de la zone centrale (D)  dans un labyrinthe en croix surélevé au 

jour postnatal 29 après une exposition quotidienne depuis le jour postnatal 10 ou jour 16 avec soit de 

l’huile de maïs (control) ou 0.5, 0.75,1.0 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) ou 0.02 mg/kg de PF-04457845, 

un inhibiteur spécifique de la FAAH. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SE (n =44-50 par dose). 

Les barres marquées d’un astérisque (*) sont significativement différents (p ≤ 0.05) par rapport au 

. 
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Cependant, il y a eu aussi un effet significatif global du traitement sur le temps passé dans le 

bras fermé F(4,201) = 7.68, p < 0,0001), avec les trois groupes de traitement qui ont 

passé moins de temps dans le bras fermé en comparaison des contrôles (Fig. 8 Exp.4 A), 

cette diminution dans le groupe de traitement est le reflet d’un temps plus élevé passé dans le 

bras ouvert dans ces groupes. Il y a eu un effet significatif sur le nombre d'entrées dans les 

bras fermés (F (4,201) = 5,93, p <0,001), le nombre d'entrées dans les bras fermés (F (4,201) 

= 7,68, p <0,0001) P = 0,0002), le nombre total d'entrées dans les bras (F (4,201) = 6,83, p 

<0,0001) et le nombre de traversées de la zone centrale (F (4,201) = 5,53, p = 0,0003). En 

accord avec notre hypothèse, les trois groupes de traitement CPF et le groupe de traitement 

PF-04457845 ont passé beaucoup moins de temps dans les bras fermés que dans le groupe 

contrôle (Fig. 8 Exp.4 A). De plus, les trois groupes de traitement CPF et le groupe de 

traitement PF-04457845 avaient un nombre significativement plus élevé d'entrées dans les 

bras fermés (Fig. 8 Exp.4 B), un nombre significativement plus élevé d'entrées de bras totales 

(Fig. 8 Exp.4 C) et un nombre plus élevé de traversées dans la zone centrale (Fig. 8 Exp.4 D) 

par rapport au groupe témoin. Pour le nombre plus élevé de traversées dans la zone centrale, 

l'augmentation est due à l'augmentation du nombre de traversées du bras fermé au bras fermé 

(F (4,201) = 3,96, p = 0,0041) et au nombre plus élevé de traversées du bras ouvert au bras 

ouvert (F (4,201) = 3,56, p = 0,0079). Bien qu'il ne soit pas détecté dans l’« open fied », le 

nombre plus élevé d'entrées totales de bras suggère que les rats dans les groupes traités 

avaient des niveaux d'activité globaux plus élevés comparativement aux contrôles. Bien que 

l'expression des entrées de bras ouverts et du temps aux bras ouverts en tant que pourcentage 

soit effectuée pour tenir compte des différences de locomotion, on a noté un effet global 

significatif du traitement pour le nombre d'entrées de bras fermés (F (4,201) = 5,93, p = 

0,0002). Tous les groupes de traitement faisant beaucoup plus d'entrées dans les bras fermés 

suggérant un niveau accru d'activité dans ces groupes. Cette augmentation de l'activité est 

également reflétée par l'effet global significatif du traitement pour le nombre de traversées de 

bras fermés à bras fermés (F (4,201) = 3,96, p = 0,0041), tous les groupes de traitement 

effectuant des traversées aller et retour dans les bras fermés. Cependant, il y avait également 

un effet global significatif du traitement pour le nombre de traversées de bras ouverts à bras 

ouverts (F (4,201) = 3,56, p = 0,0079), tous les groupes de traitement faisant beaucoup plus 

de traversées d'un bras ouvert à l'autre. On n’observe pas d’effet dose-dépendant significatif 

entre les différentes concentrations de CPF pour tous les paramètres mesurés. Les rats traités 

avec l’inhibiteur spécifique de la FAAH  PF-04457845 montrent des comportements 

similaires aux rats traités avec le CPF 
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Pour les paramètres éthologiques, il y avait un effet global significatif du traitement pour les 

tentatives d'entrée dans le bras ouvert (F (4,201) = 3,01, p = 0,0195) et pour le nombre de 

« museau dans le bras ouvert » (F (4,201) = 5,54, p = 0,0003). Tous les groupes de traitement 

ont fait beaucoup plus de tentatives d'entrée (Fig.8 Exp.5 A) et de « museau dans le bras 

ouvert » (Fig.8 Exp.5 B) que les témoins. Cependant, le traitement n'a pas eu d'effet 

significatif sur le nombre de postures d’extension du corps (F (4,201) = 1,57, p = 0,1846). 

Les postures d’extension du corps, les tentatives d'entrée, et le « museau dans le bras ouvert » 

sont des comportements éthologiques pertinents qui sont considérés comme des mesures de la 

prise de risque des animaux. Il n'y avait pas de différences significatives dans le nombre de 

postures d’extension du corps entre les groupes de traitement, mais il y avait un effet global 

significatif du traitement pour le nombre de tentatives d'entrées dans les bras ouverts (F 

Fig. 8 Exp.5 : Tentatives d’entrées dans le bras ouvert (A), fréquence de « museau dans le bras 

ouvert » (B),  dans un labyrinthe en croix surélevé au jour postnatal 29 après une exposition 

quotidienne depuis le jour postnatal 10 ou jour 16 avec soit de l’huile de maïs (control) ou 0.5, 

0.75,1.0 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) ou 0.02 mg/kg de PF-04457845, un inhibiteur spécifique de la 

FAAH. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SE (n =44-50 par dose). Les barres marquées d’un 

astérisque (*) sont significativement différents (p ≤ 0.05) par rapport au contrôle. 

 



Page 78 sur 112 

Loyant Louise-ENVT, Thèse de Doctorat Vétérinaire - Neurotoxicité du chlorpyrifos 

Fig. 8 Exp.6 : Fréquence de poursuites (A), fréquences de passage en dessus/dessous (B), fréquences 

de jeu de combat (C), temps passe à jouer(D) pendant le test d’interactions sociales au jour post natal 

35 après une exposition quotidienne depuis le jour postnatal 10 ou jour 16 avec soit de l’huile de 

maïs (control) ou 0.5, 0.75,1.0 mg/kg de chlorpyrifos (CPF) ou 0.02 mg/kg de PF-04457845, un 

inhibiteur spécifique de la FAAH. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SE (n =20-22 par dose). 

Les barres marquées d’un astérisque sont significativement différents avec un seuil (p ≤ 0.05) par 

rapport au contrôle. 

 

4,201) = 3,01, p <0,0195) et dans le nombre de « museau dans des bras ouverts » (F (4,201) = 

5,54, p <0,0003). Les trois groupes de traitement CPF et le groupe de traitement PF-

04457845 ont fait beaucoup plus de tentatives pour entrer dans les bras ouverts (Fig.8 

Exp.5 A) et significativement plus de « museau dans le bras ouvert » (Fig.8 Exp.5 B) que les 

témoins. Ces données sont compatibles avec le niveau d'activité globale plus élevé observé 

dans les groupes de traitement. On n’observe pas d’effet dose-dépendant significatif entre les 

différentes concentrations de CPF pour tous les paramètres mesurés. Les rats traités avec 

l’inhibiteur spécifique de la FAAH  PF-04457845 montrent des comportements similaires aux 

rats traités avec le CPF. 

 Mesure du comportement social (PND 35): 2.
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En ce qui concerne les interactions sociales, il n'y a pas eu d'effet global significatif du sexe et 

aucune interaction sexe* traitement significative dans aucun paramètre. Par conséquent, les 

données des mâles et des femelles  pour chaque paramètre ont été regroupées pour l'analyse 

post hoc lorsque le traitement seul était significatif. Il n'y avait aucun effet significatif sur le 

temps passé à faire la première interaction (Annexe 9.), sur la fréquence de toilettage 

(Annexe 10.),  sur la fréquence du reniflement ou du léchage ano-génital (Annexe 11.),   ou 

sur la fréquence des attaques de la nuque (Annexe 12.). Lee groupe de traitement CPF à 0,5 

mg / kg avait une fréquence significativement  plus élevée de poursuite (p ≤ 0,0132) par 

rapport au groupe contrôle, ainsi que le groupe de traitement avec l’inhibiteur FAAH 

spécifique (p ≤ 0,0184) (Fig.8 Exp.6 A). Cependant, il y avait un effet global significatif du 

traitement pour la fréquence de passage au-dessus et au-dessous, (F (4,82) = 3,82, p = 

0,0067), la fréquence des combats (boxe et lutte) 82) = 6,26, p = 0,0002), et le temps passé à 

jouer (F (4,82) = 9,28, p = 0,0001). Tous les groupes de traitement présentaient une fréquence 

nettement plus élevée de passage au-dessus et au-dessous (Fig.8 Exp.6B) et de jeu de combat 

(Fig.8 Exp.6C) que les témoins. De plus, une fois que le combat de jeu a été amorcé, tous les 

groupes de traitement ont passé beaucoup plus de temps engagés dans des combats de jeu 

(Fig.8 Exp.6D) par rapport aux contrôles. Il n’y a pas eu de différence dose-dépendante 

observée entre les différentes concentrations de CPF. Les rats traités avec l’inhibiteur 

spécifique de la FAAH (PF-04457845) ont montré des comportements similaires aux rats 

traités avec le CPF. 

 DISCUSSION E.

 L’ « open field »: 1.

 L’open field et la mesure de l’activité locomotrice et de l’émotivité 1.1.

Le test du champ ouvert ou “open field”, est à l’origine un test pour mesurer l’émotion chez 

les rats (Cryan, 2005). Ce test permet de mesurer l’exploration d’un environnement nouveau, 

l’activité locomotrice générale, et procure un premier aperçu des comportements  reliés à 

l’anxiété chez les rongeurs (Bailey, 2009). Deux facteurs influencent ces comportements 

d’anxiété dans l’« open field ». Le premier est isolement sociale résultant de la séparation 

physique des partenaires de cage quand l’animal fait le test. Le second est le stress provoqué 
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par une lumière vive, dans un environnement nouveau, sans abris (Prut, 2003). Ces 

paramètres permettent de mesurer les capacités motrices générales et le degré d’intérêt pour 

un environnement nouveau, certains de ces paramètres mesurent la réactivité émotionnelle ou 

l’anxiété. Les rongeurs, animaux nocturnes et craintifs, vont typiquement passer plus de 

temps à rester immobile et à explorer la périphérie de l’arène, habituellement en étant en 

contact avec les murs (thigmotaxis), en évitant le centre de l’arène qui est non protégé. Les 

rats qui passent significativement plus de temps à explorer le centre de l’arène ont des 

comportements caractérisés comme étant anxiolytiques (Bailey, 2009). 

 Discussion des résultats dans l’ « open field » 1.2.

Nos résultats indiquent que les rats traités avec la forte concentration de CPF et avec 

l’inhibiteur de la FAAH ont eu une activité locomotrice augmentée même dans un 

environnement aversif. Ce constat est en accord avec un rapport précédent utilisant la même 

dose (1 mg/kg) administrée à un âge de développement similaire (Ricceri, 2003). Comme 

nous l'avons indiqué précédemment (Carr, 2011; 2013; 2015), l'exposition à ce niveau de CPF 

entraîne une inhibition significative de l’AChE (~ 19%). Puisqu'il n'y avait pas d'inhibition de 

l’AChE ou de changement d'activité locomotrice observée avec les deux autres dosages de 

CPF, on pourrait émettre l'hypothèse que ce niveau d'activité augmenté était un effet 

persistant de l'inhibition de l’AChE. Cependant, l'exposition à l'inhibiteur spécifique de la 

FAAH (PF-04457845) a également augmenté l'activité locomotrice. Ceci contraste avec les 

rapports précédents selon lesquels l'exposition aiguë des adultes à l'inhibiteur de la FAAH 

(URB597) n'a pas modifié l'activité motrice (Hill, 2007) et l'exposition répétée prénatale / 

néonatale à l'URB597 n'a pas modifié l'activité motrice chez la descendance adulte (Wu, 

2014). Il est également en contraste avec le rapport précédent de la diminution de l'activité 

locomotrice chez les animaux adultes exposés à l’URB597 pendant l'adolescence (Macri, 

2012). Ainsi, il apparaît que le moment de l'exposition au cours du développement peut 

entraîner des effets différents en ce qui concerne l'activité locomotrice. Nos données 

suggèrent que l'inhibition de FAAH, à des niveaux de 60% ou plus, au cours de la période de 

pré-sevrage peut entraîner une augmentation de l'activité locomotrice mesurée pendant la 

période de préadolescence. Cependant, ce scénario d'exposition n'entraîne pas d'inhibition de 

la FAAH, ce qui n’engendre pas plus de temps passé dans la zone centrale du champ ouvert. 

Ainsi, on peut conclure à une certaine altération du niveau d’émotivité de ces rongeurs vis-à-

vis de leur environnement. Cependant, le manque de différence significative entre les rats 
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traités et le groupe contrôle, au niveau de la traversée de la zone intérieure, suggère qu’il n’y 

a ici pas de diminution claire de l’anxiété. 

 Le labyrinthe en croix surélevé : 2.

2.1.Le labyrinthe en croix surélevé et la mesure de l’émotivité et de l’anxiété 

Le labyrinthe en croix surélevé (« Elevated Plus Maze » : EPM) est le test comportemental le 

plus utilisé en recherche pour étudier l’anxiété, il est plus précis que le test de l’«open field». 

Il a au départ, été conçu pour des souris et des rats ; plus récemment, pour d’autres espèces 

comme le cochon d’inde, les campagnols, les hamsters et les gerbilles. L’EPM a été 

largement utilisé comme un outil pour investiguer les bases psychologiques et 

neurochimiques de l’anxiété. Mais également pour tester les traitements modulant l’anxiété et 

certains génotypes de souris modèles de l’anxiété. Le test utilise la tendance naturelle des 

rongeurs à explorer un environnement nouveau. Le labyrinthe est surélevé, ainsi le bras 

ouvert combine les effets de la non familiarité et de l’élévation. L’EPM est basé sur l’aversion 

naturelle des rongeurs pour les espaces ouverts, particulièrement lorsqu’ils sont éclairés par 

une forte intensité lumineuse. Ce test utilise le conflit entre l’exploration et l’aversion. Il 

évalue la réactivité émotionnelle, l’impulsivité, la peur ou l’anxiété en se servant de la 

tendance naturelle des rats à explorer un nouvel environnement versus les propriétés 

aversives d’un passage ouvert surélevé éclairé d’une forte luminosité (Ohl, 2003). Les profils 

comportementaux observés dans l’EPM incluent la néophobie, l’exploration, le conflit 

approche/évitement. Quand il est éclairé avec des lampes de forte intensité, il augmente les 

comportements d’anxiété et les différences entre les différents groupes de traitement (Bailey, 

2009). Les rats sans traitement font, en temps normal, significativement moins d’entrées dans 

le bras ouvert par rapport au bras fermé et passent significativement moins de temps sur le 

bras ouvert. L’ordre de préférence est le bras fermé, le centre, le bras ouvert, indiquant un 

préférence pour les sections du labyrinthe sécurisantes. Le confinement dans le bras ouvert 

est associé à l’observation de plusieurs comportements liés à l’anxiété. Les rats confinés ont 

des concentrations de corticostérone dans le plasma significativement plus hautes que les rats 

confinés dans le bras fermé (Pellow, 1958). Une augmentation significative du pourcentage 

du temps passé dans le bras ouvert et du nombre d’entrées dans le bras ouvert ont été observé 

avec des anxiolytiques (chlordiazépoxide, diazépam…). Des composés qui provoquent de 

l’anxiété chez les hommes ont réduit significativement le pourcentage d’entrées, et le temps 

passé dans le bras ouvert (caféine, amphétamine…) (Pellow, 1958). Une forte luminosité et 
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un espace surélevé sont sensés réduire fortement le pourcentage d’entrées dans le bras ouvert, 

le pourcentage de temps passé dans le bras ouvert et l’activité totale du rat dans le labyrinthe.   

2.2.Discussion des résultats du labyrinthe en croix surélevé 

Nous retrouvons, dans nos résultats, un  plus grand nombre d’entrées dans le bras ouvert 

(signe d’impulsivité) et un plus grand temps passé dans le bras ouvert (signe d’une 

diminution du niveau d’anxiété) par les rats traités par le CPF et ceux traités par l’inhibiteur 

de la FAAH. Ceci suggère que le CPF et l’inhibiteur de la FAAH diminuent le niveau de 

réactivité émotionnelle à un environnement aversif ; les rats sont moins anxieux.  

L’augmentation du nombre d’entrées dans le bras fermé témoigne également d’une 

diminution du niveau d’anxiété des rats. En effet, pour passer d’un bras à l’autre, les rats 

doivent prendre des risques et traverser le milieu du labyrinthe qui est à découvert. Ainsi les 

rats exposés au CPF et à l’inhibiteur de la FAAH sont passés outre  l’effet inhibiteur d’une 

luminosité élevée, ils sont plus impulsifs et ne seraient plus capables d’inhiber leurs 

comportements inappropriés. Ils sont moins réceptifs à un environnement anxiogène. L’effet 

« dose » entre les différentes concentrations n’entre pas en jeu; peut-être que les doses 

choisies sont trop proches les unes des autres pour vraiment mettre en évidence une 

différence entre elles. Les résultats comportementaux similaires entre les rats traités au CPF 

et ceux traités à l’inhibiteur de la FAAH dans le labyrinthe en croix surélevé, suggère que la 

diminution de l’émotivité observée pourrait être le résultat de l’inhibition de la FAAH durant 

l’exposition développementale. Ces données suggèrent  que tous les groupes de traitement 

ont des niveaux de comportement liés à l’anxiété  réduits, ce qui peut être rapproché d’un 

comportement anxiolytique 

2.3.Introduction des facteurs éthologiques  

Les travaux précédents de l’équipe du Dr. Carr ont également suggéré un effet anxiolytique 

du CPF (Carr, 2015). Cependant, les rats traités ont également présenté des niveaux accrus 

d'activité locomotrice comme indiqué par le nombre total augmenté de traversées centraux et 

le nombre d'entrées de bras fermés. Ainsi, une activité locomotrice accrue pourrait être un 

facteur de confusion et l'activité à bras ouverts accrue pourrait être simplement le résultat 

d'une activité spontanée accrue. Il est difficile de déclarer simplement des niveaux d'anxiété 

diminués en raison de cette difficulté à dissocier l'hyperactivité du comportement 

anxiolytique. Les comportements éthologiques d'évaluation des risques ont été proposés 
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comme des mesures sensibles liées à l'anxiété sur le labyrinthe élevé (Rodgers, 1993, 1999). 

Parmi ces comportements, les rats traités ont présenté des épisodes augmentés de « museau 

dans le bras ouvert ». Dans une étude sur le labyrinthe plus élevé, l'augmentation de 

l’immersion  de la tête dans le bras ouvert a été positivement corrélée comme un facteur de 

diminution de l'anxiété (Cruz, 1994). La posture d’extension du corps, un autre 

comportement éthologique, n’ont pas été significativement différents entre les témoins et les 

rats traités. Il a été montré, dans une étude, que la posture d'extension du corps n'est pas une 

mesure très spécifique d'anxiété (Cruz, 1994).  La posture d'extension du corps peut être 

considérée comme une mesure de l'évaluation des risques; C'est-à-dire un comportement 

conçu pour recueillir des informations sur une situation potentiellement menaçante 

(Molewijk, 1995). Les animaux contrôles et traités ont perçu la situation de la même façon et 

ont peut-être éprouvé des niveaux d'anxiété semblables. Toutefois, on peut interpréter qu’une 

augmentation de la pulsion exploratoire chez les rats traités les rendait moins préoccupés par 

la situation potentiellement menaçante et plus disposée à prendre activement des risques et 

entrer dans les bras ouverts. 

 Le test du comportement social 3.

3.1. Mesure de l’anxiété au travers des interactions sociales  

Le test des interactions sociales  est le principal test de mesure du comportement d’anxiété 

qui se focalise sur des concepts éthologiques pertinents. Ce test n’a pas besoin de conditions 

aversives ou appétitives et peut être utilisé sur des animaux naïfs. Le temps d’interaction pour 

chacun des rats est directement impacté par le comportement du rat partenaire. Les différents 

comportements observés reflètent des comportements sociaux (poursuite, reniflement…), 

agressifs (attaque, posture de dominance), de peur (comportement de défense, position 

dominée…). Les comportements considérés comme anxiolytiques sont corrélés à une 

augmentation de la durée des interactions sociales, l’activité motrice générale n’étant pas 

affectée. Au contraire, une diminution du temps passé à interagir est considérée comme une 

indication d’un comportement anxieux. Manipuler les conditions environnementales permet 

au chercheur d’introduire une variété de niveaux d’anxiété chez le sujet. Les facteurs associés 

à un maximum d’anxiété provoqué par l’arène sont la nouveauté et une forte illumination. 

Ces composants sont bien adaptés pour mesurer des effets anxiolytiques de certains composés 

(Files, 2003), en effet, l’illumination inhibe le comportement social (en plein jour et dans un 

environnement nouveau, les rats manifestent rarement des comportements de jeu). Il est 
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possible que cette diminution de réactivité émotionnelle puisse également altérer leur 

comportement social. En effet ces deux notions sont liées ; si le rat se montre trop émotif, 

trop sensible à son environnement, il n’exprimera pas de comportement social. 

3.2. Discussion des résultats du test des interactions sociales  

Malgré la présence de facteurs aversifs, les rats traités avec le CPF montrent une 

augmentation de leurs interactions sociales, en particulier les paramètres associés au jeu. Le 

l’absence différence au niveau du « temps mis pour effectuer la première interaction » 

suggère qu’au début, lorsque les rats sont placés dans un environnement aversif, la réponse 

initiale a été similaire dans tous les groupes de rats. Cependant, au fur et à mesure que le 

temps progresse, l’aversion pour leur environnement devient moins un facteur négatif pour 

les rats traités avec le CPF. Le pesticide pourrait réduire leur réactivité émotionnelle à 

l’environnement, ce qui expliquerait l’augmentation de la fréquence des interactions sociales. 

Il n’y a pas, pour les rats traités, une inhibition d’un comportement non approprié, comme le 

jeu, dans un environnement aversif. De même que précédemment, le fait que les animaux 

traités avec l’inhibiteur de la FAAH montrent des comportements similaires à ceux traités au 

CPF, suggère que le mécanisme d’action responsable de l’augmentation des interactions 

sociales, et plus particulièrement du jeu chez les rats traités au CPF, pourrait être l’inhibition 

de la FAAH. Celle-ci intervenant durant une exposition développementale à faible dose. 

L’effet dose-dépendant entre les différentes concentrations choisies n’a pas été mis en 

évidence dans les expériences, l’écart entre ces concentrations n’étant peut-être pas assez 

important. 

 Résultats similaires dans la littérature 4.

La littérature contient de multiples rapports d'exposition au CPF entraînant des 

comportements sociaux altérés. Beaucoup d'entre eux impliquent soit une exposition 

gestationnelle, soit une exposition gestationnelle suivie d'une exposition postnatale (Venerosi, 

2006). Plusieurs études ont utilisé une période d'exposition (PND11-14) semblable à celle 

utilisée dans cette étude mais ont évalué le comportement social chez les adultes (Venerosi, 

2008); Il est donc difficile de comparer directement les résultats d'études antérieures avec les 

données présentées dans la présente étude. De plus, notre étude a porté sur les effets du CPF 

sur le jeu social et aucune de ces études précédentes n'avait évalué ce comportement. Le jeu 

social émerge au cours de la période de pré-sevrage tardif et sa fréquence continue 



Page 85 sur 112 

Loyant Louise-ENVT, Thèse de Doctorat Vétérinaire - Neurotoxicité du chlorpyrifos 

d'augmenter jusqu'à son apogée au cours de l'adolescence (PND28-40). Après quoi elle 

décline avec le début de la maturité sexuelle (Pellis, 1997). Ainsi, les différences d'âge dans le 

comportement social rendent la comparaison directe de nos résultats à d'autres études se 

concentrant sur des âges différents, difficile. Cependant, une étude a utilisé une période 

d'exposition similaire (PND 11-14) et a mesuré les interactions sociales pendant une période 

similaire (PND45) (Ricerri, 2003). Comme pour notre étude, Ricerri, (2003) n'ont signalé 

aucun effet sur les comportements non sociaux (c.-à-d., Le toilettage) ou sur les 

comportements d’exploration (c.-à-d., Le reniflement corporel et anogénital) mais ils ont 

observé des comportements accrus de sollicitation entre partenaire (Ricerri, 2003). Cependant 

aucun indice de jeu social n’a été mesuré. Des travaux antérieurs ont démontré que 

l'augmentation des taux d'anandamide, soit par l'administration de l'inhibiteur de la FAAH 

URB597, soit par l’inhibiteur de l'absorption des ECs, VDM11, améliore le jeu social chez 

les rats adolescents (Trezza et Vanderschuren, 2008a, 2008b et Manduca, 2014, Wei, 2015). 

Cependant, dans toutes ces études, le comportement social a été mesuré immédiatement après 

une administration unique de chaque composé qui aurait entraîné une accumulation de taux 

d'ECs pendant la période de tests comportementaux. Les données antérieures de l’équipe 

concernant l'exposition au chlorpyrifos juvénile (PND10-16) indiquent que l'activité de la 

FAAH et les taux d'ECs reviennent à des niveaux semblables à ceux des témoins quelques 

jours après la cessation de l'exposition (Carr, 2013). Cela suggère que les niveaux d’ECs dans 

le cerveau seraient à des niveaux normaux pendant le temps que nous avons conduit les tests 

comportementaux de cette étude. Toutefois, cela n'implique pas que l'exposition n'a pas eu 

d'effet durable. En fait, il y a eu plusieurs études portant sur les effets persistants de l'effet  de 

l'inhibition de la FAAH. L'exposition répétée de l'adolescent à l'inhibiteur de la FAAH 

URB597 a entraîné des niveaux altérés du récepteur CB1 chez les rats adultes (Marco, 2009). 

Ainsi qu’une diminution de l'activité locomotrice et une diminution des taux d'inositol et de 

taurine dans le cortex préfrontal de la souris adulte exposée pendant l’adolescence (Macri, 

2012). L'exposition gestationnelle / périnatale à URB597 n'a pas modifié la locomotion ou 

l'anxiété mais a augmenté les comportements de type dépressif (Wu, 2014). Bien qu'aucune 

de ces études ne comprenne une exposition pendant la période de développement utilisée 

dans la présente étude, des tendances générales dans ces études émerge. L'inhibition de 

FAAH pendant le développement, peut induire des changements subtils dans le 

comportement au cours de la vie ultérieure. Les changements dans le comportement de 

l'adolescent suite à l'inhibition de FAAH pendant les âges juvéniles observés dans la présente 

étude, en sont un exemple. L'une des études citées précédemment (Wu, 2014) a suggéré que 
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l'inhibition gestationnelle / périnatale de la FAAH altère la fonction des circuits de 

récompense chez les adultes. Le jeu social chez les adolescents est une activité très gratifiante 

qui implique de multiples systèmes neurochimiques, y compris les systèmes opioïdes, 

endocannabinoïdes, dopaminergiques et norépinephrine (Vanderschuren, 2016). Ces systèmes 

interagissent fréquemment, entraînant des changements dans le jeu social, mais peuvent 

également impliquer d'autres médiateurs moléculaires des interactions sociales, tels que la 

sérotonine et l'ocytocine (Hill, 2007, Wei, 2015). L’équipe de Wei, en 2015 a utilisé un 

inhibiteur de la FAAH ou des souris knock-out pour la FAAH et a montré une augmentation 

de la récompense associée aux interactions sociales chez ces souris. 

 Conclusion de l’étude expérimentale F.

En conclusion, nos données suggèrent qu’une exposition développementale au CPF, à faible 

dose, altère de manière persistante les fonctions neurologiques contrôlant la réponse de 

l’animal à son environnement, et régulant les interactions sociales. Ces effets seraient dus à 

un mécanisme indépendant de l’inhibition de l’AchE mais mettant en jeu l’inhibition de la 

FAAH. Dans un environnement aversif, les rats traités n’inhibent plus les comportements 

inappropriés ; ils sont plus impulsifs, prennent plus de risques. Ces comportements 

inappropriés pour un rat sont : l’exploration, sous lumière vive, d’un environnement ouvert, 

en hauteur et non familier, mais également le jeu avec un partenaire non familier. Le CPF 

aurait une activité anxiolytique sur les rats adolescents, après une exposition pendant la 

période correspondant à l’enfance chez les rats. Le CPF a donc une activité neurotoxique 

pendant le développement du cerveau,  sur le long terme, chez les rats. 

 Perspectives de l’étude expérimentale : G.

Avoir une idée plus précise des mécanismes de neurotoxicité de ce pesticide, pourrait 

permettre de développer des stratégies protectrices contre ces effets néfastes, que ce soit pour 

développer des méthodes thérapeutiques pour traiter les individus atteints, développer des 

diagnostics pour identifier les symptômes des enfants affectés par les pesticides, ou 

préventives, en créant des insecticides plus sûrs et ainsi protéger les futures générations.  

Comprendre les substrats neuronaux, qui régulent les comportements émotionnels au cours de 

la vie, peut aider à appréhender ou traiter des maladies neuropsychiatriques comme la 

dépression ou l’autisme caractérisé par des niveaux altérés d’anxiété et/ ou des déficits dans 
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les comportements sociaux. En effet, la modulation pharmacologique des ECs semble être 

une stratégie prometteuse dans la gestion de maladies liées à l’anxiété (Maria & Marco, 

2011). La diminution de la dégradation des ECs dans le cerveau, comme l’inhibition de la 

FAAH est une voie thérapeutique sélective qui peut entrainer des effets bénéfiques sur le 

comportement (analgésique, anxiolytique et antidépresseur). Des essais cliniques sont en 

cours et ont montré que l’utilisation d’agents qui inhibent la FAAH ont eu des résultats 

positifs dans des modèles précliniques de peur et d’anxiété ( Piomelli, 2006 ; Ahn, 

2009 ; Murrough, 2016). Des symptômes similaires de maladie chronique neurologique se 

retrouve dans le syndrome de la Maladie de la guerre du Golfe (Gulf War Illness, Lange, 

2001), qui ont été observés chez 30% des vétérans de la Guerre du Golfe, or, durant cette 

guerre, des expositions aux OP et des agents nerveux à base de OP, ont été relatés (RAC, 

2014). Or le risque actuel d’exposition à des agents neurotoxiques à base d’OP de la part 

d’organisations terroristes notamment, s’est confirmé lors d’attaques au gaz Sarin sur des 

civils en Syrie (United Nations Security Report, 2013 ; 2017).  
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CONCLUSION GENERALE 
 

Le chlorpyrifos (CPF), est un pesticide de la famille des organophosphorés, suspecté 

d’avoir des effets neurotoxiques, au long terme, chez les enfants. Or ce pesticide est toujours 

utilisé, dans le monde entier, en agriculture. Ceci laisse une possibilité aux enfants d’y être 

exposés via leur environnement. Les autorités gouvernementales ont mis en place des valeurs 

toxicologiques de références pour protéger la population générale des risques que pourraient 

présenter ce pesticide. Mais ces valeurs toxicologiques ne prennent pas en compte le risque 

spécifique encouru par les enfants.  

Dans une seconde partie, la neurotoxicité développementale du CPF a été approfondie. Des rats 

de laboratoire ont été exposés pendant la période correspondant à leur enfance à de faibles doses 

de CPF. Les rats traités au CPF se sont montrés moins émotifs et ont eu plus d’interactions 

sociales que les rats contrôles. Les rats traités avec l’inhibiteur spécifique de la FAAH ont montré 

les mêmes résultats que ceux traités avec le CPF. Ceci pourrait suggérer que le l’inhibition de la 

FAAH pourrait être le mécanisme d’action responsable d’une émotivité diminuée conduisant à 

plus d’interactions sociales.  

Dans la prise en compte des risques sanitaire, les seuils réglementaires d’exposition au CPF ont 

été calculés à partir de l’inhibition de l’acétylcholinestérase or ce n’est pas la cible la plus 

sensible lors d’une exposition à faible dose, comme nous l’avons étudié. En effet, les doses de 

CPF qui ont été sélectionnées dans la partie expérimentale, sont en dessous ou égales à la 

NOAEL, établie par l’Union Européenne (AGRITOX, 2015), pour une toxicité répétée chez le rat 

(1mg /kg p.c.j per os). Dans notre étude, les rats traités avec la dose en dessous de ce seuil 

(0,5mg/kg), dose à laquelle il n’y a pas d’inhibition de l’acétylcholinestérase détectable, ont 

montré des altérations comportementales. Cette NOAEL répétée établie par l’Union Européenne 

serait donc à revoir et devrait prendre en compte la toxicité du CPF sur le système des 

endocannabinoïdes. De plus, nous avons vu que les enfants, par rapport aux adultes, étaient plus 

fortement exposés à ce pesticide et particulièrement sensibles à ses effets neurotoxiques, donc le 

risque entrainé par une exposition au CPF est encore accru. Par ailleurs, les altérations 

comportementales observées chez les rats de notre étude pourraient être rapprochées des 

perturbations psychologiques observées chez les enfants des communautés agricoles, notamment 

l’ADHD (déficit d’attention et hyper activité). Cette nouvelle neurotoxicité n’est jamais prise en 

compte dans les mesures de protection ; donc toutes les normes seraient à revoir pour prendre en 

compte tous les risques auxquels les enfants sont exposés.  
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Annexes 

 

Annexe 1. Le me tabolisme des deux principaux endocannabinoïdes, 2-

arachydonoglycérol et anandamine (Endocannabinoids and their primary hydrolases 

relative to the action of OP nerve agents, nature.com) 

Annexe 2. Métabolisme des endocannabinoïdes au niveau des synapses et voies de 

transmission cellulaire (The Hempchronicle, NeuroWiki) 
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Annexe 3. La différenciation  neuronale est contrôlée par les endocannabinoïdes (eCB) agissant sur les 

récepteurs cannabinoïdes CB1 (CB1R, ovales verts). Les flèches solides indiquent l'implication probable 

d'actions d'EC; Tandis que les flèches circulaires désignent des mécanismes cellulaires vraisemblables par 

l'expression intrinsèque de DAGL et la libération régulée d’EC. Des points d'interrogation pointent vers des 

données existantes suggérant l'implication d'autres récepteurs capables de détecter les cannabinoïdes (CB2R, 

GPR55) au cours d'étapes particulières de développement neuronal 

(Harkany, 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Annexe 4. Modèles animaux et test liés aux troubles de l’anxiété (Cryan, 2011) 
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Annexe 6. Pour une portée i, répartition des rats nouveaux nés dans les différents groupes de traitement de CPF 

(huile de maïs : groupe contrôle, 0,5mg/kg ; 0,75 mg/kg ; 1mg/kg de chlorpyrifos ; 0.02mg/kg de l’inhibiteur de 

la FAAH, PF-04457845) de PND10 à PND 16. 

 

 

Annexe 5. Marquage du dos et de la queue des différents groupes de traitement (photographie personnelle). 

CPF : 

0,5mg/kg 

CPF : 
0,75mg/kg 

CPF : 

1mg/kg 

Inhibiteur 

FAAH : 
0,02mg/kg 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

Contrôle : 

Huile de maïs 

CPF : 
0,5mg/kg 

CPF : 

0,75mg/kg 

CPF : 
1mg/kg 

Inhibiteur 

FAAH : 

0,02mg/kg 

Portée i 

Mâles 

 

Femelles 
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Annexe 8. Labyrinthe en croix surélevé 

(photographie personnelle). 

Annexe 7. Test du « champ ouvert » ou « open field » et modélisation de la grille par le logiciel de suivi de 

locomotion (photographie personnelle). 
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Annexe 12. Fréquence d’ « attaque de 

la nuque » en fonction des différents 

traitements 

Annexe 11. Fréquence de reniflement de la région 

péri-anale en fonction des différents traitements 

Annexe 10. Fréquence de toilettage en fonction des 

différents traitements 

Annexe 9. Temps d’initiation de la première interaction en 

fonction des différents traitements 
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Annexe 13. Vibratome servant aux coupes de prosencéphale de 

rat.(photographie personnelle). 

Annexe 14. Région du cerveau dont l’amygdale est extraite, la région 

correspondant au tissu collecté pour l’amygdale est entourée sur la coupe 

transversale. 
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