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RESUME

En dépit de progrés majeurs en matiére de biologie moléculaire et cellulaire, de biologie des sys-
témes et de bioinformatique, la toxicologie appliquée a I'évaluation du risque des substances
chimiques et des toxines n'a pas beaucoup évolué au cours des dernieres décennies. Un change-
ment conceptuel et méthodologique radical doit émerger si I'on veut pouvoir tester @ moindre colt
et rapidement un grand nombre de produits chimiques, seuls ou en mélanges. Le développement
et la mise en application d’outils in vitro, recommandés par les instances reglementaires internatio-
nales, sont des étapes essentielles de ces changements.

Les toxicologues doivent désormais s’appuyer sur la biologie des systemes, l'intégration de don-
nées multi-omiques et les bases de données publiques pour combler I'écart entre les événements
moléculaires initialement repérés et les effets néfastes a I'échelle d'un systéme biologique, puis
d’'un individu. Outre les données de protéomique et de transcriptomique capables d’appréhender
les changements moléculaires et cellulaires, les approches métabolomiques renseignent sur les
niveaux de métabolites ou les flux de métabolites altérés par les toxiques et peuvent guider le choix
de biomarqueurs précoces spécifiques et sensibles pour le développement ultérieur de dépistages
haut débit. L'utilisation des données massives et leur modélisation devraient permettre de mieux
prédire les liens entre exposition aux substances toxiques et états physiopathologiques.
Mots-clés : Contaminants alimentaires, Toxicité, Risque, Approches globales, Santé.

ABSTRACT: Hazard characterization of food contaminants:

what is changing; consequences for research and risk assessment

Despite major advances in molecular and cellular biology, systems biology and bioinformatics, toxi-
cology applied to the risk assessment of chemicals and toxins has not changed significantly during
the last decades. A radical conceptual and methodological change must emerge if a large number
of chemicals or their combinations in mixtures need to be tested at a lower cost and quickly. The
development and implementation of in vitro tools, recommended by international regulatory author-
ities, are essential steps in these changes.

Toxicologists must now rely on the potential of systems biology, multiomics data integration and
public databases to bridge the gap between initial molecular events and adverse effects at the
level of a biological system and then an individual. In addition to proteomics and transcriptomics
data capable of informing about potential changes in cell function and infrastructure, metabolomics
approaches provide information about metabolite levels or flows of metabolites altered by toxic sub-
stances and can guide the selection of specific and sensitive early biomarkers for the subsequent
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development of high throughput screening. The analysis of big data and their modelling should
make it possible to better predict the links between exposure to toxic substances and physiopatho-
logical conditions.

Keywords: Food contaminants, Toxicity, Risk, Global approaches, Health

INTRODUCTION

L'évaluation du risque chimique en sécurité sanitaire des aliments comprend plusieurs étapes qui
se rapportent d'une part au danger que présentent les substances faisant I'objet de I'évaluation et
d’autre part au degré d’exposition du consommateur a ces substances; le danger ne devenant un
risque qu'a la condition qu’une exposition ait lieu. L'étape de caractérisation du danger telle qu'elle
a été définie par le Codex Alimentarius (2003) pour les agents chimiques présents dans I'alimen-
tation consiste a évaluer la nature des effets adverses de ces agents pour la santé et a déterminer
la relation dose-réponse. Ce processus repose jusqu’a présent sur des études toxicologiques qui
doivent permettre de mettre en évidence un effet toxique sur tous les organes, un éventuel effet
cancérigéne (mutagéne ou non), un risque de malformation des fcetus, ou encore une atteinte de
la reproduction. Les données toxicologiques dont dispose I'évaluateur du risque émanent d’études
de toxicité aigué, sub-chronique, ou chronique, établies a plusieurs doses et menées pour l'es-
sentiel chez le rongeur. Bien plus rarement des travaux plus spécifiques, destinés a investiguer le
caractére neurotoxique, immunotoxique, ou métabolique de la substance, ou encore des travaux
destinés a déterminer son mécanisme d’action peuvent figurer au dossier. Ces informations sont
généralement complétées par des données toxicocinétiques, c’est-a-dire relatives a I'absorption, la
distribution tissulaire, la transformation et I'élimination de la substance. Sur la base de I'ensemble
de ces données scientifiques et en tenant compte des incertitudes propres aux extrapolations
de 'animal a 'Homme et aux différences interindividuelles, des groupes d’experts compétents
établissent des valeurs toxicologiques de référence. L'évaluation des risques au niveau de la po-
pulation générale est réalisée en comparant la VTR aux données d’exposition humaine dont on
dispose. Parmi les valeurs toxicologiques de référence couramment utilisées : la dose journaliére
admissible (DJA) ou la dose journaliére tolérable (DJT) pour les agents qui ne sont pas intention-
nellement ajoutés. La DJA ou la DJT constituent une estimation de la quantité d’'une substance
présente dans un aliment ou dans I'eau de boisson, exprimée en fonction du poids corporel, qui
peut étre ingérée quotidiennement pendant toute la durée d’une vie sans risque appréciable.

Cette démarche présente de nombreuses limites. Tout d’abord, la pertinence de ces études animales
pour évaluer des risques pour des populations humaines hétérogenes et le plus souvent exposées
a des concentrations beaucoup plus faibles d’agents présumés toxiques est quelquefois remise en
question. Par ailleurs, ces études sont colteuses et longues : par exemple un test de cancérogénicité
chez le rat, selon la ligne directrice de 'OCDE 451 coute plus de 700000 euros et dure 2 ans et un test
de reprotoxicité peut codter plus d’'un million d’euros (Meigs et al., 2018). L'association européenne de
protection des plantes (European Crop Protection Association, ECPA) estime qu’une fois un produit
phytosanitaire découvert, sa mise sur le marché nécessite plus de 10 ans de travaux et les études de
toxicité (environ 30 études expérimentales, essentiellement chez I'animal) coltent environ 20 millions
d’euros (ECPA, 2013). Ce colt constitue un frein a la mise en ceuvre des tests et a pour conséquence
un déficit, voire une absence totale de données pour plusieurs milliers de substances auxquelles nous
sommes susceptibles d’étre exposeés.
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Au 31 mai 2018, derniere échéance d’enregistrement des substances chimiques dans I'Union Eu-
ropéenne, le réglement REACH a permis I'enregistrement de 20000 substances fabriquées ou
importées a plus d'une tonne par an (ECHA, 2018), mais plusieurs estimations indiquent que nous
sommes exposés a plus de 100000 substances chimiques (Geiss et al., 1992 ; Carpenter et Bush-
kin-Bedient, 2013) auxquelles s'ajoutent les nombreuses toxines et les substances néoformées.

Outre le fait de ne pas étre adaptés aux défis posés par le nombre croissant de substances
chimiques mises sur le marché, il est également fait reproche aux tests toxicologiques en usage
d’avoir recours a un nombre tres élevé d’animaux, se heurtant ainsi aux recommandations euro-
péennes et a la pression sociétale. Dans une publication récente, Meigs et al. (2018) évaluent a
11,5 millions le nombre d’animaux utilisés en 2011 a des fins scientifiques en Europe dont environ
500000 pour des études toxicologiques. Signalons que le parlement européen, dans sa directive
2010/63/UE relative a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques prévoit I'application
de la régle des 3R. Cette régle prévoit (1) de remplacer 'animal vivant par des modéles in vitro (per
exemple des cellules) ou in silico (recours a la bioinformatique), (2) de réduire le nombre d’animaux
par le rejet d’études non indispensables ou la limitation des répétitions inutiles, (3) de raffiner les
méthodes expérimentales par le choix réfléchi des modéles et des protocoles, I'enrichissement du
milieu de vie des animaux, et la formation du personnel.

Enfin, la plupart des tests sur lesquels s’appuie la toxicologie réglementaire fournissent peu d'in-
formations sur les modes et les mécanismes d’action, qui sont pourtant essentiels a la compréhen-
sion des différences interspécifiques et interindividuelles de toxicité.

1. Le rapport du « National Research Council » (NRC) américain:
une vision en rupture avec les approches toxicologiques traditionnelles

Dés 2007, le rapport « Toxicity testing in the 21st century: a vision and a strategy » publié par le
National Research Council aux Etats Unis (NRC, 2007), montrait pour la premiéere fois comment
les progrés scientifiques récents en matiére de toxicologie pouvaient étre utilisés afin d’améliorer
I'évaluation du danger des agents chimiques pour la santé. La proposition consiste a abandonner
progressivement les observations recueillies chez I'animal au profit d’approches in vitro permettant
d’examiner comment ces agents perturbent les voies de réponse cellulaire (appelées voies de
toxicité) capables d’entrainer des effets néfastes sur la santé humaine. Parmi les méthodologies a
privilégier figurent le criblage in vitro @ moyen et haut débit, la toxicologie computationnelle, la bio-
logie des systemes, la modélisation. Cette nouvelle approche, largement menée in vitro a partir de
cellules humaines, pourrait étre plus représentative de la biologie humaine que les extrapolations
animal-homme sur lesquelles sont jusque-la basées les évaluations de risque. Le rapport du NRC
souligne également que les études expérimentales utilisent souvent des doses bien plus élevées
que celles auxquelles 'Homme peut étre exposé, ce qui peut rendre incertaine 'interprétation des
résultats. Il recommande d’effectuer des essais de toxicité a des doses représentatives de I'expo-
sition de la population et donc de mieux connaitre celle-ci.

Ce rapport a servi de socle au plan stratégique de 'agence américaine de protection de I'envi-
ronnement (US-EPA) pour I'évaluation de la toxicité des agents chimiques et a la mise en place
du consortium américain Tox21, constitué, outre 'US-EPA du National Institute of Environmental
Health Sciences (NIEHS), du National Toxicology Program (NTP), du National Institute of Health
(NIH) et de la Food and Drug Administration (FDA). Ce consortium a pour objectif de promouvoir le
développement de modeles et de tests capables de mieux prédire la dangerosité des substances
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et de coordonner le programme ToxCast, actuellement en cours, qui ambitionne de cribler les
voies de toxicité de plus de 10000 composés (dont des mélanges) a partir de plusieurs modéles
cellulaires. Parmi les priorités de l'initiative Tox21 figurent : (1) une meilleure compréhension des
processus et des voies biologiques clefs de I'organisme, (2) le développement d’essais a haut débit
(a l'aide de systemes in vitro ou d’animaux phylogénétiquement inférieurs) capables de détermi-
ner comment ces voies et processus sont affectés par les produits chimiques, (3) de développer
des méthodes prédictives basées sur la modélisation mathématique afin prévoir le danger que
présente un produit chimique, (4) de prioriser les produits chimiques nécessitant une évaluations
toxicologique approfondie.

Le consortium Tox21 a permis de développer, de valider et d’optimisé plus de 100 essais in vitro ba-
sés sur des cellules humaines en utilisant un criblage quantitatif a haut débit. Huang et al. (2016) ont
ainsi produit 50 millions de données sur la perturbation endocrinienne et le stress, obtenues a partir
d’environ 10 000 produits chimiques. Les auteurs ont été en mesure de regrouper les composés par
structure et par profil d'activité et ont montré que les données recueillies in vitro offraient une meilleure
prédictibilité de la toxicité chez 'Homme que ne le permettaient les données recueillies chez I'animal.
ls ont toutefois précisé que les données haut débit obtenues jusqu'a présent étaient surtout intéres-
santes pour repérer les substances qui nécessitaient des études approfondies.

Dans la logique du rapport du NRC de 2007, du plan stratégique de 'EPA, de Tox21 et de ToxCast, le
gouvernement américain a lancé en 2011 le programme « Human Toxome » visant a déterminer in vi-
tro toutes les voies biochimiques impliquées dans les réactions des cellules aux substances toxiques
(Hartung et McBride, 2011; Bouhifd et al., 2015 ; Fasani et al., 2016). Ce programme de recherches
entend utiliser les approches globales dites « omiques» (principalement transcriptomique, et méta-
bolomique) a partir de systémes cellulaires pour cartographier et annoter les voies toxicologiques
activées par une exposition aux substances chimiques, puis de développer les outils informatiques
permettant I'analyse, l'intégration et la visualisation des données provenant des différentes plate-
formes et enfin de mettre en place une base de données sur ces voies toxicologiques.

2. L’apport de la biologie des systéemes et de la métabolomique
en particulier, a la caractérisation du danger des substances chimiques.

Le développement de la biologie moléculaire dans les années 1980-2000, a été suivi, au cours
des deux dernieres décennies de I'automatisation et de la miniaturisation des méthodes d’'analyse
des réactions moléculaires et, parallélement, de progrés notoires en bio-informatique. Ces sauts
conceptuels et méthodologiques ont donné lieu a 'accumulation de millions de données relatives
aux interactions dynamiques entre composants d’'un systéme vivant. En matiére de toxicologie,
dans un nombre croissant de cas, il est devenu possible de comprendre et de modéliser les ré-
actions entre systéme vivant et substance(s) toxique(s). Si la biologie des systemes a commencé
avec I'étude des génes, et des protéines d’'un organisme, pour quantifier les changements dans le
génome, le transcriptome (ensemble des ARN messagers issus de I'expression d’une partie d’'un
génome) ou le protéome (ensemble des protéines présentes dans un organisme, un tissu ou une
cellule), c'est I'étude du métabolome (ou métabolomique) qui offre la réponse la plus intégrée a
une perturbation donnée.

La métabolomique a été définie par Nicholson et al. (1999) comme « la mesure quantitative de la
réponse metabolique dynamique d’un organisme vivant a un stimulus physiologique, pathologique,
ou a une modification génétique ». La réponse est captée par une empreinte métabolique (signa-
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ture biologique ou « métabolome ») qui correspond a la mesure, généralement en spectrométrie de
masse ou en résonnance magnétique nucléaire (RMN) des métabolites de faible poids moléculaire
(Figure 1). Dans une certaine mesure, ces métabolites sont définis par la transcription des génes
et les changements de protéines, ce qui en fait la science « omique » la plus proche du phénotype
et la plus intéressante pour la toxicologie (Robertson, 2005 ; Bouhifd et al., 2013, 2014 ; Ramirez
etal., 2013; Bonvallot et al., 2018).

La métabolomique a été principalement utilisée pour des études de toxicité in vivo basées sur des
profilages métaboliques réalisés a partir d'échantillons de plasma, d’urine ou de tissu (Cabaton
et al., 2013 ; Tremblay-Franco et al., 2015). La publication récente de plusieurs études de toxicité
in vitro reposant sur la modification du métabolome cellulaire montre que la métabolomique est
tres bien adaptée aux études de caractérisation du danger des contaminants chimiques a faibles
doses (Cabaton et al., 2018 ; Ramirez et al., 2018). Certaines études ont été en mesure de mettre
en évidence des relations doses-effets et d'identifier des biomarqueurs de toxicité (Cabaton et
al., 2018). Les travaux de Garcia- Cafiaveras et ses collaborateurs (2016) effectués sur la lignée
hépatocytaire humaine HepG2, ont permis de classer et d’étudier la toxicité hépatique de diverses
substances en fonction de leur mode d’action.

= : —] =
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Interprétation e s
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Lysine o ; et
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Figure 1: Descriptif de 'approche métabolomique. La démarche présentée ici repose sur une analyse RMN.
Le méme processus s'applique pour une analyse en spectrométrie de masse.

Les réponses métabolomiques obtenues dans cette étude ont également abouti a I'acquisition de
nouvelles connaissances sur les événements moléculaires sous-jacents a I'hépatotoxicité. Bien
que de I'avis méme des auteurs, les résultats recueillis demandent a étre confirmés, les données
produites par ce type d’étude suggérent qu’a breve échéance, ces outils pourront étre utilisés dans
le criblage des agents chimiques pour en évaluer la toxicite.
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3. Le concept « d’adverse outcome pathway »

Si I'on connaissait parfaitement les étapes successives des mécanismes biologiques qui éta-
blissent le lien entre I'exposition aux substances chimiques et la survenue d'une pathologie, la
caractérisation du danger pourrait alors se baser non plus sur l'identification d’un effet néfaste ob-
servé chez I'animal a des niveaux de dose élevés mais a partir de I'étude de ces voies biologiques
sur des modeles expérimentaux in vitro. Les chemins de I'effet adverse ou «adverse outcome
pathway » (AOP) est un concept élaboré afin d’'améliorer la compréhension de la toxicité des subs-
tances chimiques. Les approches intégrées en matiére d’essai et d'évaluation (IATA) sont quant a
elles des méthodes destinées a étre mise en oeuvre en pratique afin de guider I'évaluateur sur la
stratégie a appliquer pour évaluer une substance chimique.

L'OCDE a produit depuis 2013 plusieurs documents guides sur le concept d’AOP visant a soute-
nir une évaluation des risques fondée sur le raisonnement mécanistique (OECD, 2017). Il s’agit
d’'une séquence logique d’événement biologiques causalement liés, faisant suite a I'exposition a un
produit chimique et ayant pour conséquence finale un effet nocif sur la santé (Figure 2). Dans ce
cas, les événements précoces qui sont prédictifs d'effets adverses suffisent a la caractérisation du
danger et peuvent étre mesurés dans avoir recours a des expérimentations in vivo.

L'événement moléculaire initiateur (MIE ou molecular initiating event) est le premier élément d’'une
série d'événements clés (KEs ou key events) reliés entre eux par des relations ou key event rela-
tionships (KERs). L'effet néfaste est ensuite défini comme le résultat de I'événement moléculaire
initiateur et des événements clés. Cet effet néfaste peut étre décrit au niveau individuel ou au
niveau populationnel (Thybaud et Troise, 2016).

Landesmann (2016) a par exemple décrit la chaine d'événement initiée par I'alkylation des protéines
et conduisant a la fibrose hépatique. La fibrose hépatique chez 'Homme est associée a I'exposition
a des produits chimiques tels que la diméthyl nitrosamine. C’est un processus a long terme dans
lequel l'inflammation, la destruction et la réparation des tissus se produisent simultanément, avec
une production soutenue de facteurs de croissance et de cytokines. Ces phénomeénes proviennent
d’une interaction complexe entre divers types de cellules hépatiques, différents récepteurs et voies de
signalisation qui entraine un déséquilibre de la matrice extracellulaire. En raison de ces interactions
multiples, il n'existe pas de modéle cellulaire capable d’évaluer la fibrose hépatique. Une description
suffisamment détaillée des événements conduisant a la fibrose du foie facilite une stratégie de test
sans avoir recours a un modeéle cellulaire sophistiqué. L'événement d'initiation moléculaire (MIE) est
ici 'alkylation de la protéine, qui apres 5 évenements clefs conduit in fine a la fibrose hépatique.

Niveaw d'organisation biclogigue
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Figure 2: Le concept d’AOP. Voir la signification des abréviations dans le corps du texte.
D’apres Coumoul et al., 2017.
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Une base de données interactive et mutualisée (wiki AOP) recueille les AOP ayant fait 'objet d'un
processus d'approbation scientifique.

4. La recherche européenne et les nouveaux paradigmes toxicologiques

La commission européenne, en contribuant dans le cadre du programme H2020 au financement
du projet EU-ToxRisk (An integrated European « Flagship» program driving mechanism-based
toxicity testing and risk assessment for the 21st century) montre que la volonté de I'Europe est,
comme celle des Etats-Unis, de conduire un changement de paradigme en toxicologie basé sur
une approche intégrée de I'évaluation de la sécurité chimique a partir des mécanismes d’action et
n’ayant plus recours a I'expérimentation animale. Ce projet qui a démarré en 2016 intégre large-
ment le concept d’AQOP et s’appuie amplement sur les approches a haut débit, et la modélisation. Il
s’appuie sur les avancées de la biologie cellulaire, des technologies « omiques », de la biologie des
systémes et de la bioinformatique afin de définir les chaines d’événements complexes reliant I'ex-
position chimique a des effets toxiques. Ce projet est axé sur deux domaines: toxicité systémique a
doses répétées, en utilisant les poumons, les reins, le foie et le systéme nerveux comme exemples
d’'organes cibles potentiels; et toxicité pour le développement et la reproduction. Il entend baser
ses études de cas sur les données issues de l'industrie pharmaceutique, cosmétique et phytosani-
taire et limiter drastiquement le recours a 'expérimentation animale.

Depuis 2010 I'INRA, en collaboration avec 'INSERM a initié des projets de recherche visant a
développer de nouveaux tests in vitro (principalement sur la lignées cellulaire hépatique HepaRG)
et de nouvelles stratégies de prédiction de la cytotoxicité des contaminants environnementaux
basés sur leur mécanisme d’action. Dans cette stratégie figurent la détermination de biosenseurs
cellulaires stables adaptés au criblage des polluants, l'identification de biomarqueurs d'effet par
des approches de trancriptomique et de métabolomique, I'utilisation d’outils de statistique, de bioin-
formatique et de modélisation pour intégrer 'ensemble des données afin d’en renforcer la prédic-
tivité. Au plan scientifique, ce travail qui a bénéficié du concours de plusieurs infrastructures telles
que Metabohub se poursuit aujourd’hui sur plusieurs fronts: (1) la qualité et la normalisation des
systémes cellulaires d’essais toxicologiques a haut débit; (2) 'acquisition de données métabolo-
miques et transcriptomiques robustes; (3) les outils de bio-informatique pour l'identification, I'an-
notation, la preuve de causalité; (4) la caractérisation d’une perturbation fondée sur des réseaux;
(5) le lien entre les réseaux métaboliques affectés et les effets adverses; (6) les perturbations
produites par des mélanges.

CONCLUSIONS

Les méthodes traditionnelles de la toxicologie ne permettent plus de répondre aux besoins de
I'évaluation du risque. Les approches haut débit, basées sur des tests in vitro, sont aujourd’hui
capables, pour un nombre encore limité de substances de renseigner sur le danger qu’elles pré-
sentent et de proposer des priorités d’évaluation. Méme si les défis sont considérables, les parties
prenantes sont convaincues de la nécessité de mettre en ceuvre une méthodologie tirant meilleur
parti des données existantes, limitant le recours a I'expérimentation animale et ayant une valeur
prédictive au moins égale a celle établie a ce jour. Les progrés constants en matiére de phé-
notypage et la diversité des modéles biologiques disponibles aujourd’hui en laboratoire rendent
possible la compréhension moléculaire des voies toxicologiques pouvant étre activées par des xé-
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nobiotiques. Les approches omiques permettent de caractériser le phénotype moléculaire associé
a une exposition d’un systéme biologique a ces xénobiotiques. Le défi est dorénavant de prédire si
cette réponse peut correspondre a celle observée lors d’'un désordre physiopathologique et donc
d'établir le lien, par des approches bioinformatiques, entre le toxome et les signatures obtenues au
cours d’un processus pathologique chez 'Homme

L'identification et la caractérisation de ces voies toxicologiques conduisant in fine a un effet ad-
verse chez l'individu ouvre de nouveaux horizons en matiére de toxicologie prédictive et d’évalua-
tion du risque. La réduction des incertitudes concernant I'extrapolation « systéme in vitro-homme »
dépend a la fois du nombre et de la qualité des données mais aussi de l'interprétation de ces
données (intégration de critéres toxico-cinétiques dans les modeéles, différences entre réponse
adaptative et effet adverse).
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1. Présentation de la phytopharmacovigilance

Dans le cadre de la loi d’avenir pour I'agriculture, I'alimentation et la forét du 13 octobre 2014, la
mise en place d’un dispositif de phytopharmacovigilance a été confiée a I'Anses. L'objectif de ce
dispositif de vigilance est d'identifier et caractériser les effets indésirables des produits phytophar-
maceutiques (PPP) sur la santé humaine et les écosystémes dans leur ensemble, ainsi que les
phénomenes d’apparition de résistances.

La phytopharmacovigilance vient compléter les missions de I'’Anses en matiere d’évaluation a priori
des risques liés aux PPP et de délivrance et de retrait des décisions d’autorisations de mise sur le
marché (AMM) dans le cadre du réglement européen 1107/2009. Par ailleurs, ce dispositif s'inscrit
dans I'axe 3 du plan Ecophyto 2 (Evaluer, maitriser et réduire les risques et les impacts des pro-
duits phytopharmaceutiques sur la santé humaine et sur I'environnement).

L'objectif de la phytopharmacovigilance est de détecter au plus tt les signaux qui peuvent amener
a prendre des mesures de prévention ou de limitation des risques liés aux PPP. Pour répondre a
cet objectif, la phytopharmacovigilance repose sur trois modalités complémentaires de recueil de
données et de production de connaissances: (1) un réseau de dispositifs de surveillance ou de
vigilance, (2) le recueil et I'analyse de signalements spontanés et (3) des études ad hoc.

(1) La phytopharmacovigilance repose sur la collecte systématique et réguliére d'informations pro-
duites par les dispositifs de surveillance et de vigilance déja existants, concernant 'hnomme, les
animaux d’élevage et sauvages (dont 'abeille domestique), les écosystémes dans leur intégralité
(biodiversité, cultures, faune, flore, air, eau, sol) mais aussi les aliments et I'apparition de phéno-
ménes de résistance aux PPP.

Ce réseau de dispositifs comprend les plans de surveillance des ministéres sur I'eau, les aliments
et les mortalités massives aigués des abeilles ainsi que le recueil des effets non intentionnels dans
le cadre de la Surveillance Biologique du Territoire (SBT). Participent également a ce réseau: les
Centres anti-poison et de toxicovigilance (CAP-TV) coordonnés par 'Anses, le dispositif Phyt'at-
titude de la Mutualité sociale agricole (MSA), les études de I'Agence nationale de santé publique
France (Santé Publique France) dans le cadre de sa mission de suivi des effets sur la santé hu-
maine et des expositions, la cohorte Agrican (Agriculture et Cancer) pilotée par le Centre Frangois
Baclesse, le réseau SAGIR pour les effets éventuels sur la faune sauvage géré par I'Office national
de la chasse et de la faune sauvage (ONCFS), I'Institut technique scientifique de I'abeille et de la
pollinisation (ITSAP), le Laboratoire central de surveillance de la qualité de I'air (LCSQA) ainsi que
les Associations agréées de surveillance de la qualité de I'air (AASQA).
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Les organismes participant a la phytopharmacovigilance sont désignés par l'arrété du 16 février
2017 1.

L'ensemble des données collectées sont rassemblées dans des fiches de synthése par substance
mises en ligne sur le site de 'Anses 2 et qui seront présentées.

(2) En complément des données collectées par les dispositifs de surveillance et de vigilance parte-
naires, I'Anses regoit des signalements des acteurs professionnels comme les titulaires dAMM, les
fabricants, les importateurs, les distributeurs ou utilisateurs professionnels de PPP, les conseillers
et formateurs de ces utilisateurs. Plus largement, les professionnels de santé ainsi que toute autre
personne peuvent signaler des événements sanitaires indésirables a la phytopharmacovigilance. A
cette fin, 'Anses a mis en place un outil des signalements des effets indésirables sur son site 3 qui
sera présenté. D'ores et déja, certains signaux, qui seront décrits, ont conduit a des modifications
des conditions d’AMM.

(3) Enfin, des études ad hoc sont réalisées lorsque les informations disponibles via les réseaux ou
les signalements sont peu nombreuses ou ne permettent pas de conclure quant a I'existence d'une
association entre une exposition et la survenue d'effets indésirables. Ainsi, 'Anses a souhaité la
mise en place d’une campagne exploratoire de surveillance des pesticides dans 'air ambiant qui
permettra de disposer d’une photographie, au niveau national, de la présence des PPP dans l'air.
La connaissance des expositions professionnelles, de celles des riverains ainsi que de I'impact des
PPP sur la biodiversité constituent également des sujets d'études prioritaires pour la PPV.

Sur la base de I'ensemble de ces informations, la phytopharmacovigilance contribue a:

* Permettre, si nécessaire, I'adaptation des conditions ’AMM des produits aujourd’hui com-
mercialisés (par exemple par la réduction des doses, I'adaptation des conditions d’application
ou le retrait d'une AMM);

+ Définir des mesures de gestion transversale, par exemple pour la protection des personnes
vivant a proximité des zones traitées;

+ Contribuer a s’assurer du respect des interdictions d’'usages de produits, notamment ceux
dont les substances actives ne sont plus approuvées au niveau européen.

Une présentation plus détaillée de la phytopharmacovigilance est disponible sur le site internet de
I'Anses ou dans (Merlo, 2018).

2. Intérét de I'approche intégrative de la phytopharmacovigilance
pour mieux caractériser et interpréter les expositions alimentaires

En matiere d’expositions des consommateurs aux résidus de produits phytopharmaceutiques, la
phytopharmacovigilance repose principalement sur les dispositifs suivants: les plans de surveil-
lance et de contréle de la Direction Générale de I'Alimentation (DGAL) du ministére en charge de
I'agriculture et ceux de la Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Ré-
pression des Fraudes (DGCCRF) du ministére en charge de 'économie, la Direction Générale de
la Santé du ministere en charge de la santé pour I'eau de distribution. Les études de 'alimentation
totale EAT pilotées par 'Anses (Anses, 2016) et les travaux de recherche en la matiere completent
ces principales sources de données.

" https://www.legifrance.gouv.fr/eli/arrete/2017/2/16/AGRG1704711Aljo/texte
2 https:/lwww.anses. fr/fr/content/les-fiches-de-phytopharmacovigilance-pour-plus-d%E2%80%99informations-sur-les-substances
® https:/lwww.anses.fr/fr/content/signalement-deffets-ind%C3%A9sirables-li%C3%A9s-%C3%A0-lutilisation-de-produits-phytopharmaceutiques
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En complément de la population générale, des populations de consommateurs nécessitent des
études spécifiques du fait de leur exposition ou de leur sensibilité particuliére. On peut citer notam-
ment les enfants dont les enfants en bas age, les femmes enceintes, les riverains de zones agri-
coles consommant des produits du jardin potentiellement exposés a une dérive de pulvérisation,
les habitants de territoires ultramarins.

Les expositions alimentaires chroniques aux PPP calculées dans le cadre de la phytopharmacovi-
gilance reposent sur la méthode standard de calcul utilisée au niveau européen par I'Autorité euro-
péenne de sécurité sanitaire des aliments EFSA et s'appuyant sur les consommations alimentaires
individuelles, les moyennes de concentration en résidus présents dans les aliments et le poids
corporel des consommateurs.

E=1px 2, ¢, xt

Ou:

E est 'exposition de l'individu i

p.est le poids de l'individu i

C, est la consommation sur longue période de l'individu i pour I'aliment j

test la teneur ou concentration du résidu ou substance étudiée dans I'aliment |

Le fondement théorique de cette approche est qu'un consommateur peut étre exposé parfois a
une concentration supérieure a la moyenne des concentrations en résidus dans un aliment don-
né, parfois a une valeur inférieure a cette moyenne mais que sur longue période il est exposé a
une concentration moyenne (application de la loi des grands nombres aux nombreux actes de
consommation pour un consommateur au cours de sa vie). Cette hypothése n’est pas toujours
vérifiée pour un consommateur s’approvisionnant de fagon particuliére. C'est notamment le cas
d’'un consommateur consommant réguliérement ou occasionnellement des aliments d’agriculture
biologique, auquel cas la part de consommation de ces produits dans le régime alimentaire doit
étre pris en compte ainsi que la différence de concentration en résidus entre les produits d’agricul-
ture biologique et les produits conventionnels.

Une autre exception a 'application de la formule ci-dessus est I'eau de distribution dans la mesure
ou un foyer consommant de I'eau du robinet est exposé a la concentration moyenne de I'eau du
réseau auquel le foyer est connecté et non a la concentration moyenne de 'ensemble des réseaux.
Des petits réseaux de distribution en milieu rural peuvent parfois subir des concentrations en rési-
dus de pesticides nettement plus élevés que la moyenne des réseaux. La variabilité géographique
des concentrations en résidus de pesticides dans I'eau distribuée est connue au travers de la base
SISE-Eaux du ministére en charge de la Santé. Cette variabilité géographique a été considérée
dans I'étude de I'Observatoire des Résidus de Pesticides de I'Anses, sur la contribution de I'eau
aux expositions par voie alimentaire aux pesticides, (Anses, 2013).

L'approche intégrative de la phytopharmacovigilance a aussi pour objectif de prendre en compte
simultanément les différentes sources et voies d’exposition. Le projet d’étude d’exposition des rive-
rains de zones agricoles mené en collaboration avec Santé Publique France va ainsi considérer de
facon intégrée les expositions par voie aérienne ou cutanée et par voie alimentaire en comparant
les doses internes de résidus ou imprégnations et les comportements alimentaires, notamment le
recours a la consommation d’aliments du jardin (autoconsommation).
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3. Des usages agricoles aux résidus dans les aliments

La phytopharmacovigilance s'appuie sur les études observant les usages des PPP. On peut citer
la base de donnée des ventes BNVD gérée par 'INERIS qui tend a produire des données de plus
en plus fines du point de vue géographique. On peut aussi citer les études pratiques agricoles
d’Agreste, service statistique du ministére en charge de I'agriculture.

Ces données permettent d'identifier les couples aliments-substances pour lesquels la présence de
résidus est trés probable. Cette information apporte un élément d'interprétation aux nombreuses
données de résidus non détectés dans les aliments. En effet, une non détection peut signifier une
absence de résidus mais elle peut aussi signifier une présence de résidus a des niveaux inférieurs
aux limites de détection.

Cependant, il convient également de rechercher des résidus dans des aliments qui ne devraient
pas théoriquement en contenir compte tenu des usages autorisés et des pratiques agricoles. En
effet, il est possible que des dérives de pulvérisation ou des pratiques agricoles différentes pour
des produits importés ou des usages d'une méme substance pour d’'autres objectifs que la pro-
tection des cultures puissent conduire a la présence inattendue de résidus de pesticides dans
les aliments. La détection récente de I'herbicide prosulfocarbe sur des pommes alors que cette
substance n’est pas autorisée pour cette culture s’explique par la dérive de pulvérisation observée
pour cette substance a partir de cultures céréaliéres. Les conditions d’autorisation de mise sur le
marché pour les produits a base de prosulfocarbe ont été modifiées suite a ce signalement de la
phytopharmacovigilance : utilisation obligatoire de buses anti-dérive, distance minimale entre le
lieu d'épandage et les cultures voisines sensibles (vergers, cressonniéres...etc).

4. L'intégration des expositions des consommateurs
aux études épidémiologiques

La phytopharmacovigilance est attentive aux signaux provenant des études épidémiologiques et
notamment celles mettant en relation les expositions des consommateurs aux résidus de PPP et
des effets sanitaires.

Principalement, deux grandes sources de données sur les pathologies des populations peuvent
étre mobilisées:

* Les grandes cohortes épidémiologiques telles que les études Nutrinet ou E4N pour la popu-
lation générale ou les études Elfe et Eden pour les femmes enceintes et les jeunes enfants,

* Les bases de données médico-administratives issues de la Sécurité sociale.

Ces deux types de données peuvent étre utilisées simultanément si elles sont connectées entre
elles.

Les expositions des consommateurs sont caractérisées dans les cohortes soit par mesurages
des concentrations en substances ou métabolites dans les tissus ou fluides biologiques humains
tels que les cheveux, le sang ou les urines, soit par calcul des expositions selon le modéle décrit
en partie Il. Dans le premier cas, le mesurage biologique ou imprégnation est la conséquence de
diverses expositions dont 'exposition par voie alimentaire.

La contribution de la phytopharmacovigilance a la seconde approche de I'exposition par calcul
consiste notamment a faciliter 'accés des épidémiologistes aux données de concentration des
aliments en résidus de pesticides. Ces données sont associées aux données de consommation
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alimentaire recueillies dans les cohortes pour calculer des expositions alimentaires chroniques.
C’est ce qui a été fait pour la cohorte Elfe dans le cadre du projet ANR Popeye. La publication en
open data des données brutes de résidus dans les aliments issues des études de I'alimentation
totale EAT2 et EAT infantile participe a cette démarche.

Une voie d’avenir pourrait constituer a mettre en relation les grandes bases de données privées
sur les achats alimentaires des ménages avec les bases de données médico-administratives de la
sécurité sociale dans une optique de fouille de données pour générer des hypothéses. Cette voie
est difficile car les achats alimentaires des ménages ne permettent pas d'identifier les consomma-
tions individuelles et notamment celles des adultes et des enfants au sein du ménage. Elles ne
couvrent pas non plus la consommation hors domicile. Dans tous les cas, le recours a des données
détaillées de concentrations de résidus dans les aliments est nécessaire.

CONCLUSION

La phytopharmacovigilance constitue une nouvelle approche intégrative de recueil et d'interpréta-
tion des signaux d’effets indésirables des produits phytopharmaceutiques sur ’lhomme et I'environ-
nement. Les expositions par voie alimentaire des consommateurs font partie des données obser-
vées. Pour étre interprétées, elles doivent étre comparées aux autres sources et voies d’exposition
comme les voies aériennes ou cutanées. Les données d'imprégnation c’est-a-dire les concentra-
tions des substances ou de leurs métabolites dans les tissus ou fluides biologiques doivent étre
mises en relation avec les données d’exposition alimentaire et de résidus dans les aliments pour
étre interprétées. Ces résidus doivent aussi étre mis en relation avec les pratiques agricoles et les
importations pour comprendre leur origine. Enfin, les données d’exposition par voie alimentaire
sont indispensables a l'interprétation des données épidémiologiques pour la population générale
comme pour les populations particuliéres (jeunes enfants, femmes enceintes...). Une approche
intégrative des expositions et des risques est donc nécessaire dans ce domaine des produits
phytopharmaceutiques, ce qui nécessite de la part de la phytopharmacovigilance un mode de
fonctionnement en réseau avec de nombreux partenaires d’horizons et de disciplines diverses et
complémentaires.
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RESUME

Les nanotechnologies dans l'industrie alimentaire trouvent des applications a toutes les phases de
la chaine de transformation pour produire des aliments ou des boissons, jusqu’a leur condition-
nement. Elles concernent ['utilisation de particules nanodimensionnées (taille comprise entre 1 et
100 nm) ajoutées directement a des denrées (additifs alimentaires inorganiques, micelles nano-
métriques pour I'encapsulation d’ingrédients bioactifs) ou incorporées dans des emballages afin
d’améliorer la conservation des aliments (gain en propriétés mécaniques, barriéres aux intrants) ou
renseigner sur leur état sanitaire (nano-capteurs de substances indésirables, pathogénes ou aller-
génes). Qu'elles soient intentionnellement ajoutées le long de la chaine alimentaire, ou au contact
d’aliments via leur packaging (contamination possible par migration), les nanoparticules ingérées
par voie orale sont soupgonnées de risques pour la santé humaine. La physico-chimie particuliére
liée a la nanodimension permet a ces particules de passer les barrieres biologiques, dés la bouche
puis dans l'intestin, avant de diffuser dans le sang pour s'accumuler dans les organes systémiques
(foie, rate, cerveau) ou leur forte réactivité chimique est source d'effets potentiellement toxiques.
Dés lintestin, la question d’'un éventuel effet des nanoparticules alimentaires sur le microbiote
intestinal a récemment été posée, a I'exemple d’autres agents chimiques dans I'alimentation (e.g.,
émulsifiants, édulcorants, contaminants d’emballages) connus pour induire une altération dans
I'écologie et/ou I'activité métabolique du microbiote (appelée dysbiose intestinale). Des travaux
pionniers se sont intéressés aux propriétés biocides naturelles du nano-Argent, lesquelles sont
susceptibles de fragiliser la santé de I'hdte compte tenu de I'importance du microbiote intestinal
dans le développement et I'équilibre de nombreuses fonctions physiologiques (digestives, systéme
immunitaire, fonctions métaboliques et cérébrales). Face aux applications actuelles ou promises
des nanoparticules dans des produits ultra-transformés, exposant le consommateur a des doses
faibles mais chroniques, il est nécessaire d’évaluer les risques sanitaires liés a leur ingestion. Cette
démarche passe par la caractérisation des effets a long terme sur la flore intestinale, la compré-
hension des mécanismes de franchissement des barriéres biologiques et la mise au point de tests
spécifiques pour évaluer le potentiel de danger(s) lié a leur bioaccumulation dans I'organisme,
jusqu'au foetus.
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RESUME

De nombreuses études expérimentales, cliniques et épidémiologiques récentes montrent que I'ex-
position a des contaminants de notre environnement pourrait perturber les fonctions métaboliques
et endocriniennes des organismes. Ceci contribuerait au développement de pathologies métabo-
liques telles que I'obésité et le diabete de type II.

Le Bisphénol A, un contaminant cestrogéno-mimétique largement exploité dans lindustrie des
emballages alimentaires plastiques, présente un impact sur le métabolisme énergétique. Depuis
linterdiction du BPA, des analogues structuraux tels que le BPS et le BPF sont utilisés. Les effets
de ces derniers sont moins connus mais des études suggérent des effets obésogénes. Cette revue
est principalement axée sur les effets métaboliques du BPA ainsi que ses cibles, et sur les analo-
gues structuraux du BPA utilisés en substituts.

Mots-clés : Bisphénols, Maladies métaboliques, Métabolisme énergétique

ABSTRACT: Bisphenols - Disruption of metabolic pathways - roles in obesity/diabetes
Numerous experimental, clinical and epidemiological studies reveal that exposure to environmental
contaminants may disrupt endocrine and metabolic functions of organisms. This could contribute to
the development of metabolic disorders such as obesity and type Il diabetes.

Bisphenol A, a widely used xenoestrogen in plastic food packaging industry, affects energy me-
tabolism. Following BPA ban, structural analogues such as BPS and BPF are used. Their effects
are less known; however, some studies reveal an obesogenic effect. This review focuses on the
metabolic effects and targets of BPA as well as the structural analogues used as substitutes.
Keywords: Bisphenols, Metabolic diseases, Energetic metabolism
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INTRODUCTION

Les maladies métaboliques telles que I'obésité, le diabéte de Type |l et la stéatose hépatique
sont en constante augmentation dans les pays industrialisés. Leur pathogénése est complexe et
multifactorielle. Les facteurs d’induction de ces maladies peuvent étre d'origine génétique ou liés
a un mode de vie trop sédentaire et une alimentation trop riche en lipides et en glucides. En 2002
(Baillie-Hamilton 2002), un nouveau concept a émergé, celui «d'obésogene environnemental »
qui stipule que les produits chimiques de notre environnement pourraient également jouer un réle
actif dans I'étiologie de I'obésité (Neel and Sargis 2011). Il a depuis été appuyé par de nombreuses
études épidémiologiques et expérimentales faisant le lien entre les troubles métaboliques et cer-
tains produits chimiques comme les phtalates, le bisphénol A (BPA) ou encore les organo-étains
(Griin, 2010 ; La Merrill et Birnbaum, 2011).

1. Usage des bisphénols

Les bisphénols qui font 'objet de cette étude, forment une famille de composés organiques aroma-
tiques portant deux groupements phénols. Les lettres qui suivent le mot « bisphénol » se référent
aux réactifs utilisés lors de la synthése. Par exemple, le bisphénol A (BPA), le bisphénol le plus
connu est issu de la réaction entre deux équivalents de phénol et un équivalent d’acétone. Des
analogues du BPA existent également, tel que bisphénol S (BPS) qui est issu de la réaction entre
deux équivalents de phénol et un équivalent de trioxyde de soufre.

1.1 Historique

Le BPA fut trés étudié dans les années 1930 au cours de la recherche d’cestrogénes de synthése.
Malgré ses effets sur la fonction endocrinienne féminine il ne fut jamais utilisé comme tel, du fait de
la découverte a la méme époque d’un autre composé, le diéthylstilbestrol (DES), dont les proprié-
tés étaient plus intéressantes. Le DES s'est révélé catastrophique pour des milliers d’enfants qui
ont développé des anomalies génitales, de la stérilité et des risques accrus de cancer suite a une
exposition in utero (Fénichel et al., 2015).

En 1960, I'utilisation massive du BPA débute dans 'industrie du plastique pour la fabrication industrielle
de plastiques de type polycarbonate et de résines époxy. De ce fait, on le retrouve dans le revétement
intérieur de boites de conserves, les canettes de boissons et plusieurs emballages alimentaires en
plastique. De plus, il entre dans la composition des CD, DVD, de certains produits électroniques et
de l'industrie automobile, des téléphones portables, des lunettes et lentilles de contact, ainsi que les
tickets de caisse a encre thermique. Les résines époxy contenant du BPA sont également utilisées
dans des systémes de stockage et de transport de I'eau, et dans certains ciments dentaires (Vanden-
berg et al., 2007). Les dérivés halogénés du BPA présents dans les retardateurs de flamme peuvent
également contaminer 'atmosphére des logements (Rudel et al., 2011).

C'est le biologiste Frederick vom Saal, professeur a 'Université du Missouri @ Columbia (Etats-Unis)
qui est le premier a rapporter des effets de faibles doses de BPA sur le systéme reproducteur de
souris males de méres exposés au BPA pendant leur gestation (vom Saal et Hughes 2005). Ces
résultats ont été largement confirmés par la suite et on a rapporté des effets du BPA sur le systéme
reproducteur, le systéme immunitaire ou encore le métabolisme (Rochester, 2013). Le BPA est classé
comme perturbateur endocrinien en raison de ses propriétés oestrogénomimétiques démontrées a la
fois in vitro et in vivo (rapport ANSES, 2011).
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Ces travaux et les nombreux rapports publiés par I'agence d’évaluation du risque frangaise
(ANSES) ont conduit en 2014 l'autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a réduire
d’'un facteur 10 la dose journaliére admissible du BPA qu’elle avait établie a 0,05 mg/kg/jour en
2006 la ramenant ainsi a 0,005 mg/kg/jour. Le BPA a été interdit dans les biberons au Canada en
2010 puis en France et dans I'union européenne en 2011. Le 24 décembre 2012 la France adopte
une loi visant a suspendre, a compter du 1% janvier 2015, la fabrication, I'importation, I'exportation
et la mise sur le marché de tout conditionnement a vocation alimentaire contenant du bisphénol A.

1.2 Exposition

Les populations sont exposées au BPA par la voie orale, principalement par le biais de I'alimen-
tation. En effet, le BPA fait partie des MCDA (matériaux au contacts des denrées alimentaires) et
peut donc migrer dans les denrées alimentaires et les boissons conditionnées dans des embal-
lages fabriqués a partir de BPA polymérisé, atteignant ainsi le consommateur (Carwile et al., 2009;
Geens et al., 2011). Les taux de migration dépendent directement des conditions de stockage et
d'utilisation, du temps et de la température de chauffage, ainsi que de la durée de conservation et
du pH des aliments (Welshons et al., 2006).

De récentes études ont également mis en évidence une exposition cutanée au BPA (Biedermann
etal., 2010; Zalko et al., 2011). Cette voie d’exposition pourrait concerner des milieux profession-
nels particuliers autres que le secteur de la fabrication du Bisphénol. La quantité moyenne du BPA
présente dans les tickets de caisse est estimée a environ 13,3 g/kg de papier (Liao et Kannan,
2011). La manipulation fréquente de ces tickets provoquerait une absorption quotidienne de 71jg
de BPA par le seul passage transcutané (Biedermann et al., 2010) favorisé par des mains humides,
et méme apreés lavage des quantités résiduelles de BPA peuvent étre détectées sur I'épiderme
(Biedermann et al., 2010).

Depuis l'interdiction du BPA, d’autres bisphénols sont utilisés par les industriels bien que leur potentiel
toxique ne soit pas bien connu. Les produits qui contenaient du bisphénol A avant son interdiction,
contiennent aujourd’hui d’autres bisphénols comme le bisphénol S qui est autorisé et ne présente pas
d’obligation de déclaration. La population n’est pas donc pas a I'abri d’'une exposition a d’autres com-
posés perturbateurs endocriniens dont les effets sont moins bien connus et étudiés que ceux du BPA.

Cette revue est principalement axée sur le BPA, ses effets sur le métabolisme énergétique ainsi
que ses organes cibles. Dans une derniére partie, les analogues structuraux du bisphénol A sont
étudiés pour déterminer s'ils représentent des alternatives fiables.

2. Un lien fort entre bisphénol A et troubles métaboliques

Les premiers effets sanitaires du BPA rapportés ont porté concerné la fonction de reproduction
mais trés vite d'autres effets ont été rapportés portant plus particuliérement sur des maladies mé-
taboliques comme le diabéte ou I'obésité. Du fait de son caractére perturbateur endocrinien le BPA
présente une sensibilité qui varie avec les périodes de la vie, la plus vulnérable étant in utero, et
des effets plus importants a faibles qu'a fortes doses.

2.1 Etudes épidémiologiques
Les études épidémiologiques ont permis d’explorer, I'impact suspecté du BPA sur diverses fonc-
tions de l'organisme.
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Une méta-analyse a été réalisée sur 133 études effectuées chez 'nomme et sélectionnées selon
la pertinence de I'exposition et de I'étude (Hwang et al., 2018). Cette étude a révélé une asso-
ciation entre 'exposition au BPA et un risque plus élevé de développer un diabéte de type Il. Les
niveaux urinaires et plasmatiques de BPA sont positivement associés a un risque plus important de
développer un diabete de type II.

D’autres études épidémiologiques traitent de I'association entre le BPA et les marqueurs de I'obési-
té, le diabéte et les parametres biochimiques sanguins. L'étude de ces paramétres sur une cohorte
de 1455 individus d’une population NHANES a montré une corrélation positive entre les niveaux
urinaires de BPA et le risque de diabéte et de maladies cardiovasculaires (Calafat et al., 2005;
2008)which are used in baby bottles, as protective coatings on food containers, and for composites
and sealants in dentistry. 4-Nonylphenol (NP.

Une étude réalisée sur une cohorte de 2840 enfants et adolescents a montré une association entre
les concentrations urinaires de BPA et I'obésité (Trasande et al., 2012). Il existe également une
association entre I'exposition au bisphénol A et la résistance accrue a I'insuline, 'obésité générale,
I'obésité abdominale et la prévalence du diabete (Lang et al., 2008). De nombreuses études épidé-
miologiques récentes viennent renforcer ces observations (Carwile et Michels, 2011; Lang et al.,
2008 ; Melzer et al., 2010 ; Shankar et Teppala 2011).

2.2 Etudes chez I'animal

De nombreuses études effectués principalement chez le rongeur mettent en évidence un effet du
bisphénol A sur différents organes impliqués dans le métabolisme énergétique tels que le foie, le
muscle squelettique, le tissu adipeux et le pancréas (Figure 1).
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Figure 1: Synthése des effets du bisphénol A sur le métabolisme énergétique
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2.2.1 Poids des animaux
Il existe une littérature fournie décrivant les effets d’exposition in utero et chez I'adulte au BPA sur
le poids corporel des animaux. Les observations ne vont pas toujours dans le méme sens.

Lorsqu’un gain de poids est observé chez les animaux exposés, ces effets sont souvent spéci-
fiques aux faibles doses, suivant un effet dose-réponse non monotone en U inversé ou la masse
corporelle mais également la masse des tissus gras sont augmentées a de faibles doses, mais ne
le sont pas forcément a des doses plus élevées (Alonso-Magdalena et al., 2010 ; Miyawaki et al.,
2007 ; Rubin et al., 2001). Ces effets en «cloche », ne sont pas toujours retrouvés pour les deux
sexes. Par exemple, les souris adultes exposées in utero au BPA et soumises a un régime ali-
mentaire riche en graisses, présentent une augmentation de leur masse corporelle et de la masse
de tissus adipeux. Chez les femelles, le poids des tissus adipeux a augmenté lors d’exposition in
utero a une faible dose de BPA (0,26 mg/kg/j), mais cet effet est aboli a une dose plus élevée (2,72
mg/kg/j). Chez les méles, la masse de tissu adipeux est augmentée proportionnellement a la dose
de BPA administrée (Miyawaki et al., 2007). L'augmentation du poids corporel est souvent plus
prononcée et persistante chez la progéniture femelle, comparée a la progéniture male. Mais une
exposition a un régime gras fait souvent apparaitre une prédisposition a 'obésité chez les males
(Somm et al., 2009). Ce dimorphisme sexuel n’est pas toujours retrouvé. Dans I'étude de Wei et
al. 'augmentation du poids corporel des rats soumis in utero au BPA est observée en conditions
d’alimentation standard et lorsqu'’ils sont soumis a un régime riche en lipides et en carbohydrates
quel que soit le sexe (Wei et al., 2011). Chez I'adulte, peu d’études ont été réalisées. L'équipe de
Angel Nadal a montré que I'exposition au BPA (100 ug/kg/j) de souris adultes gestantes provoque
une augmentation modérée de leur masse corporelle (Alonso-Magdalena et al., 2010).

Les différences obtenues peuvent s’expliquer par les souches utilisées qui différent d’'une étude
a l'autre et nous savons désormais que certaines souches sont plus sensibles que d’autres aux
xéno-estrogenes (Richter et al., 2007). Aussi, la fenétre d’exposition, le temps et le mode d’admi-
nistration du BPA (Richter et al., 2007), le type d’alimentation (vom Saal et al., 2005), le condition-
nement des animaux sont des facteurs déterminants, a prendre en considération. Ainsi, l'impact du
BPA sur la prise de poids des animaux peut varier selon les expériences. Cependant, les observa-
tions réalisées au niveau des organes clés du métabolisme énergétique (pancréas, tissu adipeux,
foie et muscle) viennent conforter I'idée que le BPA est non seulement un perturbateur endocrinien
mais également un perturbateur métabolique.

2.2.2 Pancréas

Chez la souris male adulte, une exposition de quelques jours (1 et 4 jours) a de faibles doses de
BPA (10 et 100 pg/kg/j) provoque une altération de la tolérance au glucose, une hyper insulinémie
et une augmentation de la teneur en insuline dans les cellules B (Alonso-Magdalena et al., 2006 ;
2008). Cela a également été observé in vitro en présence de doses proches de celles retrouvées
dans le sérum humain (Alonso-Magdalena et al. 2008). Les ilots de Langerhans de souris adultes
exposées a 100 ug/kg/j de BPA présentent une augmentation de la sécrétion d'insuline stimulée
en réponse au glucose (Thiago M Batista et al., 2012) (Figure 2).
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Figure 2: Modéle d’action du BPA sur la cellule B pancréatique. D’aprés Ropero, Pang et al., 2012;
Soriano, Alonso-Magdalena et al., 2012.

Les souris, exposées au BPA (10ug/kg/j) pendant la période de gestation, développent également
une hyper insulinémie qui persiste dans le temps. Leur progéniture présente des prédispositions
au développement d'un syndrome métabolique a I'age adulte (résistance a l'insuline, et altération
de la sécrétion d'insuline et de la signalisation calcique dans la cellule B) (Alonso-Magdalena et
al., 2010). Des résultats similaires ont été observés chez les rats. Lorsque qu'ils sont soumis a un
régime gras ces effets préjudiciables sont plus précoces et exacerbés, surtout a de faibles doses
de BPA (50 pg/kg/j) (Wei et al., 2011). Les cellules § des animaux exposés présentent des ano-
malies de structure. Les mitochondries et le réticulum endoplasmique rugueux sont hypertrophiés.
La proportion de granules sécrétoires matures est diminuée chez les animaux soumis a un régime
standard, voire absente chez les males soumis a un régime gras. Chez ces derniers, les flots sont
désorganisés et les cellules subissent la pycnose (processus de condensation irréversible de la
chromatine aboutissant a la nécrose des cellules) (Wei et al., 2011). Aussi, I'exposition chronique
de cellules B (TC-6) au BPA modifie I'expression des protéines clés impliquées dans la réponse au
stress du réticulum endoplasmique (Makaji et al., 2011).

Contrairement & beaucoup d'observations montrant que le BPA est un agoniste faible des récep-
teurs aux estrogénes (Dahiman-Wright et al., 2006), Nadal et al. ont montré que, sur les cellules
B pancréatiques, le BPA (1 nM) peut imiter les effets de I'estradiol (E2) avec la méme puissance
(Alonso-Magdalena et al., 2006). Le récepteur ERa non génomique est impliqué dans les effets a
long terme du BPA en augmentant la transcription du géne du précurseur de l'insuline via la phos-
phorylation de ERK1/2 (Alonso-Magdalena et al., 2008), tandis que le récepteur ERR membra-
naire est impliqué dans l'activité pulsatile de l'insuline. De faibles concentrations de BPA (1 nM)
vont diminuer rapidement I'activité de canaux KATP via ERB, ceci génére une dépolarisation de
la membrane et I'augmentation du taux de calcium intracellulaire, ce qui déclenche la sécrétion
d'insuline (Soriano et al., 2012). D’autres récepteurs pourraient yoAeuevt étre mis en jeu, par
exemple le récepteur a 7 domaines transmembranaires (RCPG). Le récepteur GPR30/GPER, une
cible du BPA (Thomas et Dong, 2006), a récemment été identifié comme un médiateur des effets
insulinotropes de l'insuline en réponse a 'E2 (Sharma et Prossnitz, 2011).
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Le BPA agit également au niveau des cellules a pancréatiques. Leur exposition au BPA (1 nM)
imite I'effet de 'E2 en bloquant le signal Ca2+ impliqué dans la libération de glucagon. Ces effets
pourraient se faire via les récepteurs membranaires aux estrogénes et mettre en jeu des protéines
G activant la nitric oxide synthase (NOS) et la protéine kinase dépendante du cGMP (Alonso-Mag-
dalena et al., 2005).

Ces données suggérent qu'a long terme, I'exposition au BPA peut étre préjudiciable a la fonction
des cellules 3 (et éventuellement des cellules a) et en fin de compte étre un facteur important dans
I'étiologie de diabéte de type 2 et le développement d'une insulino-résistance.

2.2.3 Tissu adipeux

L'obésité est le résultat d'une augmentation de la masse de tissu adipeux en raison d’une aug-
mentation de la taille et du nombre d’'adipocytes. Avec plusieurs lignées cellulaires, on a mis en
évidence un effet de certains perturbateurs endocriniens environnementaux (4-nonylphénol, tri-
butylétain...) sur ce tissu. Chez 'Homme, les concentrations sériques en BPA sont plus élevées
chez les patientes obéses comparées aux patientes dont I'indice de masse corporel est plus faible
(Takeuchi et al., 2004). Ce contaminant est détecté dans les tissus adipeux humains analysés, a
hauteur de 3,16 £ 4,11 ng/g de tissu (Fernandez et al., 2007).

Des études in vitro ont montré que le BPA (2 a 20 ug/mL) induit la différenciation adipocytaire en
augmentant la teneur en triglycérides et I'activité LPL (lipoprotéine lipase), et cela en présence
d’insuline (Masuno et al., 2002; Wada et al., 2007). Il augmente I'expression génique des facteurs
de transcription adipogéniques (C/EBPB: alpha CAAT enhancer binding protein, PPARy et FAS)
dans les cellules 3T3-L1 préadipocytes (Sargis et al. 2010). Il augmente I'absorption de glucose en
conditions basales et en réponse a une stimulation par I'insuline. Cela pourrait s’expliquer en partie
par une augmentation de la synthése du transporteur de glucose GLUT4 (Sakurai et al., 2004).
A l'inverse, une étude récente a montré une diminution de l'activité LPL et de I'accumulation de
triglycérides suite a une exposition de cellules souches humaines au BPA (Linehan et al., 2012).

Le tissu adipeux n’est pas seulement un organe de stockage d’'énergie mais également une glande
endocrine qui sécréte divers peptides métaboliquement actifs dotés de propriétés régulatrices et
appelés adipocytokines. Le BPA affecte la production et la sécrétion d’adiponectine par les adi-
pocytes 3T3-L1 en culture (Kidani et al., 2010.) et a partir d’explants de tissus adipeux humains
(Hugo et al. 2008), le plus souvent, en suivant un effet dose réponse non monotone en U inversé
(Ben-jonathan et al., 2010; Hugo et al., 2008).

Des études, réalisées chez la souris, ont montré que la progéniture femelle exposée in utero au BPA
et soumise a un régime alimentaire riche en lipides et en carbohydrates, présente un taux anorma-
lement élevé en leptine, spécifiquement a la faible dose (1 pg/mL de BPA soit environ 0,3 mg/kg/j).
Chez les méles, cet effet n'est pas retrouvé (Miyawaki et al., 2007). Aussi, les rates exposées in utero
au BPA (environ 70 ug/kglj) présentent une masse excessive de tissu adipeux blanc associée a
une hypertrophie des adipocytes et une surexpression de génes lipogéniques tels que C/EBP-alpha,
PPARYy, SREBP-1c, LPL, FAS et SCD-1. Les males semblent moins affectés. Mais une fois exposés
a un régime gras, les effets néfastes chez ces derniers sont révélés (Somm et al., 2009)we investi-
gated perigonadal adipose tissue of pups (weight, histology, gene expression. De la méme maniére,
I'exposition périnatale de rats a 50 ug/kg/j de BPA conduit & une hypertrophie des adipocytes dans
des conditions de régime standard et riche en graisses, pour les deux sexes (Wei et al., 2011).
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2.2.4 Foie

Somm et al. (2009) ont montré, chez le rat, que I'expression hépatique des facteurs lipogéniques
SREBP-1c, FAS et ACC est augmentée chez les femelles exposées in utero a environ 70 pg/kglj
de BPA. En paralléle, une étude, réalisée sur la lignée d’hépatocytes humains HepG2, montre une
accumulation de lipides intracellulaires en réponse a de faibles doses de BPA (10-12 a 10-6 M) (Huc
et al.,, 2012). Les études réalisées par Marmugi et al montrent une accumulation de lipides dans le
foie de souris exposées a travers I'alimentation a une faible dose de BPA (5 ug/kgl/j de BPA) qui
n'est pas retrouvée a de plus fortes doses (50, 500 et 5000 ug/kg/j). Cette accumulation de lipides
s'accompagnait d’une hyperinsulinémie et de dérégulations des genes impliqués dans la lipogénése
et la cholestérogénése hépatique (Marmugi et al., 2012). Dans une autre étude, les mémes auteurs
ont montré qu'une exposition de 8 mois au BPA a travers I'eau de boisson conduisait a une hyperg-
lycémie et une hypercholestérolémie (Marmugi et al., 2014)and cardiovascular diseases. However,
experimental studies have often focused on short-term exposures. In this study, we investigated the
effect of several months of BPA exposure on hepatic and plasma metabolic markers in adult mice.
Male CD1 mice were exposed during 8 months to five different BPA doses below or equivalent to the
current no observed adverse effect level (NOAEL: 5000 ug/kg/day (Figure 3).

Intensité de I'effet

S ol

Dose

Figure 3: lllustration d’effets non monotones en U inversé. D’'aprés Marmugi et al., 2012.

De fortes doses de BPA (50mg/kg/j) générent, chez le rat, une production d’espéces réactives de
I'oxygéne et une répression des génes anti oxydants (catalase glutathion réductase, glutathion trans-
férase, glutathion peroxydase), provoquant une hépatotoxicité (Hassan et al., 2012). Moon et al.
(2012) ont montré qu’une exposition aigiie au BPA chez la souris, a une dose inférieure a la NOAEL
(1,2 mg/kg/j), peut induire des lésions hépatiques et des dysfonctionnements mitochondriaux par
une augmentation du stress oxydant, de l'inflammation et de la peroxydation lipidique. Les transa-
minases ASAT et ALAT, marqueurs d’une atteinte hépatique, et les niveaux sériques en cytokines
inflammatoires IL-6 et TNFa sont fortement élevés, surtout 6 heures aprés l'injection de BPA. Des
études, réalisées sur une lignée d’hépatocytes humains (HepG2), confirment ces observations. Une
courte exposition a 10 ou 100 nM de BPA provoque une altération de la structure des mitochondries,
mais également de leurs fonctions (diminution du taux de consommation d'oxygéne, de la production
d’ATP, et de la perméabilité membranaire). Ceci est associé a une augmentation du stress oxydant et
de l'inflammation (Huc et al., 2012 ; Moon et al., 2012).

Asahi et al. (2010) ont montré que le BPA induit un stress du RE par la production de ERO dans les
cellules hépatiques de type macrophages. L'activation chronique du stress du RE a un réle important
dans le développement de la résistance a l'insuline et du diabéte dans l'obésité (Fu et al., 2011).
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L'étude des voies de signalisation dans le foie de souris gestantes montre que la voie de phospho-
rylation d’Akt (résidu Tht308) est diminuée suite a une exposition au BPA (10 ug/kg/j), reflet d’'une
insulino-résistance (Alonso-Magdalena et al., 2010). Chez le male, un traitement au BPA conduit a
une surexpression de la protéine IRS-1 et la voie AKT ne semble pas altérée (Thiago M. Batista et
al., 2012).

2.2.5 Muscle

L'étude des voies de signalisation dans le muscle squelettique de souris gestantes a montré que
linsuline provoque, en situation physiologique, une phosphorylation d’Akt. Cette réponse est com-
pletement abrogée chez les animaux exposés au BPA (10 ug/kg/j), reflétant une insulino-résis-
tance (Alonso-Magdalena et al., 2010). Chez le méle adulte, cette voie est également altérée. Le
traitement au BPA peut affecter la voie de signalisation des MAPK. En effet, un pulse d'insuline
n'est plus capable de provoquer une augmentation de la phosphorylation de ERK (Thiago M. Ba-
tista et al., 2012).

3. Les cibles du BPA

Le BPA est un agoniste faible des récepteurs aux cestrogénes ERa et ERp et sa propriété oetrogé-
no-mimétique a longtemps été considérée comme responsable des effets qu'il induit. Cependant,
il présente une affinité pour les récepteurs ERa et ERB plusieurs milliers de fois moins importante
que celle de 'cestradiol (Welshons et al., 2006). De nombreuses études récentes montrent que le
BPA interagit avec d'autres récepteurs suggérant que sa propriété ostrogéno-mimétique est loin
d'expliquer tous les effets indésirables qu'il provoque (Welshons et al., 2006).

Plusieurs études ont également montré que le BPA se liait au récepteur nucléaire des androgenes
(AR) (Paris et al., 2002 ; Sohoni et Sumpter, 1998). L'AR est principalement exprimé dans le tes-
ticule, il est présent dans la prostate, les glandes surrénales, les reins, le cerveau et 'hypophyse.
Le role du récepteur AR dans les organes males est trés similaire a celui des récepteurs ER dans
les organes femelles. Contrairement aux ERs, le BPA est un antagoniste pour AR et son affinité
est de 'ordre du micromolaire (Paris et al., 2002). Les effets observés a faible dose pourraient
en partie s’expliquer par des actions synergiques a travers les récepteurs ERs (action agoniste
et féminisante) et le récepteur AR (action antagoniste, donc antagoniste de I'effet masculinisant).

Le BPA est un ligand puissant du récepteur nucléaire ERRy (Estrogen Related Receptor gamma)
(Brieno-Enriquez et al., 2012 ; Okada et al., 2008 ; Takayanagi et al., 2006). Le fait que ce récepteur
se lie sur les promoteurs des génes cibles des récepteurs des cestrogénes suggere son implica-
tion dans les effets de perturbation endocrine induits par le BPA (Vanacker et al., 1999). ERRy
est connu pour réguler positivement la différentiation adipocytaire (Kubo et al., 2009). Au niveau
hépatique, il a été identifié comme un médiateur des effets du glucagon et sa surexpression induit
I'expression des genes de la néoglucogenése : Pepck and G6Pase, et augmente la production de
glucose (Kim et al., 2012). Il a également été identifié€ comme un perturbateur de la signalisation
hépatique de l'insuline (Kim et al., 2011). Ainsi il a été suggéré que ERRYy, en combinaison avec
les isoformes a et {3, jouerait un réle important dans le contréle transcriptionnel de 'homéostasie
énergétique. Il pourrait donc contribuer a expliquer les effets du BPA sur le métabolisme glucidique.

Le groupe de Watson a proposé que le BPA puisse exercer une partie de ses effets par l'inter-
médiaire de formes membranaires de ER a et B (mERa et B) (Watson et al., 2011; Watson et al.,
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2010). La localisation a la membrane de ces récepteurs pourrait étre due a des modifications
post-traductionnelles comme la palmitoylation (Marino et al., 2006), ce qui permettrait d’expliquer
certains des effets rapides du BPA. En revanche, ce mécanisme d’action ne permet pas d’expliquer
les effets a faible concentration. En effet, il est supposé que ces formes membranaires ont la méme
affinité pour le BPA que les formes nucléaires.

Un deuxiéme médiateur des effets non génomiques du BPA pourrait étre un récepteur transmem-
branaire couplé aux protéines G : GPR30. Ces récepteurs sont trés sensibles a leur environnement.
A 'état actif, ils activent une protéine G, déclenchant une cascade de signalisation. Lors d’une
exposition prolongée et répétée a leurs ligands, les récepteurs sont désensibilisés et internalisés,
provoquant I'arrét de la transduction du signal. Le récepteur GPR30 est localisé dans le réticulum
endoplasmique et il pourrait lier le BPA a faible concentration (Chevalier et al., 2012; Wang et al.,
2009). Ropero et al. (2012) ont montré que GPR30 est impliqué dans I'effet insulinotrope de I'E2
au niveau de la cellule B-pancréatique, suggérant un mode d’action similaire du BPA.

Les xénosenseurs CAR et PXR sont également des cibles du BPA. Le BPA est décrit comme un
agoniste de la forme humaine de PXR (Dekeyser et al., 2011; Sui et al., 2012; Tabb et al., 2004)
mais pas de la forme murine. Ce sont des résidus clés propres a la poche de liaison au ligand de
PXR humain qui permettraient au BPA de s'intercaler (Sui et al., 2012).

Le BPA possede également la capacité de se lier au récepteur aux hormones thyroidiennes (TR).
I empéche la fixation de I'hormone thyroidienne T3 (triiodothyronine) au TR et favorise le recrute-
ment de corépresseurs, entrainant l'inhibition de 'activité transcriptionelle des genes cibles du TR
(Kitamura et al., 2005 ; Moriyama et al., 2002 ; Zoeller, 2005), méme a faibles doses (lwamuro et
al., 2006).

4. Qu’en est-il des autres bisphénols ?

Alors que le BPA n'est plus autorisé dans les contenants alimentaires en France, de nombreuses
questions demeurent ouvertes sur les risques présentés par ses substituts et, en particulier, par les
bisphénols versions « S» (BPS) et « F» (BPF) qui sont actuellement autorisés par la réglementa-
tion et utilisés par les industriels comme substituts au BPA.

4.1 Effets du Bisphénol S
Plusieurs études ont été effectuées sur le BPS, sur son potentiel génotoxique ainsi que sa toxicité
oxydative mais également pour évaluer I'effet obésogene du BPS en comparaison a celui du BPA.

Ahmed et Atlas (2016) ont étudié la capacité du BPA et du BPS a induire la différentiation adipocy-
taire. Pour cela, les auteurs ont traité |a lignée pré-adipocytaire 3T3-L1 a différentes concentrations
de BPA et BPS et ont évalué I'effet adipogénique par I'accumulation de lipides et I'expression de
génes marqueurs de I'adipogénése. Cette étude révéle que le BPS, comme le BPA induit une accu-
mulation de lipides, une augmentation de I'expression des genes adipogéniques tels que la lipopro-
téine lipase et la protéine adipocytaire 2 et que cet effet passe par le récepteur nucléaire PPARY.

Dans une deuxieme étude publiée par la méme équipe, les auteurs ont évalué I'effet du BPS sur
I'adipogénese dans des pré-adipocytes primaires humains en culture (Boucher et al., 2016). Les
résultats de leur étude démontrent une différenciation des pré-adipocytes primaires humains expo-
sés au BPS avec une surexpression des ARNm et des protéines des genes clés de I'adipogénése
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ainsi qu'une accumulation de lipides. lls suggerent une implication des récepteurs aux cestrogénes
Era et du récepteur PPARYy.

D’autres études effectuées chez la souris, confirment ces résultats. L. lvry-Del Moral et ses colla-
borateurs démontrent un effet du BPS sur 'homéostasie lipidique suite a une exposition périnatale
de souris C57BI/6 (Ilvry Del Moral et al., 2016). Suite a une exposition périnatale au BPS, la des-
cendance soumise a un régime riche en lipides présente une obésité plus importante que les souris
contrbles associée a une masse grasse et une hyper-insulinémie plus importante. L'exposition pé-
rinatale au BPS augmente également la clairance plasmatique des triglycérides des descendants,
ce qui révelerait un stockage plus important des lipides plasmatiques.

Zhao F et ses collaborateurs ont également montré une dérégulation de 'homéostasie glucidique
suite a une exposition au bisphénol S chez le « zebra fish» (Zhao et al., 2018). Une exposition de
28 jours au BPS induit une augmentation de la glycémie a jeun, une induction de la néoglucogé-
nése et de la glycogénolyse hépatique.

4.2 Autres bisphénols

Une étude effectuée chez le «zebra fish» démontre qu’un traitement des poissons a différentes
concentrations de BPF induit une augmentation de la néoglucogenése et la suppression de la
glycolyse (Zhao et al. 2018). De plus, le traitement induit une diminution de I'expression génique
et protéique de l'insuline ainsi que de I'expression génique du récepteur a l'insuline ce qui suggere
une sensibilité a l'insuline diminuée. Une étude chez 'Homme suggére un effet obésogene de
I'accumulation du Bisphénol F au niveau cérébral (Charisiadis et al., 2018). Cette étude a mis en
évidence une association entre 'accumulation de BPF au niveau hypothalamique et une incidence
plus importante de I'obesité évaluée par I'indice de masse corporel.

Une étude épidémiologique fait également le lien entre des concentration urinaires de Bisphénol
AF (BPAF) et le diabete de type Il (Duan et al., 2018).

CONCLUSION

Le lien entre BPA et maladies métaboliques est bien établi a travers des études épidémiologiques et
expérimentales. L'exposition a ce contaminant entraine des dérégulations de différents organes im-
pliqués dans la régulation du métabolisme et a travers 'activation de plusieurs récepteurs nucléaires.
Ces effets sont souvent observés a de faibles doses et la période périnatale constitue une fenétre
d’exposition particulierement sensible. Peu d’études ont été réalisées avec les analogues du BPA.
Elles portent principalement sur les BPS et BPF suggérant le méme effet obésogéne de ces contami-
nants que celui observé avec le BPA. Ces études révelent la nécessité d’études plus approfondies sur
les analogues du BPA avant qu'ils ne puissent étre utilisés en remplacement de ce dernier.
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RESUME

Les procédés de transformation induisent des réactions chimiques au sein des aliments pouvant
amener a la formation de composés néoformés toxiques. Ces néoformations qui dépendent de
plusieurs facteurs incluant la composition de la matiere premiére et les conditions de procédé
peuvent impacter la qualité sanitaire des aliments. Bien que les composés néoformés toxiques
soient généralement retrouvés a I'état de trace dans les aliments, leur consommation réguliére tout
au long de la vie pourrait contribuer a terme au développement de certaines pathologies (diabéte,
cancers, troubles neurologiques...). Souvent générés par le consommateur lors de la préparation
domestique de ses aliments, I'évaluation des niveaux d’exposition et donc des risques liés a leur in-
gestion est complexe. A I'heure actuelle, trés peu de composés néoformés sont réglementés dans
notre alimentation. Les progrés récents en matiére de techniques d’analyse et de chimie réaction-
nelle permettent aujourd’hui une meilleure connaissance de ces composes, de leurs conditions de
formation et ouvrent la voie a des solutions pour y remédier.

Mots-clés : Composés néoformés toxiques, Produits carnés, Procédés de transformation, Remé-
diation, Méthodes d’analyse.

ABSTRACT: Process-induced toxicants and their mitigation — A focus on meat products
Transformation processes induce chemical reactions in foods that can lead to the formation of
process-induced toxicants which will in turn impact the food safety. These reactions are dependent
on several factors including the composition of the raw material and the conditions of process. Al-
though the process-induced toxicants are generally produced at trace level, the frequent exposure
of consumer throughout his life, may contribute to the development of certain pathologies including
diabetes, cancer and neurological disorders. In most cases, they are generated by the consumer
when he prepares his food, which makes it difficult to assess exposure levels and the risks associ-
ated with their ingestion. At present, very few process-induced toxicants are regulated in our diet.
Recent advances in analytical techniques and reaction chemistry now allow a better knowledge
of these compounds, their conditions of formation and pave the way to solutions to mitigate them.
Keywords: Process-induced toxicants, Proteinaceous food, Transformation processes, Mitigation,
analytical methods.
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INTRODUCTION

L'’Agence Nationale de SEcurité Sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
(ANSES) met en garde sur le fait qu'au cours du processus de transformation technologique et/
ou de préparations culinaires industrielles ou ménageres des denrées alimentaires, des réactions
chimiques peuvent se produire et provoquer la formation de certains composés indésirables. Ces
substances sont qualifiées de composés néoformés; elles peuvent se former au cours de traite-
ments thermiques, au cours des procédés de fermentation ou au cours de différentes étapes de
conservation (ANSES, 2015).

La néoformation de composés toxiques (dont plusieurs exemples sont présentés sur la Figure 1)
est conditionnée principalement par le type de matrice alimentaire et le procédé de fabrication; les
produits riches en carbohydrate induisant la formation d’acrylamide et d’hydroxymethylfurfural, les
produits carnés qui lors des procédés de cuisson ou de fumage vont se charger en amines aroma-
tiques hétérocycliques (AAHSs), en hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAPs) et en compo-
sés N-nitrosés ou encore les huiles via la formation de monochloropropane diol et de ses dérivés.

o HO o]
o J HO OH
< _ \ J —
—CH, cl
Acrylamide Hydroxymethylfurfural 3-chloropropan-1,2-diol

CH
[ 0@ O
SN HyC—N

—NH
| o h:I/ Z CHy

M
PhiP Benzo[a]pyrene N-nitroso-dimethylamine
Amine aromatique hBiErocyclique  Hydrocarbure aromatique polycyclique ComposE N-nitrosE

Figure 1: Exemple de produits néoformés lors des procédés de transformation des aliments

L'exposition du consommateur aux substances néoformées via I'alimentation peut éventuellement
étre associée a des effets indésirables pouvant se manifester a plus ou moins long terme (ex-
position chronique a de faibles doses). Cependant le processus d'évaluation des risques liés a
ces substances néoformés présente deux difficultés majeures: 1/ leur détection, identification et
quantification dans les denrées alimentaires et leur cinétique de formation en milieu complexe;
2/ la détermination de leur impact toxicologique a considérer au sein méme d’une matrice alimen-
taire dont la composition évolue avec les traitements concernés (ANSES, 2015).

Les produits carnés qui nécessitent des étapes de transformation (telles que la cuisson ou le fu-
mage) avant d’étre consommés, notamment pour réduire les risques microbiologiques ou améliorer
leur palatabilité, sont particuliérement impactés par la formation de substances néoformées. Une
récente monographie du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a ainsi classé la
consommation de viande rouge comme probablement cancérigéne pour 'homme et celle de char-
cuterie comme cancérigéne pour 'homme (Bouvard et al., 2015; IARC, 2018) en lien notamment
avec la présence de certains composés néoformés produits lors des procédés de transformation.
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Cet article propose de traiter les néoformations de composés toxiques dans les produits carnés.
Les différents composés seront d’abord décrits (formation, toxicité, exposition, risque) puis une
seconde partie s'intéressera aux moyens de remédiation pour en diminuer l'impact sur la santé
du consommateur. Enfin, la derniére partie traitera des différentes stratégies possibles pour leur
détection dans les aliments.

1. Formation, toxicité, exposition et risque relatifs
aux principaux composés néoformés des produits carnés

1.1 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Il s’agit de composés appartenant a une sous famille des hydrocarbures aromatiques dont la struc-
ture comprend au moins deux cycles aromatiques condensés. La consommation de produits car-
nés fumés est la principale source d’exposition aux HAPs qui sont formés par combustion incom-
pléte du bois transféré dans I'aliment lors de son exposition aux fumées. Les HAPs sont également
présents dans les viandes grillées (Alomirah et al., 2011 ; Kazerouni et al., 2001) car ils peuvent
également étre générés par pyrolyse de matiéres organiques, par contact direct de gras avec une
flamme ou par combustion incompléte de charbon.

Plus de 100 HAPs ont été identifiés, parmilesquels 15 ont été classés génotoxiques ou cancérigénes
(EFSA, 200; IARC, 2010) et trés probablement neurotoxiques (Crépeaux et al., 2013). lls sont
donc surveillés par les agences sanitaires (Schroeder, 2010). Parmi eux, le benzo[a]pyréne est
le plus toxique de par sa capacité a former des adduits avec I'ADN, ce qui peut induire des effets
mutagenes et cancérigénes (IARC, 2010). Il a donc pendant longtemps été utilisé comme seul
marqueur de la présence des HAPs. Cependant il a ét¢ montré récemment que son seul suivi était
insuffisant et qu'il fallait également considérer la somme de benzo[a]pyréne, benz[a]anthracéne,
benzo[b]fluoranthéne et chryséne (HAP4) (European Commission, 2011). Des niveaux maximaux
réglementaires ont été établis notamment pour les viandes et produits a base de viande traités
thermiquement vendus au consommateur final: 5 pg/kg pour le benzo[a]pyréne et 50 ug/kg pour
les 4 HAPs. Pour les viandes fumées et produits de viande fumés, les niveaux maximaux ont été
fixés a 2 ug/kg pour le benzo[a]pyréne et 12 ug/kg pour les 4 HAPs.

Dans son étude de l'alimentation totale publiée en 2011 (ANSES, 2011), 'ANSES a établi une
exposition journaliére moyenne de la population frangaise a la somme des 4 HAPs a 1,48 ng/kg
poids corporel/jour chez les adultes et a 2,26 ng/kg poids corporel/jour chez les enfants. Ces expo-
sitions sont moins élévées que celles reportées par I'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
(EFSA, 2008) qui annonce une exposition moyenne journaliére de la population européenne adulte
a la somme des 4 HAPs de 19,5 ng/kg poids corporel/jour. Cette différence pourrait s’expliquer
par le fait que les groupes d’aliments présentés dans le rapport de 'EFSA (issues d’échantillons
provenant de plans aléatoires ou ciblés) sont des produits plus susceptibles de contenir des HAPs
(viandes et poissons fumés) que les aliments analysés dans I'étude menées par ANSES.

L'évaluation des risques liés a une substance donnée nécessite a la fois d’en évaluer les dangers
(données de toxicité) et d’en connaitre les niveaux d’exposition. A I'heure actuelle, la méthode
préconisée pour évaluer le risque repose sur la détermination d’'une marge d’exposition. La marge
d’exposition est un outil développé par 'EFSA qui est utilisé par les évaluateurs du risque pour
étudier les possibles problémes de sécurité sanitaire découlant de la présence dans I'alimentation
humaine et animale de substances qui a la fois sont génotoxiques (susceptibles d’endommager
I'’ADN) et cancérigénes. La marge d’exposition (MOE) est un rapport entre deux facteurs qui per-
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met d’évaluer, pour une population donnée, la dose a laquelle est observé un effet indésirable
faible mais mesurable associé a la substance, et le niveau d’exposition effectif a cette substance.
Dans son avis de 2005, le comité scientifique de 'EFSA a indiqué qu’en général une marge d’ex-
position égale ou supérieure a 10 000, lorsqu’elle est basée sur la «limite inférieure de la dose de
référence» (BMDL) obtenue lors d’'une étude menée chez I'animal, susciterait peu de préoccupa-
tions du point de vue de la santé publique (EFSA 2005).

Ainsi la marge d’exposition pour la somme des 4 HAPs dans le cas d’une exposition moyenne
s’éleve a 230 041 pour les adultes francais et 150 509 pour les enfants frangais (ANSES, 2011).
Les résultats indiquent que le risque lié a 'exposition aux HAPs (hors pratiques particuliéres comme
la cuisson au barbecue) peut étre écarté pour la population. Cependant, certains HAPs comme le
benzo[a]pyrene, étant cancérogénes génotoxiques sans seulil, le risque méme tres faible ne peut
étre considéré comme nul (ANSES, 2011).

1.2 Les amines aromatiques hétérocycliques (AAHs)

Les AAHs, composés néoformés lors des procédés thermiques, ont été découvertes il y a une qua-
rantaine d’année. A ce jour, plus de 25 AAHs ont été identifiées dans les viandes cuites, qu'elles
soient rouges ou issues de volailles ou de poissons (Sugimura, et al., 2004), ainsi que dans les fu-
mées de cigarette ou les gaz d'échappement. La consommation de protéines animales est la prin-
cipale source d’exposition pour 'lhomme. Le niveau d’exposition dépend principalement du type de
viande/poisson ainsi que des conditions de cuisson (Skog, et al., 2000). Les AAHs sont divisées
en 2 grandes familles: les AAHs pyrolytiques et les AAHs thermiques ou aminoimidazoazaarénes.
Les AAHs pyrolytiques sont formées a haute température (souvent supérieure a 250°C) et leurs te-
neurs dans les produits carnés restent faibles (Skog, et al., 1998). Les AAHs thermiques ou aminoi-
midazoazaarénes sont formées par réaction de Maillard dans des conditions standards de cuisson
(150-200°C). Ainsi une AAH donnée peut étre formée en quantité appréciable dés 130°C (Turesky
et al., 2005) par réaction entre la créatine, un acide aminé libre et un sucre (hexose) (Skog, et al.,
1998 ; Murkovic, 2004). Cependant, les mécanismes de formation ne sont pas totalement connus
hormis pour le PhIP (Zamora, et al., 2014).

Les AAHs sont mutagénes et génotoxiques (IARC, 1993). En effet, méme & de trés faibles concen-
trations, elles induisent des dommages génétiques en formant des adduits avec 'ADN. Certaines
d’entre elles présentent méme une activité mutagéne supérieure a celle du benzo[a]pyrene. Le
CIRC a ainsi classé MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 and Glu-P-1 comme peut-
étre cancérigenes (groupe 2B) et IQ comme probablement cancérigéne (groupe 2A) pour 'homme
(IARC, 1993). Ces résultats sont basés sur la preuve suffisante de la carcinogénicité de ces com-
posés et sur les données de génotoxicité obtenues lors d’'études a long terme sur I'alimentation
des animaux (IARC, 1993).

Les données d’exposition sont trés variables d'un pays a l'autre en fonction des habitudes de
consommation des produits carnés (Tableau 1). L'exposition moyenne en Europe est estimée au-
tour de 6 ng/kg de poids corporel/jour (Zimmerli et al., 2001).
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Tableau 1: Exposition aux AAHs (ng/jour par personne) mentionnée dans la littérature

AAHs total  PhiP MelGx DiMelQx  Aliments analysés ef AAHs dosées Référence
100-13800  100-1 300 Viande et poisson cuits (Augustsson ef &l 1997)

B00-8 400 Viande et posson cuits (Augustsson ef al, 1947)
AfHs non spécifies

40-7 000 Viande et poisson cuits & jus de viande {Augustsson et o, 1997)
{10, MelQ, MelQx, DiMelCx, PhiP)

<500-4 000 Viande et polsson cuits & jus de viande {Augustsson et al, 1997)
IiMelCr, DiMalci, PhiP)

1820 Z(IQ, MelChe, DiMeiCre, PhiP, AmC) (Augustsson ef al,, 1567)

160 72 72 16 Viande et poisson cuits & jus de viande (Augustsson of al, 1997)
Z(1Q, helQ, MelCox, DiMalCe, PhiP)

k| 16,8 95 17 Viande cuite {Rohrmann e al., 2007)

387 156 &5 et Viande cuite et jus de viande (Zmmesli,gt al., 2001)

(10, MelQ, MelCx, DiMelCx, PhIP)

IQ = 2-aming-3-methyl-imidazo4, 5-f-quincling ; MelQ = 2-amino-3 4-dimethyl-imidazol4, 5-f-quinoline ; MelQx = 2-aming-3 4-dimethyl-
imidaze{4,5-]-quinoxaline ; DiMelQx = 2-amino-3,4,B-rimethyl-imidazol4, 5-]-quinoxaline ; PhIP = 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-
bl-pyndine, AaC = 2-amino-8H-pyrido[ 2, 3-blindole. Teneurs données en ngljour’pers

Des travaux de la littérature évaluent la marge d’exposition pour le PhIP entre 80000 et 100000
en fonction du type de tumeurs considérées (Benford et al., 2010). Si cette valeur de marge d'ex-
position aux AAHs ne semble pas préoccupante car supérieure a 10000, et que les teneurs en
AAHSs dans les produits commerciaux préts a consommer sont faibles, il reste trés difficile d’évaluer
le risque lié aux pratiques domestiques. De plus, les autorités sanitaires de la plupart des pays
occidentaux recommandent de limiter la présence de ces AAHs car elles pourraient induire des
mutations et ainsi agir comme promoteurs de lésions cancéreuses. Le rapport du CIRC sur la
consommation de viandes rouges et transformées pointe notamment ces composés néoformés
comme potentiels responsables de la carcinogénicité observée (IARC, 2018).

1.3 Les composés N-nitrosés

Les composés N-nitrosés sont des composés néoformés qui sont divisés en deux groupes : les N-ni-
trosamines, plut6t stables que I'on retrouve comme contaminants alimentaires, et les N-nitrosamides
relativement instables. Dans les produits carnés, les composés N-nitrosés présentent la particularité
de pouvoir étre générés (i) de maniére exogene dans l'aliment lui-méme, via I'action des nitrites en
conditions acides sur les amines secondaires pendant la préparation et/ou pendant la conservation
des produits (Honikel, 2008), ou (ii) de maniére endogene lors de la phase gastrique de la digestion
(Tricker, 1997). Lefficacité de la N-nitrosation, réaction biochimique a l'origine de la formation des
composés N-nitrosés, dépend de I'abondance des précurseurs (nitrites, amines secondaires), des
parametres physicochimiques favorables (températures élevées et bas pH) et/ou de la présence de
catalyseurs chimiques (métaux de transition). Bien qu'ils ne soient pas les plus gros pourvoyeurs de
nitrites alimentaires, les produits carnés sont largement impliqués dans la N-nitrosation exogéne ou
endogéne car ils sont une excellente source d’amines secondaires et renferment en quantité impor-
tante des métaux de transition catalyseurs comme le fer ou le cuivre. Leur cuisson, notamment au-de-
la de 130°C, favorise aussi la N-nitrosation. Avec les produits laitiers et les boissons alcoolisées telles
que la biére, les produits carnés sont décrits comme les principales sources de composés N-nitrosés
exogénes (Gangolli et al., 1994). Des valeurs moyennes de 118 mg/kg en nitrosamines non volatiles
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totales ont été rapportées récemment dans des produits de charcuterie (Herrmann et al., 2015), les
quantités de nitrosamines volatiles étaient, elles, beaucoup plus faibles (0,8 mg/kg). La contribution
endogéne a I'apport total en composés N-nitrosés serait beaucoup plus importante, 'estomac étant
un milieu propice a la N-nitrosation. Ainsi il a été montré que 45 a 75% de I'exposition humaine aux
nitrosamines proviendrait de leur formation in vivo (Tricker, 1997).

Le CIRC a classifié un grand nombre de ces composés N-nitrosés comme probablement (groupe
2A) ou peut-étre (groupe 2B) cancérigénes (IARC, 1977, 1998). En effet, la plupart des composés
N-nitrosés sont des composés précarcinogenes qui, aprés activation métabolique, vont pouvoir réagir
sur les centres nucléophiles de certains constituants cellulaires tels que les protéines, '’ARN ou '’ADN
et induire des mutations. La N-nitrosodimethylamine (NDMA) est elle classifiée comme cancérigene
avérée pour 'homme (groupe 1).

Les données d’exposition aux composés N-nitrosés sont trés variables en fonction des habitudes
alimentaires des populations étudiées (Tableau 2). L'exposition a la NDMA en France serait de 0,25
Mg/personneljour dont 0,06 g proviendrait des charcuteries, 0,052 g des poissons fumés et 0,026
Mg des boissons alocoolisées, particulierement la biére (Cornee et al., 1992 ; Gangolli et al., 1994).

Tableau 2: Exposition aux composés N-nitrosés (Jg/personne/jour) mentionnée dans la littérature

Vole d'exposition Ingestion  Nitrosamines Remargue Référence
dosées

Formé de manigre  1-1 000 NPROe, Grande vanation interindividuelle (Bartsch &

endogéne NPIPE: NDMA Montesana, 1984)

Alimentation 0,51.2 HOMA, Vanable, en fonction de ['aliment {Bartsch &
0,102 NPYRE Montesano, 1984)
< NDMA sur base de la base de données Jackszyn et al. (2004) gﬁf’" e al,

(WHO, 2008)

0,3-0.7 MOMA pour une personne de 60kg (Tricker, 1997)
80120 0,79 pmal par jour

Eau 0,02-0,06 NDMA pour une personne de G0kg (WHO, 2008)

Exposition 20-80 0,15-0,30 pmol par jour (Tricker, 1897}

professionnelle

Cigarettes 34 0,02 pmol par jour (Tricker, 1997)

Autres 4 0.1 0,001 pmeol par jour (Tricker, 1997)

* NPRO = N-nitrozoproline, excrétion de NPRO dans ['urine comme indicaleur de nitrosafion endogéne
b NPIF = N-nitrosopiperiding

& NFYR = N-nitrosopyrrolidine

4 produits pharmaceutiques, cosmétiques, atmosphére inbénieuns | exténeurs

Si la marge d’exposition aux composés N-nitrosés n'est pas préoccupante en elle-méme car su-
périeure a 10000, le cas de la formation endogene reste problématique. Ainsi le rapport du CIRC
sur la consommation de viandes rouges et transformées souligne qu'il y a une forte évidence que
les composés N-nitrosés contribuent aux mécanismes de cancérogénése associés a la consom-
mation de viande rouge (IARC, 2018). Sur la base d’études d'intervention prospectives, ce rapport
conclut a une formation de composés N-nitrosés dans I'estomac, susceptibles ensuite de former
des adduits mutagenes avec I'ADN.
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2. Remédiation des composés néoformés le long
de la chaine d’élaboration des produits carnés

Les composés néoformés toxiques peuvent étre générés lors des étapes de transformation, d’em-
ballage, de stockage et de digestion des aliments. Dans le cas des produits carnés, les néoforma-
tions vont résulter essentiellement des traitements thermiques, du fumage ou des transformations
subies par I'aliment au cours de sa digestion (Stadler et Lineback, 2009). Les AAHSs, issues pour
la plupart de la réaction de Maillard, vont étre générées majoritairement lors du chauffage des
produits carnés. Les HAPs sont formés soit par le transfert a la surface des aliments de la fumée
produite par la combustion incompléte du bois, soit lors de la pyrolyse de matiéres organiques
(telles que les graisses) a des températures supérieures a 200°C ou encore par contact direct du
gras avec une flamme. Les procédés de fumage ainsi que les procédés thermiques impliquant une
cuisson intense, tels que le barbecue, sont donc les plus impliqués dans la formation de ces com-
posés néoformés. Les composés N-nitrosés vont étre générés dans les produits de charcuterie
traités au nitrite mais également lors du processus de digestion gastrique (voie endogéne).

A I'heure actuelle, seuls certains de ces composés néoformés font l'objet de mesures réglementaires
: C'est le cas du monochloropropane diol et du benzo[a]pyréne (BaP) mentionnés dans le réglement
(CE) n°1881/2006. Il n'existe pas de teneurs maximales réglementaires pour I'acrylamide mais la
Commission Européenne a recommandé d’atténuer les teneurs en acrylamide dans les denrées ali-
mentaires (recommandations 2010/307/UE) et a fixé des valeurs de référence (réglement 2017/2158
UE). Il n’existe pas a ce jour de mesures réglementaires pour les AAHs car elles sont majoritairement
formées par les pratiques domestiques. Quant aux composés N-nitrosés, ils ne sont pas réglementés
en tant que tels, mais une dose journaliére admissible a été établie pour le nitrite et le nitrate, précur-
seurs de ces composés dans le cas des produits de charcuteries (EFSA, 2017).

Les autorités sanitaires préconisent de diminuer la teneur en composés néoformés dans les ali-
ments (ANSES, 2015). Pour atteindre cet objectif, différents leviers peuvent étre actionnés: les
matiéres premiéres, les procédés et la formulation.

2.1 Les matiéres premiéres
Une des techniques pour limiter la formation de composés néoformés est d’impacter sur les précur-
seurs des réactions mises en jeu directement au sein des matiéres premiéres.

Une étude a montré que I'utilisation d'une certaine race de porcs portant un alléle particulier per-
mettait de réduire de moitié la quantité de AAHs formées a la cuisson du fait de |a forte concentra-
tion en glycogéne dans les muscles (Olsson et al., 2002). Il serait également envisageable de pou-
voir moduler les niveaux de néoformation via une alimentation spécifique des animaux d'élevage.
En se basant sur le réle inhibiteur de la vitamine E sur la formation d’AAHs, des premiers travaux
se sont interessés a I'effet d’'une alimentation bovine enrichie en vitamine E sur la réduction de la
néoformation de AAHs (Ruan et al., 2014). Une augmentation significative en a-tocopherol (une
des formes de la vitamine E) dans la viande a été observée mais en revanche aucune diminution
significative en AAHs n'a été mise en évidence. Les auteurs ont supposé que ce dernier résultat
pouvait s’expliquer notamment par le type de muscle choisi.

Cette voie de remédiation via les matiéres premiéres nécessite de jouer sur des leviers zootechniques
(alimentation spécifique des animaux d’élevage) ou génétiques (utilisation de races présentant des
particularités génétiques propices a une diminution de certains composés néoformés). Relativement
lourde a mettre en place, elle n'est donc envisageable que sur des productions industrielles.
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2.2 Les procédés
Une autre méthode de remédiation est d'impacter directement sur le procédé mis en cause pour
limiter la formation des composés néoformés.

De nombreuses revues scientifiques ont traité des méthodes de cuisson pour influer sur le ni-
veau des AAHs (Alaejos et Afonso, 2011). Il a ainsi été montré que des méthodes de cuisson
intense telles que le barbecue ou la cuisson au grill généraient une forte proportion de AAHs. De
méme plus la durée de cuisson est longue et plus la température est impportante, plus il y aura
néoformation de AAHs. Par exemple, dans le cas d’une cuisson a la plancha de steak haché a
une température de 190°C, il a été montré que la quantité de PhIP formé s'élevait a 0,15 ng/g de
viande cuite apres 4 min de cuisson et a 9,8 ng/g de viande cuite aprés 10 min de cuisson (Knize
et al., 1994). Les mémes travaux ont également étudié I'impact de la température de cuisson: la
quantité de PhIP générée aprés 10 min de cuisson passait de 1,8 ng/g de viande cuite a 150°C a
9,8 ng/g de viande cuite a 190°C et a 32 ng/g de viande cuite a 230°C. Une méthode pour limiter
la néoformation de composés toxiques est donc d'utiliser des méthodes de cuisson plus douces
(cuisson a basse température) ou a diminuer les temps de cuisson, dans les limites imposées par
la sécurité microbiologique.

Dans le cas des produits fumés qui pourraient étre contaminés par des HAPs formés lors du pro-
cédé, des méthodes de fumage alternatives ont été développées pour limiter les risques et ainsi ne
pas dépasser les limites imposées par la réglementation européenne de 2 ug/kg pour le benzo[a]
pyréne et 12 pg/kg pour les 4 HAPs. (European Commission, 2011). A I'heure actuelle ['utilisation
d’arémes de fumée liquides (Simko, 2005) permet de reproduire I'ardme recherché sans utiliser de
fumoir et présente donc une alternative intéressante au procédé de fumage traditionnel.

Ces méthodes sont principalement d’'usage industriel. Cependant certaines recommandations sont
également diffusées pour faire connaitre les bonnes pratiques de cuisson aux consommateurs.
L'’ANSES a ainsi publié un document faisant des recommandations aux consommateurs pour évi-
ter la formation de composés chimiques indésirables lors de la cuisson domestique au barbecue
(https://www.anses fr/fr/system/files/ANSES-Ft-RecosBarbecue.pdf).

2.3 La formulation

Une autre méthode de remédiation passe par la formulation, soit via I'ajout d'ingrédients antioxy-
dants a la matiére premiére lors de la fabrication du produit alimentaire par l'industriel, soit par
I'apport de ces antioxydants via un régime alimentaire adapté (au niveau du plat ou méme du repas
complet). Ces antioxydants vont pouvoir agir a trois niveaux pour réduire 'impact des néoformés
sur la santé humaine: 1/ limiter leur néoformation exogéne directement, 2/ réduire leur néofor-
mation endogene et 3/ moduler leur activation métabolique (Meurillon et Engel, 2016). Quelques
exemples pratiques de formulation en vue de remédier les composés néoformés toxiques sont
donnés ci-dessous.

Limitation de la néoformation exogéne

De nombreuses études se sont intéressées a I'addition d’antioxydants pour limiter la formation
d’AAHs ou de HAPs (Meurillon et Engel, 2016). A titre d’exemple, il a ét¢ montré que mariner la
viande dans de la biére ou du vin (boissons riches en antioxydants) pendant 6h permettait d’inhiber
de 88% la formation de PhIP (Melo et al., 2008).
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Limitation de la néoformation endogéne

La mise au point de formulation adaptée est particulierement pertinente dans le cas de la forma-
tion endogéne des composés N-nitrosés. En effet comme évoqué précédemment, ces composés
néoformés sont majoritairement générés lors de la digestion gastrique avec un réle central du
fer héménique qui agit comme un catalyseur de cette réaction. Il a récemment été montré qu’un
régime riche en carbonate de calcium et dans une moindre mesure en vitamine E (a-tocophérol)
permettait de bloquer I'effet promoteur du fer héménique sur la formation de composés N-nitrosés
endogénes (Pierre et al., 2013). L'ajout de carbonate de calcium (150umol/g) dans de la viande
cuite nitritée a par exemple permis de réduire de moitié le nombre de MDF (Mucin Depleted Foci)
qui est 'un des biomarqueurs associé a la cancérogénése du colon.

Modulation de I'activation métabolique

A titre d'illustration de la modulation de I'activité métabolique par un antioxydant, il a été montré
que les cruciféres pouvaient inhiber I'activation métabolique des AAHs en empéchant I'activité des
cytochromes. Ainsi lors de tests in vitro, 'ajout de jus de brocoli (0,3mL de jus/mL) protegeait les
cellules étudiées (cellules modifiées dérivées de foie humain) de 90% des effets carcinogenes
de 1Q tout en protégeant d’autres effets d’AAHs pyrolytiques (Schwab et al., 2000). Cette action
protectrice contre les dommages de 'ADN provoqués par les AAHs viendrait d’un produit de dégra-
dation du glucosinolate, le sulforaphane, qui inhiberait I'activité des cytochromes P450.

L'utilisation de la formulation pour limiter I'impact sanitaire de la consommation des composés néo-
formés présente 'avantage de pouvoir étre mise en ceuvre tant au niveau industriel par I'élaboration
de plats préparés a base de produits carnés qu’'au niveau domestique lors de la préparation des re-
pas. Cette option nécessiterait toutefois d’éduquer au préalable le consommateur sur les ingrédients
antioxydants a utiliser. Cependant a ce jour les travaux menés sur le sujet sont trés empiriques dans
le choix des agents remédiants et souvent peu représentatifs des techniques de cuisson réellement
employées par les consommateurs. Une approche prometteuse serait de pouvoir prédire si un an-
tioxydant est inhibiteur ou non d’'un composé néoformé en se basant sur sa structure. C'est I'objectif
du projet MARMEAT qui a été réalisé au sein de I'équipe MASS de l'unité QuaPA. En se basant sur
des approches de modélisation moléculaire utilisées en chimie médicinale telles que 'analyse des si-
milarités structurales en 2D (index de Tanimoto) ou 3D (scaffold hoping), la mise au point de modéles
de pharmacophores et I'étude de la réactivité via 'analyse des champs éléctrostatiques, cette étude
a permis de mettre en évidence un certain nombre de prérequis dans la structure d’'un antioxydant
pour qu'il soit inhibiteur de la formation des AAHs, comme par exemple la présence d’un groupement
polyphénol avec des groupes hydroxyls en position meta pour augmenter la réactivité de I'antioxydant
vis-a-vis de la substitution electrophile aromatique sur I'aldéhyde de Strecker, intermédiaire de la
réaction de Maillard aboutissant aux AAHs thermiques. Un tel modéle pourrait également par la suite
étre généralisé a d’autres familles d’antioxydants et a d'autres types de composés néoformés, ce qui
permettrait de conseiller les industriels et les consommateurs sur le choix le plus approprié d’antioxy-
dants pour limiter l'impact des composés néoformés.

3. Stratégie de détection des composés néoformés dans les aliments

Un des verrous majeurs des recherches sur les composés néoformés est la difficulté de leur suivi
analytique du fait de leur trés faible concentration dans les aliments. Avec les avancées de la
chimie analytique, des méthodes dites « omiques » et de la toxicologie prédictive, différentes solu-
tions sont aujourd’hui envisageables.
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3.1 Des méthodes de détection directe de plus en plus performantes

Du fait des faibles quantités de composés néoformés dans les aliments, ces substances n'ont fina-
lement été quantifiées que plutot récemment. A titre d'exemple I'acrylamide a été détecté dans les
aliments riches en carbohydrate pour la premiére fois en 2002 (Tareke et al., 2002). Auparavant les
travaux étaient focalisés en priorité sur les composés les plus abondants dans une famille, comme par
exemple le PhIP dans les cas des AAHSs, du fait des performances limitées des outils mis en ceuvre
pour leur détection. Cependant avec I'évolution de la sensibilité et de la résolution des techniques de
détection (Sanz Alaegjos et al., 2008), il est maintenant possible de cibler de nouveaux congénéres
parfois plus pertinents en terme de risque mais également de travailler sur des profils quasi exhaustifs
des congéneres néoformés. Dans le cas des AAHs par exemple, I'utilisation d’'une HPLC/ESI/MS a
non seulement permis d'identifier une nouvelle AAH jusqu’alors inconnue (IQ[4,5-b]) mais également
de contrbler la présence de 11 AAHs (dont PhIP, IQ, MelQx, DiMelQx) avec une limite de quantifica-
tion (LOQ) inférieure & 30 pg de AAH/g de viande (Turesky et al., 2005).

3.2 La procédomique : vers la recherche de marqueurs de néoformations

Des travaux ont démontre l'intérét d'analyser des composés volatils témoins de I'activité métabolique
hépatique d’animaux d’élevage pour tracer leur exposition a des micropolluants environnementaux
(Berge et al., 2011 ; Ratel et al., 2017; Bouhlel et al., 2017). Ces recherches en «volatolomique »
visent a identifier des composés volatils marqueurs du métabolisme animal en lien avec une exposi-
tion a des molécules chimiques toxiques. En parralléle des études en cours a I'INRA montrent éga-
lement l'intérét des analyses de composeés volatils pour tracer les conditions de procédés propices
a certaines néoformations. Combinée a ['utilisation d’outils chimiométriques dédiés a la recherche
de marqueurs (Abou-el-karam et al., 2017; Bouhlel et al., 2018) et a des méthodes rapides et peu
couteuses de détection des composés volatils (Brenet et al., 2018), cette approche baptisée « procé-
domique » pourrait notamment étre utilisée dans le cadre des autocontréles en entreprise.

3.3 L’analyse dirigée par I'effet : vers la recherche non ciblée de contaminants

Littéralement baptisée «analyse dirigée par I'effet» (EDA), cette approche offre de nouvelles so-
lutions pour la recherche systématique de composés néoformés problématiques d’un point de vue
toxicologique. Comme schématisé sur la Figure 2, la premiére étape de I'EDA consiste a réaliser
une batterie de biotests pour rechercher une éventuelle toxicité de I'échantillon (par exemple gé-
notoxicité ou perturbation endocrinienne). En cas de détection d’échantillons positifs, les étapes
suivantes de I'EDA vont consister a identifier les composés responsables des effets toxicologiques
mis en évidence en couplant des techniques de spectrométrie de masse haute résolution permet-
tant d’avoir une analyse fine des constituants de I'échantillon a des approches de bio-informatique
qui vont permettre de déterminer parmi ces constituants, ceux qui sont susceptibles d'étre a I'ori-
gine de la toxicité de I'échantillon. A partir de I'analyse des effets biologiques, on peut ainsi remon-
ter a la molécule responsable de cet effet (Brack, 2003). Une telle méthode a par exemple permis
de déterminer quelques composés responsables de la toxicité de certains matériaux d’emballage
alimentaire (Bengtstrom et al., 2016). Il pourrait étre également prometteur de mettre en place une
telle approche pour I'étude des néoformations au sein des aliments lors des procédés de transfor-
mation. On pourrait ainsi analyser biologiquement un aliment avant et apres le procédé (mesure
de la génotoxicité par exemple). Sil'aliment transformé démontre une toxicité supérieure a celle de
I'aliment brut, cela indiquerait qu'il y a eu néoformation de composés toxiques. L'application de la
méthode EDA pourrait permettre de remonter aux composés responsables de cette activité toxico-
logique en utilisant de la spectrométrie de masse haute résolution et différents biotests.
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Figure 2: Schéma illustrant 'EDA dans le cas d'un aliment

PERSPECTIVES

A I'heure ol le consommateur est de plus en plus exigeant quant a la qualité des denrées qu'il
consomme, il est nécessaire d’assurer la sécurité chimique des aliments notamment en limitant la for-
mation de composés néoformés présentant sur le long terme un risque pour la santé du consomma-
teur. Avec 'allongement de la durée de vie moyenne, il a été observé une recrudescence de certaines
pathologies telles que les cancers ou les maladies neurodégénératives qui pourrait étre liée a I'ex-
position chronique a certains contaminants des aliments. De plus, certaines populations spécifiques
telles que les nourrissons ou les personnes agées sont particuliérement vulnérables a ces composés
néoformés qui peuvent induire des pathologies chroniques inflammatoires. La mise au point de mé-
thodes de détection permettant le suivi de ces composés néoformés est donc une nécessité.

A 'heure actuelle, I'étude de ces composés se fait par famille et il n’existe que trés peu de travaux
prenant en compte les effets que pourraient avoir les mélanges de contaminants néoformés intra
ou inter-familles (AAHs, HAPs, acrylamide...) sur 'organisme. Certains néoformés pourraient, en
mélange, avoir des effets synergiques ou antagonistes, et donc avoir une réactivité bien différente des
composeés seuls. Il a par exemple déja été montré que le mélange de deux composés, le BaP, un HAP
et le PhIP, une AAH (Jamin et al., 2013), démultipliait I'activité génotoxique. Le nombre d’adduits de
PhlIP avec 'ADN est multiplié par 5 lorsque le milieu contient également du BaP (avec un ratio 10/1
PhlP/BaP). Ce résultat pourrait s’expliquer par une bioactivation métabolique plus importante du PhIP
consécutive a une induction de I'activité de certaines enzymes par le BaP.

L'étude de la réactivité des migrants d’emballage sur les constituants de I'aliment est également
un domaine encore tres peu étudié. En effet, la thématique des migrants d'emballage est en plein es-
sor cette derniére décennie et certains travaux ont mis en évidence que ces migrants d'emballage se-
raient finalement la source majoritaire de contamination des aliments, dépassant les autres sources
de contamination (pesticides, polychlorobiphényles, solvants chlorés, benzene...) d'un facteur 100 a
1000 (Grob et al., 2006). Mais, a ce jour, les travaux sont focalisés sur les molécules migrantes en
elles-mémes, et peu voire pas de travaux considérent la réactivité de ces molécules avec des com-
posés de 'aliments et s'intéressent aux potentielles molécules toxiques alors générées. Cette voie de
néoformation via les composés d’emballage est donc a explorer.*
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RESUME

Les pesticides sont considérés comme des facteurs de risque pour la santé chez 'homme. De nom-
breuses études épidémiologiques montrent en effet une association entre 'exposition professionnelle
aux pesticides et I'apparition de certaines pathologies. L'exposition professionnelle des parents et
I'exposition résidentielle en période prénatale peuvent impacter la santé des enfants. La population
générale est exposée via 'alimentation a des cocktails de pesticides a faibles doses et la question
posée est de savoir quels sont les effets d’'une telle exposition sur la santé. Des études épidémio-
logiques récentes montrent que le risque de développer certains cancers et troubles métaboliques
est plus faible dans les populations dont la proportion, dans la ration, d'aliments issus de 'agriculture
biologique est importante. Les effets des pesticides mis en évidence dans des cellules humaines in
vitro ou chez I'animal in vivo renforcent la plausibilité du lien entre exposition aux pesticides et santé.
Les pesticides sont des composés biologiquement actifs et exercent des effets sur diverses cibles
cellulaires et moléculaires. Les mélanges de pesticides conduisent a des effets variés et la base
des interactions entre composés est complexe et implique un réseau de cibles et de mécanismes
a différents niveaux. De plus, pour améliorer nos connaissances sur 'impact des pesticides chez le
consommateur il est important de prendre en considération la chronicité de I'exposition.

ABSTRACT

Pesticides are considered as risk factors for human health. Many epidemiological studies show a
positive association between occupational exposure to pesticides and the development of some
pathologies. Parental occupational exposure as well as residential exposure during prenatal can af-
fect children’s health. Consumers are exposed through food intake to low-dose pesticide cocktails
and the question of the effects of such an exposure on health arises. Recent epidemiological stud-
ies show that the risk of certain cancers and metabolic disorders is lower in population whose pro-
portion of organic food in diet is important. Pesticides are biologically active compounds and have
various effects on many cellular and molecular targets. Their effects observed in vitro in human cell
models or in vivo in animals strengthen the plausibility of the link between pesticide exposure and
human health. Pesticide mixtures lead to a variety of effects and the interaction between pesticides
is complex and involves a network of targets and mechanisms at different levels. Moreover, it is
important to consider the chronicity of exposure to improve our knowledge of the impact of low dose
pesticide mixtures on consumers.
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1. Les pesticides : des facteurs de risque pour la santé

Les pesticides sont considérés comme des facteurs de risque pour la santé chez 'homme. De nom-
breuses études épidémiologiques montrent en effet une association entre 'exposition professionnelle
aux pesticides et I'apparition de pathologies graves telles que certains cancers, maladies neurodé-
génératives et métaboliques. Les résultats de I'expertise INSERM publiée en 2013 montrent notam-
ment un exces de risque de développer un cancer de la prostate, un lymphome, myélome ou une
leucémie chez les agriculteurs (INSERM, 2013). Une augmentation du risque de développement des
tumeurs cérébrales chez les utilisateurs professionnels de pesticides a été récemment confortée par
les résultats issus de la cohorte francaise d’agriculteurs AGRICAN (Piel et al., 2017). De nombreuses
données épidémiologiques montrent par ailleurs que les populations professionnellement exposées
aux pesticides présentent un exces de risque supérieur a 50% de développer la maladie de Parkin-
son (INSERM, 2013 ; Mark et al., 2012 ; Mostafalou et Abdollahi, 2017). Des liens entre I'exposition
professionnelle aux pesticides et des atteintes de la fertilité masculine ou des impacts sur les taux
d’hormones thyroidiennes ont aussi été reportés dans la littérature (5). Aujourd’hui de nombreuses
études montrent une association entre 'utilisation professionnelle de pesticides et le risque de diabéte
de type 2 (Montgomery et al., 2008 ; Jaacks et Staimez, 2015 ; Velmurugan et al., 2008). L'exposition
professionnelle aux pesticides n'affecterait pas uniquement I'utilisateur mais pourrait aussi avoir un
impact sur sa descendance. Il existe notamment une présomption forte d’un lien entre I'exposition
parentale et I'apparition de leucémies, de tumeurs cérébrales, de malformations congénitales et de
mort foetale dans la descendance (INSERM, 2013).

L'exposition résidentielle aux pesticides peut aussi jouer un role dans 'augmentation de l'incidence
de certaines pathologies chez les enfants comme les tumeurs du cerveau, les leucémies, les troubles
neuro-développementaux (Van Maele-Fabry at al., 2017, 2019; Llop et al., 2013). Une baisse du
poids des enfants a la naissance et un surpoids des enfants a 'age de 7 ans ont aussi été corrélés
avec |'exposition environnementale aux pesticides (Birks et al., 2016 ; Agay-Shay et al., 2015).

Les consommateurs sont exposés aux pesticides principalement via I'alimentation. Différents rap-
ports de 'agence européenne de sécurité sanitaire des aliments (EFSA) montrent en effet la pré-
sences pesticides dans de nombreuses denrées alimentaires (fruits et légumes) (EFSA, 2017). Les
risques observés aprés utilisation professionnelle ou résidentielle des pesticides ne sont pas appli-
cables aux consommateurs car les voies et les doses d’exposition sont différentes. Par contre, au-
jourd’hui des études de population permettent d’apporter des éléments de réponse quant a I'impact
d’'une exposition alimentaire aux pesticides. Dans I'étude de cohorte NutriNet-Santé réalisée sur une
population d'adultes francais, les sujets possédant une alimentation enrichie en produits issus de
I'agriculture biologique présentent un risque moindre de développer un cancer et une diminution du
risque de surpoids et de développer un syndrome métabolique par rapport aux non consommateurs
ou consommateurs épisodiques (Baudry et al., 2018 (a et b)). L'existence ou la présomption d’'un
lien entre pesticides et santé telles quelles sont rapportées dans les études épidémiologiques ne
permettent pas de prouver le lien de causalité. Les arguments de causalité peuvent étre apportés par
les études expérimentales qui évaluent I'impact de ces composeés sur les cibles cellulaires humaines
ou animales et recherchent si les mécanismes d’action des pesticides sont comparables a ceux qui
sous-tendent certaines pathologies.
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2. Les arguments de causalité

Les pesticides sont des composés biologiquement actifs agissant sur des fonctions essentielles
des organismes cibles (tels que les insectes, les mauvaises herbes, les champignons efc..). lls
affectent par exemple, le systéme respiratoire, le systéme nerveux ou la mue chez les insectes,
la photosynthése chez les végétaux, la division cellulaire, la biosynthése d’acides aminés chez
les plantes et microorganismes. Les études expérimentales réalisées in vitro dans les cellules
humaines ou animales ou in vivo chez I'animal montrent que ces composés peuvent impacter de
nombreuses cibles cellulaires (Rizzati et al., 2016 ; Mostafalou et Abdollahi, 2013 ; Gamet-Pay-
rastre et Lukowicz, 2017). lls peuvent interagir avec des récepteurs nucléaires impliqués dans
les régulations métaboliques, endocrines et les mécanismes de détoxification; ils peuvent agir
directement sur 'ADN, induire des cassures, mutations et fusion de génes et peuvent affecter
I'activité des mitochondries, organites jouant un réle primordial dans la respiration cellulaire et la
production d’énergie indispensable au bon déroulement des fonctions de la cellules et, par exten-
sion, de 'organisme (Gamet-Payrastre et Lukowicz, 2017 ; INSERM, 2013). L'impact de certains
pesticides sur 'enzyme mitochondriale succinate déshydrogénase pourrait notamment conduire
a des modifications épigénétiques (Favier et Letouzé, 2013). L'induction d'un stress oxydant par
certains pesticides, un phénoméne pouvant altérer ADN, protéines et lipides cellulaires est aussi
un mécanisme par lequel ces composés peuvent exercer leur toxicité (Wang et al., 2016).
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Figure 1: Impact des pesticides sur différentes cibles cellulaires

Les pesticides peuvent aussi interférer avec les voies de signalisation cellulaire qui permettent le
transfert de différents signaux depuis la membrane cellulaire jusqu’aux génes et sont impliquées
dans le contrble de différentes fonctions (prolifération, survie, métabolisme etc) (INSERM, 2013). A
I'échelle de 'organisme, les pesticides peuvent induire dans les cellules neuronales un stress oxydant
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et une mort cellulaire, phénoménes observés lors des processus de dégénérescence neuronale (IN-
SERM 2013). Certains composés perturbent la production d'insuline par le pancréas, affecte les fonc-
tions métaboliques, du foie et du tissu adipeux, autant d'effets qui peuvent expliquer leur réle dans
I'étiologie des pathologies métaboliques (Wang et al., 2016 ; Evangelou et al., 2016 ; Magbool et al.,
2015). De nombreuses études montrent que les pesticides peuvent impacter le microbiote (Claus et
Ellero-Simatos, 2016), un écosystéme dynamique jouant un réle prépondérant dans de nombreuses
fonctions physiologiques de I'hote. Des déséquilibres de cet écosystéme intestinal ont été associés a
de nombreuses pathologies (maladies métaboliques et/ou inflammatoire ou comportementale). Ainsi
certaines études suggerent que les pesticides pourraient indirectement étre a l'origine de troubles
métaboliques et fonctionnels en affectant le microbiote intestinal (Kakumanu et al., 2016 ; Mao et al.,
2018; Jin Y., etal., 2015). Par ailleurs une étude récente montre que certains pesticides organophos-
phorés peuvent étre métabolisés par le microbiote intestinal en composés capables de stimuler la
néoglucogenése et ainsi perturber 'homéostasie métabolique (Velmurugan et al., 2017).

Compte tenu des effets pléiotropiques de ces composés la question de I'impact des mélanges de
pesticides suscite un intérét croissant.
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Figure 2: Exemple de cibles des pesticides au niveau de I'organisme

3. Impact des mélanges de pesticides

Les différents effets dus a une combinaison de composés quels qu'ils soient peuvent étre liés soit
a une addition de doses, ou a un phénoméne d'interaction i.e. (i) synergie (un des composés du
mélange accroit I'effet de l'autre), (ii) potentialisation (augmentation de I'effet d’'un produit par une
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substance n’ayant pas d'effet) (iii) antagonisme (dans ce cas l'effet du mélange est plus faible que
I'effet de I'un des produits seul).

Dans une revue récente de la littérature (Rizzati et al., 2016) nous avions étudié 78 études expérimen-
tales liées a limpact de mélange de pesticides dans des modéles animaux ou humains. Ces études
montrent que I'effet cocktail peut se traduire par un large spectre de réponses. De I'ensemble des
études répertoriées dans cette revue, 48% des effets cocktails étaient dus a une addition de doses
et 35% a des interactions qui en majorité (71%) étaient liées & une synergie. Ces interactions sont
assez complexes puisqu’elles impliquent un réseau de cibles et de mécanismes a différents niveaux
(cellulaire et de I'organisme). Les interactions entre pesticides peuvent se produire au niveau toxico-
cinétique. Tout composé exogene est pris en charge au niveau cellulaire par les enzymes du méta-
bolisme des xénobiotiques (EMX). Deux étapes principales caractérisent ce processus: I'activation
métabolique par les enzymes de la phase | (cytochrome), et celle de la phase Il (glutathion-S-trans-
férase, sulfotransférase par ex). Les enzymes de la phase | (principalement les cytochromes P450),
catalysent surtout les réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse. Les enzymes de la phase Il (gluta-
thion-S-transférases [GST], UDP glucuronosyl transférases [UGT]), dites de conjugaison, catalysent
les réactions de conjugaison. Généralement, les transporteurs (P-glycoprotéine [Pgp], multidrug re-
sistance proteins [MRP]) excluent au travers des membranes les xénobiotiques, et leurs dérivés, en
vue de leur élimination de la cellule. Un composé peut altérer ces activités métaboliques et modifier
la biodisponibilité et donc la toxicité des autres composés du mélange (Svendsen et al., 2010). Deux
composés appartenant a des familles chimiques différentes peuvent interagir en synergie par diffé-
rents mécanismes conduisant au méme effet (Corbel et al., 2006). Linteraction des pesticides dans
un mélange pourrait aussi se produire au niveau de leurs cibles cellulaires et moléculaires. Des
études récentes montrent que deux composeés peuvent interagir au sein méme de la poche du ligand
d’un récepteur nucléaire (Delfosse et al., 2015).

Les effets cocktails peuvent provenir d’'un réseau d'interactions impliquant différentes cibles cellu-
laires. Les effets combinés du paraquat et du maneb sont consécutifs a des impacts sur la prolifé-
ration, les systémes de transport, I'équilibre redox, les voies du métabolisme intermédiaire (Roede
et al., 2014). Les interactions entre deux composés peuvent étre synergiques ou antagonistes en
fonction de la dose de chaque composé dans le mélange. Les réponses « non additives » ne sont pas
limitées aux fortes doses (Christen et al., 2014).

4. Exemple de I'impact d’une exposition alimentaire
a un cocktail de pesticides a faibles doses chez la souris

Dans notre étude récemment publiée (Lukowicz et al., 2018) des souris ont été exposées pendant un
an a un cocktail de 6 pesticides (captan, boscalide, chlorpyrifos, thiaclopride, thiophanate et ziram).
Ces pesticides ont été choisis parce qu'ils sont a la fois utilisés dans les pommeraies et retrouvés
sur les pommes selon les enquétes de 'EFSA. Pour mimer 'exposition du consommateur les pes-
ticides ont été incorporés dans l'aliment des souris. Chaque souris a regu I'équivalent de la dose
journaliére tolérable de chaque pesticide. Cette dose exprimée en mg/kg de poids corporel est définie
par les agences de sécurité sanitaire comme la dose qui peut étre consommeée tout au long de la
vie via 'alimentation ou I'eau potable sans exercer d’effet nocif sur la santé. Différents marqueurs
métaboliques (poids corporel, tolérance au glucose, analyse du sang et des urines, métabolisme du
foie) ont été suivis tout au long de cette exposition pour évaluer les conséquences de I'exposition a
ce cocktail de pesticides a faible dose sur 'homéostasie métabolique. Aprés 6 mois d’exposition les
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males présentent un surpoids par rapport aux individus non exposés. A la fin de I'expérimentation le
gain de poids est le double de celui des animaux contréles et est associé a une augmentation de la
masse de tissu adipeux. Cette modification phénotypique est précédée par une dérégulation du mé-
tabolisme glucidique. Une intolérance au glucose significative dés 4 mois d’exposition est associée a
une hyperglycémie a jeun a la fin de I'expérimentation. Les perturbations observées chez les méales
exposés sont associés a une stéatose hépatique (infiltration de lipide dans le foie). Chez les femelles
aucune modification de poids corporel n'est observée aprées un an d’exposition ; seule une légére per-
turbation de 'noméostasie métabolique est relevée. Les femelles montrent des perturbations hépa-
tiques (stress oxydant) et une modification de I'activité du microbiote intestinal. Ainsi le mélange de
pesticides, dans lequel individuellement ces composés sont présents a une dose non toxique (DJT),
induit des troubles métaboliques significatifs chez tous les animaux mais différents selon leur sexe
(dimorphisme sexuel). Les différences de réponse entre males et femelles seraient liées a des capa-
cités de détoxification des pesticides spécifiques de chaque sexe, qui entraineraient 'activation de
mécanismes moléculaires distincts au niveau hépatique ainsi qu’a un réle du microbiote.
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Figure 3: Impact d’'une exposition alimentaire a un cocktail de pesticides (Lukowicz et al., 2018)

Cette étude conforte les résultats obtenus dans les études épidémiologiques suggérant un lien entre
I'exposition aux pesticides et l'incidence des maladies métaboliques telles que le diabéte de type 2 ou
la stéatose hépatique. Cette étude souligne le role de la chronicité de I'exposition dans les effets de
mélange de pesticides a dose non toxique.

CONCLUSION

Les pesticides sont des composés biologiquement actifs et exercent des effets variés sur diverses
cibles cellulaires et moléculaires. Leurs effets mis en évidence dans des cellules humaines in vitro
ou in vivo chez I'animal renforcent la plausibilité du lien entre exposition aux pesticides et santé. Les
mélanges de pesticides conduisent a des effets multiples et la base des interactions entre compo-
sés est complexe. Les interactions impliquent un réseau de cibles et de mécanismes a différents
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niveaux. Pour répondre aux questions de I'impact des pesticides sur la santé chez le consommateur
il est important de prendre en considération tous les niveaux d'interaction ainsi que la chronicité de
I'exposition.

Remerciements: Les membres de I'équipe Toxicologie Intégrative et Métabolisme (UMR ToxAlim
a I'INRA Toulouse) dirigée par Hervé Guillou (Arnaud Polizzi, Fred Lasserre, Séverine Sudre, Ma-
rion Régnier, Céline Lukowicz, Sarra Smati, Sharon Baretto, Tiffanie Fougeray, Lorraine Smith, Anne
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RESUME

Par notre environnement, nous sommes continuellement exposés a des mélanges de produits
chimiques. Répondre a la question de cet impact sur notre santé et celle de I'environnement reste
un challenge, I'évaluation des risques des produits chimiques a des fins réglementaires reposant
principalement sur I'évaluation des composés pris individuellement. Si des méthodologies et les
démarches pour évaluer les risques liés a I'exposition combinée a de multiples produits chimiques
ont été élaborées pour différents secteurs réglementaires, il n’existe pas d’approche harmonisée
et cohérente pour 'évaluation et la gestion de ces risques.

Le programme EuroMix ' développe une stratégie de tests, bio-essais et modeles pour évaluer les
risques des melanges chimiques en mettant 'accent sur:

+ La réduction des incertitudes par la production de données sur les dangers par des essais in vitro,

« L'établissement des priorités en fonction du danger (outils in-silico) et/ou sur des considérations
relatives a I'exposition,

* 'étude de I'extrapolation des essais in vitro comme solutions de rechange fiables pour les essais
sur les animausx,

* Le développement de modéles PB-TK d’extrapolation in vitro/in vivo dans I'évaluation des risques
liés aux mélanges,

+ ’élaboration de modeles de danger et d’exposition pour I'évaluation des risques et appliquer ces
modeles sur les données nouvellement générées.

Mots-clés : Mélanges, Modéles, Stéatose, Mode d’action, Additivité, Evaluation du risque

ABSTRACT

Through our environment, we are continuously exposed to chemical mixtures. Answering the
question of this impact on our health and that of the environment remains a challenge. The risk
assessment of chemicals for regulatory purposes is mainly based on the assessment of individual
products. While methodologies and guidance for assessing risks related to combined exposure to
multiple chemicals have been developed for different regulatory sectors, there is no harmonised
and consistent approach to assessing and managing these risks.

The EuroMix program develops a strategy of, testing, bioassays and models to assess the risks of
chemical mixtures with a focus on:

" https://www.euromixproject.eu/
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* Reduction of uncertainties through the generation of hazard data through in vitro testing,

« Prioritisation according to hazard (in-silico tools) and/or exposure considerations,

« Study of the extrapolation of in vitro tests as reliable alternatives for animal testing,

* Development of PB-TK models for in vitro/in vivo extrapolation in the risk assessment of mixtures,

* Development of hazard and exposure models for risk assessment and application of these mo-
dels to newly generated data.

Keywords: Mixtures, Models, Stetatosis, Mode of action, Additivity, Risk assessment

1. Toxicité des mélanges : un enjeu sociétal

De nombreuses études épidémiologiques suggérent une association entre 'exposition chronique a la
multitude de molécules organiques (polychlorobiphényls et dioxines, pesticides, plastifiants de type
bisphénol-A, retardateurs de flamme polybromés et composés perfluoroalkyls...) et inorganiques (en
particulier les métaux lourds de type cadmium...) présent dans notre environnement et l'incidence
accrue de certains pathologies (syndrome métabolique, cancers, maladies neurodégénératives...).
Ces études, relayées par les médias, sont un sujet de préoccupation pour la population.

La réalité est que nous sommes exposés a cet ensemble de molécules, de fagons intentionnelle et
non intentionnelle (alimentation, air, eau, produit de consommation courante, matériaux, médicament,
travalil..). Ajoutons a cela que I'évaluation réglementaire des risques sanitaires potentiels de ces produits
chimiques n'est basée que sur I'évaluation toxicologique des substances i) prises individuellement,
i) administrées a fortes doses et iii) sur des périodes d’exposition courtes (en comparaison d’une
vie humaine). Les indices de risque sanitaire (tels qu'ils sont actuellement évalués) ne tiennent pas
compte, ou rarement, de la «vrai vie » (Kienzler et al., 2016). Les individus au sein de la population
pourront ne pas étre exposés aux mémes mélanges et au méme moment, introduisant ainsi un
niveau de complexité supplémentaire. Selon leurs concentrations, les voies d’exposition, leurs voies
d’accumulation et de biotransformation, leurs cibles cellulaires et moléculaires... respectives, ces
xéenobiotiques en mélange interagissent entre eux pouvant conduire a des impacts sanitaires non
attendus.

Pour évaluer ces effets, les agences d’évaluation font face a des lacunes dans les données, a des
incertitudes et a 'absence de modéles empéchant une évaluation réaliste des risques liés a cette
exposition («exposition combinée ») par de multiples voies d’exposition («exposition agrégée»). En
effet, latoxicité d'un mélange de produits ne peut étre toujours prédite a partir de celle de ces composants
uniques. Des effets additifs (somme des effets des molécules elles-mémes), antagonistes (réduction
des effets par un ou plusieurs produits), potentialisateurs (augmentation des effets d’'un produit par
un ou plusieurs autres) ou synergiques (un ou plusieurs produits accroit tres fortement I'effet d'autres)
peuvent survenir (EU 2011). Il existe donc une problématique importante comment évaluer le risque
pour les mélanges lorsque ces produits ont des modes d'action différents (Mixture Risk Assesment:
MRA) en se basant sur les 4 étapes classiques de cette estimation: 1/ identification des dangers, 2/
caractérisation du danger (dose /réponse) 3/ évaluation de I'exposition, 4/ caractérisation du risque.
Sachant que les mélanges sont rarement constitués de composés ayant strictement un MOA similaire
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ou dissimilaire, comment estimer les 3 types d'interactions possibles : i/ dose ou concentration addition,
iil indépendance d’action, iii/ interaction entre les composés (Kortenkamp et al., 2009).

C’est un enjeu sociétal reconnu au niveau du programme H2020, qui finance plusieurs contrats
de recherche contribuant a I'évaluation des risques liés aux mélanges (EDC-MixRisk, EuroMix,
HBM4EU, SOLUTIONS, EUTOXRISK) (Bopp et al., 2018).

1.1 Apport de I'Inra a la problématique

Depuis I'année 2009, I'Inra, et plus particulierement les équipes de I'unité TOXALIM, contribuent de
fagon significative a la problématique des effets toxicologiques pouvant étre engendrés par notre
exposition a des mélanges de contaminants. En tant que partenaire ou coordinateur de plusieurs
projets ANR: EXPOMATPEST (Demur et al. 2013), PERICLES (de Sousa et al. 2014), CIME,
NEURODEVETOX, SOMEAT (Dervilly-Pinel etal., 2017), ou financés par d'autres organismes comme
HYDROMEL (INCA), MEPIMEX (ONEMA, (Kadar et al., 2017) et MYCOTOX (ANSES, (Kopp et al.,
2018)), I'lnra a contribué a développer des approches permettant d’évaluer les effets de mélanges
de contaminants variés. Ces études s'attachent a apporter des connaissances pour faire évoluer
I'évaluation du risque lorsque les contaminants sont pris dans leur ensemble. Le projet EUROMIX
s'inscrit parfaitement dans la continuité de I'ensemble de ces travaux qui ont été menés a I'lnra.

2. Description du projet Euromix, état d’avancement

Via I'environnement, I'alimentation et les produits de consommation courante, la population humaine
est exposée de fagon chronique (intentionnellement on non-intentionnellement, a des résidus de
pesticides et divers contaminants (Figure 1). Le nombre considérable de ces xénobiotiques ajoutés
a leurs effets combinatoires, rend I'évaluation toxicologique réglementaire de ces mélanges difficiles
a l'aide des méthodes traditionnelles qui se focalisent sur le profil toxicologique d’un seul constituant.

L'estimation pertinente des dangers et des risques sanitaires liés a ces cocktails de molécules, impose
donc une meilleure connaissance ala fois de I'exposition, du mode d'action et de leur biotransformation
pour pouvoir développer des approches expérimentales in vitro (modéles cellulaires..) et théoriques
(modélisation). Intégrées aux données d’exposition, épidémiologiques et obtenues chez 'animal, ces
approches permettront d’optimiser la gestion des risques sanitaires.

Afin d’explorer les concepts, les méthodologies et les modéles qui permettront d'atteindre ces
objectifs, trois « chemins de I'effet adverse (AOP 2)» pour 'apparition de la stéatose hépatique, la
diminution de la distance anogénitale et la malformation cranio-faciale sont étudiés. La priorisation
des produits chimiques pour les essais in vitro est fondée sur les modéles in-silico (quantitatifs),
la relation structure-activité (QSAR °) et 'amarrage moléculaire (docking), le concept de seuil de
risque toxicologique (TTC #) et des modeles d’exposition pour identifier les mélanges préoccupants
(exposition combinée, exposition agrégée). Environ 1600 produits chimiques de 10 classes chimiques
différentes ont été examinés in-silico. Les résultats ont été utilisés dans un modéle d’exposition pour
établir des priorités en matiere de produits chimiques d’'essai et/ou de données nécessaires pour
I'évaluation des risques liés aux mélanges dans les 3 AOPs. Des essais in vitro utilisant les chemins
de 'effet adverse sont effectués pour mesurer la puissance des produits chimiques. Sur la base des

2 AOP: Adverse outcome pathway;
® QSAR: Quantitative structure-activity relationship
4TTC: Threshold of toxicological concern
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modéles d’exposition des mélanges ont pu étre établis pour étudier la pertinence de I'hypothese par
défaut de I'addition des doses (approche protective) pour des produits chimiques ayant un mode
d’action similaire ou dissimilaire. Les résultats des essais in vitro seront vérifiés/validés par rapport a
des expériences in vivo dans une étape ultérieure.

Bien que les essais in vitro permettent de générer de maniére rapide de nouvelles données de
danger pour des produits chimiques non encore testés, leurs résultats doivent étre extrapolés
a partir des concentrations d’exposition internes aux doses externes, avant d’étre utilisés dans
I'évaluation des risques des mélanges. Pour cela, 9 modeles PB-TK ® (ou IVIVE ) spécifiques et
un modéle générique ont été développés.

EuroMix vise a établir une boite a outils accessible a la communauté scientifique (chercheur,
industriel, réglementation). Par conséquent, les données obtenues a partir des modeles in silico et
des essais in vitro, ainsi que de nouveaux modéles pour les PB-TK et I'évaluation des dangers et
de I'exposition (combinés et agrégés) seront intégrés dans une boite a outils EuroMix en ligne. La
boite a outils EuroMix (https://www.euromixproject.eu/news/) produira des données et des modéles
permettant 1) la classification en groupes d'évaluation cumulative (CAG’) sur la base des AOPs
testés, 2) I'utilisation de données in silico et in vitro dans I'évaluation des risques liés aux mélanges
(MRA®), 3) 'exécution de secteurs réglementaires globaux de MRA et 4) intégrer les données sur
les dangers et I'exposition dans une marge d’exposition (MOE °) conformément & une évaluation
par paliers telle que décrite dans les lignes directrices internationales. Des études de cas pour
I'évaluation combinée et agrégée de I'exposition a l'aide de cette boite a outils ont été realisées.

EuroMix toolbox Overview

Health Impact (Risk) Consumption/
Fopulations product use
Data
Health effects F—
Data \ I_Hjata
CAG [CAssess | Sources of Exposure
kL mgmbership Data
Test systems/Responses [ Data |
Data 55855
Concentrations
mi
Hazard CI'IEM:HS Data
[_Data | fssess

B % Daose Calibration Manitoring surveys
MVITRG: Response +— Dose [(Assess] Tatal diet studie
sAR lesponse  + Dase Pr g studies

Figure 1: Représentation de la ToolBox Euromix (simplifié)

® PB-TK: Physiologically-based toxicokinetic
8 IVIVE: In vitro to in vivo extrapolation

" CAG: Cumulative assesment group

& MRA: mixture risk assessment

°® MOE : Margin of exposure
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En ce qui concerne l'exposition agrégée, trois études de cas ont été réalisées pour plusieurs
pesticides, les bisphénols (A, S, F et SF) et les pyréthroides. Une étude de cas portant sur I'exposition
combinée aux pesticides, aux additifs et aux contaminants, a titre d’exemple d'évaluation des risques
liés aux melanges dans tous les secteurs réglementaires, est en cours. Une étude de biosurveillance
humaine axée sur les substances pertinentes pour I'exposition globale a été finalisée. Les échantillons
biologiques, I'information sur la consommation alimentaire et l'utilisation des cosmétiques ont été
obtenus des auprés du panel des volontaires participants a cette étude et I'analyse des échantillons,
ainsi que l'interprétation des données sont en cours. L'accés aux outils sera facilité par la formation.
Des conseils pratiques sur la maniére d'utiliser les tests et les modéles conformément a I'évolution
internationale seront fournis. La diffusion et 'harmonisation de I'approche seront assurées par la
participation d’experts clés etde 'EFSA, de 'OMS et de 'US-EPAet par quatre ateliers d’harmonisation.
On s’attend a ce que cette nouvelle stratégie d’essai, les tests in vitro, I'utilisation de la boite a outils
du modeéle en ligne et les « guidances » pour son utilisation::

« Stimulent I'innovation dans les secteurs public et privé ;

* Fournissent une base scientifique solide pour la gestion des risques que présentent les
mélanges chimiques pour la santé publique;

* Réduisent au bout du compte ['utilisation d’animaux de laboratoire ;
* Soutiennent le débat mondial sur les politiques d’évaluation des risques pour les mélanges.

3. Choix des molécules et mélanges

Par notre environnement et notre alimentation nous sommes exposés a une grande variété de
substances pouvant avoir des effets combinés. Selon I'étude de I'alimentation totale 2 (Anses, 2011),
ne serait-ce que par l'alimentation, cela concerne aux environs de 200 pesticides, 30 contaminants
inorganiques et minéraux, 10 additifs, 10 phytoestrogénes, 20 mycotoxines, 50 dioxines, PBs, furanes
et des retardateurs de flammes bromés (liste non exhaustive).

L'organisation du projet Euromix a confié au Workpackage 2 (WP2) d'identifier les composés
(pesticides, biocides, additifs, mycotoxines et autres produits chimiques, ...) et de catégoriser ces
molécules en termes de CAGs (entrant dans 'AOP stéatose hépatique) sur la base des données:
de la littérature et toxicologique (data mining) et de modeles in silico. Ces données ont été croisées
avec celles obtenues par le WP5 qui en utilisant les données d’exposition, a permis d'identifier les
mélanges (agrégés et combinés) d'intérét pour 'AOP stéatose (mais également pour les deux autres
AOPs: distance anogénitale et la malformation cranio-faciale) (Figure 2).

Intentional mixtures Unintentional mixtures Aggregate exposure Combined exposure

1 / #I.-':‘.:.;_::: - -.-_—-q i 4
' £ LR
. S? I —
T = Chemical ?': Chemical ¥ Chemical 2
' f Chemical X Chemical X T ChaeAk.
ane substance multiple substances
originating from different sources from one or different sources

Figure 2: Voies d’exposition de la population.
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4. L’équipe Toxalim (TCMX) est impliquée dans deux WorkPackages

Dans le cadre du Workpackage 3, I'équipe s'applique a développer les bioessais en utilisant
une nouvelle technologie (High Content Analysis HCA). LHCA s’attache a analyser/quantifier la
modification du phénotype cellulaire en réponse a des xénobiotiques et quantifier 'hétérogénéité de
la réponse.

Les données générées (dose réponse, apparition des gouttelettes lipidiques) sur les molécules
choisies (seules et en mélange ; modes d'action similaire et dissimilaire) seront modélisées par le
logiciel Proast d'utilisation libre (https://www.rivm.nl/en/proast).

Le deuxiéme (WP4) s'inscrit dans le développement de modéles PB/PK et s'attache a étudier le
métabolisme de plusieurs molécules sur des hépatocytes humains et de rat dans le but d’extrapoler
ces données a une situation in vivo.

4.1 Technologie

Le criblage de type HCS (High Content Screening), utilise un Arraysan (Cellomics). Il s'agit d’'un
instrument dédié a I'acquisition, a la mesure et a 'analyse multiparamétriques du contenu cellulaire
d’'un grand nombre d’échantillons. Ilintégre un microscope automatisé (Carl Zeiss) et de caméra a
haute sensibilité pour I'analyse d’échantillons fixées ou vivants aux formats plaques 96 puits (ou
384). Ainsi, il permet de mener des études qui s'intéressent a la modification du phénotype cellulaire
en reponse a des toxiques sur la base de I'analyse a haut débit apres acquisition des images. Dans
le projet Euromix, nous nous sommes attachés a étudier I'apparition des gouttelettes lipidiques par
['utilisation de composés fluorescent (nile red, Dapi) il est possible d’analyser et de quantifier plusieurs
composants cellulaires (noyaux, lipides et phospholipides selon trois couleurs) (Figure 3).
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Figure 3: Chemin de I'effet averse pour 'apparition de la stéatose hépatique.
Les paramétres qui sont étudiés sont en rouge.
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4.2 Le modéle cellulaire HepaRG

Méme si les hépatocytes humains en primo-culture restent le «gold model» pour les études de
toxicologie in vitro, ce modele souffre d'inconvénients majeurs: difficulté d’approvisionnement, durée
de vie limitée en culture et des pertes de fonctionnalité rapide. Nous avons de ce fait aussi utilisés
les cellules HepaRG (Guillouzo et al., 2007), aprés différenciation, se divisent en deux populations :
des cellules de type hépatocytes et de type cholangiocytes. Ce choix a été dicté par la nécessité
d’homogénéiser les protocoles entre les différents laboratoires chargés des études in vitro (études
des différents « Key events »). Les HepaRG (population hépatocytaire) expriment la grande majorité
des fonctions des hépatocytes humains, de fagon stable ce qui permet des expositions prolongées
aux xénobiotiques. Ces cellules accumulent de fagon naturelle (comme les hépatocytes humains)
des lipides et les stockent en gouttelettes dans leur cytoplasme.
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Figure 4: Les cellules HepaRG accumulent des gouttelettes lipidiques (traitement cyclosporine : contréle positif).
Apres avoir délimité les surfaces cellulaires, les intensités nucléaires (fuchsia) et les intensités des gouttelettes
lipidiques (vert) dans chaque cellule sont quantifiées. L'intensité moyenne des noyaux permet de distinguer les
cholangiocytes (faible intensité) de la population hépatocytaire (forte intensité) (distribution bimodal, tracé bleu).
On note que 'accumulation des gouttelettes lipidiques se fait majoritairement dans les hépatocytes (point rouge :

intensité moyenne dans une cellule).

Le fait d’analyser les effets induits dans chaque cellule conduit a des fichiers de plusieurs centaines
de milliers de lignes sur plus de 10 paramétres. Ces analyses impliquent des traitements statistiques
bien différents que I'analyse des effets sur une population cellulaire dans sa globalité.

4.3 Molécules choisies

Nous avons appliqué cette technologie a la problématique du programme Euromix. Il s'agit dans
la premiére étape, comme cela a été précisé précédemment, de s'approcher de I'exposome:
«lintégration sur la vie entiére de I'ensemble des expositions qui peuvent influencer la santé
humaine ». Cette notion fait partie intégrante d’un projet de loi « de modernisation de notre systéme
de santé » (Texte adopté n°® 650, 17 décembre 2015). Ceci constitue I'étape la plus cruciale : définir
I'ensemble des molécules auxquelles nous sommes exposés. Cette multi-exposition est justement
pratiquement impossible a appréhender, il s'agit donc de sélectionner les plus pertinentes. La
deuxiéme étape est de faire évoluer les concepts méthodologiques qui nous permettront d’anticiper
des effets mélanges. L'orientation actuelle est de mieux cerner les mécanismes biologiques et les
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étapes qui méneront a I'apparition d’une pathologie. A partir de modéles expérimentaux in silico et in
vitro, le danger d’'un mélange pourra étre caractérisé sans avoir a utiliser des animaux (nécessité de
limiter 'expérimentation animale). Ainsi pour mieux répondre aux attentes, les cadres conceptuels de
la recherche du mode d’action (Mode Of Action: MOA) et des chemins de l'effet adverse (Adverse
Outcome Pathway : AOP) et de la modélisation ont été appliqués a I'apparition de la stéatose hépatique

Dans un premier temps nous avons validé notre approche cellulaire sur une molécule modéle: le
cyproconazole testé en temps et dose dépendance (Luckert et al., 2018). Nous avons ensuite étendu
notre recherche a un grand nombre de molécules (ayant des modes d’action différents) connues pour
induire une stéatose hépatique. Ces études ont aussi été menées sur des hépatocytes humains.
Nous avons donc pu classer les molécules leur «Relative Potency Factor» (PROAST /www.efsa.
europa.eul/it/efsajournal/pub/4658). Ces résultats ont servi de base de données pour constituer des
mélanges qui ont été testés sur la base de puissance équivalente (Figure 5).

Tableau 1: Exemple d’un groupe de molécules étudiées dans le cadre des mélanges

Mode d’action similaire : Activation de récepteur nucléaire Mode d’action dissimilaire
Imazalil (PXR,AhR, CAR, RAR) Cyclosporin A

Subset 1: . . .

MOA maioritaire= activation du PXR Thiacloprid (PXR,PPAR) Clothianidin
Fenpyroxymat (PXR)

Similar MoA: imazalil + thiacloprid

l Dissimilar MoA: imazalil + chiotiadinin

| test compounds |
single compounds combinations
* dose response curves s equipotent mixtures
* Relativ Polency Factors (RPF) * dose addithity?
* |nteractions?
i |
- AvE
i .
' i ol I & 8 Av B |
: | W . an |
! : . L .
17 27 s

Figure 5: Concept du test: les doses réponses de chaque molécule permet de calculer les RPF.
Les mélanges sont créés sur la base de puissance équivalente.
La modélisation de I'effet mélange est effectué selon le modéle de dose addition.
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5. Quelques résultats marquants

5.1 Mélange et stéatose hépatique

5.1.1 Etape de validation

Une étude de cas a été effectuée en prenant comme molécule modéle le cyproconazole. Il s’agissait
d’appliquer le principe défini dans la ToolBox d’Euromix c'est a dire suivre la voie de 'AOP de la
stéatose hépatique. Cette toolbox comprend des essais in vitro pour mesurer ['activation de
récepteurs nucléaires, 'expression des génes et des protéines, I'accumulation de lipides, la respiration
mitochondriale et la formation de cellules hépatiques grasses. Les cellules HepaRG exposées au
cyproconazole, un fongicide induisant la stéatose chez les rongeurs. Le cyproconazole active de fagon
dose dépendant les récepteurs RARa et PXR, deux événements moléculaires initiateurs dans 'AOP
stéatose. De plus, le cyproconazole a provoqué une perturbation des fonctions mitochondriales et
induit une accumulation de triglycérides et la gouttelette lipidique. Nous étudions aussi le métabolisme
de cette molécule sur des modéles d’hépatocytes humains et de rat ainsi que sur la lignée HepaRG.
Des expérimentations menées in vivo (rat) sont en cours compiler 'ensemble de ces données et
valider I'extrapolation in vitro/in vivo de nos résultats (ToolBox Euromix).

L'effet du cyproconazole sur 'accumulation de lipides dans les HepaRG étant publiés, démontrant
la validité du modéle, des résultats plus récents sur hépatocytes humains sont présentés montrant
I'extrapolation des données des lignées cellulaires aux cellules primaires. L'analyse a haut contenu
démontre qu'il existe au niveau des hépatocytes une hétérogénéité au niveau basal qui perdure
apres stimulation. Cela se traduit par une dispersion importante (autour de la médiane) mais qui est
reproductible.
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données des lignées cellulaires aux cellules primaires. L'analyse & haut contenu démontre quiil existe au
niveau des hépatocytes une hétérogénéité au niveau basal qui perdure aprés stimulation. Cela se traduit par
une dispersion importants (autour de la médiane) mais qui est reproductible.

.C: Niveau d'induction par rapport au contrdle
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Figure 6: Le cyproconazole induit une accumulation de lipides dans les hépatocytes humains cryoconservés
(3 foies indépendants). Les hépatocytes humains ont été ensemencés dans 96 plaques multipuits. Aprés 24 heures,
les cellules ont été exposées a 0,5 % de DMSO, CSA et CPZ (400uM a 25uM). Aprés 24 heures d’exposition, les
lipides neutres ont été révélés par le rouge du Nil, puis soumis a une analyse HCS. L'aire totale et I'intensité des
taches ont été quantifiées dans chaque cellule, puis normalisées selon la MAD médiane.
A représente la relation dose-réponse pour la surface totale et les intensités (médiane [25 % a 75 %)) des
gouttelettes lipidiques. B illustre la distribution de l'intensité totale ponctuelle normalisée au sein des hépatocytes.
C Niveau d'induction par rapport au contrdle.

5.1.2 Apport supplémentaire de la technologie HCS

L'analyse d'image permet de quantifier les effets phénotypiques au niveau de la cellule. Les analyses
peuvent étre approfondies pour différencier des modes d’actions différents selon les molécules
étudiées. La Figure 7 représente les images acquises apres traitement de cellules HepaRG, par
le TO9 et par la cyclosporine (CSA). Ces deux molécules induisent 'accumulation de gouttelettes
lipidiques (comparé au controle) mais on remarque que si la cyclosporine focalise son action sur
la population hépatocytaire, le TO9 induit cette accumulation dans la totalité des cellules traitées.
L'analyse quantitative de ces données implique des modélisations statistiques qui sont en cours
de développement. Elles permettront de clusteriser I'ensemble des molécules selon leurs effets
phéenotypiques.
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Figure 7: Microphotagraphie de cellules HepaRG aprés 72 heures d’exposition a la CSA et TO9 (contréle Dmso)

5.2 Le modéle de dose addition peut-il rendre compte des effets de mélange

contenant des molécules ayant des modes d’action différents

Aprés avoir constitué les mélanges (binaires et un mélange ternaire) et calculé les différentes
proportions de chaque composé (a partir des courbes doses réponses de chaque molécule), pour
respecter les puissances équivalentes, les expérimentations sur la lignée HepaRG ont été effectuées
a 24 et 72 heures. Néanmoins, il a fallu réduire les données générées par 'analyse @ haut contenu
pour pouvoir utiliser le « Benchmark Dose modelling software PROAST » et analyser la déviance a la
dose addition (ie : supra-additivité (synergisme), infra-additivité (antagonisme)).

Surl'ensemble des mélanges testés, le modele de dose addition semble &tre un mécanisme commun
au moins dans le cas des effets stéatotique. La Figure 8 représente les données obtenues sur trois
molécules ayant des mécanismes d’action différents (Tableau 1). Ces travaux ont été menés sur
d’autres mélanges et démontrent que I'application du modéle de dose addition, méme pour des
molécules ayant des MOAs différents, reste en premiere approche le modéle le plus protecteur.
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Figure 8 : Application du modéle de concentration addition : pour les combinaisons binaires la courbe noire,
représente la courbe théorique de I'effet mélange obtenue (modélisée) a partir des données de chaque molécule.
Celle-ci correle parfaitement avec les points expérimentaux (vert) obtenus en traitant les cellules avec le mélange

des deux composés. Pour le mélange ternaire la courbe noire représente la courbe théorique qui se superpose aux
données expérimentales (bleu). IMZ : imazalil, THI: thiaclopride, CTD : clothianidin.
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5.3 Modélisation PB/TK

Nous sommes en cours de fnalisation des expérimentations de métabolisation (Dienestrol, Linuron,
imazalil, cyproconazole, thiaclopride et clothianidin) sur hépatocytes humains et de rat mais aussi
sur les cellules HepaRG. Les données (Km, Vm et temps de demi-vie) permettront d’alimenter les
différents modeles PB/TK IVIVE de la ToolBox.

CONCLUSIONS

Il ne fait plus de doutes maintenant, qu'il faut évaluer les dangers et les risques des produits
chimiques non seulement en tant que substance unique mais dans la complexité des expositions
et des effets mélanges.

Au cours des derniéres années, de nombreux programmes de recherche ont été menés permettant
de mieux comprendre les risques liés a I'exposition combinée a de multiples produits chimiques
ayant des modes d’action différents (Kortenkamp et Faust, 2018). Des méthodes ont été
développées et utilisées pour mieux évaluer ces risques.

Mais il reste cependant de nombreuses lacunes a combler:

* La premiere sans nul doute concerne la caractérisation de la composition des mélanges
auxquels nous sommes exposés. Cela concerne plus particulierement les mélanges agrégés
(alimentaire, non alimentaire). Cela pose la question du « monitoring », comment connaitre la
réalité de notre exposition, nous ne pouvons trouver que ce que I'on cherche, il reste donc
trés difficile d’avoir une vue globale de I'exposome.

* La seconde serait de compléter les données sur les molécules (pris individuellement) car
pour certaine il y a un vrai manque sur leur mode d’action.

Il existe au niveau européen (et plus largement mondial) un manque d’harmonisation que les
programmes Euromix et Mixtox tendent a combler tant au niveau méthodologique qu’au niveau
de I'approche réglementaire. Cela est fait dans le cadre de nombreux workshop dont le but et de
revoir les différents réglements dans les divers secteurs de la chimie au travers des différentes
régions. Pour réussir ce challenge il faudra la mobilisation de nombreux acteurs de ce secteur:
états, instituts chercheurs, industriels et régulateurs pour que ce type de recherche/programme
perdure dans le futur, pour traduire les résultats scientifiques de ce domaine de recherche (Mixture
Risk Assesment) en termes de réglementation (Bopp et al., 2018).
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