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L’objectif de notre projet était de caractériser I'exposition alimentaire a une faible dose de trois pesticides et de comparer leur impact
lorsqu’ils sont présents seuls ou en mélange. Ces études ont été réalisées in vivo chez la souris C57BI6. Le protocole expérimental chez
I’animal a été construit dans I'objectif d’évaluer les effets des pesticides présents dans I'aliment aux doses journaliéres admissibles (DJA) sur
la descendance aprés une exposition périnatale et aprés sevrage. Les pesticides choisis sont I'endosulfan, le chlorpyrifos et I'atrazine. Les
principaux résultats obtenus in vivo montrent que I'exposition a chacun des pesticides considérés isolément depuis le développement feetal
jusqu’a I'age adulte est associée au niveau plasmatique a une empreinte métabolique spécifique de chaque traitement, qui reflete la
perturbation du métabolisme glucidique et du métabolisme lié au statut oxydo-réducteur. Une modification spécifique de la barriére
intestinale mesurée au travers de I'expression des transporteurs membranaires est aussi observée chez les males exposés au chlorpyrifos, ce
qui peut entrainer des perturbations de la biodisponibilité des composés ainsi que de celle d’autres xénobiotiques ou médicaments. In vivo,
I'effet du mélange ne semble pas prédictible a partir de I'effet des pesticides isolés, quel que soit le parametre étudié, ce qui confirme qu'il
serait important dans les procédures d’évaluation du risque de prendre en considération I’effet des mélanges.

Contexte et objectif

L’exposition des consommateurs aux pesticides est différente de celle des utilisateurs (voie, dose, chronologie, fréquence). L'évaluation du
risque encouru par le professionnel n'est donc pas transposable aux consommateurs. De plus, il est difficile de mettre en évidence une
relation de causalité entre pesticides et santé chez le consommateur pour des raisons liées essentiellement a la multiplicité des composés. En
effet, le consommateur est exposé via I'alimentation a des mélanges de pesticides a faibles doses et a long terme.

Il a été admis pendant longtemps que les composés présents aux doses correspondant a leur NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) et
qui agissent via des mécanismes d’action différents, ne pouvaient pas exercer d’effet méme lorsque ils étaient présents en mélange.
Cependant, des études expérimentales relatives aux perturbateurs endocriniens et a la fonction de reproduction, montrent que les mélanges
(i) peuvent exercer des effets marqueurs de perturbations endocriniennes a des doses inférieures aux NOAEL des substances qui les
composent, que leur mécanisme d’action soit similaire ou différent; (ii) que les mélanges peuvent exercer des effets cumulatifs et/ou
dépendant de la dose lorsque les composés du mélange ont pour cible un méme tissu. Lorsque I'on élargit la littérature a d’autres cibles
biologiques, on s’apergoit qu’il est difficile d’établir une conclusion définitive, car une exposition a des mélanges induit des effets
hétérogenes suivant le tissu, le paramétre biologique ou la fonction physiologique étudiés.

L’objectif de cette étude était de caractériser en termes de biomarqueurs d’exposition et/ou d’effet I'exposition alimentaire a de faibles
doses de pesticides, seuls ou en mélange.

Méthodes

Nous avons établi un modele murin d’exposition alimentaire pour I'étude de I'effet combiné de trois pesticides (I'endosulfan, le chlorpyrifos

et l'atrazine) par rapport a I'effet de ces pesticides considérés individuellement. Les études ont été focalisées plus spécifiquement sur
I'identification de marqueurs biologiques et le protocole expérimental chez I'animal a été construit dans I'objectif d’évaluer les effets des
pesticides sur la descendance, aprés une exposition périnatale et apres sevrage. Sur la base des données publiées faisant état des effets
biologiques des pesticides, 3 principaux marqueurs ou voies métaboliques ont été explorés :(i) le statut oxydo-réducteur de I'organisme :
nous avons focalisé I'exploration sur un marqueur du statut redox consensuel le glutathion et son rapport GSH/GSSG, et sur les défenses
antioxydantes lipidiques (vitamine E et coenzyme Q). Les matrices biologiques explorées sont la moelle osseuse afin de mettre en évidence
une implication du stress oxydant dans les cellules hématopoiétiques et le foie, (ii) les transporteurs d’efflux actifs de la barriére intestinale :
I'objectif était d’explorer I'influence des traitements sur I'expression des transporteurs actifs la P-gp, les MRPs et BCRP, (iii) 'hnoméostasie
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métabolique grace a une analyse par RMN (du proton) des métabolites sur des extraits de différents tissus (foie, plasma, cerveau). Une étude
statistique a ensuite été réalisée afin de rechercher des parametres discriminants entre les différents groupes.

Principaux résultats obtenus et applications envisageables, lien au Plan Ecophyto

Dans cette étude nous avons établi chez la souris un modele d’exposition alimentaire a de faibles doses de pesticides qui mime celle du
consommateur. Nous avons utilisé une méthode globale sans a priori pour caractériser cette exposition au niveau plasmatique et nous avons
comparé les marqueurs et les effets des pesticides seuls ou en mélanges.

Nos résultats montrent que la métabonomique peut étre développée chez I’homme pour caractériser au niveau plasmatique I'exposition
alimentaire aux faibles doses de pesticides seuls ou en mélange. De plus, I'analyse des métabolites discriminants entre les groupes permet
d’apporter des éléments de réponse quant au mécanisme d’action de ces composés en complément des données biochimiques ou de
biologie cellulaire ou moléculaire. Par ailleurs, nous pouvons d’ores et déja envisager que la barriére des transporteurs actifs est modifiée par
I’exposition a long terme a de faible doses de certains pesticides, ce qui peut avoir des conséquences sur la biodisponibilité et la toxicité de
ces composés, mais aussi d’autres contaminants ou médicaments. Avec notre modele et sur ce parametre, I'effet du mélange n'est pas
prédictible a partir de I'effet des pesticides seuls, ce qui suggere la nécessité de mettre en place des méthodes d’évaluation de I'effet des
mélanges au cours du processus d’autorisation de mise sur le marché de ces substances.

Il sera primordial d’élargir nos recherches d’empreintes métaboliques plasmatiques aprés exposition alimentaire a d’autres pesticides de
fagon a confirmer les résultats obtenus.

De plus, de fagon préliminaire, nous avons pu analyser quelques échantillons de plasma de souriceaux au sevrage aprés exposition
alimentaire des meéres aux différents pesticides testés. Les résultats montrent une empreinte spécifique de chaque traitement dans le plasma
des animaux sevrés, c'est-a-dire avant toute exposition directe a ces composés. Ceci suggeére un passage des pesticides, soit dans le lait
maternel pendant la lactation, soit dans le sang au cours du développement feetal. Il serait donc trés important de poursuivre ces études
pour acquérir une meilleure compréhension de I'impact de I'exposition alimentaire périnatale aux pesticides sur la descendance. De telles
études seront indispensables pour la définition d’une politique de gestion des risques sanitaires liés a I'environnement et au travail.

Par ailleurs, des études de cinétique de contaminants ou de médicament dans un contexte de diminution de I'activité du transporteur ABCB1
dans le duodénum (souris exposées au chlorpyrifos) devront étre envisagées pour quantifier I'impact des effets des pesticides sur le
transport de molécules substrat de ABCB1A. ABCB1 est aussi présent sur la barriere hémato-méningée et il protege le cerveau de I'entrée de
toxiques potentiels. L’étude de la régulation de ce transporteur sur la barriere sous I'influence d’une exposition au pesticide est cruciale. Elle
n’a pas été adressée et devra étre envisagée lors d’études ultérieures. Il est a noter aussi une augmentation de I'expression d’ABCG2 chez les
animaux exposés a I'endosulfan. Les conséquences de telles régulations devront étre examinées dans des études ultérieures. L'effet du
mélange sur I'expression d’ABCG2 pourrait étre le reflet de I'effet de I'endosulfan. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour
évaluer les conséquences de ces modulations sur le devenir des composés transportés par ces pompes.
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