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Le projet EVExPe visait a améliorer les outils de diagnostic de U'exposition aux pesticides que sont les dosages sur urines
et cheveux, afin de permettre une utilisation optimale de ces biomarqueurs, notamment dans le cadre d’études épidémio-
logiques focalisées sur les effets sur la santé de ces expositions. Le développement de nouvelles méthodes analytiques
multi-résidus particulierement sensibles a permis l'étude comparative des deux matrices et U'évaluation de Uapport
respectif des urines et des cheveux quant a U'évaluation de U'exposition aux pesticides. La mise en évidence, sur un
modeéle animal, de la relation de proportionnalité entre la concentration en pesticides dans les poils des animaux et le
niveau d’exposition a permis de démontrer Uintérét de cette matrice dans un contexte de biomonitoring. Enfin, Uapplication
des méthodes développées a l'analyse de prélevements biologiques humains a permis pour la premiére fois de documenter
d’une maniere objective U'exposition des individus par deux matrices paralleles, en soulignant également le caractere

multiple de U'exposition.

Contexte et objectifs

Méthodes

Les expositions professionnelles et environnementales aux
résidus pesticides sont responsables de différentes affec-
tions incluant cancers, stérilité, retard de développement,
neuropathies ou encore baisse des fonctions immunitaires.
Les études épidémiologiques permettant de mettre en évi-
dence les relations entre les expositions et le développement
des différents troubles nécessitent l'utilisation de marqueurs
d’exposition comme les dosages sur matrices biologiques.
Parmi elles, les urines, classiquement utilisées, et les che-
veux, considérés comme une matrice d'avenir, sont les pré-
levements biologiques les plus intéressants.

Le projet EvExPe visait ainsi a améliorer les outils de dia-
gnostic de U'exposition aux pesticides que sont les dosages
de résidus de pesticides dans les urines et les cheveux. Le
premier objectif concernait lidentification des possibilités
respectives de chacune des deux matrices pour le dosage
des différents résidus. Ensuite, Uoptimisation du traitement
pré-analytique et des stratégies de prélévement des échan-
tillons devait permettre d'éviter la plupart des biais repré-
sentant les limitations relatives a lutilisation de ces outils.
Le dernier aspect de développement visait a établir une
relation de type « effet-dose » permettant d’évaluer quanti-
tativement, a l'aide d'un modeéle animal, le niveau d’exposi-
tion des individus a partir des résultats d'analyse des
prélevements biologiques. Enfin, lapplication des approches
développées a des échantillons biologiques humains avait
pour objectif de documenter Uexposition des individus a par-
tir de ces deux types de préléevements.

La premiére étape consistait au développement de méthodes
de dosage multi-résidus de pesticides, incluant a la fois des
composés parents et leurs métabolites/produits de dégrada-
tion dans les matrices urines et cheveux. Cette étape visait
ainsi a optimiser le traitement pré-analytique des échantillons
biologiques avant l'analyse des extraits obtenus. L'approche
analytique développée visait a développer des méthodes aussi
similaires que possible pour les deux matrices malgré la
nature différente des échantillons (solide vs liquide), afin de
réaliser ultérieurement une comparaison objective des perfor-
mances de ces deux matrices en termes de biomonitoring.
Une autre étape du développement analytique concernait un
aspect spécifique a la matrice cheveux : la mise au point
d’un protocole de décontamination des échantillons. Ce trai-
tement pré-analytique, limitant les biais d'interprétation liés
au dépot éventuel de pesticides sur le cheveu, permet une
interprétation des résultats basée uniquement sur les com-
posés incorporés a la matrice lors de processus biologiques,
et donc représentatifs de la dose interne des individus.

Le projet EvExPe visait également a établir une relation de
proportionnalité entre le niveau d'exposition aux pesticides
des individus et la concentration de ces molécules ou de
leurs métabolites dans les cheveux. Des animaux (rats) ont
été exposés par gavage a un cocktail de 20 pesticides selon
un schéma représentatif d'une exposition chronique (3 fois
par semaine pendant une durée de 90 jours). Les poils des
animaux collectés a J90 ont été analysés a laide des
méthodes développées dans ce projet.
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= La comparaison des résultats de dosages sur les deux
matrices, intégrant notamment linfluence de la vitesse
d’élimination urinaire des composés, a été réalisée en appli-
quant les méthodes analytiques développées dans ce projet
a l'analyse de prélevements biologiques provenant de 31
volontaires humains (15 femmes et 16 hommes). Un préle-
vement de cheveux a également été collecté au méme
moment chez chacun des participants afin d’effectuer la
comparaison entre les deux matrices.

En dernier lieu, les approches développées dans le cadre du
projet ont été appliquées a l'analyse de couples d'échantil-
lons urines/cheveux provenant d'une cohorte de femmes
enceintes. Les échantillons biologiques (cheveux et urines)
analysés ici, fournis par UInVS et UINED, provenaient de
l'étude pilote réalisée dans le cadre de l'étude ELFE (Etude
Longitudinale Francaise depuis U'Enfance). Les préleve-
ments biologiques ont été collectés dans différentes régions
Francaises (Seine-Saint-Denis, Ardéche, Isere, Loire et
Savoie).

Principaux résultats obtenus
et applications envisageables,
lien au plan Ecophyto

Le travail réalisé a permis de mener a bien lobjectif du
développement analytique d’'une méthode de dosage mul-
ti-résidus de pesticides dans des prélevements de cheveux
et d'urines. Une partie du travail de développements analy-
tique, portant sur la comparaison de différentes procédures
de purification d’extraits obtenus a partir de prélévement de
cheveux a permis d'identifier les stratégies a adopter pour
les différentes familles de composés recherchés [1]. Le
développement parallele des méthodes d’analyse des pes-
ticides dans les urines et cheveux a permis de fournir une
approche permettant une comparaison objective et non biai-
sée des performances des deux matrices quant a l'évalua-
tion de U'exposition [2]. La mise au point d'une procédure de
décontamination des prélevements de cheveux avant leur
analyse a permis de pallier labsence de procédure standar-
disée dans ce domaine [3]. Cette avancée devrait ainsi per-
mettre une utilisation optimale de cette matrice pour
documenter U'exposition chronique aux polluants en évitant
des biais d'interprétation des résultats.

Lexpérimentation animale a mis en évidence la relation de
proportionnalité existant entre le niveau d’exposition des ani-
maux et les concentrations retrouvées dans leurs poils pour
la plupart des molécules étudiées (exemple en Figure 1).

8 ¢ Colloque 13 et 14 octobre 2015 ¢ Paris ¢ Salons de UAveyron

-
i " Yy ALE 1 AT4T e
2 y=29465x+ 14747 ¢
= R =0.353657 o
i
! o ¢
" ® L]
5 )
3 110 g !

QO00 G060  OM00 0150 0200 OM0 400 0% A4

Nrwedu despesition [mirogramme par kicgramme de pads torpore!

Figure 1. Mise en évidence de la relation de proportionnalité entre
le niveau d’exposition des rats et la concentration en Fipronil dans
leurs poils aprés 90 jours d’exposition.

Les résultats obtenus suggérent la possibilité de déterminer
les niveaux moyens d’exposition des individus a partir de la
concentration en polluants détectée dans leurs cheveux. La
publication de ces résultats devrait également représenter
une référence significative dans le domaine de l'analyse de
cheveux, en particulier, mais également du biomonitoring,
en général [4].

L'étude de toxico-cinétique des pesticides dans les urines a
montré la forte variabilité existant au niveau des concentra-
tions urinaires des différents composés [pesticides parents
et métabolites] et de souligner les incertitudes quant a l'uti-
lisation de cette matrice. Cette étude a établi qu'un préléve-
ment unique d'urine ne suffisait a prioripas a rendre compte
de U'exposition des sujets. La comparaison avec les résultats
obtenus apres l'analyse des préléevements de cheveux
aupres des mémes volontaires a également montré la com-
plémentarité de ces deux matrices quant a la nature des
composés détectables dans chacune d’elles [5].

Les résultats obtenus a partir de l'analyse des échantillons
d'urines et de cheveux collectés aupres des femmes
enceintes ont pu mettre en évidence l'exposition multiple
des sujets. Le résultat principal concerne le nombre signifi-
cativement plus élevé de composés détectés dans les préle-
vements de cheveux par rapport aux urines. Cette
information représente une avancée dans le domaine de la
biosurveillance et devrait permettre de soutenir l'utilisation
de la matrice cheveux pour l'évaluation de l'exposition des
sujets dans de futures études épidémiologiques. |
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Conclusions et perspectives

Les résultats produits dans le cadre du projet EvExPe ont permis la mise au point de procédures pouvant étre
standardisées pour le prélévement et le traitement des échantillons biologiques (urines et cheveux) destinés a
Uévaluation de l'exposition humaine aux pesticides. En identifiant les différents composés (pesticides parents ou
métabolites] détectables dans les matrices urine et cheveux, ces travaux devraient permettre d'orienter les
démarches vers la stratégie la plus adéquate pour l'évaluation des expositions aux différents résidus ou familles de
résidus de pesticides. L'analyse des échantillons biologiques humains a d’autre part mis en évidence l'exposition
cumulée a un grand nombre de pesticides différents des individus, fournissant ainsi une information réaliste et
pertinente pour de futures études de toxicité intégrant l'aspect synergétique potentiel des co-expositions.

A terme, les avancées obtenues ici devraient fournir des outils plus performants que ceux existants actuellement
pour U'évaluation de U'exposition humaine. Ces outils pourront avantageusement étre utilisés dans le cadre d'études
épidémiologiques visant a relier les expositions aux troubles de la santé.
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