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Vers une meilleure compréhension des effets « cocktails » ?

Le projet MEPIMEX avait pour objectifs d’évaluer les impacts toxicologiques de mélanges de pesticides auxquels la
population francaise est la plus exposée, via son alimentation. Plusieurs biomarqueurs d’effet ont été criblés in vitro :
cytotoxicité, processus de détoxication, activation du récepteur nucléaire PXR humain. Parmi les 14 pesticides étudiés,
4 se sont avérés étre de puissants agonistes du hPXR, 4 de moyenne et 6 de faible action. La plupart des mélanges
activent fortement ce récepteur et induisent U'expression du gene cible CYP3A4. L'application d’un modéle mathématique
de concentration-addition, montre, selon les cocktails de pesticides et leurs proportions, des effets additifs, supra- ou
infra-additifs. Une étude métabolique a été menée sur un des mélanges (éthion, linuron, chlorfenvinfos] pour étudier les
interactions entre les pesticides le composant (Km, Vm, clairance...). Au total, des interactions métaboliques et
toxicologiques entre les pesticides composant ces mélanges ont ainsi pu étre démontrées, dont les incidences sanitaires

restent encore a examiner.

Contexte et objectifs

Via leur environnement et en particulier leur alimentation,
les consommateurs sont exposés de facon chronique a des
résidus de pesticides. Selon leurs concentrations, leurs
sites de bioaccumulation, leurs voies métaboliques, leurs
cibles cellulaires et moléculaires... Ceux-ci peuvent donner
lieu a des interactions pharmaco-toxicologiques, suscep-
tibles d'engendrer des processus toxiques non prévisibles,
voire néfastes [perturbations hormonales...). Des effets
additifs, supra-additifs ou synergiques, infra-additifs ou
antagonistes peuvent ainsi survenir. Le nombre considé-
rable de xénobiotiques ajouté a leurs effets combinatoires
rend ['évaluation toxicologique réglementaire des mélanges
difficile a l'aide des méthodes traditionnelles. Cette com-
plexité impose le recours a des approches expérimentales
in vitro (modéles cellulaires..] et théoriques [modélisation
mathématiquel. Lestimation pertinente des dangers et des
risques sanitaires liés a ces cocktails de molécules impose
donc une meilleure connaissance a la fois de leur mode
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d’action et de leur biotransformation. Intégrées aux données
d’exposition, épidémiologiques et obtenues chez l'animal,
ces approches permettent d'optimiser la gestion des risques
sanitaires. Les objectifs de ce projet étaient donc d'évaluer
les potentielles interactions métaboliques et toxicologiques
de pesticides en mélanges, auxquels la population francaise
est exposée a travers son alimentation.

Méthodes

Les cocktails, composés de 2 a 6 pesticides, ont été sélec-
tionnés parmi ceux identifiés par 'AFSSA dans le cadre du
projet ANR Péricles. Les impacts toxicologiques de ces pes-
ticides seuls et/ou associés ont ensuite été caractérisés in
vitro (hépatocytes, lignées d’hépatomes HepaRG et HepG2
parentale ou transfectée par le hPXR...] au moyen de bio-
marqueurs cellulaires et moléculaires: cytotoxicité en
temps réel par mesure d'impédance, transactivation du
récepteur nucléaire hPXR et expression génique de ..
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. certains génes cibles. Les données obtenues et leur
modélisation ont permis de hiérarchiser les différents pro-
duits et leurs mélanges, en termes d'effet biologique. Nous
avons ensuite appliqué le modeéle de concentration addition
et estimé Ueffet mélange en comparant les données expéri-
mentales et théoriques [modélisation des effets attendus].
Enfin, certaines molécules ont fait U'objet d’études métabo-
liques in vitro, nécessitant la mise en place de méthodes de
dosage par GC-MS et LC-MS/MS spécifiques, afin de carac-
tériser leurs paramétres cinétiques (Km, Vm, clairance...],
seules ou combinées.

Principaux résultats

Le modele Bayésien développé par LANSES avait permis de
sélectionner les 7 mélanges sur lesquels nous avons axé
nos recherches.

Activation du PXR

Concernant l'activation du hPXR, les molécules prises sépa-
rément et les mélanges constitués ont été testés. Les
courbes dose-réponse ont été modélisées par régression
linéaire associée a des techniques de bootstrap (Figure 1).
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Figure 1 : Modélisation de l'activation du hPXR par les 5 pesticides
du cocktail n°4

Les facteurs de transactivation des pesticides constitutifs
des cocktails 2, 3 et 4, normalisés par rapport a la rifampi-
cine (agoniste modéle du hPXR ; EC, : 1.8 uM) sont consi-
gnés dans le Tableau 1. Une classification a pu ainsi étre
établie en termes de pouvoir agoniste vrai (V), modéré (M)
ou faible (F) vis-a-vis du récepteur nucléaire hPXR, l'éthion
s'avérant plus puissant que la rifampicine (x 1.98).

En termes d’effet « mélanges », tous s'averent significative-
ment activer le hPXR de facon dose-dépendante. Les don-
nées expérimentales d'activation du PXR et théoriques
(utilisation d'un modéle mathématique de concentration
addition, associé au bootstrap) ont été ensuite comparées.
Pour le mélange 2, constitué majoritairement d'agonistes
vrais du PXR, U'effet cocktail s'avere trés bien prédit par le
modele.

Pour les autres cocktails, nous avons en revanche noté des

effets infra- ou supra-additifs, selon la proportion des pes-
ticides (équimolaire vs réelle). Les différences observées
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Tableau 1 : Facteurs de transactivation des pesticides composant
les cocktails 2, 3 et 4, vis-a vis du PXR

entre les données expérimentales et modélisées, n'ex-
cédent pas un facteur + 1,5 en tenant compte des incerti-
tudes. Ainsi, pour le mélange 4 (Figure 2J, les EC .
expérimentales sont estimées a 17.6 pM et a 26.3 pM, en
proportions équimolaire et réelle respectivement. Lorsque
calculé par le modele de concentration addition, ces valeurs
s'élevent a 27.6 et 18.85 pM. Cela montre limportance de
laffinité des pesticides pour le hPXR dans les mélanges,
mais aussi de leurs proportions respectives dans 'effet toxi-
cologique global.
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Figure 2 : Application du modeéle de concentration addition aux
pesticides du cocktail n®4

Interactions métaboliques

Apres avoir développé et validé des méthodes de dosage par
GC-MS et LC-MS/MS, nous avons analysé le métabolisme in
vitro (microsomes et hépatocytes d’origine humaine] de 3
molécules (éthion, linuron, chlorfenvinfos). (Figure 3]

Nous avons pu estimer les parametres cinétiques des molé-
cules [Km, Vm, clairance intrinséque...], seules ou en com-
binaison et avons pu démontrer leurs interactions
métaboliques mutuelles (Tableau 2). Le chlorfenvinfos
semble étre le composé qui subit le moins d'interactions
métaboliques. Seules les combinaisons incluant le linuron
et 'éthion simultanément réduisent la clairance intrinseque
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Enfin, la biotransformation de la derniére substance active
est affectée par la présence individuelle d'une forte teneur
en éthion et quelle que soit la quantité de chlorfenvinfos tes-
tée. Au regard des données obtenues, l'inhibition de la
dégradation de ce pesticide est réduite de 70 % dans le cas
de la derniére combinaison envisagée.

Figure 3 : Démarche expérimentale in vitro

de ce composé. A l'inverse, la métabolisation de l'éthion est
inhibée par la présence de linuron et plus fortement par la
co-incubation du chlorfenvinfos. De plus, la clairance de ce
composé est fortement réduite lorsque les deux produits
sont présents.

Tnhibiteurs INED Ethion Chlorfenvinphos Mélangs
0 4 ] 1 20 444 20+20
(M}
1., Linuran 128 17 i | 3 128 196 1.8
Inkibiteurs Linuron Ethion Mélangs
] 1 10 | il
(M)
CL, 5.85 5.56 4.10 579 464 555 3115
Chlorfenvinfos
Inhibiteurs Linuron Chlorfenvinphas Mélange
(uMi 0 2 10 4 20 24 10+20
(1, ethion 563 536 525 | 525 4.32 5.08 18
Exprimies on mihimg do pralilnes bpatiques

Tableau 2 : Effets des co-incubations sur les clairances
intrinséques individuelles

Conclusions et perspectives

sens large.

Applications envisageables en lien avec le Plan Ecophyto

Ces travaux s'inscrivent dans les priorités des axes 2 et 3 du plan Ecophyto portant sur l'étude des impacts sanitaires
potentiels d’une multi-exposition aux pesticides. Ils montrent pour la premiére fois lexistence d'interactions
métaboliques entre des pesticides en mélanges, auxquels la population francaise est exposée, via son alimentation,
ainsi que vis-a-vis du récepteur nucléaire hPXR. Compte tenu des effets sur ce dernier, sur les genes qu'il régule
(transport, métabolisme, survie et mort cellulaire), et sur le devenir de ces molécules, ces interactions pourraient
contribuer a des déséquilibres hormonaux. Le PXR a en effet été décrit comme pouvant intervenir dans plusieurs
pathologies dont le syndrome métabolique, l'obésité et le cancer. Des interactions pharmacocinétiques et
toxicologiques avec d’autres contaminants chimiques environnementaux ne sont pas a exclure, suite a des expositions
multiples a ces molécules. Ces travaux devraient trouver leur intérét pour les analyses de risque ultérieures
(Facteurs d’Equivalence Toxiques). Ils viennent d’ouvrir la voie au contrat Européen EUROMIX dont loriginalité réside
dans la définition de criteres de priorisation et d'une démarche rationnelle d'évaluation toxicologique des
contaminants chimiques auxquels la population européenne est multi-exposée au travers de son environnement au
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