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Introduction

En raison de leur usage intensif en agriculture, les pesticides constituent une source majeure de
contamination des aliments et de 1’eau. Certains pesticides sont susceptibles de contenir des
perturbateurs endocriniens et sont soupgonnés d'étre responsables d'une recrudescence des cas
d'infertilité, et de provoquer une baisse du quotient intellectuel ou des maladies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson.

Le projet GePeTho, mené au sein de I’équipe Gestation Perturbateurs endocriniens de I’'UMR
INRA/ENVT Toxalim, a pour objectif d’établir les bases scientifiques pour une approche
intégrative des effets perturbateurs thyroidiens des pesticides pendant la gestation. En effet la
période de développement feetal est particulierement vulnérable a toute perturbation
thyroidienne et la fonction thyroidienne constitue une fonction critique pour le développement
du systeme nerveux. Ce projet prend en compte deux volets importants du risque lié a
I’exposition aux pesticides, i.e. ’exposition feetale, et la dangerosité des pesticides sur la
fonction thyroidienne.

Notre étude s’inscrit dans le projet GePeTho et a pour objectif de déterminer les mécanismes
toxicocinétiques déterminant I’exposition a un mélange de six pesticides dans 1’unité materno-
feeto-placentaire. Le modele expérimental choisi est la brebis gravide instrumentée, qui est
pertinent vis-a-vis de I’homme en termes de physiologie de la gestation et de régulation de la
fonction thyroidienne. Les six pesticides étudiés, le boscalide, le captane, le chlorpyrifos éthyl,
le méthyl-thiophanate, le thiaclopride et le zirame, sont fréquemment utilisés pour le traitement
des vergers et communément retrouvés sur les pommes dans le sud-ouest de la France. Leur
utilisation est autorisée en France par 1’Anses, ils sont retrouvés dans divers produits
phytosanitaires.

Ce projet s’inscrit également dans ’actualité : en effet, les évolutions sociétales actuelles avec
une émergence d’une conscience écologique conduit a une remise en cause de 1’utilisation des
pesticides par une forte proportion de la population. Ce théme est devenu trés médiatique et la
dangerosité des pesticides fait I’objet de nombreux débats dans la communauté scientifique. Par
exemple, au printemps 2018, le boscalide a été médiatisé avec d’autres molécules de son
groupe, les inhibiteurs de la succinate déshydrogénase, a la suite d’une tribune publiée le 15
avril 2018 dans Liberation et menée par « un collectif de chercheurs, cancérologues, médecins
et toxicologues, du CNRS, de I’Inserm, de I’Université et de I’Inra. » alertant sur la dangerosité
potentielle des molécules de ce groupe. Dans ce contexte, 1’évaluation de 1’exposition feetale

aux pesticides présente un enjeu sociétal et scientifique important.
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Dans une premiére partie bibliographique, les propriétés physicochimiques et toxicologiques
des six pesticides sont résumées. Puis 1’étude expérimentale est présentée : I’ensemble des
matériels et méthodes utilisés pour mener a bien ce projet est decrit. Les résultats sont ensuite

présentés et interprétés, avant de conclure sur le risque d’exposition feetale a ces pesticides.
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Caracteristiques physico-chimiques et

toxicologiques des six pesticides et exposition

alimentaire

Les six pesticides étudiés dans ce projet sont le boscalide, le captane, le chlorpyrifos éthyl, le

méthyl-thiophanate, le thiaclopride et le zirame. Le tableau 1 présente le tonnage produit et/ou

importé annuellement de ces pesticides sur le territoire européen.

Molécule | Boscalide Captane Chlorpyrifos MéthyI- Thiaclopride Zirame
éthyl thiophanate
Quantité 1-10 100 - 1000 1-10 1-10 NA 100 - 1000
produite tonnes/an | tonnes/an tonnes/an tonnes/an tonnes/an
et/ou
importée
sur ’EEE

Tableau 1 : Quantité produite et/ou importée sur le territoire de |’Espace Economique Européen
(EEE) de cinq des six pesticides de [’étude (https://echa.europa.eu/information-on-chemicals). NA :
information indisponible.

A. Boscalide

1. Caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques

Le boscalide est un fongicide a large spectre de la classe des carboxines, son mode d’action est
celui des inhibiteurs de la succinate déshydrogénase. Il est approuvé par 1’ Anses et il est utilisé
dans quarante produits phytosanitaires autorisés en France (Anses, Boscalid, 2019).

Le boscalide a une solubilit¢ dans I’eaude 4.64 mg/L, son coefficient de partage
octanol/eau (logP) est de 2.96 & 21°C et au pH de 7.1. 1l est relativement stable dans 1’eau, la
demi-vie pour son hydrolyse est supérieure a 60 jours au pH de 5 a 9, sa demi-vie pour la

photolyse dans 1’eau est supérieure a 30 jours (Agritox, Boscalid, 2006).

Les caractéristiques toxicocinétiques du boscalide ont été évaluées chez le rat, apres une
administration orale, a la dose de 50 mg/kg. Son absorption est de 44 %. Il ne s’accumule pas
dans I’organisme et est éliminé a 80 % dans les féces et 20 % dans les urines. Le métabolisme
du boscalide met en jeu des réactions d’hydroxylation et la formation de glucuronoconjugués

et de conjugués au gluthation (Agritox, Boscalid, 2006).
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Les études toxicologiques ont permis de définir les repéres toxicologiques suivants (Agritox,
Boscalid, 2006) :

e DJA: 40 ug/kg/j

e NOAEL subchronique (90 j) : 34-40 mg/kg/j chez le rat ; 7.6-8.1 mg/kg/j chez le chien

e Toxicité aiglie VO : DL50 rat > 5000 mg/kg

2. Exposition alimentaire

Dans les Etudes de I’Alimentation menées par I’ANSES, le boscalide a été détecté dans 3.4%
des 611 échantillons alimentaires analysés pour I’ensemble de la population (Anses, Etude de
’Alimentation Totale 2, 2011) et dans 22.3% de des échantillons analysés destinées a la
population infantile (Anses, Etude de 1’Alimentation Totale Infantile, 2016).

Dans I’EAT2, le boscalide est détecté dans 22.7% des échantillons de fruits (sur 75 échantillons

analysés) et dans 3.7% des échantillons de 1égumes (sur un total de 267 échantillons analyses).

Dans I’EATI, le boscalide est détecté dans 8 des 11 échantillons de potages et purées infantiles,
dans 33% des échantillons de céréales infantiles (sur 15 analysés), dans 13% des échantillons
de boissons lactées infantiles (sur 8 analysés), dans 4% des échantillons de pots de fruits
infantiles (sur 28 analysés), dans 78% des échantillons de pots de légumes infantiles (sur 27
analysés), dans 71% des échantillons de pots de légumes/viande ou Iégumes/poisson (sur 45
analysés) et dans 73% des échantillons de potages et purées (sur 11 analysés).

L’Anses estime a environ 0.11 pg/kg/j (selon 1’hypothése haute) 1’exposition moyenne des
enfants au boscalide entre 0 et 36 mois, la DJA étant de 40 pg/kg/j. Il fait partie des 11 pesticides

les plus détectés dans cette étude EATI.
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B. Captane

Dans le cadre des plans de surveillance des états membres de I’UE, le captane a été considéré
prioritaire en raison de dépassement de la LMR (10 pg/kg) dans des aliments pour bébés sur 7
analyses en 2009 et 26 en 2010 (EFSA, 2011 et EFSA 2013).

1. Caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques

Le captane est un fongicide de contact de la classe des dicarboximides utilisé dans les cultures
fruitiéres et légumieres, son mode d’action consiste en 1’inhibition du mécanisme de respiration
des champignons, ce qui en fait un fongicide a spectre large. Il est approuvé par 1’ Anses et on
peut le retrouver dans dix produits phytosanitaires autorisés en France, il est utilisé sur de
nombreuses cultures fruitieres (Anses, Captan, 2019).

Le captane a une solubilité dans I’eau de 4.9 a 5.2 mg/L a 20°C et au pH de 7. Son coefficient
de partage octanol/eau est de 2.57 a 20°C et au pH de 7. Il est peu stable dans I’eau avec une
demi-vie pour ’hydrolyse de 11-18.8 h a 25°C au pH de 5 et de 2.6-4.9 h & 25°C au pH de 7
(Agritox, Captane, 2009).

Les caracteristiques toxicocinétiques du captane ont été déterminées chez le rat, aprés une
administration orale (Agritox, Captane, 2009) :

Son absorption est rapide et quasiment compléte a faible dose (81 %). Le captane ne s’accumule
pas et est largement distribué dans 1’organisme. Il est rapidement éliminé dans les urines et les
feces. Dans I’organisme, le captane est rapidement métabolisé en son principal métabolite, le
tétrahydrophtalimide (THPI), aprés une administration orale dans les milieux acides stomacaux
ou dés son arrivée dans la circulation systémique (en 0.97 s). C’est la raison pour laquelle, ce
métabolite est souvent évalué dans les études toxicocinétiques (Berthet et coll, 2012). Il est
également métabolisé en d’autres dérivés dicarboximide : 3-hydroxy-THPI, THPI epoxyde ; 5
hydroxy-THPI ; THPAM et acide 3 hydroxy THPamique (Figure 1).

17



o

THPAM

el

5.0H.THPI -
i

3.0H.THPI

|

J.0H.THPAM

OH

HNH)

O

THPI ¥

4.5 dIOH.THP

n

<

Cl S
! Y

HO3SCHISSCH2SO3H

Dithiobisfacide méth ane-sulfonique)
+dérivé disulphide monoxyde

cicCl
Thiophosgene +Glutathion
- HyC o C
+S0r3 7 \

v Ho G CH=COn H

He= *!P.’H'Z HaCOoH

D= G

(CH- 2

D
- 4
S
T
w

Figure 1 : Voies de biotransformation du captane in vivo chez [’animal €t in vitro (d’aprés Berthet,

2012)

Les études toxicologiques ont permis de définir les reperes toxicologiques suivants (Agritox,

Captane, 2009) :

e DJA: 100 pg/kg/j, établie sur la base d’une étude développement chez le lapin
e NOAEL subchronique (90 j) : 60 mg/kg/j chez le chien
e Toxicité aiglie VO : DL50 rat > 2000 mg/kg

e ARTD : 0.3 mg/kg (lapin)

Le captane est classé cancérogene de catégorie 2 selon le réeglement (CE) n°1272/2008.

Il semble que le THPI a une toxicité inférieure a celle du produit parent. Toutefois, les données

disponibles ne permettent pas de conclure sur I’absence de toxicité du THPI (EFSA, 2009).
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2. Exposition alimentaire

Dans ’EAT2, seul le captane (et pas le THPI) a été mesuré. 1l a été détecté dans 0.16% des
1234 échantillons alimentaires analyseés, plus précisément dans 0.4% des échantillons de fruits
(263 analyses au total). La contamination moyenne estimée est de 0.003 mg/kg selon
I’hypothése haute du modéle pour les fruits. L’exposition au captane est estimé a 1% de la DJA
pour les adultes (18 ans et plus) et 1.4% de la DJA pour les enfants (3-17 ans).

Dans ’EATiI, les données de contamination alimentaire sont exprimées en équivalent captane,
correspondant au captane et au THPI. Ainsi, le captane a été détecté dans 18% des echantillons
de céréales infantiles (sur 17 échantillons analysés), 33% des échantillons de desserts lactés
infantiles (sur 6 échantillons analysés), 75% des échantillons de jus de fruits infantiles (sur 4
échantillons analysés), 9% des échantillons de potages et purées infantiles (sur 11 échantillons
analysés), 73% des échantillons de pots de fruits infantiles (sur 30 échantillons analysés), 4%
des échantillons de pots de légumes infantiles (sur 27 échantillons analysés), 2% des
échantillons de pots de fruits infantiles (sur 45 échantillons analyses).

Les teneurs mesurées varient entre 0,9 et 9,9 pg/kg d’équivalent captane dans des pots de fruits.
Ces concentrations restent inférieures a la LMR de 10 pg/kg, spécifique des aliments infantiles
(Directive 2006/125/CE).

L’ Anses estime a environ 0.35 pg/kg/j I’exposition moyenne des enfants au captane entre 0 et
36 mois (selon I’hypothése haute), la DJA étant de 100 pg/kg/j. Il fait partie des 11 pesticides
les plus détectés dans cette étude EATI.

Aucun dépassement de la DJA n’est observé pour le captane dans la population étudiée, pour
’hypothése la plus haute, le 90°™ centile d’exposition atteint 0.6% de la DJA pour les enfants
de 1-4 mois. Cela signifie que sur la base des connaissances actuelles et des données
disponibles, I’exposition alimentaire de la population infantile au captane est jugée acceptable

en France.
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C. Chlorpyrifos ethyl

1. Caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques

Le chlorpyrifos éthyl est un insecticide de la classe des organophosphorés, son mode d’action
consiste en I’inhibition de 1’acétylcholine estérase, c’est donc un neurotoxique a large spectre,
étendu bien au-dela de la classe des insectes, dit a I’homologie remarquable de 1’acétylcholine
estérase dans le régne animal. Il est approuvé par 1’ Anses pour un seul produit phytosanitaire :
le Pyristar® autorisé uniquement dans la culture des épinards en France. (Anses, Chlorpyrifos,
2019).

Les organophosphorés sont une classe d’insecticides qui ont été trés utilisés par le passeé,
notamment dans la lutte contre les moustiques dans le but d’enrayer certaines maladies
humaines vectorisees, comme le paludisme.

Ils ont également été utilisés en médecine vétérinaire mais ont été interdits, d’abord chez les
animaux de production puis, chez les animaux de compagnie.

On peut également noter que de nombreuses molécules de cette famille sont utilisées comme

gaz de combat (e.g. le sarin).

Le chlorpyrifos éthyl a une solubilité dans 1’eau de 1.05 mg/L a 20°C — indépendamment du
pH, son coefficient de partage octanol/eau est de 4.7 a 20°C et au pH de 7 (Agritox,
Chlorpyrifos-ethyl, 2015).

Les caracteéristiques toxicocinétiques du chlorpyrifos éthyl ont été évaluées chez le rat, apres
une administration orale : son absorption est rapide et quasiment complete (84-93 %). Son
accumulation est faible. Il est largement distribué dans I’organisme. Son ¢limination est
quasiment compléte et atteint 80 % 48h aprés 1’administration. Il est majoritairement éliminé
dans les urines sous forme de trichloropyridinol, qui est le métabolite majoritaire du
chlorpyrifos. Son métabolisme est modéré et met en jeu des réactions d’oxydation (oxon) et
d’hydrolyse (Agritox, Chlorpyrifos-ethyl, 2015).

Les études toxicologiques ont permis de définir les repéres toxicologiques suivants (Agritox,
Chlorpyrifos-ethyl, 2015) :

e DJA: 1 pg/kg/j

e NOAEL subchronique (90 j) : 1 mg/kg/j chez le rat et le chien ; 0.5 mg/kg/j chez I’homme
e Toxicité aigiie VO : DL50 rat : 66-195 mg/kg

e ARTD :0.005 mg/kg
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2. Exposition alimentaire

Dans I’EAT?2, le chlorpyrifos éthyl a été détecté dans 3.4% des 1235 échantillons alimentaires
analysés, le chlorpyrifos éthyl a été détecté dans 2.5% des échantillons de charcuterie (sur 80
analysés), dans 48% des eéchantillons des fruits (sur 75 analysés) et dans 1.5% des échantillons
de légumes (sur 267 analysés). L’exposition au chlorpyrifos éthyl est estimé a 1.4% de la DJA
pour les adultes (18 ans et plus) et 1.5% de la DJA pour les enfants (3-17ans).

Le chlorpyrifos ethyl a été considéré par 1’Anses comme une substance active prioritaire en
2006 compte tenu de son inscription a la liste du GEMS-Food (Global Environment Monitoring
System) dans le cadre d’un programme visant a évaluer la contamination alimentaire et mis en

place par ’OMS (WHO 2002).

Dans I’EATi], le chlorpyrifos éthyl a été détecté dans 2.6 % des 309 échantillons alimentaires
analysés, destinés a la population infantile. Le chlorpyrifos éthyl a été détecté dans 13% des
échantillons de boissons lactées infantiles (sur 8 échantillons analysés), dans 10% des
échantillons de pots de fruits infantiles (sur 30 échantillons analysés) et dans 7% des
échantillons de pots de Iégumes infantiles (sur 27 échantillons analysés).

L’Anses estime a environ 0.11 ug/kg/j (selon I’hypothése haute) I’exposition moyenne des
enfants entre 0 et 36 mois au chlorpyrifos éthyl, la DJA étant de 1pg/kg/j.
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D. Méthyl-thiophanate

1. Caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques

Le méthyl-thiophanate est un fongicide a spectre large de la classe des carbamate
benzimidazole, son mode d’action est celui des benzimidazole, il inhibe Ila
polymeérisation/dépolymérisation de la tubuline et notamment la mitose des cellules eucaryotes.
Il est approuvé par I’ Anses et on peut le retrouver dans quatre produits phytosanitaires autorisés
en France, dont un disponible pour les non-professionnels (Anses, Thiophanate-methyl, 2019).
Il est considéré comme mutagéne de catégorie 1B et reprotoxique de catégorie 1B selon le
reglement (CE) n°1272/2008, il est également inscrit a la liste de la Commission européenne

relative aux perturbateurs endocriniens de catégorie 2.

Le méthyl-thiophanate a une solubilité dans I’eau de 0.02 g/L a 25°C et au pH de 4 &4 7.5, son
coefficient de partage octanol/eau est de 1.45 au pH de 4 a 7, sa stabilité dans I’eau dépend
grandement du pH, son ti2 pour I’hydrolyse est supérieur a 365 j & 25°C au pH de 5, supérieur
a36ja25°CaupHde7etde0.7]a25°C au pH de 9. Son ti2 pour la photolyse dans I’cau est
de 2.2 j au pH de 5, son pKa est de 7.28 a 25°C (Agritox, Thiophanate-methyl, 2005).

Les caractéristiques toxicocinétiques du méthyl-thiophanate ont été déterminées chez le rat,
aprés une administration orale a faible dose. Son absorption est rapide (en 96h) et de 70 %. Il
ne s’accumule pas et est largement distribué. Son élimination est rapide, a hauteur de 70% en
96h, 70% de cette élimination se fait par les urines et 30% par les feces. Il est largement
métabolisé (71 a 88%) en ses principaux métabolites, le 5-OH-carbendazime_sulfate, le 5-OH-
carbendazime, le 4-OH-thiophanate méthyl et le carbendazime (Agritox, Thiophanate-methyl,
2005).

Les études toxicologiques ont permis de définir les repéres toxicologiques suivants (Agritox,
Thiophanate-methyl, 2005) :

e DJA: 80 ug/kg/j

e NOAEL subchronique (90 j) : 95-110 mg/kg/j chez le rat ; 50 mg/kg/j chez le chien

e Toxicité aigue VO : DL50 rat : > 5000 mg/kg

e ARTD: 0.2 mg/kg
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2. Exposition alimentaire

Dans les études de 1’ Alimentation menées par I’ANSES (EAT2 et EATI), la contamination des
aliments par le méthyl-thiophanate a été considérée simultanement a celle du carbendazime,
substance qui a été retirée du marché phytopharmaceutique en 2008 dans le cadre du plan
national Ecophyto en France, mais qui reste utilisée en Europe en tant que biocide. Le
carbendazime est un métabolite du méthyl-thiophanate. On peut donc considérer que le
carbendazime détecté provient essentiellement de la métabolisation du méthyl-thiophanate et
de la contamination des eaux européennes (Casado, 2019). Dans ces études sur I’alimentation,
la définition du résidu pour I’évaluation du risque est la somme du carbendazime et du
thiophanate-méthyl exprimée en carbendazime. Un facteur d’équivalence toxicologique de 0,25
est appliqué pour le thiophanate-méthyl (EFSA, 2009), la DJA du méthyl-thiophanate étant 4
fois supérieure a celle du carbendazime.

Le carbendazime a été détecté dans 1.3% des 1143 échantillons alimentaires analysés dans
I’EAT?2 et fait partie des 11 substances les plus détectées dans cette étude EAT2. L’exposition
au carbendazime est estimeé a 0.6% de la DJA pour les adultes (18 ans et plus) et 0.9% de la
DJA pour les enfants (3-17 ans).

Dans I’EATiI, le carbendazime a été détecté dans 75% des échantillons de jus de fruits infantiles
(sur 4 échantillons analyses), dans 87% des échantillons de pots de fruits infantiles (sur 30
échantillons analysés), dans 33% des échantillons des biscuits sucrés ou salés (sur 3 échantillons
analysés), dans 100% des échantillons de compotes et fruits cuits (sur 2 échantillons analyseés),
dans 0.076% des échantillons d’eau (sur 9153 échantillons analysés dans la base SISE-eaux),
dans 33% des échantillons de fruits (sur 6 échantillons analysés) et dans 36.4% des échantillons
de légumes (hors pommes de terre) (sur 11 échantillons analysés).

L’exposition moyenne au carbenzamide est estimée a environ 0.2 pg/kg/j pour les enfants de

0-36 mois, la DJA du carbendazime étant de 20 pg/kg/j.
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E. Thiaclopride

1. Caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques

Le thiaclopride est un insecticide organochloré de la classe des néonicotinoides, c’est un
cholinomimétique direct, il entre donc en compétition avec 1’acétylcholine pour la liaison avec
les récepteurs nicotiniques a 1’acétylcholine, il a donc des effets neurotoxiques. Il est approuve
par I’Anses et on peut le retrouver dans treize produits phytosanitaires autorises en France
(Anses, Thiacloprid, 2019).

Le thiaclopride a une solubilité dans 1’eau de 184-186 mg/L a 20°C et au pH de 4 a 9. Son
coefficient de partage octanol/eau est de 1.26 a 20°C. Il est stable dans 1’eau a 25°C et au pH
de 5 a 9. Lademi-vie pour la photolyse est de 80 j au pH de 7, sous irradiation continue sous
lampe Xenon (Agritox, Thiacloprid, 2018).

Les caractéristiques toxicocinétiques du thiaclopride ont été évaluées chez le rat, apres une
administration orale. Son absorption est rapide et quasi complete (95 %), il ne s’accumule pas
et est largement distribué. 1l est éliminé a hauteur de 53% en 24h, deux tiers de cette élimination
se fait par les urines. Il est largement métabolisé par oxydation, hydroxylation, ouverture du

cycle thiazolidine et conjugaison (Agritox, Thiacloprid, 2018).

Les études toxicologiques ont permis de définir les repéres toxicologiques suivants (Agritox,
Thiacloprid, 2018) :

e DJA: 10 pg/kglj

e NOAEL subchronique (90 j) : 7.3-7.6 mg/kg/j chez le rat

e Toxicité aiglie VO : DL50 rat > 56 mg/kg

e ARfD: 0.03 mg/kg

2. Exposition alimentaire

Le thiaclopride a été détecté dans 7,4% des 296 échantillons analysés dans I’EATI, en
particulier dans 2 échantillons de jus de fruits infantiles sur 4, dans 20 échantillons de pots de
fruits infantiles sur 30.

L’Anses estime a environ 0.07 pg/kg/j (selon I’hypothése haute) 1’exposition moyenne au
thiaclopride des enfants entre 0 et 36 mois, la DJA étant de 10 ug/kg/j.
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F. Zirame

1. Caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques

Le zirame est un fongicide de la classe des zinc-diméthyl-dithiocarbamate. Son mode d’action
consiste en I’inhibition des systémes enzymatiques métal-dépendants a groupe sulfhydrile. Il
est approuvé par I’ Anses et on peut le retrouver dans trois produits phytosanitaires autorisés en
France (Anses, Ziram, 2019).

Le zirame est inscrit sur la liste prioritaire de la Commission européenne relative aux
perturbateurs endocriniens de catégorie 2 (European Commission 2013a, 2015a, INERIS 2005).
Il est également classé « toxique pour certains organes cibles suite a une exposition répétée »
(STOT RE 2, H373).

Le zirame a une solubilité dans I’eau de 0.967 mg/L a 20°C, son coefficient de partage
octanol/eau est de 1.65, il est peu stable dans I’eau avec des demi-vies d’hydrolyse de 0.17 h &
25°CaupHde5,de 17.7ha25°Cau pH de 7 et de 6.3 j a 25°C au pH de 9. Le temps de demi-
vie de photolyse est de 0.36 j au pH de 9 a 25°C (Agritox, Zirame, 2019).

Les caractéristiques toxicocinétiques du zirame ont été évaluées chez le rat, aprés une
administration orale : son absorption est rapide, de 59 % en 24h, il est largement distribué et
s’accumule dans les tissus, son temps de demi-vie étant supérieur a 24h. Son élimination est
donc lente, 64 a 85% de la dose absorbée est éliminée en 168h via ’air expiré principalement
(42-60%), I'urine (16-21%) et les feces (3%). Il est largement métabolisé en acide
dithiocarbamique, lui-méme transformé en CS; (disulfure de carbone) ou conjugué. Le thirame
est également formé en faible quantité (Agritox, Zirame, 2019). Ce produit de dégradation est

considéré plus toxique que la molécule parente et est désormais interdit en UE (09/10/2018).

Les études toxicologiques ont permis de définir les reperes toxicologiques suivants (Agritox,
Zirame, 2019) :

e DJA: 6 pg/kglj

e NOAEL subchronique (90 j) : 3 mg/kg/j chez le rat ; 4.07 mg/kg/j chez le rat

e Toxicité aigiie VO : DL50 rat : 267 mg/kg

e ARTD :0.08 mg/kg
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2. Exposition alimentaire

Dans les études alimentaires menées par 1’Anses, le zirame est inclus dans le groupe des
dithiocarbamates. Pour ce groupe, 1’exposition moyenne des enfants entre 0 et 36 mois est de
0.115 pg/kg/j, la DJA pour le zirame étant de 6 pg/kg/j.

Les dithiocarbamates sont détectés exclusivement dans les Iégumes (hors pommes de terre)
dans 18.2% des 11 échantillons analysés ce qui représente 1.2% des 168 échantillons analysés

au total.
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G. Syntheése des caractéristiques des 6 pesticides

Les tableaux 2 et 3 synthétisent les principales caractéristiques des six pesticides inclus dans

cette étude.

Molécule Boscalide | Captane Chlorpyrifos Meéthyl- Thiaclopride Zirame
éthyl thiophanate
Cible Fongicide | Fongicide Insecticide Fongicide Insecticide Fongicide
Classe Zinc-
. L | Carbamate o diméthyl-
Carboxine | Phtalimide | Organophosphoré o Néonicotinoide |
benzimidazole dithiocarba
mate
Mode Inhibition Inhibiteur
d’action de la o . Inhibiteur du . de
) Inhibition Inhibiteur de Competiteur .
succinate o fuseau systémes
) respiration | 1’Ach estérase o de I’Ach ]
déshydrog mitotique enzymatiqu
énase es
LogP 2.96 2.57 4.7 1.45 1.26 1.65
Masse
molaire 343,2 300.6 350.6 342.4 252.7 305.8
(g/mol)
Elimination _ Lente
) ND Rapide 48h 96h 24h
(vitesse) (>168h)
Elimination Féces Urine _ Urine (53- Air expiré
) ND o Urine (70%)
(excrétat) (80%) (majoritairement) 66%) (42-60%)
DJA (ug/kglj) 40 100 1 80 10 6
NOAEL
) 34-40 rat 1rat
subchronique ) ) 95-110 rat 3rat
) 7.6-8.1 60 chien 1 chien ) 7.3-7.6 rat )
(90j) ) 50 chien 4.07 chien
) chien 0.5 homme
(mg/kglj)
Toxicité aigle
par VO
> 5000 > 2000 66-195 > 5000 > 56 267
(DL50 rat en
mg/kg)
ARTD (mg/kg) Non 0.3 0.005 0.2 0.03 0.08
pertinent

Tableau 2 : Principales propriétés chimiques, toxicologiques et repéres toxicologiques de référence

des six pesticides. ND : non déterminé
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Molécules Classification toxicologique Exposition % de la DJA pour les Principaux
(CE) moyenne estimée adultes (18 ans et aliments
(pour les 0-36 plus) et les enfants (3 contaminés
mois) a 17 ans)
(na/kglj) et % de
la DJA (0-36
mois)
Boscalide Trés toxique pour les
organismes aquatiques, peut
entrainer des effets néfastes a 0.11 ND Légumes, fruits,
long terme pour produits lactés
I'environnement aquatique (N- 0.275%
R50/53) (France, 2004)
Captane Cancérogene de catégorie 2 0.35 1% Fruits, légumes,
0.35% 1.4% céréales, produits
lactés
Chlorpyrifos | Toxique en cas d’ingestion.
éthyl Tres toxique pour les
organismes aquatiques, peut Fruits, [égumes,
entrainer des effets néfastes a 0.11 1.4% charcuterie,
long terme pour produits lactés
I'environnement aquatique. (N- 11% 1.5%
R25 N-R50/53) (France, 2004)
MéthyI- Mutagene de catégorie 1B,
thiophanate | Reprotoxique de catégorie 1B, 0.2 0.6% o
Perturbateur endocrinien de (Carbendazime) Fruits, legumes,
catégorie 2 0.9% saux )
1% (Carbendazime)
(Carbendazime)
Thiaclopride Nocif en cas d’ingestion. 0.07
Nocif par inhalation. (H302- 0.7% ND Fruits
H332) (France, 2004)
Zirame Perturbateurs endocriniens 0.11
catégorie 2, (STOT RE2 1.8% ND Légumes
H373)

Tableau 3 : Classification toxicologique et exposition moyenne alimentaire par rapport & la DJA, estimée en France
dans les EAT2 et EATI dans la population infantile et générale et principaux aliments contributeurs pour les 6

pesticides de I’étude. ND : non déterminé

28



1. Etude expérimentale : disposition des 6
pesticides dans I’unité materno-foeto-

placentaire sur le modele de brebis gravide

A. Matériels et méthodes

Cette étude a été déclarée au comité régional d’Ethique Toxcomethique (C2EA n°86) et au
Ministere de la Recherche. Elle a été autorisée par le ministére de la Recherche sous le numéro
#18501_2019011611094407.

1. Systeme biologique

Notre objectif était de déterminer les parameétres toxicocinétiques caractérisant les échanges
materno-feetal et foeto-maternel des différents pesticides du mélange.

L’étude a été réalisée sur 7 brebis Romane dont le feetus a €té préalablement instrumenté avec un
cathéter jugulaire pour I’administration du mélange de pesticides, un cathéter carotidien pour les
prélevements sanguins et un cathéter dans la cavité amniotique. Les brebis provenaient de
I’INRA, Domaine de Langlade a Pompertuzat. Les sept brebis ont été inséminées le 4 juillet 2018
et étaient entre 124-128 jours de gestation au moment des chirurgies (5-9 novembre 2018) et a
131 et 135 jours au moment de 1’é¢tude (12 et 16 novembre 2018).

Apreés la chirurgie, les brebis ont été placées dans des boxes individuels sur de la paille renouvelee
quotidiennement et ont regu une ration d’aliment concentré. Le fourrage et 1’eau étaient distribués
a volonté.

L’expérience a été divisée en deux périodes, séparées d une semaine. Au cours de la premiére
période, la mere a recu une administration intraveineuse lente du mélange de 6 pesticides. Au
cours de la seconde période, le foetus a recu une administration intraveineuse lente du méme
mélange. Le décours temporel des concentrations plasmatiques maternelles et feetales et dans
le liquide amniotique des 6 pesticides a été évalue afin de déterminer les paramétres

toxicocinétiques du melange de pesticides pour chaque couple mére-feetus.
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2. Méthodologie expérimentale

a. Détermination des doses a administrer : études préliminaires

Une étude préliminaire a été realisée sur une brebis vide, préalablement a I’étude expérimentale
afin de déterminer les doses des 6 pesticides a administrer par voie intraveineuse, sans effet
néfaste aigu et permettant de suivre sur un temps suffisamment long la décroissance des
concentrations plasmatiques pour déterminer les parametres toxicocinétiques.

La solution d’administration contenant les pesticides a été préparée dans 7 mL DMSO pur. Les
doses testées etaient de 0.94 mg/kg pour le boscalide, 0.25 mg/kg pour le chlorpyrifos éthyl ;
0.48 mg/kg pour le méthyl-thiophanate ; 2.87 mg/kg pour le captane ; 0.2 mg/kg pour le
thiaclopride. Le zirame n’a pas été administré. Le décours temporel des concentrations
plasmatiques maternelles est présenté dans le tableau 4. C’est le métabolite du captane (THPI)

qui a été dosé et non le produit parent.

Dose (mg/kg) 0.94 0.25 0.48 2.87 0.2
Concentrations
plasmatiques Boscalid Chloropyrifos !Vlethyl- Captam (THPI)  Thiacloprid
ug/mL thiophanate
Temps (h)
Avant
administration <Lob <LoD <LoD
0.008 0.55 0.08 0.55 4.37 2.181
0.025 0.63 0.04 0.69 5.31 2.483
0.108 0.56 0.03 0.77 4.29 2.379
0.258 0.33 0.02 0.54 5.66 2.309
0.508 0.14 LOD 0.32 3 1.318
0.725 0.19 0.47 5.11 2.092
1.075 0.13 0.33 4.62 1.708
1.825 0.06 0.23 3.26 1.494
2.325 0.06 0.21 3.62 1.539
3.325 0.02 0.14 3.16 1.288
5.042 0.01 0.09 2.82 1.13
6.708 LOD 0.07 2.77 1.102
9.058 0.04 1.91 0.678
24.025 LOD LOD 0.298
47.008 0.031
71.692 LOD

Tableau 4 : Cinétique de décroissance des concentrations plasmatiques (ug/mL) de 5 pesticides apres

une administration intraveineuse a une brebis des 5 pesticides en cocktail
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Avec les doses utilisées et les LOD du dosage (cf infra), la décroissance des concentrations
plasmatiques a pu étre suivie pendant 5 a 9 h pour 3 pesticides (boscalide, méthyl-thiophanate
et captane) et 47 h pour le thiaclopride. En revanche, la décroissance des concentrations
plasmatiques du chlorpyrifos est tres rapide et ne peut étre suivie que pendant 20 min.

Ainsi, compte tenu de I’élimination relativement rapide de ces pesticides, excepté le
thiaclopride chez la brebis et de la LOD élevée (0.01pug/mL), des doses choisies étaient
relativement élevées (100 fois la DJA), et méme 1000 fois la DJA pour le chlorpyrifos (Tableau
5). C’est la raison pour laquelle il était impératif de realiser au préalable des essais de dilution

des substances et de toxicité apres administration a une brebis vide.

Molécule Boscalide  Captane Chlorpyrifos Méthyl- Thiaclopride Zirame
éthyl thiophanate
DJA
) 40 100 1 80 10 6
(Hg/kglj)
Dose
proposée 4 10 1 8 1 0,6
(mg/kg)
Rapport
100 100 1000 100 100 100
Dose/DJA

Tableau 5 : Doses des 6 pesticides, sélectionnées a priori, pour évaluer les paramétres toxicocinétiques
et que le mélange soit proportionnel a la DJA (facteur 100) (sauf pour le chlorpyrifos, facteur 1000)

» Essais de dilution des pesticides dans le DMSO

Un premier essai de dilution dans le DMSO, a été réalisé (9/11/2018) avec les six pesticides
aux concentrations suivantes : Solution 1 : boscalide 40 mg/mL ; chlorpyrifos 10 mg/mL ;
zirame 6 mg/mL ; captane 100 mg/mL ; thiaclopride 10 mg/mL et méthyl-thiophanate 80
mg/mL. Mais le captane n’a pas été solubilisé dans le DMSO a la concentration de 100 mg/mL.
Il est soluble a la concentration de 50 mg/mL.

Un nouvel essai de dilution a alors été réalisé avec les six pesticides aux concentrations
suivantes : Solution 2 : boscalide 40 mg/mL ; chlorpyrifos (10 mg/mL) ; zirame 6 mg/mL ;
captane 50 mg/mL ; thiaclopride 10 mg/mL et méthyl-thiophanate 80 mg/mL. Ces pesticides

en mélange sont solubles dans le DMSO a ces concentrations.
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» Vérification de l’absence de précipitation du mélange ex vivo dans le plasma
L’addition d’un volume de 8 ul de cette solution (boscalide 40 mg/mL ; chlorpyrifos (10
mg/mL) ; zirame 6 mg/mL ; captane 50 mg/mL ; thiaclopride 10 mg/mL et méthyl-thiophanate
80 mg/mL) a 15 ml de plasma (rapport 1/300 pour un volume de plasma de 30 mL/kg) a entrainé
la formation d’un précipité. Des essais de dilution dans le plasma de chaque solution de
pesticide dans le DMSO a montré que c’est la solution de Boscalide qui précipite dans le
plasma. La concentration de boscalide a donc été diminuée de 40 & 10 mg/mL.

Une nouvelle solution 3 des 6 pesticides a alors été préparée: boscalide 10 mg/mL ;
chlorpyrifos 10 mg/mL ; zirame 6 mg/mL ; captane 50 mg/mL ; thiaclopride 10 mg/mL et
méthyl-thiophanate 80 mg/mL.

Ce mélange précipitait de maniere modérée et temporaire dans le plasma.

» Essai d’administration du mélange a une brebis vide
Ce mélange a été administré a une brebis vide pour évaluer une éventuelle toxicité aigué du
mélange administré par voie intraveineuse. Avant I’administration, une 1égére reprécipitation
du mélange dans la seringue avait été observée, ce qui indiquait qu’il était impératif de

maintenir les seringues a 20°C jusqu’a I’administration.

L’administration intraveineuse a été réalisée sur 1 min environ. La brebis a présenté des
tremblements de la téte suite a 1’administration. Pour limiter ces effets toxiques aigus, qui
pourraient étre liés au chlorpyrifos, toutes les doses de pesticides ont été diminuées. Elles
correspondent a 50 fois la DJA, excepté le boscalide (25 x) et le chlorpyrifos (500x la DJA,
Tableau 6).
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] Chlorpyrifos ) ) ) Méthyl-
Boscalide Zirame Captane | Thiaclopride |
éthyl thiophanate
0.2
ARFD Non (NOAEL
) 0.005 0.08 0.3 0.03 .
(mg/kg) pertinent 20 mg/kgl/j
VO lapin)
DJA
) 0.04 0.001 0.006 0.1 0.01 0.08
(mg/kglj)
Dose
utilisée 1 0.5 0.3 5 0.5 4
(ma/kg)
Dose/DJA 25 500 50 50 50 50

Tableau 6 : Doses de pesticides choisies pour I’étude toxicocinétique, compte tenu de la toxicité du

mélange et de la solubilité des pesticides dans le DMSO

b. Préparation des solutions de pesticides

Pour la premiere période (administration maternelle des pesticides), le poids des brebis a été
évalué dans les 3 jours qui précédaient I’administration maternelle.

La solution de pesticides a été préparée extemporanément dans 100 % de DMSO (Tableau 7).
Le volume de DMSO utilisé pour I’administration était de 0.1 ml/ kg, soit 8 mL de DMSO pour
une brebis de 80 kg, ce qui est conforme aux recommandations de Neervannan (2006). La
solution a été répartie dans des seringues de 10 mL. Une seringue de DMSO de 0.5 ml a été
utilisée pour rincer le cathéter apres I’administration intraveineuse lente. Les seringues ont été

maintenues a 20°C jusqu’a I’administration.

| Chlorpyrifos ) ) ] MéthyI-
Boscalide Zirame Captane | Thiaclopride |
éthyl thiophanate
Dose utilisée
1 0.5 0.3 5 0.5 4
(mg/kg)

Concentrations des solutions (mg/mL)
mg/mL 10 5 3 50 5 40

Tableau 7 : Doses des pesticides administrées aux brebis et aux feetus (poids du feetus arbitrairement

fixé & 3 kg) et concentrations des solutions correspondantes dans le DMSO
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Pour la deuxiéme période (administration feetale du mélange de pesticides), 1es concentrations
des solutions a administrer ont été ajustées au poids du feetus estimé a 3 kg en fin de gestation.
Toutefois, les poids feetaux et le nombre de foetus ont été déterminés en fin d’expérience, et les
doses réelles administrées ont varié de 57 a 108 % des doses théoriques (Tableau 8). Le volume
de DMSO administré au feetus était de 0.3 mL. Une seringue de DMSO de 0.1 ml a été utilisée

pour rincer le cathéter apres I’administration intraveineuse lente.

Nombre de feetus  Poids du feetus (Kg) Rapport dose

réelle/dose

théorique
Feetus brebis 1 1 2.79 108%
Feetus brebis 2 3 5.28 57%
Feetus brebis 3 2 3.62 83%
Feetus brebis 4 2 4 75%

Tableau 8 : Rapport des doses réelles et théoriques administrées aux feetus cathétérisés et nombre de
foetus par portée

Afin d’éviter toute source de contamination ultérieure, I’ensemble de la préparation des
solutions a été réalisé dans une piece identifiee pour la préparation des solutions
d’administration (Salle de pesée, Bat 8.2) et seul du matériel jetable a été utilisé. Un aliquot de

100 pL de la solution préparée a été conservé a -20°C.

C. Modalité d’administration et de collecte des échantillons

Les brebis ont été tondues au niveau des deux jugulaires avant la chirurgie. Les administrations
maternelles lentes, sur une minute, du mélange de pesticides ont été réalisées via un cathéter
(Intraflon®) mis en place dans la veine jugulaire gauche des brebis au cours de 1’heure

précédant les administrations.

Les administrations intraveineuses lentes, sur une minute, du mélange de pesticides chez le

feetus ont eté realisees via le cathéter jugulaire, 96h apres les injections maternelles.

Les prélévements sanguins feetaux ont été réalisés via le cathéter mis a demeure dans I’artére
carotidienne du feetus. Les prélévements de liquide amniotique ont été réalisés via le cathéter
mis a demeure dans la cavité amniotique. Les prélevements maternels ont été réalisés par

ponction directe de la veine jugulaire droite.
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Des prélevements de sang maternel (3 mL) et feetal (1 mL) ont été realisés avant
I’administration et aprés I’administration, a 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h,
10h et 24h, 48h, puis toutes les 24 h jusqu’a 96h (premicre période) et jusqu’a 168 h pour la
deuxiéme période, afin de déterminer les parametres toxicocinétiques du melange de pesticides
pour chaque couple mere-feetus. Le liquide amniotique a été prélevé au cours de la premiére et
de la deuxieme période avant I’administration et 4 h, 10h et 24, 48, 96h (premiére période) et

jusqu’a 168 h pour la deuxiéme période.

d. Modalités de traitement des échantillons sanguins et de liquide

amniotique

Le sang feetal et maternel a été recueilli dans des tubes en polypropyléne de 1.5 mL héparinés
avec 10 UI d’héparine (Héparine CHOAY). Le liquide amniotique a €té recueilli dans des tubes
en polypropylene de 1.5 mL

Les échantillons biologigques ont été maintenus dans de la glace tout au long de leur procédure

de traitement.

Les plasmas et le liquide amniotique ont été centrifugés a 3000 g et a 4°C pendant 10 minutes,
dans I’heure qui a suivi leur prélevement. Les plasmas et les liquides amniotiques ont été

répartis en deux fractions aliquotes (dont une fraction aliquote de 200 pL) conservées a -80°C.

3. Méthode de dosage des pesticides

Les dosages des pesticides ont été réalisés par chromatographie (UHPLC : chromatographie en
phase liquide a ultra haute performance) couplée a de la spectrométrie de masse par 1’équipe
du Professeur Lynn Vanhaecke de I’Université de Ghent.

Pour chaque pesticide, une solution mére a été préparée dans du méthanol a une concentration
de 1 mg/mL, sauf pour le zirame qui a été dilué dans le chloroforme & 1 mg/mL puis dans le
méthanol a 100 pg/mL.

Les solutions filles avec les concentrations les plus basses (20 ng/pL et 1 ng/uL) ont été
préparées dans de I’eau ultra-pure. Les autres solutions filles ont été préparées dans un mélange
de solvant (20% de méthyl tert-buthyl éther et 80% d’acétonitrile). L’étalon deutéré interne

était ’atrazine-ds.
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Les pesticides ont été dosés par chromatographie (UHPLC : chromatographie en phase liquide
a ultra haute performance), comprenant un systéeme de pompe Ultimate 3000 XRS, couplé a
une colonne (Ultimate 3000 RS) et a un échantillonneur automatique (Dionex, Amsterdam,
Pays-Bas). Les pesticides ont été separés par chromatographie en phase inverse avec un gradient
d’¢lution. La colonne utilisée était la colonne Waters Acquity HSS T3 (150 x2,1 mm, 1,8 um)
a latempérature de 45 °C. La phase mobile était constituée d’un mélange d’cau et d’acétonitrile
contenant chacun 0.1% d’acide formique et 0.05% d’acétate d’ammonium, injectée a un débit
de 0.4 mL/min. Le volume injecté était de 10 pIL.

La détection des pesticides était realisée grace a leur rapport masse sur charge et leur temps de

rétention et leur profile isotopique, présentés dans le tableau 9.

Compose Polarite Rapport masse sur Temps de rétention
charge (m/z) (min)

Thiaclopride + 253.03100 10.66
Boscalide + 343.03994 12.07
Méthyl-thiophanate + 343.05292 1111
THPI (métabolite du + 316.96756 11.91
Captane)

Chlorpyrifos éthyl + 349.93356 13.53
Zirame + 119.99355 10.58
Atrazine-ds + 221.13253 11.59

Tableau 9 : Polarité, rapport masse sur charge et temps de rétention des six pesticides et de I’atrazine

deutéré utilise comme étalon interne

> Procédure d’extraction

La procédure d’extraction pour les plasmas feetaux, maternels et le liquide amniotique a

compris les étapes suivantes :

e Ajout de I’étalon interne (0,005 ng/uL) a 150 pul d’échantillon de plasma ou de liquide
amniotique

e Précipitation des protéines avec le solvant MTBE / acétonitrile

e Evaporation du surnageant et reprise de 1’échantillon, dans 60 uL d’eau ultrapure, qui sera

ensuite injecté dans I’HPLC.

» Analyse

Les résultats ont été analysés en utilisant les gammes de calibration dans les matrices

correspondantes (plasma maternel, feetal ou liquide amniotique).
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B. Analyse des données

Les profils individuels des concentrations plasmatiques maternelles et feetales des Six pesticides
ont été analysés selon une approche non compartimentale a 1’aide du logiciel Phoenix®
NLME™ (version 6.4; Pharsight, Mountain View, CA, USA).

Les doses de pesticides et les parametres PK étaient normalisés par le poids du feetus évalué a
la fin de I’expérience.

L’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques de chaque pesticide de t=0 jusqu’au
temps d’occurrence de la derniére concentration quantifiable (AUCO-Tlast) a été calculée avec
la méthode des trapezes arithmétiques. L’aire sous la courbe des concentrations de chaque
pesticides de t=0 jusqu’a I’infini (AUCinf) a été calculé par extrapolation, en ajoutant a
I’AUCO-tlast, la derniere concentration mesurée divisée par la constante d’élimination. Cette
partie extrapolée de I’AUC représente moins de 20 % de 1’AUCinf.

Les clairances maternelle et feetale de chaque pesticide (Clmpesticide et Clfpesticide) ont été
estimées respectivement aprés I’administration IV maternelle du mélange de pesticides et
I’administration 1V feetale du mélange de pesticides en divisant la dose de chaque pesticide

administrée par I’AUC correspondante :

Cl= Fzgzse ou Cl est la clairance plasmatique, F le facteur de biodisponibilité, qui est égal

a I pour une IV et AUC [’aire sous la courbe

T Dose XAUMC , .
Le volume de distribution a I’équilibre : Vss = % ou AUMC est I’aire sous la courbe
du moment ;

- AUMC
Le temps de résidence moyen : MRT = ::2

La fraction de la dose maternelle de chaque pesticide transférée au feetus qui atteint la
circulation feetale (Fmf pesticide) a été calculée a partir de 1’équation suivante :

Fmf pesticide = AUCqpesticide x Clspesticide/Dosem pesticide

Avec AUCqpesticide : aire sous la courbe des concentrations plasmatiques feetales de pesticide
obtenues apres I’administration maternelle de pesticide a la Dosem pesticide.

La fraction de la dose de chaque pesticide administrée au foetus qui a été transférée a la meére
(Fm pesticide) a été calculée a partir de 1’équation suivante :

Fm pesticide = AUCmpesticide x Clmpesticide/Doser pesticide

Avec AUCnpesticide : aire sous la courbe des concentrations plasmatiques maternelles de
pesticide obtenues aprées 1’administration foetale du pesticide a la Doser pesticide.

Certaines valeurs de transfert placentaire n’ont pas pu étre calculées lorsque le pesticide n’était

pas détecté chez le foetus lors de I’injection maternelle et chez la mére lors de 1’injection feetale.
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Le passage feeto-maternel maximal a alors été estimé en prenant en compte une AUC dans le
compartiment opposé a 1I’administration, calculée avec des concentrations plasmatiques égales
a la LOD pendant 10 minutes apres 1’injection.

De la méme facon, si les prélévements feetaux n’ont pas pu étre obtenus lors de la deuxieme
période correspondant aux administrations feetales (B1 et B6), le taux de transfert materno-
feetal a été calculé en prenant la clairance feetale moyenne des 4 foetus et ’AUC des
concentrations plasmatiques feetales aprés 1’administration maternelle. Si la clairance
maternelle n’a pas pu étre déterminée (B3), le taux de transfert foeto-maternel a été calculé en

prenant en compte la clairance maternelle moyenne sur 4 brebis.
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I11. Analyse des résultats et discussion

Les concentrations des six pesticides dans tous les échantillons plasmatiques maternels ou
feetaux ou de liquide amniotique, prélevés avant 1’injection maternelle étaient inférieures a la
LOD correspondante (Tableau 10).

Les concentrations en pesticides de plasmas maternel et feetal et du liquide amniotique prélevés
juste avant I’administration feetale, réalisée 96 h environ aprés 1’administration maternelle,
étaient toutes inférieures aux LOD respectives pour chaque pesticide, excepté pour la brebis B2
et le thiaclopride, pour lequel la concentration était de 0,004 pg/mL. Cette valeur, proche de la
LOD et plus elevée que la concentration de thiaclopride au temps 72 h a été considérée comme

erronée et n’a pas été prise en compte dans les analyses.

Molécules | Boscalide THPI | Chlorpyrifos | Méthyl- | Thiaclopride | Zirame
thiophanate
LOD 0.01 0.5 0.01 0.01 0.001 0.025

(Hg/mL)
Tableau 10 : Valeurs des LOD de la méthode de dosage par UHPLC pour les six pesticides étudiés

L’expérience pour I’administration maternelle a été réalisée sur sept brebis gravides. Pour des
raisons de codt, seuls les échantillons de 5 brebis ont été dosés. Les résultats d’une des cing
brebis (B3) ont été écartés car les valeurs semblaient incohérentes pour cette période, sans

explication évidente. Ces échantillons seront dosés une nouvelle fois prochainement.
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A. Boscalide

La figure 2 présente la décroissance temporelle (moyenne + ET) des concentrations
plasmatiques maternelles (courbe bleue) et feetales (courbe orange) de boscalide apres une
injection maternelle du mélange de six pesticides, a une dose de 1 mg/kg pour le boscalide.
Les concentrations dans le liquide amniotique pour le boscalide étaient inférieures a la LOD
pour tous les prélévements de liquide amniotique (a 4h, 10h, 24h puis toutes les 24h jusqu’a
96h).

Aprés I’administration maternelle, les concentrations plasmatiques maternelles de boscalide
décroissent rapidement pour atteindre des valeurs inférieures a la LOD apres environ 10h. Les
concentrations plasmatiques feetales décroissent également rapidement et atteignent un plateau
8h aprés I’injection environ, et ce plateau est maintenu pendant toute la durée des prélévements,
i.e., 72h. Toutefois, il est a noter que les concentrations feetales au-dela de 6 h aprés
I’administration, ne correspondent qu’a un seul feetus, les concentrations de boscalide étaient

inférieures a la LOD pour les deux autres feetus.
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Figure 2 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales (orange)
moyennes (+ ET) de boscalide aprés une injection IV de 1 mg/kg de boscalide a 4 brebis gravides.

Le boscalide est donc rapidement éliminé de la circulation maternelle en 10h mais passe dans
le compartiment fcetal ou il est €également rapidement éliminé dans un premier temps. Mais, une
persistance des concentrations de boscalide est observée (sur un feetus), qui pourrait étre liée a
réactivation du métabolite glucuronide par des glucuronidases dans le compartiment feetal,

comme cela a déja été montré pour d’autres contaminants alimentaires comme le bisphénol A

(Gauderat et al, 2016).

40



Apres une administration maternelle, I’exposition interne du feetus au boscalide est de 3,1 a 6,6

fois inférieure a celle de sa mere (rapport des AUC).

La figure 3 présente 1’évolution temporelle (moyenne = ET) des concentrations plasmatiques
maternelles (courbe bleue) et feetales (courbe orange) de boscalide apres 1’injection feetale du
mélange de six pesticides, a une dose de 1 mg/kg pour le boscalide.

Les concentrations dans le liquide amniotique pour le boscalide étaient inférieures a la LOD
pour tous les préléevements de liquide amniotique (a 4h, 10h, 24h puis toutes les 24h jusqu’a
168h). Les concentrations plasmatiques maternelles de boscalide décroissent rapidement pour
atteindre des valeurs inférieures a la LOD environ 30 minutes aprés 1’administration foetale.
Les concentrations plasmatiques foetales décroissent jusqu’a 4h aprés I’injection et sont ensuite

inférieures a la LOD.
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Figure 3 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales (orange)
moyennes (x ET) de boscalide aprés une injection IV de 1 mg/kg de boscalide a 3 feetus cathétérisés.

Le boscalide passe donc la barriere placentaire dans le sens feeto-maternel, mais est éliminé tres

rapidement de la circulation maternelle et en 4h de la circulation fcetale.

Parameétres toxicocinétiques du boscalide

Dans le compartiment maternel, le boscalide est éliminé avec une clairance plasmatique
maternelle moyenne de 814 ml/(kg.h), représentant environ 20 % du débit cardiaque. Sa demi-
vie d’élimination est trés courte, de 1.6 h (Tableau 11). Le volume de distribution de 888 mL/kg
en moyenne est élevé, ce qui est cohérent avec la lipophilicité relativement élevée du boscalide
(LogP=2.96).
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Dans le compartiment feetal, le boscalide est éliminé rapidement avec une clairance plasmatique

de 5325 mL/(kg.h) et une demi-vie d’élimination plasmatique évaluée sur deux faetus de 0.29
et 0.6 h (Tableau 11).

Meére Foetus

Paramétres Brebis Brebis Brebis Brebis Moyenne Ecart- | Feetus  Feetus
toxicocinétiques 1 2 3 4 type 1 2

Cl (mL/(h*kQg)) 901.59 1035.00 666.14 651.75 813.62  186.81 | 5322.90 5332.96
Vss (mL/kg) 1038.96 690.64 1015.07 807.34  888.00 167.72 | 1913.85 4343.93

MRT (h) 1.15 0.67 1.52 1.24 1.15 0.36 0.20 0.68
tu2 (h) 1.34 0.86 1.81 2.29 1.58 0.61 0.29 0.60

Tableau 11 : Principaux paramétres toxicocinétiques du boscalide chez 4 brebis gravides et 2 foetus
cathétérisés apres une administration IV de boscalide a la dose de 1 mg/kg.

Transferts faeto-maternel et materno-feetal du boscalide

7 % de la dose maternelle de boscalide est transféré au feetus, ce qui signifie que le feetus recoit
une dose rapportée a son poids environ deux fois supérieure a celle de sa mere. 17% de la dose

feetale est éliminée par passage placentaire (Figure 4).
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Figure 4 : Taux de transfert materno-feetal (n=5) et feeto-maternel (n=3) moyens aprés une injection IV
de boscalide (1 mg/kg) a des brebis gravides et leur foetus cathétérisé.

En définitive le feetus est exposé au boscalide via une exposition maternelle, mais il est capable
de I’éliminer rapidement grace a une clairance feetale relativement élevée, placentaire et non-

placentaire (17 %).
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B. THPI (métabolite du Captane)

Dans notre étude, seul le métabolite du captane, le tétrahydrophtalimide (THPI), a été dosé et
nous avons considéré que le captane est rapidement et totalement métabolise en THPI. En effet,
dans 1’organisme, le captane est rapidement métabolisé en son principal métabolite, le
tétrahydrophtalimide (THPI), dés son arrivée dans la circulation systémique (en 0.97 s) (Gordon
etal., 2001).

La figure 5 présente 1’évolution temporelle (moyenne = ET) des concentrations plasmatiques
maternelles (courbe bleue) et feetale (courbe orange) ainsi que des concentrations dans le liquide
amniotique (courbe grise) du THPI (métabolite du captane) aprés une administration maternelle
IV du mélange de six pesticides, a une dose de 5 mg/kg pour le captane.

Aprés I’administration maternelle, les concentrations plasmatiques maternelles de THPI
décroissent jusqu’a atteindre des valeurs inféricures a la LOD aprés environ 24h. Les
concentrations plasmatiques feetales forment un plateau jusqu’a environ 10h, puis décroissent
lentement jusqu’au dernier prélévement, 72h apres I’injection. Dans le liquide amniotique, les
concentrations de THPI augmentent lentement durant les premieres 48h puis diminuent

lentement jusqu’au dernier prélévement, 72h apres 1’injection.
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Figure 5 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales
(orange) et du liquide amniotique (gris) (moyennes + ET) de THPI (métabolite du captane) aprés une
injection IV de 5 mg/kg de captane a 4 brebis gravides.
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Le THPI est donc éliminé de la circulation maternelle au cours des premiéres 24 h. Le captane
ou le THPI est capable de passer la barriére placentaire dans le sens materno-feetal. Dans le
compartiment feetal, le THPI présente une premicre décroissance dans les 48h aprés
I’administration maternelle. Cependant, le THPI persiste ensuite dans le compartiment feetal,
notamment dans le liquide amniotique, a des concentrations environ 5 a 7 fois supérieures aux
concentrations plasmatiques feetales, ce qui suggére que le THPI présent dans le liquide
amniotique pourrait rejoindre la circulation feetale. En effet, le feetus en fin de gestation
ingurgite environ 100 a 500 ml de liquide amniotique par jour (R. Harding et al., 1984), ce qui
correspond a environ 400 a 1900 pg de THPI par jour, ce qui peut expliquer la persistance du

THPI dans la circulation feetale.

Aprés une administration maternelle, I’exposition interne du feetus au THPI est 1,1 a 6,1 fois

supérieure a celle de sa mére (rapport d’AUC).

La figure 6 présente 1’évolution temporelle (moyenne + ET) des concentrations feetales (courbe
orange) et des concentrations dans le liquide amniotique (courbe grise) du THPI (métabolite du
captane) suite a I’injection feetale IV du mélange de six pesticides, a une dose de 5 mg/kg pour
le captane.

Aprés ’administration feetale, les concentrations plasmatiques feetales de THPI décroissent
jusqu’a atteindre des valeurs inférieures a la LOD aprés environ 24h. Les profils de
décroissance temporelle du THPI pour les deux feetus aprés 1’administration foetale sont trés
différentes, ce qui rend difficile I’interprétation. Le THPI n’est pas détecté dans la circulation
maternelle, excepté au temps 8 min sur une mere sur 3, ce qui suggere soit qu’il ne passe pas
ou peu la barriére placentaire dans le sens feeto-maternel, soit qu’il est éliminé trés rapidement
de la circulation maternelle. Le THPI n’a été détecté dans le liquide amniotique que sur une

brebis sur 2, a des niveaux élevés 1.34 pg/ml, pendant 20 min.
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Figure 6 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques feetales (orange, moyennes + ET) et
du liquide amniotique (gris) (pour un seul feetus) de THPI (métabolite du captane) aprés une injection
1V de 5 mg/kg de captane a 3 foetus cathétérisés.

Parametres toxicocinétiques du captane

Dans le compartiment maternel, le THPI est faiblement éliminé avec une clairance plasmatique
maternelle moyenne de 36.7 ml/kg.h, représentant environ 1 % du débit cardiaque. Sa demi-vie
d’élimination est de 5.6 h (Tableau 12). Le volume de distribution, de 377 mL/kg en moyenne,
est relativement élevé.

Les clairances plasmatiques feetales ont été calculées avec les AUCO-last et pas avec les AUCO-
inf, en raison de la difficulté a estimer la pente terminale. Ces clairances sont de 216 et 130

mL/(h.kg) pour les deux fcetus.

Mére Feetus
Paramétres Brebis Brebis Brebis Brebis Moyenne Ecart- | Feetus  Feetus
toxicocinétiques 1 2 3* 4* type 1 2
Cl (mL/(h*kg)) 67.49 41.05 19.62 18.49 36.66 23.03 | 215.75# 130.20#
Vss (mL/kg) 878.63 36157 14390 12510 377.30 351.03| ND ND
MRT (h) 13.02 8.81 7.34 6.77 8.98 2.83 ND ND
ti2 (h) 8.38 6.15 3.86 4.13 5.63 2.10 ND ND

Tableau 12 : Principaux parametres toxicocinétiques du THPI (métabolite du captane) chez 4 brebis
gravides aprés une administration 1V de captane (5 mg/kg) ; * pour les brebis 3 et 4 les premieres
valeurs dosées étaient hors gamme. Ces échantillons seront doses aprés dilution. Les clairances
plasmatiques feetales ont été calculées avec les AUCO-last et pas avec les AUCO-inf, en raison de la
difficulté a estimer la pente terminale.
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Transferts feeto-maternel et materno-feetal du captane

42 % de la dose maternelle de captane est transféré au feetus, ce qui signifie que le feetus regoit

une dose rapportée a son poids environ 11 fois supérieure a celle de sa mere.

La part de clairance placentaire feeto-maternelle n’a pas pu étre évaluée. Elle a été estimée

inférieure & 2 % (en prenant en compte une concentration maternelle maximale a la LOQ 10

min apr¢és 1’administration feetale). (Figure 7)
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Figure 7 : Taux de transfert materno-feetal (n=>5) et feeto-maternel (n=3) moyens apres une injection IV
de captane (5 mg/kg) a des brebis gravides et & leur feetus cathétérisé. Le transfert feto-maternel du
THPI n’a pas pu étre calculé. Le taux de transfert feeto-maternel maximal a été estimé en considérant
des concentrations maternelles en THPI au niveau de la LOQ pendant 10 min, apres une administration

feetale de THPL

En définitive, le feetus est exposé au THPI via une exposition maternelle au captane, mais il est

capable d’éliminer trés rapidement le THPI en raison d’une clairance feetale non-placentaire

élevée.
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C. Chlorpyrifos éthyl

La figure 8 présente la décroissance temporelle des concentrations plasmatiques maternelles
moyenne (+ ET) (courbe bleue) du chlorpyrifos apres 1’administration maternelle du mélange
de six pesticides, a une dose de 0.5 mg/kg pour le chlorpyrifos.

Aprés I’administration maternelle, les concentrations plasmatiques maternelles de chlorpyrifos
décroissent trés rapidement pour atteindre des valeurs inférieures a la LOD environ 1h apres
I’administration. Le chlorpyrifos n’est pas détecté dans le compartiment feetal, que ce soit le

plasma ou le liquide amniotique.
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Figure 8 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles moyennes (+ ET) de
chlorpyrifos éthyl aprés une injection 1V de 0.5 mg/kg de chlorpyrifos éthyl a 4 brebis gravides.

Aprées une administration feetale, le chlorpyrifos n’a été dosé qu’une fois chez un feetus a une
concentration de 0.041 pg/mL, 5 minutes apres 1’injection. La concentration était inférieure a
la LOD pour tous les autres temps de prélevements et pour le liquide amniotique et le plasma
maternel.

Parameétres toxicocinétiques du chlorpyrifos éthyl

Dans le compartiment maternel, le chlorpyrifos est rapidement éliminé avec une clairance
plasmatique maternelle moyenne de 3351 ml/kg.h, représentant environ 70 % du débit
cardiaque. Sa demi-vie d’élimination moyenne est de 0.27 h (Tableau 13). Le volume de
distribution de 822 mL/kg en moyenne est élevé, ce qui est cohérent avec la lipophilicité trés
élevée du chlorpyrifos (LogP=4.7).
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Apres une administration feetale, le chlorpyrifos n’a été détecté ni dans le compartiment feetal,
dans le liquide amniotique ou dans le compartiment maternel, excepté au temps 7 minutes sur
un feetus sur trois. Il n’a donc pas été possible de déterminer les paramétres toxicocinétiques du
chlorpyrifos chez le feetus. Toutefois, en prenant en compte une AUC min fcetale
(Concentration plasmatique équivalente a la LOQ pendant 10 min), nous avons pu estimer une

clairance feetale du chlorpyrifos trés élevée, supérieure a 38400 mL/kg.h.

Meére Feetus
Parametres Brebis Brebis Brebis Brebis Moyenne Ecart- | Feetus  Feetus
toxicocinétiques 1 2 3 4 type 1 2
Cl (mL/(h*kg)) | 3169.86 2820.15 3279.81 4133.0 3350.71 557.15 ND ND
2
Vss (mL/kg) 822.17 73167 647.39 1087.6 822.23 190.82 ND ND
8
MRT (h) 0.26 0.26 0.20 0.26 0.24 0.03 ND ND
tu2 (n) 0.15 0.19 0.19 0.56 0.27 0.19 ND ND

Tableau 13 : Principaux parameétres toxicocinétiques du chlorpyrifos éthyl chez 4 brebis gravides apreés
une administration IV de chlorpyrifos éthyl (0.5 mg/kg). Les paramétres toxicocinétiques du
chlorpyrifos dans le compartiment feetal n’ont pas pu étre déterminés. ND : non déterminés.

En définitive, il semble que le feetus soit peu exposé au chlorpyrifos via une exposition
maternelle, en raison soit d’un passage materno-feetal tres faible, soit d’une clairance feetale

tres élevée.

Transferts feeto-maternel et materno-feetal du chlorpyrifos

Aprées une administration maternelle, le chlorpyrifos n’a pas été détecté dans le compartiment
feetal (plasma et liquide amniotique) excepté dans le plasma feetal collect¢ 5 min apres
I’administration sur un feetus sur 4, ce qui suggere soit que la clairance plasmatique foetale du
chlorpyrifos est élevée, soit que le passage placentaire materno-feetal est faible.

La part de clairance placentaire feeto-maternelle n’a pas pu étre évaluée. Elle a été estimée
inférieure a 15 % (en prenant en compte une concentration maternelle maximale a la LOQ 10

min aprés 1’administration feetale). (Figure 9)
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Figure 9 : Taux de transfert placentaire feeto-maternel maximum apres une injection IV de chlorpyrifos
éthyl (0.5mg/kg) a des brebis gravides et & leur feetus cathétérisé. Les clairances placentaires n ont pas
pu étre calculées. Le transfert fero-maternel a été estimé inférieur a 15 %, en prenant en compte une
concentration maternelle maximale a la LOQ 10 min aprés I'administration feetale, sur 3 couples mere-

feetus.
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D. Méthyl-thiophanate

La figure 10 présente 1’évolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET)
maternelles (courbe bleue) et feetales (courbe orange) ainsi que des concentrations dans le
liqguide amniotique (courbe grise) du methyl-thiophanate aprés une administration maternelle
du mélange de six pesticides, a une dose de 4 mg/kg pour le méthyl-thiophanate.

Les concentrations plasmatiques maternelles de méthyl-thiophanate décroissent jusqu’a
atteindre des valeurs proches de la LOD environ 72h aprés I’administration maternelle. Les
concentrations plasmatiques feetales décroissent lentement jusqu’au dernier prélévement, 72h
aprés l’injection. Dans le liquide amniotique, les concentrations de méthyl-thiophanate
augmentent au cours des 10 premiéres heures puis décroissent jusqu’a 24h et sont ensuite
inférieures a la LOD.

Méthyl-thiophanate

0,01 3

0,001
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps (h)

Concentrations plasmatiques (pug/mL)

—8— Meres Foetus Liquide amniotique

Figure 10 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales (orange)
et du liquide amniotique (gris) (moyennes + ET) de méthyl-thiophanate apres une injection IV de 4
mg/kg de méthyl-thiophanate a 4 brebis gravides.

Le méthyl-thiophanate reste donc a des concentrations supérieures a la LOD au moins 72h apres
I’injection maternelle. Les concentrations feetales décrivent un plateau de 24 a 72h apres
I’administration maternelle, qui pourrait étre lié a une lente entrée du méthyl-thiophanate dans

la circulation feetale et qui pourrait provenir de la réactivation de métabolites.

Aprés une administration maternelle, 1’exposition interne du feetus est environ 5 a 32 fois

inférieure a celle de sa mere (rapport d’AUC).
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La figure 11 présente 1’évolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET)
des concentrations plasmatiques maternelles (courbe bleue) et feetales (courbe orange) du
méthyl-thiophanate apres 1’injection feetale du mélange de six pesticides, a une dose de 4 mg/kg
pour le méthyl-thiophanate.

Aprés I’administration feetale, les concentrations plasmatiques maternelles de méthyl-
thiophanate décroissent jusqu’a atteindre des valeurs inférieures a la LOD aprés environ 10h.
Les concentrations plasmatiques feetales décroissent lentement jusqu’a 8h aprés ’injection, puis
un plateau se met en place jusqu’a 24h aprés 1’injection, les concentrations passent alors sous
les valeurs de LOD. Dans le liquide amniotique, le méthyl-thiophanate n’est pas détecté.
Aprés I’administration feetale, le méthyl-thiophanate reste donc a des concentrations
supérieures a la LOD durant 10h dans la circulation maternelle et 24h dans la circulation feetale.
La persistance des concentrations plasmatiques chez le feetus pourrait étre liée a une
recirculation du méthyl-thiophanate dans 1’unité materno-feeto-placentaire, ou a une

réactivation de métabolites dans le compartiment feetal.
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Figure 11 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales (orange)
et du liquide amniotique (gris) (moyennes + ET) de méthyl-thiophanate aprés une injection IV de 4
mg/kg de méthyl-thiophanate a 3 feetus cathétérisés.

Paramétres toxicocinétiques

Dans le compartiment maternel, le méthyl-thiophanate est lentement éliminé avec une clairance
plasmatique maternelle moyenne de 125 ml/kg.h, représentant seulement 3 % du débit
cardiaque. Sa demi-vie d’élimination est de 7.8 h. Le volume de distribution, de 1053 mL/kg

en moyenne, est élevé (Tableau 17).
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Dans le compartiment feetal, le méthyl-thiophanate est trés rapidement éliminé avec une
clairance plasmatique de 8050 et 21046 mL/kg.h et une demi-vie d’élimination plasmatique de

0.25 et 0.12 h, évaluées sur deux feetus (Tableau 14).

Meére Feetus

Parametres Brebis Brebis Brebis Brebis Moyenne Ecart- | Feetus  Feetus

toxicocinétiques 1 2 3 4 type 1 2

Cl(mL/(h*kg)) | 89.61 167.12 10432 140.86 12548  35.14 | 8050.35 21046.3
1

Vss (mL/kg) 1047.05 1178.96 973.98 1011.1 1052.79 89.25 | 3751.08 1712.91

7
MRT (h) 11.68 7.05 9.34 7.18 8.81 2.18 0.26 0.07
tu2 (h) 10.89 5.95 8.83 5.60 7.82 251 0.25 0.13

Tableau 14 : Principaux parameétres toxicocinétiques du méthyl-thiophanate chez 4 brebis gravides et
2 de leur feetus cathétérisés aprés une administration unique en 1V de méthyl-thiophanate (4 mg/kg).

Transferts faeto-maternel et materno-feetal

56 % de la dose maternelle de méthyl-thiophanate est transféré au feetus, ce qui signifie que le
feetus regoit une dose rapportée a son poids environ 14 fois supérieure a celle de sa mere. La
totalité de la dose feetale est éliminée par passage placentaire (109 %, 125 % et 141 % pour les

trois feetus, Figure 12).
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Figure 12 : Taux de transfert materno-feetal (n=5) et feeto-maternel (n=3) moyens apres une injection
IV de méthyl-thiophanate (4 mg/kg) & des brebis gravides et & des feetus cathétérisés.
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E. Thiaclopride

La figure 13 présente 1I’évolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET)
maternelles (courbe bleue) et feetale (courbe orange) ainsi que des concentrations dans le liquide
amniotique (courbe grise) du thiaclopride aprés 1’administration maternelle du mélange de six
pesticides, a une dose de 0.5 mg/kg pour le thiaclopride.

Aprés I’administration maternelle, les concentrations plasmatiques maternelles de thiaclopride
décroissent jusqu’a atteindre une valeur de 0.01 pg/mL apres environ 72h. Les concentrations
plasmatiques feetales décroissent jusqu’a 48h apres 1’administration et sont ensuite inférieures
a la LOD. Dans le liquide amniotique, la concentration de thiaclopride diminue lors des 24
premieres heures puis augmente jusqu’a 48h et décroit de nouveau jusqu’au dernier

prélevement, 72h post injection.
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Figure 13 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales (orange)
et du liquide amniotique (gris) (moyennes + ET) de thiaclopride aprés une injection IV de 0.5 mg/kg de
thiaclopride a 4 brebis gravides.

Le thiaclopride est donc lentement éliminé de la circulation maternelle, il est encore détectable,
a la fois dans le compartiment maternel et foetal 72h aprés 1’administration. Les concentrations
dans le plasma feetal sont seulement 1.6 & 2.6 fois inférieures aux concentrations maternelles,

ce qui signifie que le transfert placentaire materno-feetal est important.

Aprés une administration maternelle, I’exposition interne feetale au thiaclopride est 1.9 a 2.1

fois inférieure a celle de sa mére (rapport d’AUC).
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La figure 14 présente 1I’évolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET)
maternelles (courbe bleue) et feetales (courbe orange) ainsi que des concentrations dans le
liquide amniotique (courbe grise) du thiaclopride apres I’injection feetale du mélange de six
pesticides, a une dose de 0.5 mg/kg pour le thiaclopride.

Aprés I’administration feetale, les concentrations plasmatiques maternelles de thiaclopride
décroissent jusqu’a atteindre une valeur de 0.001 pg/mL, correspondant a la LOD, apres
environ 72h, les concentrations sont ensuite inférieures a la LOD jusqu’au dernier prélévement,
168h apres 1’injection feetale. Les concentrations plasmatiques foetales décroissent jusqu’a 10h
aprés I’injection, les concentrations sont ensuite inférieures a la LOD. Dans le liquide
amniotique, les concentrations de thiaclopride diminuent lors des 24 premieres heures puis

deviennent ensuite inférieures a la LOD.

Thiaclopride

. 1
p—
S
ey
ab
3- 1
" 0,1
(O]
>
g
©
£ 0,01
)
Q.
1%}
5 —eo
E= 0,001
E 0 10 20 30 40 50 60 70 80
§ Temps (h)
S}
O

Foetus —@—Meéres Liquide amniotique

Figure 14 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu) et feetales (orange)
et du liquide amniotique (gris) (moyennes + ET) de thiaclopride aprés une injection IV de 0.5 mg/kg de
thiaclopride a 3 foetus cathétérisés.

Parameétres toxicocinétiques

Dans le compartiment maternel, le thiaclopride est lentement éliminé avec une clairance
plasmatique maternelle de 42.7 ml/kg.h, représentant environ 1 % du débit cardiaque. Sa demi-
vie d’¢limination est de 9.6 h. Le volume de distribution de 620 mL/kg en moyenne est ¢leve.
(Tableau 19). Dans le compartiment feetal, le thiaclopride est rapidement éliminé avec une
clairance plasmatique de 1035 et 1717 mL/kg.h et une demi-vie d’élimination plasmatique
évaluée sur deux feetus de 0.28 et 0.4 h (Tableau 15).
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Meére Foetus

Paramétres Brebis Brebis Brebis Brebis Moyenne Ecart- | Fetus  Feetus
toxicocinétiques | 1 2 3 4 type |1 2
Cl (mL/(h*kg)) |36.79 4185 3543  56.62 42.67 9.70 | 103576 1717.93

Vss (mL/kg) 67457 630.08 577.08 598.34 620.02 4239 | 77419 1548.08

MRT (h) 18.34 15.05 16.29 10.57  15.06 3.29 0.21 0.42
tu2 (h) 11.63 8.09 11.10 7.59 9.61 2.06 0.28 0.40

Tableau 15 : Principaux parameétres toxicocinétiques du thiaclopride chez 4 brebis gravides et 2 de leur
Jfoetus cathétérisés apres une administration 1V de thiaclopride (0.5 mg/kg)

Transferts feeto-maternel et materno-feetal

69 % de la dose maternelle de thiaclopride est transféré au feetus, ce qui signifie que le feetus
recoit une dose rapportée a son poids environ 20 fois supérieure a celle de sa mere. 70 % de la
dose feetale est €liminée par passage placentaire. Aprés la premiére phase d’élimination trés
rapide, un plateau de concentrations de thiaclopride dans le plasma feetal et le liquide

amniotique d’environ 0.08 pg/ml est observée dans les 24h aprés 1’administration. (Figure 15)

Thiaclopride

69% p———»

Mere Foetus

p 70 %

Figure 15 : Taux de transfert materno-feetal (n=5) et feeto-maternel (n=3) moyens apres une injection
IV de thiaclopride (0.5 mg/kg) a des brebis gravides et a leur feetus cathétérisés.

En définitive, le thiaclopride est lentement éliminé de la circulation maternelle. Le transfert
placentaire materno-feetal est important. Dans le compartiment feetal, le thiaclopride décrit une
premiére phase d’élimination rapide, notamment par transfert placentaire feeto-maternel puis
une deuxiéme phase plus lente qui pourrait étre liée a la recirculation du thiaclopride dans

I’unité materno-feeto-placentaire.
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F. Zirame

La figure 16 présente 1’évolution temporelle (moyenne + ET) des concentrations plasmatiques
maternelles (courbe bleue) du zirame aprés 1’administration maternelle du mélange de six
pesticides, a une dose de 0.3 mg/kg pour le zirame. Les concentrations plasmatiques maternelles
de zirame décroissent jusqu’a atteindre des valeurs inféricures a la LOD environ 2h aprés

I’administration. Il n’est détecté ni chez le feetus ni dans le liquide amniotique.
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Figure 16 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles (bleu)) (moyennes +
ET) de zirame apreés une injection 1V de 0.3 mg/kg de zirame a 3 brebis gravides.

Le zirame est donc éliminé rapidement de la circulation maternelle et n’est pas détecté dans le
compartiment feetal, soit parce que la clairance feetale est tres élevée, soit parce que le zirame

ne passe pas la barriére placentaire.

Apres D’administration feetale, le zirame n’a jamais été détecté dans la circulation feetale,
maternelle ou le liquide amniotique, excepté au temps 8 min sur un feetus sur 3. La dose totale

injectée au foetus était de 0.9 mg (0.5mg/kg).

Paramétres toxicocinétiques

Dans le compartiment maternel, le zirame est éliminé avec une clairance plasmatique
maternelle moyenne de 644 ml/(kg.h), représentant environ 14 % du débit cardiaque. Sa demi-

vie d’¢élimination est de 0.41 h. Le volume de distribution de 504 mL/kg en moyenne est ¢levé
(Tableau 16).
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Il n’a pas été possible de déterminer les parametres toxicocinétiques feetaux du zirame.
Toutefois, en prenant en compte une AUC min feetale (Concentration plasmatique équivalente
a la LOQ pendant 10 min), nous avons pu estimer une clairance feetale du zirame tres élevée,
supérieure a 115800 mL/(kg.h).

Meére Feetus
Parametres Brebis Brebis Brebis Brebis Moyenne Ecart- | Feetus  Feetus
toxicocinétiques 1 ) 3 4 type 1 2
Cl (mL/(h*kg)) | 392.69 380.57 1160.55 ND 64460 446.86 | ND ND
Vss (mL/kg) 247.45 61.03  1202.75 ND 503.74  612.49 ND ND
MRT (h) 0.63 0.16 1.04 ND 0.61 0.44 ND ND
tu2 (h) 0.31 0.16 0.75 ND 0.41 0.31 ND ND

Tableau 16 : Principaux parametres toxicocinétiques du zirame chez 3 brebis gravides aprés une
administration unigue en IV de zirame (0.3 mg/kg)

Transferts faeto-maternel et materno-feetal du zirame

Aprés une administration maternelle, le zirame n’a pas été détecté dans le compartiment feetal
(plasma ou liquide amniotique), ce qui suggere soit que la clairance plasmatique feetale du
zirame est élevée, soit que le passage placentaire materno-feetal est trés faible. La part de
clairance placentaire feeto-maternelle n’a pas pu étre évaluée. Elle a été estimée inférieure a 14
% (en prenant en compte une concentration maternelle maximale a la LOQ 10 min apres

I’administration feetale) (Figure 17).

Zirame

ND p—»

Meére Foetus

14 %

max

Figure 17 : Taux de transfert foeeto-maternel maximal aprés une injection IV de Zirame (0.3 mg/kg) a
des brebis gravides et leur feetus cathétérisé. Les clairances placentaires n’ont pas pu étre calculées. Le
transfert feto-maternel a été estimé inférieur a 15 %, en prenant en compte une concentration
maternelle maximale a la LOQ 10 min aprés |’administration feetale, sur 3 couples mere-feetus.

En définitive, il semble que le foetus soit peu exposé au zirame via une exposition maternelle,

en raison d’une clairance feetale tres élevée associée éventuellement a un passage materno-feetal

trés faible.
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V. Discussion genérale

La disposition des pesticides dans 1’unité materno-feeto-placentaire a été caracterisée.

e Le zirame et le chlorpyrifos sont éliminés trés rapidement du compartiment fcetal, avec des
demi-vies inférieures a 1h et semblent étre faiblement transférés au compartiment feetal. Le
feetus est donc trés peu exposé au zirame ou au chlorpyrifos apres une exposition
maternelle ;

e Leboscalide, le méthyl-thiophanate, le thiaclopride et le THPI (métabolite du captane) sont
éliminés plus lentement, avec des demi-vies entre 1.5 et 9.5h. Le transfert materno-feetal
varie de 7 a 69% de la dose maternelle en fonction des pesticides. Compte tenu du rapport
pondéral entre la mere et son feetus, de 25 environ, cela signifie que le feetus regoit une dose

rapportée a son poids, de 2 a 17 fois celle de sa mére pour ces 4 pesticides.

Le tableau 17 synthétise les paramétres toxicocinétiques maternels des 6 pesticides et leur
interprétation par rapport a des constantes physiologiques. La clairance plasmatique maternelle
est elevée pour le chlorpyrifos et modérée pour le boscalide et le zirame. Le THPI, le
méthylthiophanate et le thiaclopride ont une clairance faible et persistent plus longtemps dans
I’organisme (ti2 de 6 a 10h). Le volume de distribution a I’équilibre de tous ces pesticides est
tres important (50 a 100 % du poids corporel), ce qui signifie que ces molécules diffusent bien

dans les tissus, a la fois dans les liquides extracellulaires et intracellulaires.

Clairance % du Interprétation | ti. Données V/ss Vss/
(mL/(h*kg)) débit (d’apres élimination bibliographiques | (ml/kg) Volume
cardiaque Toutainetal., | (h) (élimination plasmatique
2004) chez le rat,
Agritox)

Boscalide 813.62 20% Moyen 1.58 ND 888 22.2
THPI 36.66 1% Faible 5.63 Rapide 3773 94
(métabolite
du captane)
Chlorpyrifos | 3350.71 70% Elevée 0.27 48h 8222 20.6
éthyl
Meéthyl- 125.48 3% Faible 7.82 96h 1052.8 26.3
thiophanate
Thiaclopride | 42.67 1% Faible 9.61 24h 620 155
Zirame 644.60 14% Faible 0.41 > 168h 503.8 12.6

Tableau 17 : Clairances plasmatiques maternelles, demi-vies d’élimination plasmatiques maternelles
et volumes de distribution a [’équilibre maternels (moyenne) des six pesticides évalués chez 4 brebis
gravides et interprétation par rapport aux constantes physiologiques : débit cardiaque de la brebis : 86
mL/(kg.min) et volume plasmatique : 40 mL/kg, (d’aprés Toutain et al., 2004).
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Les données toxicocinétiques pour ces pesticides sont peu documentées dans les études

publiées.

Les parametres toxicocinétiques du boscalide ont été déterminés chez le rat aprés une
administration IV a la dose de 1 mg/kg, le volume de distribution était trés élevé de 46.2L/kg
(Wambaugh, 2018), 50 fois plus important que chez la brebis, ce qui est cohérent avec la
lipophilicité relativement élevée du boscalide (LogP=2.96) (Agritox, Boscalid, 2006).
L’¢élimination du boscalide est rapide (Agritox, Boscalid, 2006), ce qui est en accord avec le

temps de demi-vie d’élimination plasmatique d’1h30 environ, évaluée chez la brebis.

Pour le captane, les paramétres toxicocinétiques ont été évalués en considérant que tout le
captane est totalement et rapidement métabolisé en THPI (Gordon et al., 2001). Toutefois, le
captane peut étre métabolisé en d’autres métabolites, notamment des métabolites hydroxylés
comme cela a été montré chez le rat (Lappin et Havell, 1990). Ces métabolites ne sont pas

mesurés par la méthode de dosage.

Les parameétres toxicocinétiques du métabolite du captane (THPI) ont été déterminés chez
I’homme (Berthet et al., 2012) aprés une administration orale de captane a la dose de 1 mg/kg.
En accord avec nos résultats, le temps de demi-vie d’élimination plasmatique était relativement
rapide, de 13.43 h, contre 5.6 h pour la brebis. La clairance plasmatique apparente est de 0.18
L/h (de I’ordre de 3 mL/kg.h). La fraction de THPI qui atteint la circulation systémique a été
estimée a 8.58% (Heredia-Ortiz, 2012), ce qui signifie que la clairance plasmatique chez
I’homme pourrait étre du méme ordre de grandeur que celle évaluée chez la brebis, apres une
administration 1V (37 mL/kg.h). Le volume de distribution (Vd) chez I’homme est faible, de
3.5 L, et correspond au volume plasmatique.

Pour le chlorpyrifos éthyl, une étude toxicocinétique a été réalisée chez le rat apres une
administration par voie orale de chlorpyrifos éthyl a la dose de 10 et 60 mg/kg (Timchalk et al.,
2005). Le chlorpyrifos est totalement absorbé et extensivement métabolisé, avec une clairance
apparente du chlorpyrifos de 2 a 3 L/h, soit 6 a 9 L/h.kg. Ainsi, si on considere une absorption
et une biodisponibilité par voie orale élevées, cette clairance est proche de la clairance
plasmatique évaluée chez la brebis, qui était en moyenne de 3.4 L/kg.h. Le volume de
distribution du chlorpyrifos chez la brebis est tres élevée, de 822 mL/kg en moyenne, ce qui est
cohérent avec sa lipophilicité tres élevée (LogP=4.7) (Agritox, Chlorpyrifos éthyl, 2015).
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Une co-exposition des rats au chlorpyrifos et au diazinon n’a pas influencé la TK du
chlorpyrifos (Timchalk et al., 2005), tandis qu’une co-exposition a la cyperméthrine et au
chlopyrifos a entrainé une diminution de 1’exposition interne au chlorpyrifos (Wielgomas,
2006). Par conséquent, dans notre étude pour laquelle six pesticides ont été administrés en
mélange, les paramétres TK évalués pourraient étre différents de ceux observes pour chaque
pesticide administré isolément. Toutefois, ce mode d’exposition en mélange refléte davantage
I’exposition environnementale.

Pour le méthyl-thiophanate, le thiaclopride, le zirame, aucune étude TK n’est publiée. Les
études toxicologiques réalisés sur le rat, apres une administration orale, indiquent une
élimination du méthylthiophanate de 70% dans les 96h aprés une administration par voie orale.
Pour le thiaclopride, 1’élimination est rapide, de 53-66% en moins de 24h. Pour le zirame,
I’élimination est plus lente, 64 a 85% de la dose absorbée est éliminée en 168h et le temps de
demi-vie est supérieur a 24h, ce qui n’est pas cohérent avec nos résultats obtenus sur le modele

de brebis gravide (temps de demi-vie d’¢élimination de 25 minutes environ).

Le tableau 18 synthétise les paramétres toxicocinétiques des feetus pour ces 6 pesticides et leur
interprétation par rapport a des constantes physiologiques. La clairance plasmatique feetale est
élevée pour le méthyl-thiophanate et modérée pour le boscalide. Le THPI et le thiaclopride ont
une clairance faible. Les volumes de distribution sont tres élevés pour le boscalide, le méthyl-

thiophanate et le thiaclopride, ces deux dernieres molécules se distribuent dans le liquide

amniotique.
Clairance % du Interprétation | ti Données Vss Vss/
(mL/(h*kg)) débit (d’apres élimination bibliographiques | (ml/kg) Volume
cardiaque Toutainetal., | (h) (élimination plasmatique
2004) chez le rat)
Boscalide 5327.9 22% Moyen 0.45 ND 31289 78.2
THPI 173 1% Faible ND Rapide ND ND
(métabolite
du captane)
Chlorpyrifos | ND ND ND ND 48h ND ND
éthyl
Méthyl- 14548.3 61% Elevé 0.29 96h 2732 68.3
thiophanate
Thiaclopride | 1376.9 6% Faible 0.34 24h 1161.1 29
Zirame ND ND ND ND > 168h ND ND

Tableau 18 : Bilan des clairances plasmatiques feetales, des demi-vies d’élimination feetales et des
volumes de distribution a I’équilibre des six pesticides étudiés chez les feetus ovins et interprétation par
rapport aux constantes physiologiques (débit cardiaque fwetal de 400 mL/(kg.min) d’aprés Gauderat,
2016 et volume plasmatique : 40 mL/kg d’aprés Toutain et al., 2004).
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Méme si notre ¢étude nous a permis d’évaluer les principaux mécanismes déterminant
I’exposition feetale, elle présente certaines limites liées notamment aux limites de quantification
relativement élevées de certains pesticides (THPI: 0.5 pg/mL, zirame: 0.025 pg/mL, et
méthyl-thiophanate, boscalide et chlorpyrifos éthyl : 0.01 pg/mL), qui ne nous ont pas permis
de suivre les molécules suffisamment longtemps apres 1’administration pour caractériser avec
précision leurs parameétres toxicocinétiques, et notamment la demi-vie d’¢élimination. C’est
notamment le cas pour le zirame et le chlorpyrifos pour lesquels les doses administrées étaient
relativement faibles (0.3 et 0.5 mg/kg, respectivement). De plus, le trés large volume de
distribution de ces pesticides, notamment dans le compartiment feetal, explique également la
difficulté de suivre la décroissance des concentrations de pesticides dans les compartiments
feetal et maternel. Ainsi, de maniere surprenante, le chlorpyrifos et le zirame n’ont pas été
détectés dans la circulation feetale aprés une administration feetale.

Ces limites expliquent certainement en partie la variabilité des paramétres toxicocinétiques
entre les couples mére-feetus. Une autre source de variabilité est le poids feetal et le nombre de
feetus (Tableau 8). Ces facteurs peuvent notamment influencer le transfert materno-feetal.

Des analyses toxicocinétiques complémentaires seront réalisées globalement sur I’ensemble des
individus et non pas individu par individu pour prendre en compte les données éparses,

notamment pour le chlorpyrifos et le zirame qui ont été suivis quelques heures seulement.
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Conclusion

Cette étude avait pour objectif d’évaluer les parametres TK des 6 pesticides sur le modéle de la
brebis gravide et de déterminer les mécanismes déterminant 1’exposition feetale aux pesticides.
Nous avons montré que 4 des 6 pesticides (boscalide, thiaclopride, méthyl-thiophanate,
métabolite du captane), passaient de la meére au feetus et que le feetus recevait via sa mere, une
dose 2 a 20 fois supérieure a la dose interne maternelle. Toutefois, I’exposition interne feetale
est, en fonction des pesticides, 1.1 a 32 fois inférieure a celle de sa mere, en raison notamment

d’une clairance feetale élevée (Tableau 19).

Boscalide THPI Chlorpyrifos ~ Méthyl-  Thiaclopride  Zirame
éthyl thiophanate

Rapport des AUC

plasmatiques maternelles sur . . . .
31a6.6 1llaé6.1l ND 5a32 19a21 ND

celles des feetus

Rapport de la dose regue par
le feetus sur la dose regue par 2 12 ND 16 20 ND

la mére

Dose (en % DJA) a laquelle

la population générale ou

S , 11 % (0-36

infantile est exposée par 0.275 % 1.4% ) 1% 0.7% 1.8%
mois

I’alimentation (d’aprés EAT2

et EATI)

Dose transférée au feetus (en

% de la DJA) pour une

exposition alimentaire 0.55 % 17 % / 16 % 14% /
maternelle (d’aprés EAT2 et

EATI)

Tableau 19 : Comparaison des expositions internes et externe feetale (dose recue par le foetus via sa
mere), a celles de sa mere. Extrapolation a une exposition feetale maximale (en % de la DJA) pour une
exposition alimentaire humaine (d’aprés EAT2 et EATi) et en considérant une biodisponibilité et une
absorption élevées.
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L’¢évaluation du risque li¢ a I’exposition feetale a ces pesticides dépend a la fois de la DJA et
des niveaux d’exposition, notamment via 1’alimentation. Ainsi, les niveaux d’exposition de la
population générale ou infantile évalués dans le cadre de I’EAT2 ou de ’EATi pour ces 4
pesticides sont de 1’ordre de 0.3 a 1.8 % de la DJA. Ainsi, méme si le feetus recoit une dose
rapportée a son poids 20 fois supérieure a celle de sa mére, la dose recue reste relativement
élevée, méme si elle est inférieure a la DJA (de 14 & 17 %, excepté pour le boscalide, 0.55 %).
En outre, pour certains pesticides comme le méthyl-thiophanate ou le thiaclopride, plus
persistants dans le compartiment maternel, il serait essentiel d’évaluer si ces molécules peuvent
s’accumuler dans le compartiment feetal.

Par ailleurs, pour extrapoler I’exposition feetale du modele de brebis gravide a ’homme et
compte tenu des différences interspécifiques de placentation, il est nécessaire d’évaluer le

passage placentaire des pesticides sur le modéle de placenta humain perfusé.
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NOM : VERMOT-DESROCHES PRENOM : Alexi

TITRE : Evaluation des mécanismes toxicocinétiques impliqués dans I’exposition

feetale 8 un mélange de pesticides sur le modéle de la brebis gravide.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la disposition du mélange de six pesticides utilisés dans 1’agriculture, dans
’unité materno-feeto-placentaire, sur le modéle de la brebis gravide instrumentée.

L’étude a montré que le foetus est peu exposé au chlorpyrifos et au zirame via 1’exposition maternelle. Pour le
boscalide, le feetus recoit une dose rapportée a son poids deux fois supéricure a celle de sa mére, mais cette
molécule est rapidement éliminée par le feetus. Une exposition feetale prolongée au méthyl-thiophanate ou au
thiaclopride est observée, en raison d’un passage placentaire trés élevé et d’une faible élimination de ces deux
substances du compartiment maternel. Le feetus est exposé au principal métabolite du captane, le THPI, via une
exposition maternelle, mais il est capable d’éliminer trés rapidement le THPI.

Cette étude apporte de nouveaux éléments pour I’évaluation du risque lié a I’exposition humaine a ce mélange de

pesticides pendant la période critique de la gestation.

MOTS-CLES : Pesticides, toxicocinétique, feetus, brebis, passage placentaire.

TITLE : Evaluation of toxicokinetic mechanisms determining fetal exposure to a mixture of six pesticides on

the model of pregnant ewe.

The aim of this study is to assess the disposition of a mixture of six pesticides used in agriculture, in the
materno-feto-placental unit, using the model of the pregnant instrumented ewe.

This study showed that the fetus was slightly exposed to chlorpyrifos and ziram through maternal exposure. For
boscalid, the fetus receives a dose related to its weight twice that of its mother, but this molecule was quickly
eliminated by the fetus. An extended fetal exposure to thiophanate-methyl and thiacloprid is observed due to the
high placental transfer and a low elimination from the maternal compartment. Fetus is exposed to the main
metabolite of captan, THPI, through maternal exposure, but is able to eliminate THPI very quicly.

This study provides new data for the evaluation of the risk assessment of human exposure to this mixture of six

pesticides during the critical period of pregnancy.

KEY WORDS : Pesticides, toxicokinetic, feetus, ewe, placental transfer.
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