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Les modeéles animaux et les modéles in vitro jouent un réle important dans I'évaluation de la toxicité de mélanges complexes.
L'évolution de ces modéles contribue a réduire I'incertitude en analyse de risque relative aux mélanges de substances chimiques, tant
pour les travailleurs que pour la population générale. En fait, de nouveaux modéles expérimentaux visent a améliorer des évaluations
toxicologiques a faibles doses ainsi qu'une meilleure caractérisation du réle des facteurs de susceptibilité individuelle. Cette NAS
présente deux études portant sur I'évaluation de la toxicité de mélanges en utilisant des modéles expérimentaux, I'un in vitro et

l'autre in vivo.

Le modéle in vitro décrit dans la publication de Ghisari et Bonefeld-Jorgensen (2009) permet d’évaluer la toxicité d'un mélange a
plusieurs concentrations de composantes (incluant la concentration sans effet observé) et ainsi, détermine la gamme de concentrations
des composants du mélange respectant I'additivité (). Le modéle in vivo présenté dans I'article de Jansen et al. (2009) permet de relever
I’effet du polymorphisme sur la toxicité d’'un mélange de pesticides. Ce dernier aspect est important surtout dans le contexte de
la variabilité au sein de la population quant a la susceptibilité des individus aux effets des substances en mélange.

Evaluation in vitro des effets de plastifiants
en mélange: fonctions des récepteurs
a cestrogéne et des hormones thyroidiennes

Analyse

Ghisari et Bonefeld-Jorgensen (2009) ont investigué l'activité
cestrogénique et thyroidienne de certains plastifiants® et des
composants phénoliques® ayant la propriété d’augmenter la
flexibilité des matériaux. Ils peuvent aussi se retrouver dans
certaines peintures ou adhésifs. La présence ubiquiste de ces
produits (équipements médicaux, emballages alimentaires,
jouets pour enfants) augmente la possibilité de coexposition
(i.e. exposition simultanée ou séquentielle avec d’autres
produits) et suscite I'intérét d’étudier leurs effets en mélange.
Plus précisément, Ghisari et Bonefeld-Jorgensen (2009) se
sont intéressés aux impacts sur le systéme reproducteur et
endocrinien des substances suivantes: le butyl-benzylphtalate
(BBP), le bisphenol A (BPA), le 4-n-nonylphénol (NP), le 4-tert-
octylphénol (tOP), le 4-chloro-3-méthylphénol (CMP), et
le résorcinol (RES). Pour chacune de ces substances, I'effet
antagoniste sur le systéme hormonal thyroidien a été évalué
grace a la mesure de la prolifération cellulaire de la lignée
tumorale GH3 d’hypophyse de rat. Lactivité cestrogénique des
substances individuelles a été étudiée selon leur affinité pour
le récepteur a cestrogéne de cellules MVLN® et leur capacité

a induire une réponse. Afin de caractériser les effets combinés
de ces substances, les cellules ont été parallélement exposées
aux substances seules ou en mélange (a leurs NOEC®), LOEC(®
et EC50( respectives). Lhypothése de départ de ces auteurs
était que ces six composés agissaient sur les mémes cibles
(les récepteurs) et que I'additivité des concentrations était
susceptible de prédire I'effet des mélanges sur les cellules GH3
et MVLN. Les résultats expérimentaux ont donc été comparés
aux prédictions obtenues selon la courbe dose-réponse des
substances individuelles et leur ratio au sein du mélange (selon le
principe d’additivité). Les résultats indiquent que les mélanges de
BBP, BPA, NP, tOP, CMP et de RES induisent une réponse additive au
niveau des cellules MVLN en absence et en présence d'cestrogéne.
En effet, les niveaux d’activité prédits des récepteurs-cestrogénes
étaient équivalents a ceux mesurés expérimentalement, pour les
mélanges NOEC et LOEC, respectivement. Au contraire, les effets
thyroidiens des mélanges étaient inférieurs a ceux attendus
par les prédictions, tant en absence qu’en présence d’hormone
thyroidienne (T3). La prolifération observée des cellules était plus
grande que les valeurs prédites, pour les mélanges NOEC, LOEC
et ECso, respectivement.

Commentaire

Lévaluation de la toxicité in vitro du butyl-benzylphtalate
(BBP), du bisphénol A (BPA), du 4-n-nonylphénol (NP), du 4-tert-
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octylphénol (tOP), du 4-chloro-3-méthylphénol (CMP) et du
résorcinol (RES) effectuée par Ghisari et Bonefeld-Jorgensen
(2009) indique que le mélange produit un effet infra-additif
sur le systéeme hormonal thyroidien, effet qui serait di a une
interférence au niveau des enzymes du métabolisme (par
exemple: cytochrome P450). Cette interaction modifierait la
croissance des cellules GH3, un phénomeéne qui a déja été observé
dans des études antérieures (Rajapakse et al., 2004). Cependant,
une réponse additive au niveau des cellules MVLN en absence et
en présence d’cestrogéne a été observée.

Leffet infra-additif8 rapporté dans cette étude serait di a
une interférence au niveau des enzymes du métabolisme (par
exemple: cytochrome P450) qui modifierait la croissance des
cellules GH3, phénoméne déja observé dans des études antérieures
(Rajapakse et al., 2004). Cependant, la correspondance in vitro - in
vivo des résultats de Ghisari et Bonefeld-Jorgensen (2009) n’est
pas connue. Cette extrapolation est cruciale, puisqu’elle permet
de mieux comprendre les risques pour la population exposée.
Dans ce contexte, les résultats pourraient étre interprétés
avec des modéles pharmacocinétiques prenant en compte des
phénomenes et des interactions dans 'organisme entier.

Evaluation in vivo de la toxicité d’'un mélange
d’organophosphorés: role du polymorphisme
de I'’enzyme paraoxonase 1

Analyse

Jansen et al. (2009) ont étudié I'effet de la paraoxonase-1 (PON1)
sur la toxicité d’'un mélange d’organophosphorés (OP). La PON1
est une estérase qui hydrolyse de nombreux substrats dont les
OP (Costa et al., 2003). Dans la population humaine, la PON1 est
caractérisée par un polymorphisme génétiqueg, notamment lié
a la substitution d’acides aminés en position 192, soit I'arginine
(PON1;, ) ou la glutamine (PON1,,,,). Comme il n’est pas possible
d’étudier les effets de ce polymorphisme chez les humains,
I'utilisation de souris transgéniques constitue une alternative
intéressante en tant que modéle expérimental in vivo (Costa
et al., 2003). Jansen et al. (2009) ont donc vérifié I'impact du
polymorphisme sur la toxicité d’'organophosphorés en mélange.
Plus précisément, ils ont utilisé quatre types de souris: des
souris n'exprimant pas le géne PON1 ou knockout (PON17),
des souris possédant le géne normal ou sauvage (PON1*/*) et
deux souches de souris transgéniques exprimant deux formes
alléliques humaines différentes (hPON1y,, et hPON1,, ). Les
organophosphorés utilisés dans ce cadre expérimental étaient
le chlorpyrifos oxon (CPO), le diazoxon (DZO), le paraoxon (PO) et
le malaoxon (MO). Des études ont déja démontré que I'exposition
au MO, un substrat de la carboxylestérase (CaE), combiné a des
composés qui inhibent la Cak (comme le CPO, le DZO et le PO),
conduit a une potentialisation du MO, qui lui, inhibe une enzyme
essentielle du systéme nerveux, 'acétylcholinestérase (AChE). Les
auteurs ont tout d’abord évalué le niveau de PON1 plasmatique
de chacune des souches de souris: les hPON1,,;, avaient le plus

haut niveau, soit 50 % de plus que les souris hPON1,, et 20 % de
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plus que les PON1+/+. De leur c6té, les souris knockout avaient un
niveau nul de cette enzyme. Ensuite, les souris ont été exposées,
par la voie cutanée, aux composés (CPO, DZO, PO et MO), seuls ou
de facon séquentielle. Pour ce dernier scénario, les souris étaient
tout d’abord exposées a un premier composé (CPO: 0,75 mg/
kg; DZO: 0,5 mg/kg ou PO: 0,35 mg/kg), puis 4 heures plus tard,
étaient exposées au MO (o, 30, 60 et 100 mg/kg). L'activité de
’AChE était mesurée dans divers tissus (diaphragme et cerveau),
puis exprimée en pourcentage (par rapport aux niveaux des
controles non exposés) afin de déterminer la toxicité des
mélanges.

Lhypothése initiale de Jansen et al. (2009) a été confirmée
par les résultats de leurs expérimentations: la pré-exposition
a des organophosphorés qui inactivent la CaE (CPO, DZO et
PO) augmente la toxicité de ses substrats, tel le MO. Cette
augmentation est toutefois modulée selon le statut génotypique
de la PON1. Pour ce qui est des souris knockout, comme elles ne
possedent pas la PON1, la potentialisation de la toxicité du MO
parle CPO et le DZO était significative lorsqu’elle était comparée
a l'exposition seule. Chez les souris transgéniques exprimant
les génes humains, la potentialisation par le CPO était plus
importante chez les hPON1,,, que chez les hPON1, .. Ceci serait
di a leur différente efficacité a détoxifier le CPO.

Dans le cas de MO, la potentialisation dépendait du poly-
morphisme de la PON1. Par contre, concernant le DZO, aucune
différence n'a été notée au niveau de I'activité de I'AChE entre
les hPON1,,., et les hPON1p
diaphragme, puisque les deux formes de I'’enzyme auraient
la méme capacité d’hydrolyse sur ce composé. Finalement, la
potentialisation par PO était sensiblement la méme pour les
quatre génotypes étudiés. Les symptomes cholinergiques (par
exemple: I'hypoactivité, les difficultés de thermorégulation, les
tremblements, etc.) ont aussi été enregistrés chez les souris a
8 heures post-exposition. Bien qu'il soit plus difficile d’évaluer
I’additivité sur ces observations, elles confirment I'influence des
formes géniques de la PON1 sur la toxicité des OP. A des doses
comparables de CPO et de DZO, lors des expositions séquentielles,
les souris PON1*"* et les hPON1, o, étaient plus résistantes que
les PON1” et les hPON1,,., a développer de tels symptémes. De
plus, tout comme pour les mesures de I'activité de '’AChE, aucune
différence n’a été observée entre les génotypes en ce qui a trait
a I'exposition au PO suivi du MO.

R192°

ni au niveau du cerveau ni du

Commentaire

L'étude de Jansen et al. (2009) de I'impact du polymorphisme sur
la toxicité d’organophosphorés en mélange, i.e. le chlorpyrifos
oxon (CPO), le diazoxon (DZO), le paraoxon (PO) et le malaoxon
(MO) indique qu’une pré-exposition a des organophosphorés qui
inactivent la CaE (CPO, DZO et PO) augmente la toxicité de ses
substrats tel le MO. Cette augmentation est toutefois modulée
selon le statut génotypique de la PON1. Ces observations ont été
obtenues pour I'exposition séquentielle transcutanée des OP,
mais I'exposition simultanée a ces produits n'a pas été évaluée.
De plus, I'applicabilité de ces résultats pour d’autres voies
d’exposition plus pertinentes n’est pas connue.
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CONCLUSION GENERALE

L'étude de Ghisari et Bonefeld-Jorgensen (2009)
s’'intéresse a des hormones ayant un grand rdle a
jouer dans le développement fcetal du cerveau et des
organes reproducteurs. La plupart des études actuelles
démontrent que les perturbateurs endocriniens
seuls ne semblent pas suffisamment puissants pour
induire des effets significatifs comparativement aux
niveaux naturels des hormones humaines. Le fait que
la population soit exposée a un grand nombre de ces
substances en mélanges complexes, pourrait toutefois
rendre possible que leurs actions soient combinées.
Bien que les résultats de I'étude de Ghisari et Bonefeld-
Jorgensen (2009) indiquent I'absence d’effet supra-
additifio par rapport a ces substances en mélange,
la possibilité et les conséquences d’interactions
pharmacocinétiques restent a évaluer.

Les résultats de I’étude de Jansen et al. (2009)
démontrent que le polymorphisme du PON1 peut
avoir des conséquences sur la susceptibilité d’individus
exposés a des organophosphorés lors d’expositions
séquentielles. En effet, les individus présentant la
forme hPON1, . seraient avantagés, puisque cette
derniére est plus apte a détoxifier certains pesticides,
ce qui minimiserait leurs effets sur le systéme nerveux
central. De plus, le polymorphisme pourrait avoir un
véritable impact sur la toxicité d’autres composés
qui sont détoxifiés par les CaE, dont possiblement
les pyrethrinoides et certains médicaments.
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Lexique

(1) Additivité: approche utilisée pour I'évaluation des mélanges
quand les composantes agissent par le méme mécanisme
d’action. Selon ce concept, la toxicité des mélanges est
déterminée par la somme des ratios des doses d’exposition
et des doses effectives des composantes.

(2) Plastifiant: diluant liquide qui rend les corps flexibles et
souples.

(3) Composant Phénoliques: polyméres produits par réaction du
phénol et du formaldéhyde.

(4) MVLN: lignée cellulaire hormono-dépendante dérivée d’'une
tumeur mammaire.

(5) NOEC: concentration sans effet observé.

(6) LOEC: plus basse concentration efficace.

(7) ECso: concentration efficace médiane, i.e. la concentration
qui provoque une réponse biologique égale a 50 % de la dose
maximale attendue.

(8) Infra-additif: situation observée lorsque la toxicité du

mélange est moins élevée que la somme des doses ou des

réponses des composantes du mélange (antagonisme).

Polymorphisme génétique: correspond aux variations, dans

une population, de la séquence des nucléotides de 'TADN d’'un

géne. Ce dernier doit posséder au moins deux formes (alléles)

a une fréquence d’au moins 1% pour étre considéré comme

polymorphe.

(10) Supra-additif: situation observée lorsque la toxicité du
mélange est plus élevée que la somme des doses ou
des réponses des composantes du mélange (synergie,
potentialisation).

-

(9
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