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Résumé

Les micropolluants organiques sont des molécules tres lipophiles, persistantes, qui peuvent
s’accumuler dans les produits d’origine animale. L’alimentation devient ainsi une voie
d’exposition potentielle aux dioxines et aux HAP pour une population. Ces travaux de
recherche ont porté sur les transferts des micropolluants organiques du lait vers le sang puis
vers les tissus cibles (foie, peau, tissu adipeux). Nos résultats démontrent que, suite a
'ingestion de lait contaminé, les micropolluants organiques apparaissent dans le sang. Leur
taux d’absorption apparent est dépendant des propriétés physico-chimiques des congénéres et
des doses ingérées : 1’absorption diminue lors d’une augmentation de la lipophilicité et des
poids moléculaires des molécules et lors d’une élévation de la dose administrée en 2,3,7,8-
TCDD (de 1 a 5000 ng/kg de poids vif). Nos travaux ont également mis en évidence que les
HAP seraient majoritairement excrétés des entérocytes dans la veine porte, contrairement aux
dioxines. Suite a une ingestion chronique de lait-contaminé, les PCDD/F se répartissent
principalement dans le foie et le tissu adipeux et, secondairement, dans la peau (a I’exception
de la 2,3,7,8-TCDD dont le taux de recouvrement dans ces trois tissus n’exceéde pas les 50%).
La distribution tissulaire dépend des caractéristiques des molécules (lipophilicité et poids
moléculaire) mais également de celles des tissus dont la teneur en matiére grasse.
L’augmentation du poids moléculaire et/ou de la lipophilicité des dioxines limite leur
incorporation dans le tissu adipeux. De plus, dans ce tissu, les quantités des dioxines détectées
sont corrélées a celles de la matiére grasse. Ceci se traduit par une diminution des facteurs de
bioconcentration (BCF) dans le tissu adipeux lors d’une augmentation du degré de chloration
des congénéres. Au niveau du foie, la fixation des dioxines apparait indépendante des
quantités de matieére grasse tissulaire. Une distinction peut étre faite entre les deux sous-
familles : I’incorporation hépatique des PCDD semble facilitée pour les molécules fortement
chlorées. Ainsi, les BCF des PCDD augmentent en fonction du nombre d’atomes de chlore.
La relation inverse est observée pour les PCDF. Toutefois, pour un méme niveau de
chloration, les BCF des PCDF sont supérieurs a ceux des PCDD. Ce résultat suggere la
présence d’un mécanisme de fixation sélectif au niveau du foie. Ce processus serait également

présent au niveau de la peau.

Mots clefs : Lait, Dioxines/HAP, Cinétique, Absorption, Tissu, Ingestion chronique
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Introduction générale

Les dioxines, micropolluants organiques ubiquitaires et persistants dans 1’environnement, ont
récemment défrayé la chronique (“La dioxine empoisonne la vallée d’Albertville”
L’Evenement, 20 Mars 2002 ; “Dioxines : Elevage et Incinération ne font pas bon ménage’,
Production Laitiere Moderne, Avril 2002 ; “Dioxines : Le lait fait les frais du laxisme’,
Réussir Lait Elevage, Juillet-Aofit 2002). Ces molécules sont libérées dans notre
environnement suite & des processus naturels (éruption volcanique, feux de forét) mais
essentiellement lors de procédés anthropiques (incinérateurs, métallurgies, industries
chimiques...). Parmi les 210 congénéres identifiés, 17 sont définis comme toxiques pour les
animaux et pour !’homme (perturbations de la reproduction, du développement, du
fonctionnement des hormones thyroidiennes, voire méme développement de cancers, IARC,
1997 ; INSERM, 2000). Les principales voies d’exposition a ces congénéres pour une
population étant I’alimentation et, lors d’accident industriel, I’inhalation, de nombreuses
mesures prises pour limiter les risques en terme de santé concernant :

L’inhalation : le 10 octobre 1996, un arrété¢ ministériel fixe les limites d’émission de
dioxines pour les différents types d’incinérateurs de déchets classés dangereux a 0,1 ng/m3
d’effluents gazeux. En 2000, une directive européenne impose a tous les incinérateurs de
respecter ce seuil. Or, en 2002, 27 incinérateurs répartis sur le territoire frangais étaient encore
hors normes.

L’alimentation et plus particulierement les teneurs en dioxines dans les produits

d’origine animale en raison de la forte affinité de ces molécules pour les matrices lipidiques.
Tout lait ou produit laitier est retiré de la commercialisation pour des teneurs supérieures a 3
pg I-TEQ/g de matiére grasse (normes européennes du 1 juillet 2002). Ces mesures
draconiennes sur le lait s’expliquent par la forte consommation de ces produits en France,
consommation engendrant une contribution de ’ordre des 40 % a I’exposition humaine aux
dioxines (INSERM, 2000).
Si les voies d’exposition aux dioxines pour la population sont maintenant relativement bien
connues, la connaissance du transfert de ces molécules d’une matrice alimentaire aux tissus de
I’organisme reste trés fragmentaire. Les études réalisées ont porté essentiellement sur
I’absorption et la distribution tissulaire de la [14C] 2,3,7,8-TCDD contenue dans de 1’huile
contaminée artificiellement. Plusieurs questions sont actuellement en suspens :

Pouvons-nous supposer que le transfert de la 2,3,7,8-TCDD dans I’organisme est
indépendant de la matrice de contamination utilisée ?

Comment extrapoler ces résultats a I’ensemble des matrices alimentaires ?
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L’absorption et la distribution tissulaire des 16 autres congénéres de dioxines sont-
elles similaires a la 2,3,7,8-TCDD ?
Nos travaux de recherches ont été focalisés sur la biodisponibilité des dioxines présentes dans
le lait. Le concept de biodisponibilité est pris comme un terme générique regroupant les
processus d’absorption, de distribution tissulaire et de dégradation. Compte tenu du peu
d’informations disponibles dans la littérature, ’étude a été étendue aux hydrocarbures
aromatiques polycycliques, molécules proches des dioxines.
La premiere partie de ce document vise a fournir des connaissances générales sur :

la contamination du lait et des produits laitiers par les micropolluants organiques
(impact des sources de pollution environnemental, du stade de lactation, et des traitements
technologiques sur les teneurs dans le lait)

I’absorption de ces molécules (les différentes étapes du mécanisme d’absorption, les
taux de transfert et les facteurs de variation)

la répartition des dioxines dans les différents tissus (Quels sont les tissus cibles ?
Comment se répartissent-elles ? Quels sont les taux de transfert des dioxines de 1’aliment aux
tissus ?)
La seconde partie présente les travaux expérimentaux que nous avons conduits. Elle se
présente en deux volets :

I’évaluation du transfert des dioxines du lait au sang (ingestion unique)

la détermination des coefficients de transfert des dioxines “Lait-Tissus cibles”
(ingestion chronique)
Les résultats sont discutés pour chacune des expérimentations puis une approche globale est
développée dans la discussion générale en vue d’établir des équations de prédiction des

teneurs tissulaires en dioxines en fonction de la concentration présente dans le lait ingéré.
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I: Principales propriétés des HAP et des dioxines

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et les dioxines sont définis comme des
molécules organiques, lipophiles, relativement inertes et potentiellement toxiques. Leurs

différentes caractéristiques sont abordées dans les paragraphes suivants.
1. Définitions et origines des micropolluants organiques lipophiles
1.1. Structure

Les HAP et les dioxines représentent deux grandes familles de molécules dont le nombre de
congéneres détectés dans I’atmosphere est respectivement de plus d’une centaine et de 210
congéneres. Seuls 16 HAP et 17 dioxines feront 1’objet de cette syntheése bibliographique, le
choix de cette restriction étant basé sur la toxicité potentielle de ces molécules pour I’homme
(US EPA, 1990 ; Safe, 1998). Ces HAP sont exclusivement constitués d’atomes de carbone et

d’hydrogeéne agencés sous forme de cycles aromatiques (Figure 1).

Figure 1 : Structure chimique des HAP

naphtaléne acénaphtyléne acénaphtene fluoréne
&
RS > ~N
phénanthréne anthracéne fluorantheéne pyréne
COC s’
@ 0 QPag
A benzo[a]anthracéne chryséne benzo[b]fluoranthéne benzo[k]ﬂuoranméne

benzo[a]pyréne indéno(1,2,3-c,d]pyréne benzo[g,h,ilpéryléne dibenzo[a,h]anthracene
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Le terme générique de «dioxinesy référe aux polychlorodibenzo-para-dioxines (PCDD) et
polychlorodibenzofuranes (PCDF). Cependant, & ces deux types de composés, s’ajoutent
certains PCB (PolyChloroBiphényls). Il s’agit des PCB co-planaires constitué¢s d’un ou de
plusieurs atomes de chlore en position non ortho sur leurs cycles aromatiques, ainsi que ceux
portant un atome de chlore en position ortho, les mono-ortho (Figure 2, Fries, 1995a;
INSERM, 2000). Cette terminologie ne sera pas prise en compte durant la suite de la revue

bibliographique.

Figure 2 : Structure chimique des PCB

Cly Clx

Les numéros représentent les éventuelles places des chlores
Clx, Cly : atomes de chlore

Les 17 dioxines étudiées different, les unes des autres, principalement par le nombre et la
position des atomes de chlore sur les 2 noyaux benzéniques. En effet, les 8 atomes de
carbone, pour lesquels une liaison covalente est disponible, peuvent étre occupés par des
atomes d’hydrogéne ou des atomes de chlore suivant le degré de chloration du composé
(ADEME, 1997). De plus, une distinction peut étre faite entre les PCDD et les PCDF : les
PCDD appartiennent au groupe de la dibenzo-para-dioxine dont la structure renferme deux
atomes d’oxygene formant un hétérocycle de type 1,4-dioxane. Les PCDF sont, quant a eux,
rattachés au dibenzo[b-d]furane, dont la structure présente un enchainement hétérocyclique ne
comportant qu’un seul atome d’oxygene de type tétrahydrofurane (INSERM, 2000) (Figure
3). La dissymétrie du noyau furanique engendre un nombre plus important de congénéres que
celui des PCDD (135 PCDF et 75 PCDD).

17



Figure 3 : Structure chimique des PCDD/F
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1.2. Origine des HAP et des dioxines

Les HAP et les dioxines résultent principalement de la combustion incompléte de matiére
organique. La contamination de I’environnement via ces molécules provient donc de procédés
naturels ou anthropiques (Site Internet du Ministére de I’ Agriculture et de la Péche, 1999 ;
Blumer, 1976). Les principales sources naturelles sont les feux de forét et de prairie, les
éruptions volcaniques et les fumées se dégageant de compost (Blumer, 1976 ; Bjorseth et al.,
1979 ; Baek et al., 1991 , Ministere de I’ Agriculture et de la Péche, 1999 (Site Internet)). Une
autre source naturelle importante dans la formation des HAP est la diagénése géochimique a
l'origine de la formation des pétroles (Rodriguez-Fernandez, 1995).

Cependant toutes ces contaminations naturelles ne sont pas conséquentes par rapport a celles
d’origine anthropique (Baek et al., 1991 ; Gribble, 1994 ; Ministere de I’ Agriculture et de la
Péche, 1999 (Site Internet) ; Juhasz et Naidu, 2000) (Tableau 1).

Tableau 1 : Teneurs en HAP et en dioxines dans 1’air ambiant en fonction des sources de

contamination (IARC, 1997 ; IPCS, 1998)

Localisation Teneur en HAP Teneur en dioxines
(ng/m°)

Ville 1230 0,02 2 0,4 pg I-TEQ/m’

Industrie 1210 0,146 4 2,186 pg I-TEQ/m’

Ville + Industrie 200 0,0002 2 4,9 pg I-TEQ/m’

Incinérateur 202210000 10 2 100 ng - TEQ/m’

Campagne 0,01 20,1 0,021 20,048 pg I-TEQ/m’

Montagne 0,004 a 0,03 ND

Feu ND 0,064 ng I-TEQ/m’

Automobile

- essence sans plomb 9,8 pg/m’

- super ND 141,5 pg/m3

- diesel 1,2 pg/m’

ND : Non déterminé
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Selon les familles de molécules, les sources principales d’origine humaine different : les
dioxines environnementales proviennent principalement des fumées des incinérateurs de
déchets solides et hospitaliers tandis que les HAP seraient majoritairement formés suite aux
procédés pétrogéniques et ceux pyrolytiques (Wakeham et al., 1980 ; Neff, 1985 ; Freeman
and Cattell, 1990 ; Moll, 1995).

La contamination de l'atmospheére en HAP et en dioxines provient essentiellement des
émissions industrielles. Il est important de souligner que les taux atmosphériques demeurent
relativement faibles (de ’ordre du ng/m3 pour les HAP et du pg/m3 pour les dioxines)
exceptés lors d’un mauvais contrdle des rejets dans 1’atmosphére d’origine anthropique cas
pour lequel les concentrations peuvent atteindre quelques ng/m3 pour les dioxines

(Grochowalski et al., 1995).

2. Propriétés physico-chimiques spécifiques des HAP et des dioxines

Les HAP et les dioxines sont regroupés sous le terme générique de micropolluants organiques
lipophiles, bien que les congénéres des deux familles possédent des propriétés physico-
chimiques distinctes. Cependant, ces dernieéres demandent a étre précisées dans la mesure ol
leurs données expérimentales sont rares (Sims et Overcash, 1983 ; Mackay et al., 1991 ;
Cerniglia, 1992 ; Wilson et Jones, 1993).

Les HAP sont sous forme solide a température ambiante. Ils se caractérisent par des
températures de fusion et d’ébullition élevées, des faibles tensions de vapeur et des valeurs de
solubilité aqueuse tres peu élevée (Annexe 1). Parallelement, les HAP sont fortement solubles
dans des solvants organiques et apparaissent trés lipophiles. Cependant quelques nuances
doivent étre émises en fonction du nombre de cycles aromatiques et de I’agencement spatial
des molécules. En effet, la volatilité des HAP diminue lors d’une augmentation du nombre de
cycles aromatiques fusionnés, les pressions de vapeur 4 25°C s'échelonnant de 1.107% 2 1.10°°
kPa (Wilson et Jones, 1993). Cette caractéristique a des répercussions sur le devenir de ces
composés dans 1’atmosphere : il a ét¢ démontré que les congénéres de faible volatilité, donc
associés a des particules, étaient moins exposés a des dégradations par photo-oxydation que
les molécules gazeuses (Atkinson et Carter, 1984 ; Atkinson, 1991). La solubilité des
molécules tend a évoluer en sens inverse de la lipophilicit¢ en diminuant avec une
augmentation du poids moléculaire (Wilson et Jones, 1993). Le naphtaléne a une solubilité

aqueuse de 32 mg/L a 25°C et une lipophilicité (log Kow) de I’ordre de 3,4 tandis que ces
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mémes parametres pour le Benzo[g,l,i]péryléne sont de 2,6.107° et de 7,1 mg/L a 25°C
respectivement. La solubilité aqueuse et la lipophilicité des congéneres des HAP influencent
la persistance de ces molécules dans I’environnement (Blumer, 1976). En effet, les HAP
peuvent étre dégradés par photo-oxydation et oxydation chimique (Shiaris, 1989, Weissenfels
et al., 1992) mais les principaux mécanismes de dégradation des HAP seraient les réactions
biologiques (Mueller et al., 1990). La dégradation des HAP a été mise en évidence chez des
micro-organismes (Cerniglia, 1992 ; Rodriguez-Fernandez, 1995; Juhasz et Naidu, 2000)
mais également chez les animaux supérieurs (Van de Wiel et al., 1992 ; Williams et Phillips,
2000). La principale différence est le degré de métabolisme : les micro-organismes sont dotés
de complexes enzymatiques permettant I’ouverture des cycles benzéniques tandis que chez les
mammiferes la dégradation des HAP correspond généralement & ’ajout de groupements
hydroxyles ou a des conjugaisons.
Les dioxines sont des molécules solides a température ambiante, peu ou pas volatiles
(Annexe 2, Bildeman, 1988 ; IARC, 1997 ; D.G.A.L., 1998 ; Union Européenne, 1999). En
effet, elles possedent des pressions de vapeur de 'ordre de 0,2 a 3,3 Pa m*/mol pour
respectivement la 2,3,7,8-TCDD et I’OCDD (Eitzer et Hites, 1988). Leur faible volatilité rend
négligeable leur dispersion sous forme gazeuse (INSERM, 2000) et donc leur dégradation par
photo-oxydation atmosphérique. Ceci leur confére une certaine stabilité dans 1’atmosphere.
Les Kow élevés pour ces molécules (s’échelonnant de 6,8 a 8,8 en fonction du degré de
chloration du composé) permettent de classer les dioxines dans les molécules fortement
lipophiles. Cette caractéristique physico-chimique leur permet de traverser les biomembranes
cellulaires et de s’accumuler dans V’organisme (tissus adipeux), dans les cuticules des
végétaux (Lorber et al., 1994 ; Fries, 1995b ; Lohmann et Jones, 1998 ; Union Européenne,
1999). Contrairement aux HAP, les 17 dioxines étudiées sont des molécules fortement
rémanentes dans tous les écosystémes (les temps de demi-vie des dioxines chez I’homme sont
compris entre 4 et 16 ans, Flesh-Janys et al., 1996). Seuls quelques micro-organismes et
certains animaux supérieurs sont aptes a les métaboliser (Wittich, 1998). Quatre voies
principales de dégradation ont ainsi été¢ démontrées pour les PCDD (Hu et Bunce, 1999)

- Hydroxylation a une ou plusieurs positions non substituées

- Hydroxylation & une position occupée par un atome de chlore

- Ouverture du cycle benzénique pour former un dihydroxydiphényl éther

éventuellement suivie par une hydrolyse pour donner un cathécol.

- Oxydation avec migration d’un atome de chlore.
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3. Caracteres toxiques des micropolluants organiques lipophiles dans ’organisme

humain

3.1. Définition de la toxicité des HAP et des dioxines et conséquences en terme de santé

humaine

Le choix des micropolluants organiques lipophiles étudiés (16 HAP et 17 dioxines) est basé
sur leur toxicité, toxicité démontrée suite a des multiples expérimentations et observations
(Fries et Marrow, 1975 ; Keith et Teillard, 1979 ; Copper er al., 1983 ; Ryan et al., 1985 ;
Wroblewski et Olson, 1985 ; Olson, 1986 ; Abraham er al., 1989 a,b ; Neubert et al., 1990 ;
US EPA, 1990 ; Olling er al., 1991 ; Belkin et al., 1994 ; Olson et al., 1994 ; DGAL, 1998 ;
Bertazzi et al., 1998). Ainsi de nombreux effets néfastes ont été observés dont principalement

une augmentation de la fréquence de cancer chez les animaux exposés (Tableaux 2, 3).

Tableau 3 : Conséquences en terme de santé de la présence des HAP et des dioxines chez les
hommes (Reid et al., 1973 ; Autrup et al., 1977 ; Bekesi et Holland, 1978 ; Rogan et Glaben,
1992 ; Zile, 1992 ; Rowat, 1999 ; Union Européenne, 1999 ; Juhasz et Naidu, 2000)

HAP Dioxines

Formation et développement de cancers supposés lors

Sévéres perturbations du métabolisme de la vitamine A de la présence de la 2.3.7,8-TCDD

Altération de la concentration en dopamine au niveau Augmentation de la fréquence des diabétes et de la
neurologique mortalité due a ces maladies

Retard cognitif et du développement moteur chez les

Augmentation des maladies cardio-vasculaires
enfants

Modification du systéme immunitaire Augmentation de la fatigue due a des insomnies

Diminutions du poids des nouveau-nés, du taux de

. . .. Douleurs musculaires
croissance et du niveau d’activité des enfants

Perte de mémoire chez les enfants Irritabilité

Augmentation des cancers avec I’age des individus Pertes de la libido

Changement des perceptions sensorielles

Augmentation de la fragilité et de la taille du foie

Diminution de la vitesse de conduction nerveuse

Diminution de la teneur en lipides du sérum sanguin
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Tableau 2 : Effets néfastes des dioxines chez les animaux modéles (Kimbrough et al., 1984)

Race Age Doses Observations
Espece Sexe
Souris CF-1 | 6 a 15 jours | 1jig ou 3ug 2,3,7,8- | Chez les nouveaux nés :
ti i
de gestation | TCDD/kg de} Poids | augmentation des palais fendus
corporel/jour
- dilatation bilatérale des tissus rénaux pour les doses de 3ug
Rats 3 0.lug 2,3,7.8- Fy diminution de la fertilité et de la survie néonatale.
Sprague | générations | TCDD/kg de Poids L
Dawley Corporel/jour F, de la survie néonatale
0.01 g 2.3.7.8- Diminution de la fertilité pour les générations 1 et 2
TCDDY/ kg de Poids | Diminution de la taille des portées
corporel /jour Diminution de la survie feetale et néonatale
Diminution de la croissance des animaux
Cochons adulte 40 ng de 2,3,7,8- | Diminution de la réaction d’hypersensibilité retardée
Guinea Pig TCDD /kg de poids
corporel/semaine
pendant 8 semaines
Souris Cs; | Miéle de 4 2,86 et 1,43 ug Atrophie du thymus
BL/6 I th semaines 2,337,8-TCDD/k.g de Pathologie du foie
Poids corporel /jour
pendant 4 semaines
Souris 3a4 15 pug 2,3,7.8- Aprés 2 semaines de la dose finale de 2,3,7,8-TCDD, injection
semaines | TCDD /kg de poids | intraveineuse de 20ug d’endotoxine provenant d’Escherichia
corporel/jour Coli.
ou Apres 48 h morts des souris
50 pg 2,3,7,8- La 2,3,7,8-TCDD augmente la sensibilité  cette toxine. Ceci
TCDD /kg de poids | est dose dépendante.
corporel /jour
Rat Sprague | Maile et 0,1pg 2,3,7,8- Augmentation de la mortalité
Dawley femelle TCDD /kg d? Poids Diminution du gain de poids corporel
corporel/jour

pendant 2 ans

Diminution des paramétres hématologiques

Diminution des niveaux d’acide & aminolévulinique et
porphyrigue dans les urines

Diminution des activités enzymatiques du sérum :
Phospatase alcaline
Transférase y glutamyl
Transaminase acide glutamique— pyruvique

Changement morphologique des tissus hépatique, lymphoide,
respiratoire, et vasculaire.
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Cependant, les effets toxiques observés chez I’homme, jusqu’a présent, ne sont que la
résultante entre la présence des micropolluants organiques dans 1’environnement et d’autres
facteurs non controlés. Ainsi le lien “cause/effet” n’est qu’hypothétique.

Suite a ces observations, et dans le but de diminuer les risques éventuels en terme de santé
publique, des modeles mathématiques ont ét€ mis en place. Le plus couramment utilisé
découle du concept de TEQ pour Quantité d’Equivalence Toxique. Il permet d’estimer la
toxicité d’une matrice renfermant plusieurs micropolluants organiques. Cette technique repose
sur I'utilisation d’un intermédiaire, le Facteur d’Equivalent Toxique noté TEF. La valeur du
TEF, propre a chaque molécule, provient d’une comparaison entre les conséquences néfastes
engendrées par chaque congénére et ceux causés par une molécule de référence, la 2,3,7,8-
TCDD pour les dioxines ou le benzo[a]pyréne pour les HAP (Nisbet et Lagoy, 1992 ; Moll
1995 ; Safe, 1998). La toxicité d’un mélange de congéneres de dioxines, par exemple, se
calcule de la maniere suivante (DGAL, 1998) :

TEQ = [ Z(PCDD;) x TEF; ]+ [ 2(PCDF;) x TEF; ]

Il en est de méme pour les HAP. Les Doses Quotidiennes Tolérables (TDI) pour I’étre humain

représentent une application concrete de cette méthode mathématique (Tableau 4).

Tableau 4 : Relation entre 1’exposition journaliere (exprimée en pg I-TEQ/kg de poids

corporel) et les conséquences en terme de santé humaine (INSERM, 2000)

Exposition journalieére Conséquences en terme de santé
Inférieure 1 Aucune conséquence
Entre 1 et 10 (a long terme) Risque d’altération de la santé
Supérieur a 10 (2 long terme) Conséquences néfastes

L’Organisation Mondiale de la Santé, OMS (1999 cité par INSERM, 2000) a établi une TDI
comprise entre 1 et 4 pg TEQ/kg de poids corporel/jour. L’US EPA a opté pour un niveau
d’exposition maximale recommandée de 0,006 pg TEQ/kg de poids corporel/jour pour une
durée de vie de 70 ans, le risque de développer un cancer étant sous ces conditions de 10°

(Silbergeld, 1993).
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Il est important de noter que les connaissances sur le pouvoir cancérigéne des HAP sont
beaucoup plus réduites que celles des dioxines. Par conséquent, les normes sur les teneurs

maximales en HAP des aliments font défaut (Moll, 1995).

3.2. Mode d’action des dioxines et des HAP

Les mécanismes d’action des dioxines et des HAP sont relativement semblables (Landers et
Bunce, 1991 ; Okey et al.,1994 ; Rowlands et Gustafsson, 1997 ; Hu et Bunce, 1999 ; Union
Européenne, 1999 ; Pickering, 2000). Deux modes d’action peuvent étre dégagés (Figure 4) :

- ’'un modifiant la réplication du génome

- lautre engendrant une perturbation des activités enzymatiques cytosoliques
Quel que soit le mécanisme d’action des micropolluants organiques, il semblerait que le
premier intermédiaire de ces molécules dans le cytosol cellulaire soit le récepteur Ah pour
aryl hydrocarbon, récepteur pouvant €tre complexé ou non a des protéines‘vc,ylt(;s:c')\l)i}’c;ues et
présentant différentes formes alléliques. Ces différences alléliques, engendrant des affinités
variables entre le récepteur Ah et les micropolluants pourraient en partie expliquer les
sensibilités propres a chacun des étres vivants. De plus, laffinité stéréospécifique du
récepteur Ah vis & vis des micropolluants permettrait de comprendre les différences de
toxicité entre ces congéneres. Contrairement aux dioxines, les HAP deviennent des molécules
toxiques suite a des dégradations des formes parents. En effet, il a été clairement démontré
que les diol-époxydes, formés lors du catabolisme de la région « baie » du benzo[a]pyrene par
le systtme monooxygénase NADPH dépendante cytochrome P450, sont toxiques pour lesﬁ
cellules hotes (Figure 5, Phillips, 1983 ; Rogan et al., 1993 ; Moll, 1995 ; Beaune et Loriot,
2000). "
Les HAP et les dioxines sont donc des micropolluants, engendrant des effets néfastes
(multiples altérations de génes, formation de métabolites toxiques) chez les organismes hotes,

et ce & des concentrations de type hormonal (Safe, 1998).
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Figure 4 : Hypothéses pour le mécanisme d’action des dioxines au niveau cellulaire (Landers et Bunce, 1991 ; Okey et al.,1994 ; Rowlands et
Gustafsson, 1997 ; Pickering, 2000 ; Hu et Bunce, 1999 ; Union Européenne, 1999)
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Figure 5: Dégradation et toxicité du benzo[a]pyréne dans la cellule : exemple du cancer du
poumon (Moll, 1995)
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I : Absorption des HAP et des dioxines chez le monogastrique

L. Importance de I’alimentation dans les voies d’exposition humaine aux micropolluants

organiques lipophiles

Les hommes peuvent étre exposés aux HAP et aux dioxines par I’inhalation d’air pollué,
I'ingestion de produits liquides ou solides contaminés ou le contact cutané avec un sol riche
en polluants organiques.

L’importance des voies de contamination est variable selon les deux familles de molécules
étudiées. Pour les dioxines, de nombreuses études et enquétes ont démontré que 1’exposition
humaine résultait, pour plus de 90 % de la contamination totale, d’ingestion d’aliment
contaminé (McLachlan et Hutzinger, 1990a ; Theelen, 1991 ; Fries, 1995a,b ; Roeder et al.,
1998 ; Union Européenne, 1999 ; Tsutsumi et al., 2001). Pour les HAP, il semblerait que le
premier facteur de contamination soit 1’inhalation d’air poliué (IARC, 1983 ; Waldman et al.,
1991 ; Ng et al.,, 1992 ; Finley et Paustenbach, 1994 ; Staneck et Calabrese, 1995 ; Burratti et
al, 2000 ; Hollender et al., 2000 ; Vyskocil et al, 2000). Cependant, cette hiérarchisation peut
étre modulée en fonction du lieu d’habitation et des meeurs des individus. L’exemple le plus
flagrant est donné par Lodovici et al. (1999). En effet ces chercheurs ont comparé 1’exposition
des Italiens, vivant en ville, suite a I’ingestion d’un repas a celle résultant de I’inhalation d’air
pollué. Ils ont ainsi démontré que la prise d’HAP via le repas -(3;1« g/jour/personne) était 8 fois
plus élevée que celle via 1’air respiré. Il apparait donc clairement que I’ingestion d’aliment
contaminé peut étre une voie d’exposition humaine non négligeable aux micropolluants
organiques lipophiles (Phillips, 1999 ; Vyskocil et al, 2000). |

Les aliments contaminés par les dioxines sont principalement voire exclusivement les
produits d’origine animale, les végétaux n’étant que tres faiblement poliués (Annexe 3). Cette
différence de contamination entre les produits des deux régnes peut s’expliquer de deux
maniéres. D’une part, la grande majorité des espéces végétales sont incapables de prélever les
dioxines dans le sol (réservoir en dioxines) via leur systeme racinaire et de les transporter, via
la seve, vers les parties aériennes (Kew et al., 1989). Une seule exception est connue a ce
Jjour, les plantes de la famille des cucurbitacées. Lors d’une plantation sur un sol contaminé (a
hauteur de 148 ng [-TEQ/ kg), les teneurs en dioxines détectées dans le végétal étaient de
Vordre de 20 ng I-TEQ/kg de matiere seche (Hulster ez al., 1994). Les végétaux sont donc

pollués en dioxines majoritairement suite a un dépdt atmosphérique de ces molécules ou a des
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€claboussures de sol lors d’intempérie. La contamination n’est alors que superficielle et peut
étre dissipée par lavage. D’autre part, les différences de concentration en dioxines entre les
deux origines de produit alimentaire peuvent étre dues a des durées et des intensités
d’exposition a ces molécules plus importantes pour les animaux que celles pour les végétaux :
les poissons et crustacées filtrent quotidiennement de grosses quantités d’eau pour
s’alimenter. Ceci se traduit par des teneurs en dioxines avoisinant les 25 pg I-TEQ/g de
matiere grasse (Annexe 3). Il est important également de rappeler que les dioxines sont des
composés stables et persistants. Ainsi les molécules ne sont pas métabolisées et s’accumulent
dans les tissus et autres matrices lipidiques de 1’animal (Lorber e al., 1994 ; Fries, 1995b,
Lohmann et Jones, 1998 ; Ministére de 1’agriculture et de la péche, 1999 (site Internet)). Les
autres produits d’origine animale (viande, lait et ceuf) présentent des concentrations en
dioxines inférieures a celles des poissons (de l'ordre de 1 pg I-TEQ/g de matiére grasse,

Tableau 5).

Tableau 5 : Teneur en HAP des produits alimentaires crus (pg/kg de produit, Dennis et al.,
1983)

Congénéres Fxs':ict:eet Céréales lti:azgis Pa;et:iseiggée}'ti;::es Lait Viande | Poisson
Fluoranthéne 0,93 1,38 0,26 1,50 0,15 0,48 0,81
Pyréne 0,83 1,85 0,24 1,23 0,04 0,55 0,79
Benzo[a]anthracéne 0,11 0,37 0,05 0,15 0,01 0,05 0,14
Chryséne 0,23 0,77 0,23 0,93 ND 0,15 0,65
Benzo[e]pyrene 0,03 0,22 0,02 0,10 ND 0,03 0,12
Benzo[blfluoranthéne 0,06 0,23 0,05 0,16 0,01 0,04 0,13
Benzo[k]fluoranthene 0,02 0,08 0,02 0,07 0,003 0,01 0,04
Benzo[a]pyréne 0,07 0,32 0,06 0,09 0,01 0,05 0,13
Benzo[g,h,ijpéryléne 0,06 0,28 0,06 0,08 0,01 0,05 0,12
Dibenzo[a,h]anthracéne 0,01 0,06 ND 0,01 ND 0,01 0,03
Indeno[1,2,3-c,d}pyréne ND ND ND ND ND ND ND
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Cependant, fortement consommés en France, ces produits représentent chacun plus de 40 %
de P’exposition quotidienne humaine contre seulement de ’ordre de 5 % pour les végétaux
(First et al., 1990 ; Fiirst ef al., 1992 ; Ministere de 1’agriculture et de la péche, 1999 (site
Internet)).

Pour les teneurs en HAP des aliments, la distinction ne se fait pas selon I’origine (végétale ou
animale) du produit mais selon 1’application ou non de traitements technologiques. Parmi les
aliments non manufacturés (crus), les aliments d’origine végétale sont plus fortement
contaminés que ceux d’origine animale (Figure 6, Tableau 5). Cette forte contamination serait
principalement due a la capacité des plantes a prélever les HAP du sol (Edwards, 1983) et a la
synthese éventuelle de nouveaux HAP chez certaines espéces végétales (Dennis et al., 1983 ;
Guillen et al., 1997 ; Wagrowiki et Hites, 1997). La faible contamination des produits
d’origine animale résulterait, en partie, de I’aptitude des animaux a métaboliser les HAP. Or,
I'importance du métabolisme serait fonction des espéces animales : Meador et al. (1995) ont
montré que les poissons, en général, possédaient une plus grande capacité a dégrader et donc a
éliminer les HAP que les mollusques. Ainsi les mollusques sont des voies d’expositions plus
importantes en HAP pour I’homme que les poissons.

Pour les produits manufacturés, la tendance est inversée (Figure 6, Tableau 6) : les produits
d’origine animale présentent des teneurs en HAP plus élevées que celles détectées dans les

produits végétaux.

Tableau 6 : Concentration en HAP (ug/kg de produit) des produits alimentaires

manufacturés (Bartle, 1991)

Congénéres Froma’ge Jambon | Bacon Viande cuitAe dans [ Viande cuite Huiles et r‘na’tiéres Boisson
fumé une poéle au barbecue grasses végétales

Fluoranthéne 3,5 1,2 1,1 43 49 1,76 0,08
Pyrene 7,0 1,7 11 0.9 1.4 2,75 0,04
Benzo[alanthracéne 0,8 0,6 0,4 1.4 3,6 0,95 0,006
Chryséne - - - 0,6 2,2 1,18 ND
Benzole]pyréne - - - - - 1,10 ND
Benzo[b}fluoranthéne 0,4 0,2 0,2 - 0,92 0,006
Benzo[k]fluoranthéne - - - - - 0,32 0,003
Benzola]pyréne 0,5 0,2 0,1 5.8 10,5 1,57 0,008
Benzo[g,h,ijpérylene 0,4 0,1 ND 6,7 4,7 1,26 0,01
Dibenzo[a,h]anthracéne 0,1 ND ND - - 0,06 ND
Indeno[1,2,3-c,d] pyréne - - - - - ND ND

ND : Non Déterminé
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Figure 6 : Contamination en HAP des différents aliments (Lodovici ef al.,1995)
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Ce phénomene est dii @ une contamination ultérieure des produits, contamination via la
combustion de bois, de matiére grasse, processus engendrant la formation d’"HAP (Howard et
Fazio, 1980 ; Philipps, 1999). Ainsi, Panalaks (1976) a déterminé des teneurs de 1’ordre de
164 pg/kg dont 30 pg/kg correspondait a la présence du benzo[a]pyréne lors de la cuisson de
la viande au barbecue. Cependant, tous les procédés technologiques ne sont pas source de
contamination : des teneurs plus élevées que celles des produits correspondants d’origine
animale ont été¢ déterminées dans les substituts végétaux du beurre et de la créme (Hopia et
al., 1986 ; Dennis et al., 1991). Les huiles végétales sont, elles aussi, des voies de
contamination humaine en HAP non négligeables (Moret et Conte, 2000) pouvant atteindre
23 pg/kg d’huile (Hopia et al., 1986). Ces forts taux s’expliquent par la nature lipophile du
produit.

Enfin une autre source de contamination en dioxines et en HAP chez ’homme, trés peu
étudiée, est le conditionnement des produits alimentaires. En effet Rappe er al. (1990),
Lafleur er al. (1990) et Fiirst et al. (1993) ont rapporté que les dioxines peuvent migrer de
’emballage au produit : apres 12 jours de stockage d’un lait dans des briques en carton, 6,7 %
de la 2,3,7,8-TCDD ont migré de ’emballage au lait. Cependant, de nos jours, ces
phénomeénes sont quasiment inexistants du fait des nombreux contrdles et de I’amélioration
des matériaux disponibles (conférer la diminution des teneurs en dioxines dans le lait en

fonction des emballages, Tableau 7).

Enfin ce paragraphe relate les voies d’exposition humaine aux micropolluants organiques et
non la contamination des hommes par ces molécules. En effet, 2 aucun moment, les
chercheurs cités précédemment n’ont déterminé la biodisponibilité des micropolluants
organiques dans les différentes matrices alimentaires ou autres (la biodisponibilité
correspondant a la fraction d’un composé disponible pour le métabolisme, le stockage ou
I’excrétion ; Fries et Marrow, 1992). La hiérarchisation des voies d’exposition aux HAP et
dioxines repose donc essentiellement sur les niveaux de pollution des différents produits

consommes et les habitudes alimentaires.
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Tableau 7 : Evolution de la contamination en dioxines des laits dans différents pays entre

1990 et 1995

Concentration dans le
Pays Année lait Commentaires Références
(pg I-TEQ/g MG)
Lait entier contenu dans un
0,51-2,35 (N-TEQ) emballage carton Ramos et al. (1997)
Suéde |Avant 1990
Lait entier contenu dans des
0,46-1,74 (N-TEQ) T — Ramos et al. (1997)
Angleterre] 1990 1,50 Lait entier d'exploitation rurale |Harrisson et al. (1994)
Pays-Bas| 1990 1,58 Lait entier d'exploitation rurale | Theelen et al. (1993)
Allemagne; 1990 0,6-1,40 Lait entier d'exploitation rurale Mayer (1995)
Suisse |1990-1991 098132  [Melangedelaltentier provenan o o0 or 4, (1997)
de 9 laiteries
Suisse | 1990-91 0,70-3,28 Lait entier d'exploitation rurale Schmu(il:;tgszc):hlatter
Allemagne 1993 0,8 Laientier content dansdes | g oo of ) (1997)
bouteilles en verre
Allemagne; 1993 0,6-1,54 Lait entier d’exploitation Lassek et al. (1993)
Lait entier d'exploitation a
Espagne 1995 3,32 proximité d'un incinérateur Ramos et al. (1997)
Espagne | 1995 1,20 Lait entier dexploitationd | o0 o ar (1097)
proximité d'une papeterie
Lait entier d'exploitation a
Espagne 1995 2,27 proximité d'une usine Ramos et al. (1997)
métallurgique
Lait entier d'exploitation a
Espagc = = proximité d'une usine chimique SERREERal st
Espagne 1995 1,87 Lait entier d'exploitation rurale | Ramos et al. (1997)
Lait entier contenu dans des
Espagne |1995-1996 0,67-2,47 bouteilles en plastique Ramos et al. (1997)
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2. Lait et produits laitiers : sources de contamination en HAP et en dioxines

La filiére a connu plusieurs crises récentes (listéria, ESB) et dernierement les micropolluants
organiques (Hallouin, Albertville) ou le lait a été contaminé par I’émission de dioxines suite &

un dysfonctionnement d’un incinérateur.

2.1. Teneurs et profils des HAP et des dioxines dans le lait

Pour les teneurs en HAP des laits, trés peu de données sont disponibles dans la littérature.
L’étude menée par Grova et al. (2000a) a démontré que les teneurs en HAP du lait variaient
peu en fonction de la proximité ou non entre une source de pollution et ’exploitation laiticre
(Tableaux 6, 8).

Tableau 8 : Teneurs des laits en HAP en fonction de diverses sources de pollution (Grova,
2000b)

Lait témoin | Cimenterie | Autoroute | Multicontaminés Epaglgsfse de
(n=3) (n=4) (n=5) (n=3) (n=7)
Naphtaléne 6,3+1,6 3,8£29 83+70 152+1,6 48+33
Acénaphtylene 0,8+0,7 0,2+04 0,4+0,9 0,8+£0,7 0,3+0,5
Acénaphténe 0,305 0,5+1,0 0,8+0,7 ND 0,2+0,5
Fluoréne 46128 16,1 £6,8 11,5+6,7 77+14 14,1 £7,7
Anthracéne 1,5+£0,3 1,4+£0,3 1,4+03 1,0+£0,3 1,4+£0,2
Fluoranthéne 24+04 23+13 1,8+0,5 1,3+03 2,2+0,7
Pyréne 2,4+03 3,7£29 2,7+0,9 1,8+0,5 29+1,4
Benzo[a]anthracéne | 2,0£0,3 22103 2,1£0,1 1,9+0,4 2,1+0,1

ND : non déterminé

Parmi les 16 HAP toxiques, seuls 5 congéneres ont été détectés dans le lait, a savoir le

naphtaléne, le phénanthréne, ’anthracene, le fluorantheéne et le pyrene (Tableau 8, Grova,
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2000b). Les molécules présentes ayant des pouvoirs toxiques peu élevés, le lait de vache
n’engendrerait donc aucune conséquence nocive pour I’homme (Grova er al., 2000a,b,
Tableau 8, Annexe 1).

Trois hypotheses peuvent étre formulées quant au profil des molécules dans le lait :

- les HAP de faible poids moléculaire sont présents dans I’environnement en
plus fortes concentrations que les autres congénéres, engendrant ainsi leur
présence dans les produits d’origine animale

- seuls les HAP de faible poids moléculaire (nombre de cycles strictement
inférieur a 5) peuvent franchir les barrieres épithéliales intestinales et
mammaires

- la différence entre le profil des HAP de I’environnement et celui du lait peut
également résulter d’un métabolisme sélectif de ces molécules chez les
ruminants laitiers

Une étude menée par Grova et al. (2003) a confirmé la premiere hypothése sans exclure la
seconde : la radioactivité associée au benzo[a]pyrene a été retrouvée dans le plasma sanguin
(2 Bg/mL, au pic d’absorption) et a de trés faibles pourcentages dans le lait (0,2 % de la dose
administrée et 2,5 % de la dose absorbée) suite a I’ingestion unique de cette molécule
marquée au ['*C] chez des chévres en lactation. Il semblerait aussi que la barriére épithéliale
mammaire joue un role de filtre, ne laissant passer que des molécules de faible encombrement

spatial (Cavret, 2002).

La contamination du lait en dioxines semble dépendre de nombreux facteurs qui peuvent étre
scindés en deux groupes :

- les facteurs environnementaux (dont la localisation des exploitations, la
contamination en dioxines atmosphériques, la proximité ou non d’une source
de contamination)

- les facteurs propres au systéme d’élevage (dont I’alimentation, la parité, le taux
de renouvellement et 1’état sanitaire du troupeau)

Plusieurs études ont porté sur la contamination du lait en dioxines en fonction de la présence
ou non d’une source de pollution a proximité des exploitations laitieres (Tableau 9) (Rappe et
al., 1987 ; Schmid et Schlatter, 1992 ; Eitzer, 1995 ; Harrison et al., 1996 ; Hippelein et al.,
1996 : Ramos et al., 1997). Pour les laits provenant d’une exploitation rurale (dit lait “rural”),

les teneurs en dioxines s’élevent entre 1,3 et 2,5 pg I-TEQ/ g de matiére grasse selon les pays
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Tableau 9 : Teneurs (pg/g de matiére grasse) en dioxines du lait de vache selon les lieux ou les sources d’exposition (Schmid et Schlatter, 1992 ;
Ramos et al., 1997 ; Hendriks et al., 1996)

Lieu/ | 2378 | 1,2,3,7,8- [1,2,3,4,7,8-|1,2,3,6,7.8-11,2,3,7,8,9-11,2,3.4.6,7.8
Source | TCDD PeCDD | HxCDD | HxCDD | HxCDD | HpCDD OCDD ITEQ ND : e
D : non identifié
Ind ND 0,47+0,04 |1 0,29+0,130,60+0,26 10,53+0,43 1 2,50+1,75| 7,14x3,71 |2,60+0,77 Ind @ industrie
WI : Incinérateur de déchets municipaux
PP ]0,55+0,190,38+0,20(80,0+14,0(0,60+0,45:0,94+0,3711,32+0,77| 5,18+0,43 | 1,46+0,56 PP : papeterie
MP : industrie métallurgique
WI 10,83+0,05]0,80+0,0610,45+0,3310,91+0,910,72+0,73 | 2,06+0,55 | 4,62+0,90 [3,04+0,30 ChP : industrie chimique
Ru : zone rurale
MP |0,71+0,16]1,04+0,9510,75+0,5111,47+0,86|0,96+0,40| 1,43+1,03 | 4,22+2.16 |3,34+1,07 Mont : montagne
Ch 0,86x0,08|0,42+0,06[0,45+0,27| 0,6  |0,98+0,90|0,89+0,46| 5,52+2,35 |2,76x1,04 Lait s : lait standard
Ru 0,54+0,2510,67+0,53(0,32+0,27(0,57+0,2210,86+0,77 | 1,50+0,55{ 6,17+3,58 | 1,72+0,69
Mont ND 0,35+0,2510,25+0,1510,57+0,29 1 0,45+0,47 | 3,36+3,84 {11,40+14,99( 1,42+1,02
Lait s ND 0,53+0,390,37+0,2410,69+0,42 1 0,72+0,48 | 1,86x1,84 | 6,14+6,60 |2,00+1,05
[
Liew/ | 2378- | 1,2,3,7,8- | 2,3,4,7,8- |1,2,3,4,7,8- | 1,2,3,6,7,8- | 2,3,4,6,7,8- | 1,2,3,7,8,9- | 1,2,3,4,6,7,8- | 1,2,3,4,7,8,9-
Source TCDF PeCDF PeCDF HxCDF HxCDF HxCDF HxCDF HpCDF HpCDF OCDF
Ind 0,43+0,21 |0,18+0.,09 | 2,00+0,92 | 1,36+1,23 | 0,80+0,43 | 0,88+0,62 | 0,11+0,09 | 1,69+1,93 0,27+0,34 | 1,12+1,44
i PP 0,85+0,45 10,12+0,04 | 0,50+0,64 | 0,80+0,15 | 0,54+0,20 | 0,51x0,17 | 0,44+0,15 | 0,47+0,24 0,33+0,16 10,31+0,10
WI 0,60+0,59 [0,19+0,15|1,53+1,02] 1,66+1,21 | 1,1920,30 | 1,68+0,82 | 0,43+0,68 | 0,67+0,15 0,45+0,57 10,33x0,19
MP 0,68+0,64 10,13+0,11|2,12+1,61 | 1,68+0,63 | 1,23+0,55 | 1,18+0,44 | 0,49+0,56 | 0,66+0,48 0,35+0,32 |0,26+0,08
Ch 0,97+1,15 10,29+0,26 | 0,81+0,77 | 2,02+1,98 | 0,76+0,44 | 0,84+0,56 | 0,66+0,88 | 0,38+0,18 0,61+0,78 10,31+0,17
Ru 1,05+1,05 {0,22+0,09 { 0,97+0,59 | 0,98+0,70 | 0,55+0,28 | 0,57+0,22 | 0,69+0,73 | 0,76+0,25 0,53+0,47 10,56+0,39
Mont | 0,24+0,10 |0,06+0,05{1,25+1,20| 0,87+1,03 | 0,60+0,69 | 0,60+0,72 | 0,12+0,14 | 1,24+2.48 0,23+x0,43 | 1,17%2,17
Laits | 0,66+0,56 |0,16=0,10 | 1,27+0,93 | 1,20+0,88 | 0,71+0,45 | 0,78+0,56 | 0,38+0,39 | 0,88+1,27 0,38+0,34 }0,63+1,06
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avec une nette dominance des PCDD par rapport aux PCDF. Les teneurs plus élevées des
PCDD par rapport aux PCDF du lait peuvent étre expliquées de deux maniéres :

- les PCDD sont prédominants dans I’air ambiant (IARC, 1997)

- les PCDF sont des molécules moins persistantes que les PCDD.
Cette derniere suggestion a été formulée par de nombreux auteurs qui ont mis en évidence que
certaines molécules (le 2,3,7,8-TCDF, le 1,2,3,7,8-PeCDF et la 1,2,3,7,8,9-HxCDF) étaient
soit faiblement présentes soit inexistantes selon les laits (Tableau 9). Ainsi certains
congéneres des dioxines seraient davantage métabolisés par 1’animal (Firestone et al., 1979,
Rappe et al., 1987 ; McLachlan et al., 1990 ; Olling et al., 1991 ; Fries et al., 1999). Pour les
PCDD, les concentrations des congéneres dans le lait croissent avec le nombre d’atomes de
chlore portés par la molécule (Ramos et al., 1997): ’OCDD suivi par la 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD possedent les plus fortes teneurs dans le lait comme cela était le cas dans l'air
ambiant (Tableau 9). L’importance est toute autre lorsque les concentrations sont exprimées
en I-TEQ pg/g de matiére grasse, les molécules ayant les plus fortes teneurs sont alors le
2,3,4,71,8-PeCDF, le 1,2,3,7,8-PeCDD et la 2,3,7,8-TCDD, représentant, a elles trois, 75 % de
la contamination totale du lait (McLachlan et al., 1990 ; Tuinstra et al., 1992 ; Ramos et al.,
1997).
Pour ce qui est de I’'impact de sites industriels sur les teneurs en dioxines dans le lait, deux cas
de figure se présentent :

- soit I’'impact est nul (cas de la papeterie)

- soit un lien de cause a effet peut €tre suggéré (cas des incinérateurs, de la

métallurgie et des entreprises chimiques)

Les entreprises €tudiées étant réellement des sources de contamination environnementales,
’absence de dioxines dans les laits des fermes avoisinant des papeteries peut paraitre
surprenante. Les données bibliographiques n’étant pas suffisamment explicites quant a
’orientation respective des entreprises et des exploitations laitiéres par rapport a la rose des
vents, une explication serait que les vents dominants ne balayent pas successivement ces deux
sites.
L’incidence sur les teneurs en dioxines du lait a proximité d’une entreprise chimique,
métallurgique ou d’un incinérateur se révéle étre principalement une augmentation des teneurs
de la 2,3,4,7,8-PeCDF, des 1,2,3,4,7,8-HxCDD/F, des 1,2,3,6,7,8-HxCDD/F, de la
2,3,4,6,7,8-HxCDF, et de 1a 2,3,7,8-TCDD (Tableau 9). Cependant aucun lien entre le profil
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du lait et 1a nature de la source ne peut étre établi dans la mesure ol le nombre de données est
relativement restreint.

L’ensemble des données bibliographiques recensées portant sur les teneurs en dioxines des
laits met en évidence que, quelle que soit la source de pollution avoisinant ’exploitation, le
lait peut étre commercialisé, les concentrations en PCDD/F étant inférieures au seuil de non-
commercialisation, soit 3 pg I-TEQ/g de matiere grasse. Néanmoins, des valeurs atteignant les
20 pg/g de matiere grasse (en moyenne) ont été déterminées dans le lait d’exploitations situés
a un rayon de 5 km de D’incinérateur de Gilly sur Isere (en Savoie, 2001). Ce cas n’est pas
isolé et fait souvent suite a un dysfonctionnement des unités de traitement. Inversement, avec
le respect des normes, les concentrations détectées dans les laits de fermes situées a proximité
d’un incinérateur sont identiques a des laits ruraux (Eitzer, 1995 ; Hippelein et al., 1996).

Le second groupe de facteurs, modulant les teneurs en dioxines, est propre a 1’animal.
McLachlan (1995a) et Tuinstra et al. (1992) ont montré que, suite a I’arrét d’ingestion de
dioxines chez des vaches laitiéres, les concentrations en dioxines diminuaient au cours de la
lactation, avec des teneurs maximales durant la période colostrale. De plus, Tuinstra et al.
(1992) ont constaté que la disparition des dioxines dans le lait était d’autant plus rapide que le
corps était appauvri en matiére grasse. L’impact de ces différents facteurs sur les teneurs en
dioxines du lait peut donc étre relié a une seule et méme cause, 1’origine des lipides du lait au
cours de la lactation. En effet, les lipides du lait proviennent soit d’une mobilisation des
réserves corporelles de I’animal soit de 1’alimentation. Durant les premiéres semaines apres la
mise-bas, les vaches laitiéres, ne parvenant pas a couvrir leurs besoins via 1’alimentation,
puisent dans leurs réserves corporelles. Plus tard dans la lactation, le phénomene inverse
(apport nutritif en exceés par rapport aux besoins) conduit & une prise de poids de 1’animal
(Jarrige, 1988 ; Thomas et al., 1999). Ainsi le pic de concentration en dioxines observé durant
la sécrétion du colostrum pourrait étre la résultante de la contamination de la vache laitiere
durant sa phase d’engraissement, 1’alimentation jouant un réle croissant au cours de la
lactation dans ce processus. Cette redistribution des lipides corporels & chaque lactation peut
également €tre une explication des différences de concentration en dioxines entre les
primipares et les multipares ingérant journellement des dioxines (de ’ordre de 3 pg/g de
matiere grasse, Vindel et Duhem, 1999).

Enfin, I’état sanitaire des vaches laitieres module les teneurs en dioxines dans le lait. En effet,
Fries et al. (1999) ont constaté une augmentation des concentrations en dioxines fortement

chlorées lors d’infection de la glande mammaire. Ce phénomeéne peut €tre rapproché des
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modifications structurales des cellules de la glande mammaire lors d’une mammite (c’est-a-
dire lors d’une augmentation de la perméabilité des barriere épithéliales mammaires,
permettant de ce fait le passage des constituants sanguins dans le lait dont les globules rouges,
Fries et al., 1999). 1l semblerait que le passage des congénéres de dioxines fortement chlorés
serait limité au niveau de la barrieére intestinale ou mammaire, phénomene précédemment
observé pour les HAP de fort encombrement spatial.
En conclusions, les teneurs des dioxines dans le lait de tank peuvent étre accrues par la
présence d’une ou plusieurs sources de pollution a proximité de I’exploitation, par une grande
proportion de primipares dans le troupeau. Il semblerait également que le lait provenant de
vaches en début de lactation soit plus concentré en dioxines que celui de vaches proches du
tarissement. La contamination du lait en dioxines apparait donc comme le résultat de
’enchainement de plusieurs parametres (contamination de I’environnement, accumulation des
micropolluants organiques dans 1’organisme de la vache laitiére, mobilisation de ces
molécules au cours de la lactation). Cependant ’animal n’est pas neutre dans le transfert : une
absence de similitudes entre les profils en dioxines des fumées d’un incinérateur et ceux du
lait est constatée, une augmentation des teneurs en dioxines lors d’un état sanitaire médiocre
(mammite) de la vache laitire a été observée. Plusieurs questions qui restent en suspens
quant a la contamination du lait peuvent étre regroupées ainsi :

- A quel niveau et par quel mécanisme s’effectue le transfert des dioxines de I’aliment au

sang ?

- Quel est le devenir de ces molécules dans 1’organisme ? (Métabolisme ? Stockage ?7)

- Quel est le mécanisme d’absorption mammaire des dioxines ?
Ces questions pourraient étre également formulées pour les HAP a condition de procéder a la

détermination des teneurs en HAP dans le lait, car ce sujet a été peu étudié jusqu’a présent.

2.2. Teneurs et profils des dioxines dans les produits laitiers

La mesure de la contamination des différents produits laitiers a été réalisée suite a des
enquétes et analyses dans différents hypermarchés. Il semblerait que les traitements laitiers
utilisés pour ’obtention de fromages, de yaourt et de dessert lacté ou de lait en poudre,
n’influent pas sur les concentrations en dioxines des produits du lait (Fiirst e al., 1992 ; Fiirst

et Wilmers, 1995 : DGAL, 1998 ; Ramos et al., 1997, 1999a,b,c ; Malisch, 2000) :
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- les teneurs dans les produits laitiers comprises entre 0,86 et 3,55 pg I-TEQ/g
de matiere grasse sont similaires a celle d’un lait standard, la teneur en
dioxines de ce dernier étant de 2,14 pg I-TEQ/g de mati¢re grasse (Annexe 4)
- les 17 congénéres de dioxines peuvent étre présents dans les produits laitiers
(Tableau 10)
- les teneurs en PCDD augmentent en fonction du nombre d’atomes de chlore
portés par les congéneres
- aucune tendance n’est observée pour les PCDF
Cette similitude entre les produits laitiers et le lait laisse suggérer que la répartition de ces
congéneres dépend de celle de la matiere grasse du lait, constituant trés peu modifié lors des
traitements technologiques (excepté lors de 1’écrémage). Ce résultat est cohérent avec les
propriétés physico-chimiques des dioxines, molécules caractérisées par une grande stabilité
thermique, et une trés forte lipophilicité (Annexe 2) et les résultats de Ramos et al. (1998,
2000). Ces derniers ont démontré que les PCB, micropolluants organiques proches des
dioxines de par leurs propriétés physico-chimiques, se trouvaient associées aux globules gras
et plus précisément aux cholestérols, stérols retrouvés a la périphérie de cette structure
complexe.
Le yaourt allégé a volontairement été écarté des autres produits laitiers. En effet, pour ce
produit, de tres faibles contaminations en dioxines étaient attendues du fait du taux de matiere
grasse réduit. Or la teneur moyenne (de 8 a 12 pg I-TEQ/g de matiére grasse) et le profil des
dioxines sont totalement différents de ceux d’un lait standard (teneur supérieure au lait et
seulement 5 dioxines ont été détectées, Tableau 10). Le yaourt présentant des teneurs en
dioxines proche de celles des autres produits laitiers, le traitement technologique employé€ lors
de la fabrication de yaourt ne peut étre mis en cause. De plus, lors d’un écrémage partiel du
lait, Durand et al. (2000) ont mis en évidence que les niveaux de contamination s’élévent a
0,65 pg I-TEQ/g de matiére grasse. Autrement dit, I’écrémage ne peut étre la cause des fortes
teneurs en dioxines des yaourts allégés espagnols. Il semblerait donc que ces différences de
contamination entre le yaourt allégé et le lait soient dues a 1’origine des laits transformés. En
effet, Ramos et al. (1999¢) ont mis en évidence que, selon les échantillons, les profils varient

énormément.
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Tableau 10 : Teneurs et profils des produits laitiers en dioxines (concentrations exprimées en pg/g de matiére grasse)

DGAL | Ramos efal. | Ramos et al. | Ramos et | Malisch et | DGAL DGAL Ramos et | Ramos et al.
Référence (1997) (1999b) (1997) al. (1999a)| al. (2000) | (1996) (1997)  |al. (1999¢)| (1999¢)
Produit Lait cru |Lait en poudrelLait pasteurisé Beurre Beurre Beurre [Dessertlacté Yaourt [Yaourt allégé
2.,3,7,8-TCDF 0,11 2,53 0,21 0,35 0,06 0,03 0 4,05 66,78
1,2,3,7,8-PeCDF 0,13 1,24 0,13 0,19 0,06 0,07 0,12 0,66 0
2,3,4,7,8-PeCDF 1,69 1,88 0,73 0,89 0,68 0,38 0,84 0,63 0
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,4 1,72 1,03 0,4 0,57 0,18 0,37 0,59 0
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,41 1,49 0,55 0,5 0,34 0,19 0,4 0,5 0
1,2,3,7,8,9-HxCDF 1,08 1,31 0,46 0,67 0 0,24 0,51 0 0
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,12 1,88 0 0,54 0,46 0,07 0,14 0,64 3,6
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 1,22 3,31 3,42 0,5 0,42 0,32 0,4 4,79 32,7
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,17 1,12 0,15 0 0,08 0,05 0,11 1,55 0
OCDF 2,95 16,4 2,53 0,49 0,48 0,68 6,2 0 0
2,3,1,8-TCDD 0,24 0,42 0 0,05 0,59 0 0,1 0 0
1,2,3,7,8-PeCDD 0,88 1,25 0 0,45 0,51 0,3 0,36 0 0
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,52 0,89 0,15 0,26 0,14 0,2 0,26 0 0
1,2,3,6,7,8-HxCDD 1,1 1,49 0,52 0,45 0,29 0,47 0,56 0 0
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,4 1,69 0,89 0,19 0,12 0,2 0,25 0 0
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 1,61 6,14 3,06 1,36 0,47 0,7 2,51 11,57 20,38
OCDD 10,73 90 37,78 6,54 0,72 1,28 9,44 82,48 553
Somme 23,76 134,73 51,61 13,83 5,94 5,36 22,57 107,46 676,46
PCDD 15,48 101,87 42,4 9,3 2,81 3,15 13,48 94,05 573,38
PCDF 8,28 32,87 9,21 4,53 3,13 2,21 9,09 13,41 103,08
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2.3. Conclusion

Les dioxines et les HAP, formés suite a des combustions organiques incomplétes, sont
ubiquitaires dans notre environnement. Ces molécules, en faible concentration dans
I'atmosphere, tendent & s’accumuler le long de la chaine trophique. A cela, s’ajoute une
contamination suite a d’éventuels traitements technologiques et/ou de préparation des
aliments. La principale voie de contamination des micropolluants organiques chez 1’homme
est 'alimentation. Le lait et les produits laitiers, occupant une grande place dans
'alimentation frangaise et européenne, sont responsables de plus de 40 % de I’exposition
humaine quotidienne en dioxines. Cette forte exposition s’explique par un transfert des
dioxines (de ’ordre de 15 %, toutes molécules confondues) de 1’aliment au lait chez les
vaches laitieres en lactation, et par un faible impact des traitements technologiques sur les
teneurs en dioxines du lait (2 I’exception de I’écrémage, traitement pour lequel les résultats
sont a confirmer).

Afin d’évaluer le transfert des dioxines et des HAP du lait et des produits laitiers dans
I’organisme humain, il est nécessaire d’approfondir les données de contamination du lait en
identifiant les micropolluants organiques lipophiles présents dans cette matrice alimentaire
(molécules meres/métabolites) ainsi que les interactions existant entre ces molécules et les

constituants du lait,

3. Absorption intestinale des molécules liposolubles

L’absorption des dioxines et des HAP au niveau du tractus gastro-intestinal fluctue
énormément selon 1’espéce animale étudiée ainsi que les doses ingérées, les matrices vecteurs
utilisées et les molécules analysées (Tableaux 11, 12). En effet, ces différents parametres
peuvent influer sur les étapes de 1’absorption a savoir :

- la solubilisation micellaire des aliments lipophiles ingérés (le lumen étant un milieu

agqueux)
- le transfert du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire des molécules
- le devenir des composants dans le cytoplasme des entérocytes

- leur excrétion dans le sang
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Tableau 11 : Absorption des dioxines chez les monogastriques

. Dose .
. . Voie . e e . . Mode - .
Animal | Molécule s <. Matrice administrée Absorption . Remarques Référence
d’exposition d’analyse
(mg)

Rat | 2.3.7,8-TCDD Orale Huile 200 3 10000 70 2 85% Bilan Ingestion chronique |/ 1e" ¢/ @ (1975); P'(Ple;;é)“" (1973) : Rosc et al.
Rat 2,3,7,8-TCDD QOrale Repas classique 100 ou 280 503 60% Bilan Ingestion chronique Fries et Marrow (1975)

Injection 31,2% (dont Lymphe + )
Rat 2,3,7,8-TCDD J . Huile de Mais 2576 respectivement 31+2.3 % ct ymp Analyse sur 24 heures Lakshmanan et al. (1986)

duodénale sang

0,2+0,06 %)

Injection . . N X
Rat 2,3,7,8-TCDD duodénale Huile de Mais 2576 68% Féces Analyse sur 24 heures Lakshmanan er al. (1986)
Rat 2,3,7,8-TCDD Orale Ethanol/emulphot/eau 49262 88x1,7% Bilan Analyse sur 3 jours Diliberto et al. (1996)
Rat 2,3,7.8-TCDF Orale Huile végétale / éthanol (1/1) 6440 a 64400 90% Sang Birnbaum et al. (1980)
Rat  |1,2,37.8-PeCDF|  Orale 19300 19371% Analyse sur 2 jours Wacker et al. “98‘3 som T Van den Berg

25 et 72 heures aprés Brewster et Birnbaum (1987) : Kamimura et al.
Rat 2,3,4,7,8-PeCDF Orale 6440 a 64400 70 4 85% . . pres (1988) ; Yoshimura et al. (1986) cités par Van den
mgestion
Berg (1994)
Rat OCDD Orale . Meélange avec de I'o- 10000 a 10000000 De V'ordre de10% Feces Analyse sur 3 jours Birnbaum et Couture (1988)
dichlorobenzéne (500ug/mL)
H Estimation de la
:)jmlme PCDD/F Orale repas classique 10 2 63% Féces contamination des Rohde er al. (1999)
adulte aliments
Estimation de la Jodicke et al. (1992} ; Korner et al. (1993) ;
Nourrisson PCDD/F Orale lait maternet Avoisinant les 100% Feéces contamination du lait  |McLachlan (1993) ; Pluim et al. (1993) ; Abraham

maternel

et al. (1994) ; Dahl et al. (1993)




Tableau 12 : Absorption des HAP chez le rat

physiologique

. Voie . Dose administrée | Absorption Mode
1 " éfé
Molécule d’exposition Matrice (mg) (%) d'analyse Référence
Acénaphthéne Orale ration 715 94 Feces Chang (1943)
Anthraceéne Orale ration ' 830 16 Feces Chang (1943)
Anthracéne Orale ration 605 18 Féces Chang (1943)
Anthracéne Orale ration 270 47 Feéces Chang (1943)
Anthracéne Orale huile d'olive + 0.5mL bile 1 75.77 Bile Rahman (‘i‘ggg)” owman
Anthracéne Orale huile d'olive 1 53.65 Bile Ruhman(eltgg'g)rrowmun
Benzo[alanthracéne] Orale huile d'olive 228 93.90 Feces Modica er al. (1983)
Benzola]pyréne Orale ration 525 56 Feces Chang (1943)
Benzo[a]pyréne Orale ration 400 56 Féces Chang (1943)
Benzo[a]pyréne Orale ration 480 62 Feces Chang (1943)
Benzola]pyréne Orale ration 0.0000005 15,7543 Bile S‘m"'(cleg‘;j)'““e“
Benzolalpyréne Orale ration + 0,5% de charbon | 0.0000005 31218 Bile S“‘“"‘(Cl‘;‘glj)l“sse"
Benzola}pyréne Orale ration + 0.1% de charbon 0,0000005 9.2+3,6 Bile Struvx(cl;tgli)lassen
ration + 2% acide . Stravic et Klassen
& 2
Benzola]pyréne Orale chlorogénique 0,0000005 13,2443 Bile (1994)
Benzola]pyréne Orale huile d'olive + 0,5mL bile 1 30,5 Bile Rahman(eltggg;'rowman
Benzola]pyréne Orale huile d'olive 1 70 Bile Rahman(ilgggg'rowman
Benzo[a]pyréne Orale huile d'olive (50pumol) 0,1 20.0x2.6 Bilan Laher et al. (1984)
Benzofa]pyréne Orale huile d'olive (500 mol) 0,1 17,0£1.0 Bilan Laher et al. (1984)
Chryseéne Orale ration 850 19 Feces Chang (1943)
Chryséne Orale ration 920 28 Feces Chang (1943)
Chryséne Orale ration 440 15 Feces Chang (1943)
Chryseéne Orale ration 320 36 Feces Chang (1943)
Chryséne Orale huile d'olive 22,8 62,40 Féces Modica et al. (1983)
Naphtaléne Orale ration 535 100 Féces Chang (1943)
Naphtalene Orale ration 770 100 Feces Chang (1943)
Phenanthréne Orale huile de mais 3,25 90 Urine Chu et al. (1992)
Phenanthréne Orale éthanol 0,07 72,20 Feces Kadry er al. (1995)
Phenanthréne Orale Sol sableux (0,5g) 0,07 76,20 Feces Kadry et al. (1995)
Phenanthréne Orale Sol argileux (0,5g) 0,07 7790 Feces Kadry et al. (1995)
Phénanthréne Orale ration 720 94 Féces Chang (1943)
Phénanthréne Orale ration 635 96 Feces Chang (1943)
phénanthréne Orale huile d'olive + 0,5mL bile 1 72,14 Bile Rahman(ellgggl)‘rowman
phénanthréne Orale huite d'olive 1 7032 Bile Rahman (‘i‘ggg;r"wma“
N Emulphore + eau .
. h . 1
Pyréne Orale physiologique 4 mg/kg 84 Sang Withey et al. (1991)
N Emulphore + eau .
Pyrene Orale physiologique 15 mg/kg 74 Sang Withey er al. (1991)
N ) Emulphore + eau .
Pyréne Orale physiologique 4 mg/kg 54 Sang Withey et al. (1991)
Pyréne Orale Emulphore + cau 15 mg/kg 72 Sang Withey et al. (1991)
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3.1. Solubilisation micellaire des HAP et des dioxines
3.1.1. Mécanisme général

Généralement, 1'absorption des molécules lipophiles débute par la solubilisation des
composés, étape cruciale qui permet le franchissement de la barriére aqueuse bordant la
membrane en brosse des cellules intestinales. La solubilisation des composés lipophiles
correspond a I'incorporation de ces molécules dans des micelles de sels biliaires donnant ainsi
des micelles biliaires mixtes. Cette étape succeéde a 1’étape de digestion dont la finalité est
I'obtention de composés lipophiles sous forme simplifiée (par exemple, les triglycérides,
composants principaux de la mati€re grasse des aliments, sont hydrolysés par des complexes
enzymatiques pancréatiques et intestinaux en monoglycérides et en acides gras libres, Holm et
al., 2001 ; Ramirez et al., 2001). Compte tenu des caractéristiques physico-chimiques des
HAP et des dioxines, la premicre étape du mécanisme d’absorption de ces micropolluants
organiques pourrait &tre la solubilisation dans les micelles biliaires. Cependant, le naphtaléne,
I’acénaphtyléne, I’acénaphténe, le fluorene et le phénanthréne (HAP de 2 et 3 cycles
aromatiques et de solubilité importante) n’auraient pas besoin d’intermédiaire pour franchir la
barriere aqueuse (Rahman er al., 1986),;‘[ Pour l’absorption du pyréne, les données
bibliographiques sont contradictoires. En effet, Withey et al. (1991) ont montré que le pyréne
était absorbé a des taux avoisinant 60 % de la dose administrée dans une solution saline,
laissant ainsi suggérer un passage intestinal de cette molécule sans sels biliaires alors que
Mitchell et Tu (1979) tendent & démontrer le phénomene inverse.

Si le mécanisme d’absorption des micropolluants organiques semble fonction des congéneres

étudiés, la solubilisation micellaire des congéneres est le cas le plus fréquent.

3.1.2. Facteurs modulant ]a solubilisation micellaire des micropolluants organiques

Des études in vitro ont montré qu’en absence de produits lipolytiques (c’est-a-dire en absence
de micelles biliaires mixtes), les HAP et autres composés lipophiles étaient faiblement
solubles dans les micelles biliaires et donc faiblement incorporés dans ces structures
amphiphiles (Laher et Barrowman, 1983). Inversement, ces molécules sont fortement solubles

dans les micelles biliaires mixtes (Laher et Barrowman, 1983 ; Rahman et Barrowman, 1986 ;
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Hack et Sélenka, 1996). Cependant cette solubilité¢ micellaire semble étre fonction de la
lipophilicité : Wittsiepe et al. (2001) ont démontré in vitro que ’OCDD ¢tait moins soluble
que la 2,3,7,8-TCDD. De méme, la solubilisation micellaire des dioxines et des HAP dépend
des concentrations luminales en sels biliaires (Laher et Barrowman, 1983) et de matrice
vecteur fournissant des produits lipolytiques ou des solvants organiques. Ces deux facteurs
favorisent I’absorption des micropolluants organiques & des degrés plus ou moins ¢levés selon
les congéneéres (Fries et Marrow, 1975 , Rose et al., 1976 ; Rahman et Barrowman, 1986 ;
Laher et al., 19\82 van ‘den Berg et al., 1994 ; Hack et Selenka, 1996 ; Moser et McLachlan,
2002). Ceci se traduit chez le rat par des taux d’absorption de la 2,3,7,8-TCDD de I’ordre de
85 % lorsqu’elle est véhiculée dans de I’huile et de 50 % lorsque la matrice utilisée est du sol
/(Tableau 11). Tous les produits lipolytiques n’ont, cependant, pas la méme capacité a
. solubiliser les micropolluants organiques. En effet, des différences de solubilisation micellaire
| des dioxines et surtout des HAP ont été démontrées suivant la composition des acides gras des
aliments. Palin ef al. (1982) et Laher et al. (1983) ont mis en évidence que la présence de
glycérides composés d’acides gras a longue chaine hydrocarbonée dans le lumen, en
comparaison avec les glycérides constitués de chaine moyenne, maximisait la solubilisation
micellaire du dimethyl-benzo[a]anthracéne. Il en est de méme pour les HAP en général. Ainsi,
le lait constitué principalement d’acides gras a longue chaine (Tableau 13) parait étre un bon

vecteur pour le transfert des HAP et des dioxines de I’aliment a I’organisme.

Tableau 13 : Composition de la matiére grasse du lait (Chilliard et al., 2001)

Acides gras Sécrétion des acides gras (g/L)
C4 27
C6+C8 34
C10+C12 65
Ci4 109
C16 285
C18 80
C18:1 187
C18:2 22
Composition en acides gras (% pondéral)
C6acCl4a 23,6
C16 32,4
C18 8,5
C18:1 20,2
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" Ceci est dailleurs conforté par les forts taux d’absorption des dioxines retrouvés chez les
nourrissons (Jodicke et al., 1992 ; Korner et al., 1993 ; McLaclhan, 1993 ; Pluim ef al., 1993 ;
Abraham er al., 1994 ; Dalh er al., 1995).

" Enfin, le dernier paramétre influengant la solubilisation micellaire des micropolluants
organiques est I’affinité entre les constituants de la matrice et les xénobiotiques. En effet,
Morita et al. (1999) et Morita et Nakano (2002) ont comparé ’excrétion fécale de la 2,3,7,8-
" TCDD suite 2 une ingestion d’une ration enrichie en huile contaminée avec ou sans Chlorella
~(algue unicellulaire verte) chez des rats. Ils ont ainsi mis en évidence que la présence d’algue
verte dans I’alimentation des rats favorisait I’excrétion fécale des dioxines (augmentation de
0,8 4 5,6 % de la dose ingérée pour les PCDD et de 0,9 & 11,1 % de la dose ingérée pour les
PCDF) (Figure 7). Cette élévation des teneurs en dioxines dans les feces lors d’ajout d’algue
verte peut s’expliquer par la composition de la Chlorella en relation avec la présence de
chlorophylle et de fibres, constituants non absorbés par les monogastriques. Des résultats
similaires ont été observés pour les HAP suite a I’ingestion d’acide ellagique, de polyphénols
(Stravic et Klassen, 1994), de sols riches en matiere organique (Kadry er al. 1995 ; Hack et

Selenka, 1996 ; Van Schooten et al. 1997) et de carbone (Stravic et Klassen, 1994),

La solubilisation micellaire des dioxines et des HAP semble étre un facteur clef dans le
processus d’absorption de ces molécules, excepté pour certains HAP composés de 2 a 3
cycles aromatiques et de solubilité aqueuse importante pour cette famille de congéneres. Elle
dépend de nombreux facteurs tels que :

- les congénéres eux-mémes (lipophilicité)

-, lateneur en acides biliaires au niveau de ’intestin gréle

- la composition des matrices vecteur dont la teneur et la

composition de la matiére grasse et les autres constituants

matriciels (fibres, particules...)
3.2. Transfert a travers la membrane cellulaire
3.2.1. Mécanisme général

Les produits de la lipolyse et autres composants de méme caractéristique suite a leur

solubilisation micellaire pénétrent en forte concentration dans la barriére aqueuse bordant la
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Figure 7 : Excrétion fécale des dioxines suite a 1’ingestion d’un repas classique contaminé et enrichi plus ou moins en algues vertes chez des rats

(Morita et Nakano, 2002)
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membrane en brosse des entérocytes. D’apres Thomson et al. (1993), I'acidité régnant au
niveau de la fine couche aqueuse favorise la dissociation des micelles mixtes et conduit ainsi
a la libération massive de monomeres liposolubles a proximité de la membrane en brosse.
S’ensuit alors le passage des molécules liposolubles du lumen vers le cytoplasme des
entérocytes (ce passage pouvant €tre un mécanisme passif, facilité ou actif) (Herrmann et al.,
1990). Contrairement aux caractéristiques physico-chimiques de la membrane des entérocytes
(grande viscosité et point de fusion tres élevé, Brasidus et Schachter, 1980), qui laisseraient
supposer que tout passage fait appel & des mécanismes actifs, 1’hypothése communément
acceptée quant au transfert des micropolluants organiques du lumen vers le cytoplasme des
cellules intestinales est que le mécanisme s’effectue selon une diffusion passive (du milieu le
plus concentré vers celui le moins concentré, Rees et al., 1971 ; van Veld, 1990). Cette
hypotheése est renforcée par le fait qu’in vitro, ’ajout ou non de molécules inhibant les

transporteurs membranaires ne modifie pas le passage de ces composés lipophiles (Cavret,

2002).

3.2.2. Facteurs modulant le transfert des micropolluants organiques a travers la membrane

cellulaire

Le premier parametre modifiant le passage des HAP et des dioxines dans les entérocytes est le
devenir cellulaire de ces molécules. En supposant que I’absorption des dioxines se fasse selon
une diffusion passive, cela impliquerait que les concentrations extracellulaires doivent étre
plus élevées que celles intracellulaires, et donc une délocalisation des micropolluants
organiques au niveau de la membrane intracellulaire (facteur plus amplement développé par la
suite).

Le second parametre clef lors du transfert des molécules vers le cytoplasme cellulaire est 1ié
aux caractéristiques physico-chimiques des molécules. Les deux hypotheses suivantes sont
ng{pcées. Gobas et al. (1988), McLachlan (1994) et Moser et McLachlan (1999) suggerent
que 1’absorption des molécules est fonction de la lipophilicité des congénéres, paramétre
limitant au niveau de la barriére aqueuse aprés dissociation des micelles biliaires mixtes :
McLachlan (1994) démontre que le taux d’absorption des contaminants hydrophobes est de
I’ordre de 80 % de la dose administrée pour toutes les molécules ayant des log Kow inférieurs
a 6,5. Lorsque cette valeur est dépassée, le taux d’absorption diminue rapidement pour

atteindre des valeurs inférieures 2 10 % pour des molécules ayant des log Kow de 8. Ceci se
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traduit pour les dioxines par des taux d’absorption de moins en moins élevés avec une
augmentation du degré de chloration chez le rat (Tableau 11), chez le hamster (van den Berg
et al., 1986) et chez le poisson (Opperhuizem er al., 1985 ; Gobas et al., 1988). La seconde
hypothése est relative & I’encombrement spatial des molécules, limitant ainsi 1’incorporation
membranaire des molécules : toute molécule ayant un volume supérieur a 0,25 nm” serait
faiblement absorbée. Cependant cette relation a elle seule n’est pas suffisante. En effet
I'encombrement sphérique de 1’anthracéne (1,57), exprimé via le ratio longueur/ largeur, est

plus €levé que celui du benzo[a]pyrene (1,50) or cette molécule admet un taux d’absorption 3

fois plus élevé que celui déterminé pour le composé de référence des HAP (Tableau 12).

Le mécanisme de transfert des HAP et des dioxines au niveau de la membrane des cellules
intestinales est encore hypothétique, les facteurs modulant ce passage demandant a étre

confirmés. Cependant, les HAP et les dioxines pénétrent dans les entérocytes.
3.3. Devenir des molécules dans les entérocytes et sécrétion chylo-portale
3.3.1. Mécanisme général

Le devenir des produits de la lipolyse gastro-intestinale varie en fonction de la structure de
ces molécules telle que la longueur des chaines hydrocarbonées pour les acides gras. Ceci se
traduit par un partage “‘chylo-portal” (Jones et Kubow, 1999) : les acides gras a chaine courte
ou moyenne sont transportés du coté apical au coté basal pour €tre excrétés dans la veine
‘porte (Thomson et al., 1993) o ils sont pris en charge par des protéines plasmatiques telles
que la sérum-albumine. Les acides gras a chaine longue ont un devenir différent puisqu’ils
vont étre remaniés dans les entérocytes (remaniement impliquant des transports dans
différents compartiments cytoplasmiques) et excrétés sous forme de chylomicrons via la voie
lymphatique (IFN n°1, 1992 ; Thomson et al., 1993 ; Hussain, 2000).

Contrairement aux dioxines ou seule une étude a été recensée (transfert de la 2,3,7,8-TCDD
du milieu apical au milieu basal lors d’une culture in vitro de Caco-2, Cavret, 2002), le
devenir des HAP dans les entérocytes a fait I’objet de nombreux travaux. Cependant, la
plupart de ces recherches ont été effectuées chez les poissons et principalement sur le
benzo[alpyréne (Vetter et al., 1985 ; van Veld, 1990 ; Meador et al., 1995). Ainsi toute

extrapolation des poissons aux mammiferes incite a la prudence dans la mesure ou la lymphe
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n’existe pas chez le poisson. De maniere générale, il est couramment admis que suite a
I'ingestion des micropolluants organiques, les congénéres sont principalement voire
exclusivement sécrétés dans le compartiment lymphatique associée aux chylomicrons,
conformément aux propriétés physico-chimiques de ces congénéres (Janss et Moon, 1970 ;
Rees et al., 1971 ; Kamp et Neumann, 1975 ; Lakshmanan et al., 1986). Cependant,
I’apparition sarfguine du pyreéne, du phénanthréne ou du benzo[a)anthracéne est tres rapide, le
pic de concentration sanguine étant obtenu entre 1 heure et 1 heure et demi (Modica et al.,
1983 ; Withey et al., 1991 ; Kadry et al., 1995). Ce délai est trop court pour valider une
absorption lymphatique qui a lieu entre 4 et 6 heures postprandiales (Dubois et al., 1996).
L’absorption des autres nutriments tels que les protéines et le glucose s’effectue au niveau de
la veine porte respectivement 30 et 45 rr/lin,,apr_és I’ingestion (Mahe et al., 1994). Ainsi il
semblerait que la principale voie de disSiﬁ;afigh de ces HAP au niveau des cellules intestinales
est la voie pérglé. Quant au benzo[a]pyréne, Foth et al. (1988) ont démontré que la
radioactivité sanguine associée a la molécule présentait un pic & 3 heures postprandiales,
mettant ainsi en €vidence un comportement variable selon les HAP étudiés. Cependant,
aucune des études recensées, abordant la cinétique d’absorption des micropolluants
organiques apres ingestion d’un produit contaminé, n’a porté¢ sur la quantification de la

répartition de ces molécules entre la veine porte et la lymphe.
3.3.2. Facteurs modulant le devenir entérécytaire des HAP et des dioxines

Chez le poisson Killi, le benzo[a]pyréne emﬁfil;lte partiellement la voie des acides gras a
longue chaine. En effet, Vetter et al. (1985) ont montré une dissociation entre la fluorescence
associée au benzofalpyréne et les gouttelettes lipidiques nouvellement synthétisées. Des
recherches enzymatiques sur ce tissu ont indiqué que la disparition de ce congénere des
vacuoles lipidiques résuitait d’une dégradation du benzo[a]pyrene en métabolites plus polairés
par un systéme enzymatique mono-oxygénase intestinal, localisé au niveau du rle’:\t.ic‘u‘himi
endoplasmique lisse (van Veld et al., 1987 ; van Veld, 1990 ; van den Berg er al., 1994). Chez
les mammiféres, bien que le site ol le benzo[a]pyreéne est séparé des gouttelettes lipidiques
soit incertain, de nombreuses études ont montré la présence d’enzymes métabolisant les HAP
au niveau intestinal (Wattenberg et al., 1962 ; Hietnanen, 1980 ; Porter et al., 1982 ; van
Veld, 1990 ; Zhang et al., 1996, 1999). 1l s’aveére que ces enzymes sont induites par les

micropolluants organiques d’ot le terme de métabolisme auto-induit (van Veld, 1990 ;
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Buesen et al., 2002, 2003). L’induction du complexe enzymatique est relativement rapide. En
effet, chez le rat, 30 min aprés I’injection de benzo[a]pyréne marqué au niveau jéjunal, 40 %
de la radioactivité administrée est détectée dans le sang portal et les métabolites en constituent
90% (Bock et al., 1979). Parallelement le benzo[alpyréne (entre 10 et 20 % de la dose
administrée) est détecté dans la lymphe associé aux chylomicrons (Laher ez al., 1984).

Cependant le métabolisme semble étre dépendant de nombreux facteurs tels que I’espéce et le
congénere (Golor et al, 2001 ; Bosveld er al., 2002). Cette hypotheése de dégradation
‘congénére dépendant” des HAP peut &tre utilisée pour expliquer les différents pourcentages
de métabolites du benzo[a]pyreéne et du naphtaléne détectés au niveau portal (respectivement
de 90 % et 13 % des doses absorbées, Bock et al., 1979). Par contre, cette suggestion ne
permet pas d’expliquer la forte présence du naphtaléne sous forme native (84 % de la dose
administrée) dans le compartiment sanguin (Bock et al., 1979). Ainsi il semblerait que les
voies de dissipation des HAP au niveau des entérocytes (lymphe/sang portal) soit fonction du
métabolisme cellulaire mais aussi des composés (les composés les plus solubles et constitués
d’un nombre restreint de cycles aromatiques étant probablement excrétés comme les acides

gras a chaines petites et moyennes).

La sécrétion des HAP et des dioxines dans le sang s’effectue selon un mécanisme passif de
diffusion (Schlummer er al., 1998 ; Rhode et al., 1999 ; Moser et McLachlan 1999, 2001).
Deux facteurs peuvent interagir: les concentrations sanguines et luminales. En effet
Schlummer et al. (1998) ont démontré 1’existence d’une corrélation entre les taux
d’absorption et les concentrations sanguines en dioxines chez des adultes, teneurs qui d’apres
Schuhmacher et al. (1999a) ne cessent de croitre en fonction de 1’dge, conformément 2 leur
grande rémanence. Ainsi les forts taux d’absorption chez les enfants peuvent étre dus aux
faibles concentrations en dioxines dans le sang et inversement chez les personnes agées.
Enfin, Moser et McLachlan (2001) ont mis en évidence que chez des adultes, lors de
I’ingestion d’un repas faiblement contaminé, I’excrétion des dioxines corporelles avait lieu. A
I’inverse, ’absorption est observée lors d’un repas fortement contaminé. Ceci met en
évidence un effet dose sur le processus d’absorption, effet s’expliquant également par les
deux mécanismes de diffusion passive dans I’entérocyte (I’'un au pole apiéél et I’autre du coté
s basal). L’absorption des micropolluants organiques semble donc dépendre des différences de

concentrations entre le lumen et le cytoplasme et le cytoplasme et le compartiment sanguin.
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Peu de données sont disponibles sur le transport cellulaire des dioxines au niveau intestinal.
Pour les HAP, deux hypothéses sont avancées :

- les HAP de faible solubilité seraient transportés comme les acides gras a chaines
longues et ensuite dégradées par des complexes enzymatiques « congénéres et
especes dépendants », localisés au niveau du REL principalement. L’importance
relative entre la voie portale et lymphatique serait alors fonction du métabolisme :
les molécules meres seraient excrétées dans la voie lymphatique associées aux
chylomicrons, les métabolites plus polaires dans le sang portal

- -les HAP de solubilit¢ plus importante et de faible encombrement spatial
emprunteraient la voie entérocytaire des acides gras a chaines courtes et se
retrouveraient ainsi principalement dans le sang portal

Cependant le facteur principal limitant 1’excrétion des micropolluants organiques des
entérocytes est la différence de concentrations entre le lumen et le compartiment sanguin, les

concentrations sanguines en dioxines augmentant avec 1’age des individus.
4. Conclusion

Les études recensées mettent en évidence I’importance des composants des matrices vecteur
et des propriétés physico-chimiques des micropolluants organiques sur 1’absorption intestinale

des micropolluants organiques. Toutefois plusieurs questions restent en suspens :

Quel est le mécanisme d’absorption des dioxines ?

Les seules données disponibles concernent la solubilisation micellaire des dioxines d’une part
et la détection de la 2,3,7,8-TCDD dans les chylomicrons d’autre part. La présence de la
2,3,7,8-TCDD dans les chylomicrons laisse suggérer que cette molécule, et par extrapolation
les dioxines transitent dans les entérocytes comme les acides gras a longues chaines
hydrocarbonées. Ainsi, une partie du parcours de ces congéneres dans les cellules intestinales
serait proche de celui du benzola]pyréne. Cependant pour les HAP, une séquestration
enzymatique dans ’entérocyte suivie d’une dégradation précédent I’excrétion dans la veine
porte. II est alors probable que la différence entre ces deux familles de micropolluants
organiques résulte d’une résistance trés prononcée des dioxines face aux enzymes

cytochromiques. Néanmoins toutes les dioxines se comportent-elles comme la 2,3,7,8-
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TCDD ? N’existe-t-il pas d’interactions entre molécules lors d’une ingestion d’un mélange de

dioxines et/ou de HAP ?

Quelles sont les cinétiques d’apparition sanguines postprandiales des dioxines et des
HAP?

'Pour les HAP, la cinétique d’apparition plasmatiques (suivi des molécules de maniere
individuelle) semble fortement influencée par les propriétés physico-chimiques des
congéneres (moins une molécule est lipophile, plus sa pénétration, son transit entérocytaire et
son apparition dans le compartiment sanguin sont rapides). Aucune étude bibliographique n’a
porté sur la cinétique d’apparition des dioxines suite a I’ingestion d’un aliment contaminé.
Cependant I"hypothése communément admise, basée sur le caractére fortement lipophile des
dioxines, est que I’apparition de ces congénéres dans le compartiment sanguin est liéé celle de

la matiére grasse.
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II1 : Distribution tissulaire des HAP et des dioxines chez le monogastrique

La distribution tissulaire des micropolluants organiques implique leur transport dans la

circulation sanguine suivi par la captation tissulaire.

1. Répartition des micropolluants organiques dans les composants sanguins

La répartition des micropolluants dans les différentes fractions sanguines (principalement les
lipoprotéines, les protéines plasmatiques et les globules rouges) peut moduler la distribution
tissulaire de ces composés (Van den Berg, 1994). La captation cellulaire de benzo[a]pyréne et
des PCB, contenus dans les lipoprotéines, s’effectuerait principalement selon un transfert
spontané (diffusion passive) de ces molécules des lipoprotéines vers les cellules du tissu et ne
nécessiterait pas I’endocytose des lipoprotéines médiée par un récepteur (Plant et al., 1985 ;
van Veld, 1990). Par contre, la captation tissulaire de composés liés a I’albumine impliquerait
la liaison du complexe ligand-albumine & un récepteur spécifique a cette protéine (van Veld,
1990). 1l a été démontré que les lipoprotéines étaient principalement prélevées par les tissus
'périphériques de maniere aspécifique tandis que la sérum-albumine était principalement
captée au niveau du foie, tissu possédant le récepteur de la protéine sanguine. Ainsi le
mécanisme de captation tissulaire serait fonction des affinit€s des micropolluants organiques
avec les composants sanguins et de leur équipement enzymatique membranaire,

La répartition des dioxines dans le sang a fait I’objet de nombreuses études souvent in vitro
dans la mesure ou les concentrations sanguines des micropolluants organiques sont
relativement faibles sauf en cas d’exposition accidentelle (Tableau 14). Les différentes
fractions sanguines contaminées par les dioxines évoluent dans le temps et dépendent des
congéneres. En effet, suite a ’absorption, Lakshmanan et al. (1986) ont démontré, in vivo,
que la 2,3,7,8-TCDD était principalement transportée par les chylomicrons chez le rat.
Cependant cette contamination est de courte durée, la demi-vie des chylomicrons dans la
circulation générale étant de 20 a 30 minutes. Comme pour les composants du chylomicron, il
peut étre suggéré que la dioxine est ensuite intégrée dans les autres lipoprotéines
plasmatiques. Ceci est en accord avec les résultats de Marinovich et al. (1983), Shireman et
Wei (1986). En effet ces auteurs ont mis en évidence que les lipoprotéines possédaient une
forte affinité pour la 2,3,7,8-TCDD lors d’étude de liaison de cette molécule avec différentes

lipoprotéines. Cependant cette affinité semble étre décroissante en fonction des teneurs
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Tableau 14 : Profils en dioxines dans le sang humain (concentration en pg/g de matiére

grasse)
Référence Gurn et al. (1995) | Schecter eral. (1990) | lida et al. (1999) | Schuhmacher et al. (1999a)
Analyse sang total plasma sang total plasma
2,3,7,8-TCDD 96,7 5,7 2,6 1,9
1,2,3,7,8-PeCDD 74,1 7,1 13 9,8
1,2,3,4,7,8-HxCDD 169,5 56 11 5,5
1,2,3,6,7,8-HxCDD 679,7 63 62,6
1,2,3,7,8,9-HxCDD 178,6 8,5 ND 11,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 1069 4 107,9 100 123,6
OCDD 46676 843.1 2000 640,5
2.3,7,8-TCDF 3,1 1,3 52 1
1,2,3,7,8-PeCDF 1,5 ND 2 1
2,3,4,7,8-PeCDF 88 6,1 46 15,9
1,2,3,4,7,8-HxCDF 2184 6,9 32 83
1,2,3,6,7,8-HxCDF 76,6 54 34 8.5
1,2,3,7,8,9-HxCDF ND ND ND 1,9
2.3,4,6,7,8-HxCDF 95 1,2 ND 31
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 227.5 25.1 8,2 10,9
1,2,3.,4,7,8,9-HpCDF 6,4 ND ND 1,5
OCDF 3.1 ND ND 3,8

ND : non déterminé
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lipidiques de ces macromolécules avec VLDL (Very Low Density Lipoproteins) > LDL (Low
Density Lipoproteins) > HDL (High Density Lipoproteins). Mais toutes les dioxines ne se
comportent pas comme la 2,3,7,8-TCDD : Patterson er al. (1989) ont mis en évidence que
I’affinité entre les dioxines et les lipoprotéines diminuait en fonction du degré croissant de
chloration. Inversement les molécules fortement chlorées étaient principalement liées aux

protéines plasmatiques telles que la sérum-albumine (Tableau 15).

Tableau 15 : Répartition des dioxines dans différentes fractions sanguines (% de la dose

totale)
Molécules Lipoprotéines Protelpes Chylomicrons Références
plasmatiques .
Patterson er al. (1989)
23.78-TCDD ’ 20 10 Schecter ef al. (1990)
1,2,3,7,8-PeCDD 58 27 11 Patterson et al. (1989)
1,2,3,4,7,8-HxCDD 58 30 13 Patterson et al. (1989)
1,2,3.6,7,8-HxCDD 34 41 10 Patterson et al. (1989)
1,2.3,7,8.9-HxCDD 50 41 8 Patterson et al. (1989)
1,2,3.4,6,7.8-HpCDD 48 41 8 Patterson et al. (1989)
Schecter er al. (1990)
OCDD 40 53 6 Van den Berg et al. (1994)

2,3,78-TCDF 66 27 5 Patterson et al. (1989)
2,3,4,7.8-PeCDF 53 36 10 Patterson et al. (1989)
1,2,3,4.7,8-HxCDF 45 45 7 Patterson et al. (1989)
1,2,3,6,7,8-HxCDF 45 53 5 Patterson et al. (1989)
1,2,3.4,6,7,8-HpCDF 34 57 S Patterson er al. (1989)

Pour les HAP, la répartition des molécules dans les compartiments sanguins dépend de la
nature des molécules (métabolites ou composés parents). Van Veld (1990) a mis en évidence
que les formes métaboliques hydroxylées étaient principalement véhiculées par la sérum
albumine. Quant aux formes conjuguées, elles ne se lieraient pas a des transporteurs sanguins
(c’est tout du moins le cas chez le poisson, pour le benzo[a]pyréne conjugué; van Veld,
1990). Les formes parents seraient quant a elles principalement liées aux globules rouges

(Tableau 16).

Tableau 16 : Répartition des HAP dans différentes fractions sanguines (% de la dose
administrée ; Smith et Doody, 1981 ; Capel et al., 1979)

Molécules Plasma Globules rouges
Benzo[a]pyréne 30+4 70£5
Benzo[a)anthracéne 7+2 9312
Phénanthréne 11+£3 8943
Anthracéne 0x0 100
Napthalene 00 100
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Cependant un échange globules rouges - lipoprotéines peut avoir lieu. Ce mécanisme serait
limité par la désorption des molécules dans le sang, milieu aqueux (Smith et Doody, 1981).
‘Ainsi les HAP parents nouvellement absorbés seraient principalement associés aux globules
rouges puis se répartiraient dans les lipoprotéines. En effet, des études de liaison
lipoprotéines/HAP in vitro ont permis de mettre en évidence que ces micropolluants
organiques possédaient des affinit€s pour les macromolécules. Ainsi, par exemple, le
benzo[apyréne se répartirait de la méme facon que la 2,3,7,8-TCDD entre les diverses
lipoprotéines (principalement au niveau des VLDL puis des LDL et des HDL) (Smith et
Doody, 1981).

Les différents composants sanguins €tant variables selon les espéces, la répartition des
micropolluants dans ces fractions évoluent en fonction de l’espece étudiée. Sans en
comprendre les causes, les protéines plasmatiques seraient les transporteurs des dioxines
fortement chlorées et de certains métabolites des HAP, les lipoprotéines véhiculeraient les
dioxines faiblement chlorées et a long terme les HAP parents, quant aux globules rouges leur

contamination par les HAP non métabolisés seraient transitoires.

2. Distribution tissulaire des dioxines et des HAP

2.1. Distribution tissulaire des dioxines et des HAP chez I’Homme

Chez ’'Homme, lorsque les concentrations en dioxines sont exprimées en pg/g de matiere
grasse, le tissu le plus fortement contaminé en dioxines est le foie suivi par le tissu adipeux
(Figure 8 ; Vartianen et al. 1995 ; Kreuzer et al., 1997 ; lida et al., 1999). De plus, les teneurs
dans les tissus et le sang sont globalement plus élevées chez des personnes agées
(Schuhmacher et al., 1999a,b) mettant ainsi en évidence que les dioxines sont faiblement
dégradées (la dégradation engendrant un changement de propriété physico-chimique aurait été
un facteur explicatif de la forte contamination du tissu hépatique). Cependant cette relation
entre 1’age et les teneurs sanguines est souvent controversée méme s’il est généralement
admis une accumulation tissulaire des dioxines au cours de la vie et une forte persistance des
dioxines dans 1’organisme humain. Les congéneres de dioxines les plus présents dans les
tissus hépatiques et adipeux confondus sont I’OCDD suivis par la 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD. La

2,3,7,8-TCDD n’est présente qu’en trés faible concentration dans ces tissus (comprise entre
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Figure 8 : Répartition des PCDD (A a,b) et des PCDF (B) dans les tissus humains (Kreuzer ef al .,

1997 ; Iida et al ., 1999 ; Vartiainen et al ., 1995 ; Takenaka et al. , 2002)
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1,26 pg/g de matiere grasse chez le nourrisson et 5,21 pg/g de matiére grasse chez des adultes
exposés) (Kreuzer et al., 1997 ; lida et al., 1999). Iida er al. (1999) ont étudié la corrélation
entre les concentrations hépatique et adipeuse des dioxines. IIs ont ainsi mis en évidence que
le devenir des PCDD était similaire entre les deux tissus cibles tandis que pour les PCDF,
aucune corrélation n’a été démontrée. Le comportement des dioxines au sens strict apparait
donc étre différent de celui des furanes.

‘/ Seule une étude a été recensée sur la distribution tissulaire des HAP chez I’homme. Le pyréne

st principalement stocké dans le tissus adipeux et dans le foie, la contamination des

adipocytes étant 4,4 fois plus élevée que celle des hépatocytes (Obana et al., 1981).
2.2. Distribution tissulaire des dioxines chez les animaux modeles de I’Homme

Des distributions tissulaires similaires a celles mesurées chez I’Homme ont été observées
suite a une exposition contrdlée (orale, sous cutanée, intraveineuse, intra péritonéale) chez des
rats ou des souris (Tableau 17). Cependant I'importance de 1’écart entre les niveaux de
contamination en dioxines du foie et ceux du tissu adipeux peut étre modifiée selon les doses
administrées. En effet, suite 2 une administration unique, Abraham ez al. (1988), Pegram et al.
(1995), Diliberto et al. (1995) et Nagao et al. (1996) ont démontré que la distribution
tissulaire de la dioxine était « dose dépendante » : lors d’une injection sous cutanée ou d’une
ingestion a faible teneur chez les rats, le tissu adipeux présente de plus fortes concentrations
en dioxines, la tendance inverse étant obtenue suite a2 une administration a plus fortes
concentrations (I’'inversion ayant lieu au dega de 6400 pg de 2,3,7,8-TCDD, Figure 9). De
méme, Diliberto et al. (2001) ont mis en évidence qu’en fonction des doses ingérées de
2,3,7,8-TCDD, le foie ou le tissu adipeux était le principal tissu de stockage chez la souris au
cours d’une exposition chronique de 140 jours (Figure 10). Deux facteurs peuvent expliquer
ce phénomene de distribution tissulaire doses dépendantes, la lipophilicité des tissus et la
présence de protéines de liaison hépatiques telles que I’AHH, ’EROD, CYP1A 1/2 induites
par la dioxine (Nessel et al., 1990 ; Diliberto et al., 1996, 2001 ; Golor et al., 2001). En effet,
a faible dose, il semblerait que les protéines de liaison hépatique ne soient pas induites et la
dioxine étant une molécule lipophile se répartirait alors dans les tissus en fonction de leur
teneur en matiére grasse d’ou le tissu adipeux comme premier tissu cible. En effet, Diliberto
et al. (2001) ont mis en évidence que lors d’une administration semi-chronique (5 jours sur 7)

de 3 pgl/jour chez la souris, le tissus adipeux concentrait 19 % de la dose administrée, suivi
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Tableau 17 : Distribution tissulaire des dioxines chez les rongeurs (résultats exprimés en % de la dose administrée/g de tissu frais)

Voie

Temps *

I-LY

Espece . . . X dose (ng) | molécule Foie Tissus adipeux Reins Muscle Peau référence
administration | (jour)
Rat intraveineuse 3 16513 2.3,7,8-TCDD 3.67+0,01 0,66+0,03 0,05+0,00 0,0220,01 0,1120,01 Diliberto ef al.(1996)
Rat orale 3 49538 2,3,7,8-TCDD 2,3320,19 0,74+0,13 0.06+0.01 0,01+0,00 0,1620.02 Diliberto et «/.(1996)
Rat intraveineuse 3 10000 OCDD 6,52+0,59 0,24+021 0,12£0,03 Birnbaum et Couture (1988)
Rat orale 3 10000 OCDD 1,06+0,20 0,03+0,01 0,07+0,03 Birnbaum et Couture (1988)
Rat sous cutanée 7 6450 2,3,7.8-TCDD 047 0,06 0,00 0,01 Abraham er al. (1988)
Souris orale 7 2 2,3,7,8-TCDD | 15,12+4.99 24.,35+5,06 0,82+0,22 6,05+2.38 Diliberto et al.{1995)
Souris orale 14 2 2,3,7,8-TCDD 6,95+2,36 16,01+2,24 0,41x0,09 3,96=1,09 Diliberto et al.(1995)
Souris orale 21 2 2,3,7,8-TCDD 4,24x1,13 13,13£3,32 0,32+0,10 2,62+0,54 Diliberto er al.(1995)
Souris orale 35 2 2,3,7,8-TCDD 1,30+0,39 5,77+1,60 0,12+0,04 1,37+0,24 Diliberto et al.(1995)
Souris orale 7 20 23,7,8-TCDD | 28,06+4,41 12,29+1.,95 0,38+0,06 2,83%0.,35 Diliberto er al.(1995)
Souris orale i4 20 2,3,7.8-TCDD 11,31+2,14 7.74+0,66 0.23+0,02 1,61+0.26 Diliberto er al.(1995)
Souris orale 21 20 2,3,78-TCDD | 4,98+1,34 5,91+0,90 0,15+0,02 1,1420,37 Diliberto er al.(1995)
Souris orale 35 20) 2,3,7,8-TCDD 1,54+0,47 2,86+0,52 0,08+0,02 0,74£0.14 Diliberto ef al.(1995)
Souris orale 7 200 2.3,7.8-TCDD 28,04+4.31 9,12+1,14 0,23+0,07 1,47+0,45 Diliberto e al .(1995)
Souris orale 14 200 2,3,7.8-TCDD | 14,79£2,95 5,39+0,85 0,15+0,03 1,07+0,25 Diliberto et al.{1995)
Souris orale 21 200 2,3.7.8-TCDD 6.65+1,39 3,43+0,54 0,04£0,01 0,68+0,15 Diliberto er al (1995)
Souris orale 35 200 2.3.7.8-TCDD 1.89+0.47 1.39+0,18 0,04+0,01 0,37+0,02 Diliberto et al (1995)
Souris intrapéritonéale 3 210 2.3,7.8-TCDD 4.8+1.5 5,421 0.2+0,04 Gasiewicz et al. (1983)
Souris intrapéritondale 12 210 2.3,7.8-TCDD 2.6+0,5 22405 0,2+0,02 Gasiewicz et al. (1983)
Souris intrapéritonéale 25 210 2,3,7.8-TCDD 3,3x1,1 2,920,1 0,1x0,03 6,0+0.2 Gasiewicz ef al. (1983)
Souris orale 7 519 2.3,7,8-TCDD 5,64+0,32 1.81£0,21 0,09£0,01 0,11x0,03 0.49x0,10 Pegram et «l. (1995)

Temps* : temps entre I’administration et les prélevements des échantillons




Figure 9 : Impact des doses administrées sur la distribution tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD
chez le rat (Abraham et al ., 1988)

- 6
[
[=%
5 —

g = //’

]
5§38, . .
o @ l
o E
E, B |
° g T
30 h 4 £33
@ 1
©
* 0 T T T T T T 1

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

dose sous cutanée (pg)

——TA —&—Foie |

Figure 10 : Effet de la dose administrée sur la répartition tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD chez
la souris suite a une exposition chronique de 13 semaines (Diliberto ef al ., 2001)
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“par la peau (5 %), le muscle (3 %), le foie (2 %) (la rate, les glandes surrénales, les ovaires,
P'utérus, les reins, le sang accumulant moins de 0,1 % de la dose ingérée). Par contre, lorsque
la dose administrée est plus importante (9000 pg/jour), I'induction des protéines
microsomales hépatiques aurait lieu favorisant ainsi la séquestration de la dioxine au niveau
du foie (avec une rétention de 6 % de la dose administrée), la lipophilicité des tissus étant
alors reléguée au second plan (le pourcentage de I'ingéré retrouvé au niveau du tissu adipeux
n’étant que de 3 %). Il est également important de souligner que I’induction de ces protéines
serait variable en fonction des especes et donc des races (Gasiewicz et al., 1983 ; Aozasa et
al., 1995 ; Xu et al., 2000). Ceci se traduit par une distribution tissulaire différente en fonction
des lignées (Figure 11, la répartition tissulaire de la dioxine chez les souris DBA différe de

celle des souris C57 et B6D?2).

Figure 11: Distribution tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD 3 jours aprés une administration

unique intrapéritonéale (230 ng) chez trois races de souris (Diliberto et al., 2001)
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Toutefois, la distribution tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD reste principalement localisée au
niveau du foie et du tissu adipeux, ces deux organes représentant entre 71 et 90 % de la charge
corporelle (Figure 12). De plus elle dépend fortement de la capacité du foie a séquestrer ces

composés (Abraham et al., 1988 ; Pegram et al., 1995 ; Diliberto er al., 1995, 2001).

48



Figure 12 : Principaux tissus de stockage de la 2,3,7,8-TCDD absorbée selon les doses administrées chez des souris suite a une exposition de 13
semaines (Diliberto ef al ., 2001)
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Peu d’études ont porté sur I’'ingestion simultanée des 17 dioxines (Abraham et al., 1989 ;
Aozasa et al., 1995). De plus les travaux recensés ne peuvent pas étre comparés aux autres
dans la mesure ol les doses ou les modes d’administration sont différents. Cependant,
contrairement aux profils en dioxines dans les tissus humains, les molécules prépondérantes
sont les composés constitués de 6 atomes de chlore chez le rat alors que chez le singe une
molécule, le 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF, se démarque (Figure 13). Toutefois, ces profils tissulaires
ont été obtenus suite a une administration unique du mélange des 17 dioxines et non suite a
une exposition chronique. Or de nombreux auteurs ont démontré une dégradation de certaines
dioxines en analysant les concentrations hépatiques a différents temps aprés administration
unique (Brewster et Birnbaum, 1988 ; Brewster ez al., 1989 ; McKinley et al., 1993 ; Aozasa
et al., 1995). Ce métabolisme hépatique serait dii a la présence d’un complexe enzymatique,
les cytochromes P450 (Ramsey ez al., 1982 ; Nessel et al., 1990 ; Hu et Bunce, 1999 ; Xu et
al., 2000). L’efficacité de cet ensemble d’enzymes semble varier en fonction des congénéres
dans la mesure ou certaines molécules comme I’OCDF, le 1,2,3,7,8-PeCDF et le 2,3,7,8-
TCDF, disparaissent tres rapidement (Olling et al., 1991 ; Aozasa et al., 1995 ; Fries et al.,
2002). Cette affinité “congénere spécifique” des cytochromes P450 serait variable en fonction
des espéces et des races. Ceci permettrait également de justifier les variations de la répartition

tissulaire de la dioxine chez les trois lignées de souris Gasiewicz et al. (1983).

2.3. Distribution tissulaire des HAP chez les animaux modeéles de ’homme

Tres peu d’études ont porté sur la distribution tissulaire des HAP chez des animaux modeles
de ’homme (Kotin et al., 1959 ; Modica er al., 1983 ; Plant et al., 1985 ; Withey et al., 1991 ;
Kadry et al., 1995 ; Saunders et al., 2002). Il semblerait que, tout comme chez ’homme, le
principal tissu de stockage du pyréne soit le tissu adipeux (Figure 14 ; Tableau 18). La
répartition de cette molécule dans I’organisme serait, tout comme les dioxines, régie tout
d’abord par les teneurs en lipides des tissus (Plant et al., 1985). En effet, ces auteurs ont
montré lors d’étude in vitro qu’une augmentation des lipides dans les fibroblastes humains
engendrait une incorporation cellulaire plus importante de benzo[a]pyréne. De plus tout
comme pour les dioxines, un autre parameétre semble intervenir dans la distribution tissulaire &
savoir le capacité tissulaire a dégrader les molécules (rein et foie), propriété souvent a
rattacher a la présence des protéines de liaison (Daniel et al., 1967 ; Smith et Doody, 1981 ;

Tyrer et al., 1981 ; Modica et al., 1983). Par contre, dans le cas du pyréne, plus les
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Figure 13 : Ratio de concentrations (pg/g de tissus) Foie/Tissu adipeux des dioxines chez le
rat et le singe suite 2 une administration sous-cutanée de ces congénéres (Abraham et al. ,
1989b ; Neubert et al. , 1990)
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Figure 14 : Distribution du pyréne dans les tissus de rat suite a I'administration de diverses doses (ug) (Withey et al., 1991)

0,12

0,10

0,08

3

0,04

% de la dose administrée/g de tissus frais

TA : tissu adipeux

T6¥

Poumon

Coeur

Foie

Rein

E 800 ug

1600 ug

002400 pg

013600 pg

E6000 ug




£-6v

Tableau 18 : Distribution tissulaire des HAP chez le rat (résultats exprimés en % de la dose administrée/g de tissu frais)

Molécule d’ex‘ggiseition Matrice D(’(;sg(;* Cerveau Poumon Ceeur Foie Rate Rein TA Analyse* | Référence
Pyréne orale Sol. A. 800 0,002 0,024 0,005 0,040 0,005 0,064 0,044 6 jours Wit*;‘;yg o al.
Pyréne orale Sol. A. 1600 0,004 0,009 0,004 0,033 0,003 0,045 0,067 6 jours Wi;‘;‘;{) he
Pyréne orale Sol. A. 2400 0,003 0.014 0,002 0,021 0,002 0,036 0,048 6 jours Wi;‘;gyg f; al.
Pyréne orale Sol. A. 3600 0.010 0,005 0.002 0,019 0,003 0,029 0.067 6 jours Wi‘(';i)yg)f; al.
Pyréne orale Sol. A. 6000 0.004 0,008 0,003 0,020 0,003 0,030 0.107 6jours ™10 4
Pyréne Lv. Sol. A. 800 0.003 0,033 0,010 0,065 0,010 0.105 0313 6 jours W“(';‘;{)f : al.
Pyréne LV. Sol. A. 1600 0.004 0,044 0,014 0.104 0,012 0,165 0410 6 jours W"(':f){)f; al.
Pyréne LV. Sol. A. 2400 0,003 0.067 0,010 0,109 0,013 0,156 0343 6 jours Wi‘(’:‘;{)f; al.
Pyréne LV. Sol. A. 3600 0,003 0,056 0,010 0,072 0.011 0,105 0.330 6 jours Wi;‘;;{;f ; al-
Pyréne LV. Sol. A. 6000 0,003 0,055 0,009 0,090 0,012 0,099 0,405 6 jours W‘?}‘;’gf ! al.

Phé orale Ethanol 70 0006£0.001 | 003420003 | 000800001 | 0,030£0008 | 0,005x0,001 | 0.038+0.006 |  0.02620.002 2 jours K“(dl’ggg’)“’ :
Blala orale huile dolive | 22800 | 0.0079:0,0002 0.05120,008 0,0198+0,0013 30 min M"(dli;;;)‘ al.
Blaja orale huile d'olive | 22800 | 0.03280.0081 0.007:0,002 0216100241 | 3 heures M“g‘;;g; ! al.
BlaJa orale huile dolive | 22800 | 0,0046+0,0013 0,00040,0001 0,1319x0,0029 | 12 heures M“(dli;;;)’ al
BlaJa orale huile dolive | 22800 | 0,0005£0,000 ND 0.0611:00063 | 24 heures |MO008 | al

Dose* : dose administrée
Analyse*: temps entre I’administration et le prélevement des échantillons

I.V. : Intraveineuse

Sol. A. : Solution aqueuse

Bfa]A : Benzo[a]Anthracéne Phé : phénanthréne
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concentrations administrées sont élevées, plus les teneurs détectées dans le foie et les reins
diminuent tandis que celles du tissu adipeux augmentent (Figure 14). Ceci tend & montrer que
le mécanisme de captation de ces deux tissus est saturable, phénoméne non démontré pour les
dioxines.

Suite & ces premieres constatations, il est possible de suggérer que la répartition des HAP
dépend de Ia teneur en lipides des tissus et/ou de leur pouvoir de séquestration (métabolisme).
La répartition du phénanthréne démontre qu’on ne peut pas généraliser cette hypothése. En
effet, la radioactivité associée a cette molécule est principalement localisée au niveau de
I'intestin gréle. Le foie, les reins et le tissu adipeux sont également contaminés avec des
niveaux décroissants (Figure 15; Kadry er al., 1995). Cependant, cette distribution
‘congénere spécifique” demande confirmation dans la mesure ou les essais ont été réalisés
dans des conditions expérimentales différentes avec des doses et des temps d’analyse entre
I’administration et I’échantillonnage variables.

Enfin, Kadry et al. (1995) ont mis en évidence que la répartition tissulaire du phénanthréne
variait en fonction de la matrice contaminée ingérée. En comparaison avec la distribution
tissulaire suite a l’ingestion d’une solution éthanol, I’ingestion de sable engendre une
diminution de la teneur en phénanthréne du duodénum au profit des poumons tandis que
'argile ingérée favoriserait un dépdt au niveau de la peau (Figure 15). Ce changement de

distribution tissulaire en fonction des matrices demeure inexpliqué.

2.4, Conclusion

La distribution tissulaire des dioxines semble différente de celle des HAP. En effet, les 17
dioxines ont les mémes tissus cibles (foie et tissu adipeux) ce qui ne semble pas étre le cas des
HAP. Une des principales explications de cette différence entre les familles de molécules
réside dans le degré de métabolisme des micropolluants organiques dans les organismes
vivants. Contrairement aux dioxines, les HAP sont fortement dégradés, le métabolisme
modifiant alors la répartition des métabolites dans les tissus cibles. De plus, au niveau du foie,
le mécanisme de dégradation des hydrocarbures aromatiques polycycliques est saturable. Ce
phénomeéne n’a pas €été démontré pour les dioxines. Ainsi il semblerait que les enzymes
impliquées soient spécifiques non seulement d’une famille des micropolluants organiques
mais également des congénéres eux-mémes. Cependant ces conclusions demandent a €tre

confirmées, les conditions expérimentales variant énormément entre les études recensées. De

50



1-0§

Figure 15 : Distribution tissulaire de la radioactivité associée au phénanthréne deux jours aprés administration orale de cette molécule contenue
dans différentes matrices chez le rat (Kadry et al ., 1995)
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plus la répartition tissulaire des dioxines et de certains HAP semble étre dépendante de
nombreux facteurs tels que les doses administrées, les teneurs en matiére grasse des tissus, la

matrice ingérée et les espéces animales utilisées.

3. Coefficient de transfert “Aliment - Tissus” des micropolluants organiques

La détermination du coefficient de transfert des dioxines et des HAP de 1’aliment aux tissus
cibles nécessite que les composés testés soient a 1’équilibre dans 1’organisme. Cet équilibre
est atteint lorsque les quantités administrées sont égales a celles éliminées (Diliberto et al.,
2001). Quatre études ont porté sur la détermination des coefficients de transfert “Aliment -
Foie” de la 2,3,7,8-TCDD (Fries et Marrow, 1975 ; Rose et al., 1976 ; Diliberto et al., 2001)
ainsi que “Aliment - Tissu adipeux” (Rose et al.,1976 ; Diliberto et al., 2001), ces deux tissus
représentant presque la totalité de la dioxine stockée dans I’organisme. Ils ont ainsi montré
que la rétention corporelle en dioxine augmentait en fonction de la dose administrée (Tableau

19).

Tableau 19 : Charge corporelle en dioxine suite & I’administration semi-chronique de la

2,3,7,8-TCDD chez le rongeur

Animal l()l())i;: g;/(;?g(/i;s:::)e (ilr;alflgtfpigl;iiolge(ge Références
Rat 500 a 1300 10,5 Fries et Marrow (1975)
Rat 10 a 1000 21,3 Rose et al. (1976)
Souris 1,5 25,6169 Diliberto er al. (2001)
Souris 150 10,419 Diliberto er al. (2001)

Pour des doses ingérées élevées, les concentrations corporelles sont de I’ordre de 10 fois celle
administrée ; inversement des rétentions corporelles de 25 fois la dose administrée sont
obtenues lors d’une faible exposition. Les concentrations tissulaires en dioxine, lorsque la
molécule est a 1’équilibre dans I’organisme, sont présentées dans le Tableau 20. Il apparait

que quelle que soit la dose ingérée par le rat, la bioaccumulation de la dioxine dans le tissu
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Tableau 20 : Capacité de bioaccumulation de 1a 2,3,7,8-TCDD du foie et du tissu adipeux et
temps requis pour atteindre 95% des valeurs obtenues a 1’équilibre au niveau du tissu adipeux

suite a un apport chronique de la molécule chez le rongeur. (Lawrence et Gobas, 1997 ;
*Diliberto et al., 2001)

a : chez le rat

Doses (pg/kg/jour) 35-1390 | 6940 - 11700 | 51200 - 248000
B adipocytes 0,10 0,10 O,lO
B foie 0,16 0,29 0,48
Temps pour atteindre 95% des valeurs
obtenues a I’équilibre au niveau du 89 110 140
tissu adipeux (jours)

b : chez la souris

Doses (pg/kg/jour) 1390 - 278000 | 150 - 1500* 1500000 - 450000*
B adipocytes 0,031 0,1410,03 0,03%0,00
B foie 0,072 0,03+0,00 0,09£0,01
Temps pour atteindre 95% des valeurs
obtenues a I’équilibre au niveau du 69
tissu adipeux (jours)

B : capacité de bioaccumulation tissulaire déterminée par I’équation suivante :

Concentration tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD (pg/g de tissu)
B =

Concentration de la dose quotidienne (pg/kg/jour)
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adipeux est de 0,10 (la bioaccumulation étant le rapport de la concentration tissulaire de la
molécule sur la concentration de la dose ingérée quotidiennement). Inversement la
bioaccumulation hépatique comprise entre 0,16 et 0,48 fluctue en fonction de doses ingérées
respectives de 35 - 1390 et 51200 - 248000 pg/kg/jour. Cette accumulation hépatique “dose
dépendante” vient principalement de la présence de protéines de liaisons inductibles par les
PCDD/F. Ce phénomene d’induction a aussi été démontré chez des souris.

Il est également mis en évidence que plus les doses ingérées par les rats étaient élevées, plus
le temps nécessaire pour atteindre 95 % de la teneur en dioxine dans les adipocytes a
I'équilibre augmentait : elles sont de 89 jours pour des administrations de 1’ordre de 35

a 1390 pg/kg/jour et de 140 jours pour des doses quotidiennes de 51200-248000 pg/kg/jour.

Aucun coefficient de transfert “aliment-tissu” n’a été défini pour les HAP.

La contamination des tissus suite a un apport chronique de dioxines et de HAP a fait I’objet
d’un petit nombre d’étude. De plus, I’ensemble des travaux recensées a été réalisé sur une
seule matrice vecteur constituée d’huile alimentaire. Connaissant I’impact de la matrice sur le
processus d’absorption ainsi que son éventuel réle sur la distribution tissulaire (comme le
suggere Kadry et al. (1995) pour le phénanthréne), il serait intéressant d’étudier la répartition
des molécules suite a ’ingestion d’un aliment naturellement contaminé (contamination plus

modérée) et de consommation courante : le lait.

4. Conclusion

Alors que le mécanisme d’absorption des micropolluants organiques lipophiles a fait I’objet
de nombreuses études, la distribution tissulaire de ces congéneéres suite a l’ingestion de
matrice alimentaire contaminée et I’exposition chronique ont ét¢ moins étudiées. Ainsi méme
si la répartition tissulaire des micropolluants organiques semble dépendre de nombreux
facteurs (dont la persistance, la lipophilicité et I’encombrement spatial des congéneres, la
teneur en matiére grasse, 1’équipement enzymatique et les taux de perfusions tissulaires), de

nombreuses questions restent en suspens :
La distribution tissulaire d’un micropolluant organique donné, obtenue suite a une

ingestion chronique différe-t-elle de celle observée suite 2 une administration unique ?

Un élément de réponse peut étre suggéré en fonction de la dose appliquée. En effet si la dose
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ingérée en une fois engendre une induction cytochromique au niveau du foie, alors cette
molécule sera principalement localisée au niveau du foie. Lors du fractionnement de la dose
sur une période plus longue, il peut tre supposé que la concentration hépatique quotidienne
de ce congénére soit inférieure a celle nécessaire pour induire les cytochromes P450. La
distribution tissulaire serait alors principalement régie par la teneur lipidique des tissus et non
plus par les protéines de liaison. Dans ce cas de figure, la répartition du micropolluant
organique différerait entre les deux modes d’administration. Inversement, il peut étre suggéré
que la distribution tissulaire est similaire entre I’ingestion unique et I’ingestion chronique
lorsque la dose ingérée en une fois n’engendre aucune induction hépatique. Cependant

d’autres facteurs peuvent intervenir telles que 1I’accoutumance pouvant favoriser 1’ absorption.

Quelle est la répartition tissulaire des 17 dioxines, des 16 HAP ou des deux familles de
molécules combinées suite a D’ingestion unique ou chronique d’une matrice vecteur
contaminée ?

En effet, les travaux recensés ne portent d’une part que sur les 17 dioxines et d’autre part se
sont focalisés sur la rétention hépatique. De plus, lors d’étude de la répartition tissulaire des
micropolluants organiques, les molécules principalement étudiées étaient les deux molécules
de référence : le benzo[a]pyreéne et la 2,3,7,8-TCDD. Ainsi nous pouvons nous demander si
les molécules prises individuellement se distribuent de la méme facon que celles étudiées
dans la littérature, et si les molécules d’un mélange ne vont pas interagir entre elles

(compétition, dégradation...), modulant ainsi leur répartition tissulaire.

Quel est la nature des molécules se répartissant dans les tissus (molécules méres ou
métabolites) ?

Pour les dioxines, la majorité des €tudes recensées porte sur 1’analyse des molécules meres
dans les tissus, analyse s’effectuant aprés une extraction de la matiére grasse tissulaire, du fait
du fort caractére lipophile de ces congéneres. Or, suite a8 I’amélioration des techniques
analytiques, de nombreux auteurs ont démontré que la persistance des dioxines était relative,
ces composants pouvant étre dégradés dans I’organisme. Ainsi nous sommes en droit de nous
demander quels sont ces métabolites, quelle est la part de ces composés par rapport a celle des
molécules meres et quel est le devenir de ces produits de dégradations dans 1’organisme

(élimination : comment ? ; stockage : ou 7).
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Pour les HAP, les quelques travaux recensés ont été effectués a partir d’un marquage
isotopique de ces congéneres. Les molécules suivies sont ainsi a la fois des molécules méres
et des métabolites. Or les études d’absorption intestinale ont démontré que certains HAP
étaient trés fortement métabolisés au niveau des entérocytes, la dégradation pouvant Etre
quasi-totale. La distribution tissulaire des HAP correspondrait non pas aux molécules meres

mais aux métabolites, d’ou une forte disparité entre congéneres.
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IV. Conclusion de la synthése bibliographique

Une des principales expositions de I’homme aux micropolluants organiques lipophiles résulte
de la contamination des aliments, contamination provenant de la pollution de I’environnement
(contamination de la chalne alimentaire), ou suite aux procédés de cuisson.

Il peut €tre supposé qu’une exposition n’engendre pas forcément une contamination de
I'organisme. Cependant de nombreuses études portant sur 1’absorption des dioxines et des
HAP suite a4 ’ingestion d’une matrice alimentaire contaminée, ont mis en évidence leur
transfert. La détermination du taux d’absorption des micropolluants organiques via la
méthode de bilan fécal et I’utilisation de modeles in vitro ont permis de mettre en évidence
une modulation du taux d’absorption des dioxines et des HAP en fonction des propriétés
physico-chimiques de ces molécules et des caractéristiques de la matrice vecteur (I’huile, et le
sol étant les deux matrices les plus utilisées). De plus, le mécanisme d’absorption de ces
congéneres s’effectuerait en plusieurs étapes (solubilisation micellaire, transit entérocytaire
orchestré ou non par une dégradation des molécules en composés plus solubles et une
excrétion dans la veine porte ou la lymphe). Cependant parmi 1’ensemble des recherches
évoquées précédemment, les principales notions qui n’ont pas été prises en compte sont les
suivantes :

1) La2,3,7,8-TCDD et le benzo[a]pyrene sont les molécules utilisées comme référence des
dioxines et des HAP respectivement d’aprés leur toxicité. Toutefois, I’ensemble des
micropolluants organiques pourrait ne pas €tre transféré de la méme fagon. Ainsi nous nous
proposons d’étudier I’absorption de ces deux molécules, ainsi que des molécules présentant
des propriétés physico-chimiques distinctes: les 17 congéneres de dioxines et le
phénanthrene.

2) De plus, vu les limites des méthodes utilisées dans les essais antérieurs, il est difficilement
envisageable d’avoir une cinétique d’absorption précise des micropolluants organiques. Ainsi
les deux expérimentations que nous avons menées reposent sur I’apparition de ces composés
dans le sang (artériel et/ou portal).

3) Enfin, le lait et ses dérivés constituent des matrices peu étudiées dans la littérature
contrairement aux huiles. Or, il est montré que 1’exposition aux dioxines via ces aliments
représentent 40 % de 1’exposition totale en France. Nous nous sommes donc intéressés aux

transferts de ces congéneres suite a I’ingestion de lait contaminé.
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La majorité des travaux recensés portant sur le transfert des dioxines de 1’aliment (I’huile) aux
tissus cibles (foie, tissu adipeux) ont permis de mettre en évidence que la distribution
tissulaire était non seulement fonction de la lipophilicité tissulaire mais également de la
présence de protéines de liaisons. Cependant ces études ont porté sur la dioxine et non
I'ensemble des PCDD/F avec comme mode d’administration bien souvent une ingestion
unique. Ainsi, nous nous proposons d’étudier le devenir tissulaire des 16 autres congéneres en
plus de la 2,3,7,8-TCDD et ce en administration orale continue afin de se rapprocher des
conditions de la contamination de I’homme. L’ingestion étant un parametre controlé, nos
travaux visent également la détermination de coefficients de transfert des molécules dans les

tissus a I’équilibre.
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PARTIE I : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

PARTIE I : Etude expérimentale du transfert des dioxines et des HAP du

Lait au Sang

Introduction

Les études portant sur I’absorption intestinale des micropolluants organiques sont basées soit
sur la disparition de ces molécules lors du transit gastro-intestinal (méthode de bilan fécal in
vivo), soit sur I’apparition des congéneres dans I’organisme (méthode de culture cellulaire in
vitro, méthode d’apparition sanguine in vivo). Alors que la premi¢re approche est couramment
utilisée, la seconde est rare dans les expérimentations rapportées dans la bibliographie.

De ces deux démarches, ressortent différentes hypothéses et conclusions. L’absorption des
| dioxines et des HAP serait fonction des propriétés physico-chimiques de ces molécules (la
lipophilicité principalement) et des caractéristiques de la matrice vecteur (I’huile, et le sol
étant les deux matrices les plus utilisées). Ainsi par exemple, le mécanisme d’absorption du
benzo[a]pyréne serait proche de celui des acides gras. Cependant contrairement & la majorité
de ces derniers, la voie d’excrétion entérocytaire de ce congéneére serait la voie portale,
changement d’orientation dicté par une dégradation du HAP au niveau d’un
compartiment/particule cytoplasmique (le réticulum endoplasmique lisse/microsome) (Van
Veld, 1990 ; Zhang er al., 1999). En est-il de méme pour les autres molécules de cette famille
de micropolluants organiques ? Cette question fait écho a la différence notée par Rahman et
Barrowman (1986) au niveau de 1’étape de solubilisation entre le benzo[a]pyréne et le
phénanthréne ainsi que les différents taux de transfert démontrés lors d’études in vivo. Pour
les dioxines, le mécanisme d’absorption est non élucidé. Wittsiepe et al. (2001) ont démontré
que la solubilisation micellaire était nécessaire a 1’absorption intestinale de ces molécules.
Cavret (2002) met en évidence le transit lent de la 2,3,7,8-TCDD du milieu apical au milieu
basal lors de cultures in vitro. Ceci suggere que la molécule passe dans différents
compartiments cytoplasmiques avant d’étre éliminée. Enfin Lakshmanan et al. (1986)
démontrent qu’une voie d’excrétion entérocytaire de la 2,3,7,8-TCDD est la lymphe. Qu’en
est-il au niveau portal ? Quelle est la principale voie d’excrétion des cellules intestinales pour
la 2,3,7,8-TCDD ? En est-il de méme pour les 16 autres congéneres de dioxines ?

Ainsi, que ce soit pour les HAP ou pour les dioxines, le transfert de ces composés de I’aliment

au sang demeure encore une énigme. Nos expérimentations visent a apporter des
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renseignements supplémentaires sur I’absorption des micropolluants organiques. Le premier
objectif est de démontrer 1’apparition sanguine de ces molécules contenues dans une matrice
telle que le lait, aliment fortement consommé en France et dont le niveau de contamination en
dioxines est parfois non négligeable. Le deuxieme objectif est de déterminer I'effet des
propriétés physico-chimiques des congénéres sur ce paramétre. Enfin, le dernier objectif est
d’élucider le role de la veine porte dans 1’absorption intestinale des micropolluants
organiques. Deux expérimentations sont menées chez des porcs en croissance :

- I'une basée sur I’apparition porto-artérielle du ['*C] suite & Iingestion de lait enrichi

‘en ["*C] phénanthrene, ["*C] benzo[a]pyréne ou ['*C] 2,3,7,8-TCDD
- I"autre sur le transfert des 17 congéneres de dioxines du lait au plasma artériel suite a

I’ingestion de lait contaminé
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I: Apparitions portales et artérielles du [**C] phénanthréne, du [**C] benzo[a]pyréne et

de Ia [1C) 2,3,7,8-TCDD contenus dans du lait chez le porc

1. Protocole expérimental

1.1. Animaux

Six porcs, munis de cathéters permanents au niveau de la veine porte et de ['artére
brachiocéphalique, ont été utilisés lors de cette étude (2 porcs par molécule). Les animaux
pesant (45 2 50 kg) issus d’une ferme commerciale (EARL BIMA, Pulligny, France) ont été
choisis pour les deux raisons suivantes :

- la possibilité de réaliser des prélévements sanguins répétitifs sans nuire a la santé

de I’animal (9 prélevements x 2 vaisseaux x 10 mL de sang par prélévement)
- le porc est souvent utilis€é comme un modele de ’homme pour I’absorption de
nutriments (Moughan et Rowan, 1989 ; Darragh et Moughan, 1995)

L’ opération chirurgicale s’est déroulée a la faculté¢ de médecine de Nancy, au Laboratoire de
Chirurgie Expérimentale sous la direction du docteur Simoes-Nunes (chirurgien, Société
Roche), du Docteur Mertes (anesthésiste) et de son équipe. Cette opération consistait a
implanter deux cathéters permanents, I’un situé au niveau de la veine porte et ’autre dans la
artere brachiocéphalique. Suite a leur opération, les porcs ont été placés dans des cages a
métabolisme afin de faciliter les soins quotidiens (renouvellement des pansements,
désinfection des plaies et veille au bon fonctionnement des cathéters) ainsi que de maintenir
I’hygiene des locaux. Les animaux ont alors €t¢ alimentés avec une ration équilibrée,
correspondant & leur besoin d’entretien et de croissance, composée de farine de céréales et de
tourteau de soja (800 g/repas, 2 fois par jour). L’eau était distribuée a volonté. De plus,
régulierement, du lait leur a été fourni afin de les habituer a cet aliment.
A la fin de 'expérimentation, les animaux ont €t¢ anesthésiés par une injection intraveineuse
de phénobarbital (Vétoquinol®, SANOFI Santé Animal) puis euthanasiés par administration

d’une solution de chlorure de potassium (KCI) saturée.
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1.2. Contamination du lait au [14C] phénanthrene, au C) benzo[a]pyrene ou au ['*C12,3,7,8-

TCDD

Lors de la journée expérimentale, chaque porc a ingéré un litre de lait contaminé directement
soit par 1,8.10° Bq de ["C] benzo[a]pyréne (235 pg ou 4.10° Bg/kg), soit par 1,8.10° Bq de la
['*C] 2,3,7,8-TCDD (355 pg ou 4.10* Bq /kg) soit par 5,4.10° Bq de ['*C] phénanthréne (50
g ou 1,2.10* Bg/kg).

Le choix de ces molécules reposait sur le fait qu’elles représentaient la diversité des propriétés

physico-chimiques des micropolluants organiques (Tableau 21).

Tableau 21 : Propriétés physico-chimiques des molécules étudiées

) Nombre | Lipophilicité | SOIUDINLE | ppy | Activite ) gt .
Composés de cyeles | (Log Kow) aqueuse (g/mol) spécifique oroanique Fournisseur
y g (mg/L) (Bq/pmol) ganiq
Moraveck
Phénanthréne 3 4,5 1,21 178,2 1,98.10° Méthano! | Biochimicals,
Inc.
Amersham
Benzo[a]pyrene 5 6,31 0,0038 254 1,94.10° Toluéne Pharmacia
Biotech.
2,3,7,8-TCDD 2 6,96 0,00002 321,98 1,63.10° Toluéne Isobio

PM: Poids moléculaire

En effet, les deux HAP different entre eux par leur lipophilicité, leur nombre de cycles
aromatiques et leur poids moléculaire. La 2,3,7,8-TCDD présente un poids moléculaire plus
important que celui des deux HAP, une lipophilicité plus élevée que celle du phénanthréne et

un nombre de cycles aromatiques plus restreint que celui du benzo[a]pyréne.

1.3. Préléevements sanguins

Des préléevements sanguins porto-artériels (10 mL par vaisseau sanguin) ont été collectés
simultanément dans des vacutainers stériles héparinés :

1) avant la distribution du lait contaminé

2) 1,2,3,4,5,6,9 et 24 heures apres 1’ingestion de lait
Le sang prélevé a été remplacé par des quantités équivalentes de solution héparinée de

chlorure de sodium stérile (NaCl, 9 g/L) afin d’éviter la formation de caillots. Les échantillons

60



Figure 16 : Cinétiques d'apparition artérielle et portale de ['*C] suite a l'ingestion,

chez le porc en croissance d'un litre de lait enrichi en [14C] phénanthréne (a), en
['“C] benzo[a]pyréne (b) ou en ['*C] 2,3,7,8-TCDD (c)
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PARTIE I : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

la radioactivité associée aux trois micropolluants organiques étudiés sont similaires : les
concentrations en ['*C] atteignent des valeurs maximales entre 4 et 6 heures postprandiales
(Figure 17).

Figure 17 : Cinétiques portales et artérielles de ['*C] suite a l'ingestion chez le porc en
croissance de 1 litre de lait enrichi en ['*C] phénanthréne, ['*C] benzo[a]pyréne ou [**C]
2,3,7,8-TCDD (valeur moyenne, n=2)
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Vingt-quatre heures aprés I’ingestion de lait par les porcs, les teneurs plasmatiques pour les
trois molécules sont de I’ordre de 1 Bg/mL. Cependant des différences d’évolution et de
concentrations existent entre les micropolluants organiques étudiés. La radioactivité associée
au ['*C] phénanthréne apparait trés rapidement dans le sang et en forte teneur : 1 heure aprés
I’ingestion du lait par le porc, la concentration plasmatique est de 14 Bg/mL alors qu’elle
n’est que de 1 et 0 Bq/mL de plasma pour le benzo[a]pyréne et la 2,3,7,8-TCDD. De méme, la
teneur maximale (20 Bq/mL) du ["*C] phénanthréne est 4 fois et 19 fois plus élevée que celles
du ["*C] benzo[a]pyreéne et de la ['*C] 2,3,7,8-TCDD respectivement. Or la contamination du
lait par cette molécule était environ 3 fois moins importante que pour les deux autres. Enfin la
dissipation de la radioactivité associée au phénanthréne ou du benzo[a)pyréne dans le

compartiment plasmatique est beaucoup plus importante que celle de la 2,3,7,8-TCDD : 24
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PARTIET : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

heures aprés 'ingestion du lait, seulement 13 et 19 % de la concentration mesurée au pic
d’apparition plasmatique est détectée pour, respectivement, le phénanthréne et Ie
benzo{a]pyrene, contre 43 % pour la 2,3,7,8-TCDD.

Les taux de radioactivité portale étant de maniére générale supérieurs a ceux mesurés dans
I'artere entre O et 6 heures postprandiales, et ce pour les trois micropolluants organiques
testés, nous avons estimé l’absorption portale par différence de concentrations porto-
artérielles durant ce laps de temps. Selon nos calculs, I’absorption portale de ['*C] du
phénanthréne est de 85 % de la dose administrée. Elle est 3 et 13 fois plus élevée que celle

déterminée pour le benzo[a]pyrene et la 2,3,7,8-TCDD (Tableau 22).

Tableau 22 : Absorption portale en [**C] aprés l'ingestion d'un litre de lait enrichi en [*“C]
phénanthréne, [14C] benzo[a]pyréne ou [14C] 2,3,7,8-TCDD chez le porc en croissance (valeur

moyenne, n=2)

Phénanthréne Benzo[a]pyréne 2,3,7,8-TCDD
% de la dose administrée 85 34 6
% de 1a dose absorbée
0 - 3 heures 58 32 8
3 - 6 heures 42 64 92
6 - 24 heures 0 3 0

En effet, pour le benzo[alpyréne, le taux d’absorption est de 34 %. Celui déterminé pour la
2,3,7,8-TCDD est beaucoup plus faible (6 %). Enfin, le pic d’absorption portale de la
radioactivité associée au phénanthreéne, situé entre O et 3 heures posptrandiales, differe de

celui des deux autres (3 - 6 heures).
3. Discussion

Suite a l’ingestion de lait contaminé chez des porcs en croissance, le [14C] issu du
phénanthréne, du benzo[alpyréne ou de la 2,3,7,8-TCDD est détecté dans le sang démontrant
ainsi une absorption intestinale des trois molécules. Ce résultat met également en évidence
que contrairement aux fibres alimentaires, composants favorisant I’excrétion fécale des

dioxines (Morita et al., 2002), le lait est une matrice susceptible de contaminer I’organisme.
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PARTIE 1 : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

Cette observation est concordante avec celles de Jodicke et al. (1992), Pluim et al. (1993),
Korner et al. (1993), McLachlan (1993), Abraham er al. (1994), et de Dahl er al. (1995),
données obtenues via la méthode des bilans, chez des enfants, pour la 2,3,7,8-TCDD. Pour les
HAP, le transfert Lait-Sang n’avait pas été encore étudié.

Les cinétiques d’apparition plasmatique de [**C] issues du phénanthréne, du benzofa]pyrene
et de la 2,3,7,8-TCDD sont en accord avec celles définies respectivement par Kadry et al.
(1995), par Foth er al. (1988) et par Wang et al. (1997). Cependant, ces auteurs n’avaient
étudié qu’une seule molécule a la fois. Il s’avére que la comparaison des cinétiques
d’apparition plasmatique entre la radioactivité associée aux différentes molécules fournit des
résultats intéressants. En effet, nos données permettent de mettre en évidence que, pour des
conditions expérimentales similaires, le phénanthréne se comporte différemment des deux
autres molécules étudiées. La radioactivité associée a ce congénére apparait plus rapidement
dans le compartiment sanguin que celles des deux autres et a des taux plus élevés (Tableau
22). Plusieurs hypothéses empruntées a la bibliographie et portant sur le mécanisme
d’absorption des micropolluants organiques permettraient d’expliquer ce résultat. Selon
Rahman et Barrowman (1986), le phénanthrene ainsi que les autres HAP de forte solubilité et
composés de moins de 4 cycles aromatiques franchissent la membrane en brosse des cellules
intestinales sans avoir recours aux sels biliaires (comportement analogue aux acides gras a
courtes chaines). Inversement les HAP de type benzo[a]pyréne sont absorbés suite a une
solubilisation micellaire comme pour les acides gras a chaines hydrocarbonées longues. Il
peut donc étre supposé que I’étape de solubilisation engendre un délai en terme d’apparition
plasmatique. A cela peuvent s’ajouter les différences de transit entérocytaire des molécules
lipophiles : pour les acides gras a chaines hydrocarbonées courtes, le passage dans les cellules
intestinales peut étre considéré comme furtif (transport direct de part et d’autre de la cellule)
en comparaison aux acides gras a chaines longues qui transitent dans différents
compartiments cytoplasmiques (réticulums endoplasmiques, appareil de Golgi, liposomes)
avant d’atteindre la membrane basale des entérocytes. Ainsi en conservant I’analogie entre les
acides gras et les micropolluants organiques, le phénanthréne pourrait étre véhiculé
directement de part et d’autre des entérocytes (d’ou une apparition rapide dans le sang) tandis
que le benzo[alpyréne passerait par les différents compartiments cytoplasmiques. Ces
hypothéses sont cohérentes avec les cinétiques des taux d’absorption des deux HAP (Tableau
23), similaires aux lipides pour le benzo[a]pyrene (Dubois et al., 1996) et proche des

molécules plus solubles pour le phénanthréne (protéines et glucose, Mahe et al., 1994). Enfin,
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Tableau 23 : Absorption portale en ["*C] aprés l'ingestion d'un litre de lait enrichi en [**C]
phénanthrene, [14C] benzo[a]pyréne ou [14C] 2,3,7,8-TCDD chez le porc en croissance (valeur

moyenne, n=2)

Phénanthréne Benzo[alpyreéne 2,3,7,8-TCDD
% de la dose absorbée
0 - 1 heure 29 11 0
1 - 2 heures 27 4 0
2 - 3 heures 2 17 8
3 - 4 heures 18 24 23
4 - 5 heures 15 26 32
5 - 6 heures 9 15 37
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PARTIE I : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

un dernier facteur peut étre cité pour expliquer les différences d’apparition plasmatique entre
les deux HAP, a savoir le métabolisme intestinal. En effet, Laher er al. (1983) ont démontré
que le transit entérocytaire de la radioactivité associée au benzo[a]pyréne se différenciait de
celui des acides gras au niveau du réticulum endoplasmique lisse, compartiment doté
d’enzymes dont les cytochromes P450 (Van Veld, 1990). Parallelement Bock er al. (1979),
Cavret (2002) et Buesen et al. (2002, 2003) ont mis en évidence la présence de métabolites du
benzofa]pyréne au niveau sanguin ainsi que dans le milieu basal (lors de culture cellulaire) a
des taux avoisinant les 90 % de la dose administrée. Ainsi la radioactivité associée au
benzola]pyréne apparaitrait plus lentement dans le sang que celle du phénanthrene, cette
molécule devant étre solubilisée pour franchir la barriere aqueuse. transitant dans les
différents compartiments cytoplasmiques avant d’étre excrétée sous forme de métabolites.
Toutefois, le phénanthréne présente un taux d’absorption portale non négligeable (42 % de la
radioactivité totale absorbée) entre 3 et 6 heures aprés administration de lait contaminé chez
des porcs. Il peut étre suggéré que son transit entérocytaire est double : une partie transiterait
de maniére similaire aux acides gras a courte chaine hydrocarbonée (d’ou la forte apparition
et les forts taux d’absorption dans le sang dés une heure), I'autre partie subirait une
biotransformation entérocytaire suite a une éventuelle liaison avec le récepteur Ah (récepteur
cytosolique ; Denison et al., 2002). Cette hypothése coincide avec les résultats de Cavret
(2002). En effet cet auteur a mis en évidence que le pourcentage de la radioactivité totale
associée au phénanthréne détecté dans le milieu basal comprend 45 % de formes hydroxylées
(Cavret, 2002). Ainsi la concomitance des cinétiques d’apparition entre la matiére grasse et
les HAP s’expliquerait par une succession d’étapes pour les HAP (solubilisation micellaire ou
non, un passage furtif dans les entérocytes ou au contraire une séquestration enzymatique
conduisant a une dégradation des molécules) et non d’un lien physique entre ces molécules et
les composants lipidiques.

La 2,3,7,8-TCDD admet une cinétique d’apparition proche de celle du benzo[ajpyrene. Son
devenir entérocytaire est-il similaire a celui du benzolalpyréne (compartiments
cytoplasmiques) ou a celui du phénanthréne (liaison avec le récepteur Ah) ? Méme si
I”affinité du récepteur Ah pour la 2,3,7,8-TCDD a été€ démontrée (Denison et al., 2002) le peu
de données bibliographiques ne permet pas de réfuter I’autre hypothése. Cependant Jones et
al. (2000) ont mis en évidence que la production des systémes enzymatiques suite a la
pénétration de la 2,3,7,8-TCDD dans les entérocytes était plus persistante que celle des HAP,

cette production conduisant ou non a la formation de métabolites (le métabolisme de la
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2,3,7,8-TCDD étant tres controversé, Gasiewizc et al.. 1983 ; Kedderis er al., 1991 ; Van den
Berg et al., 1994 ; Pegram et al., 1995 ; Lawrence et Gobas, 1997 ; Jones et al., 2000). Ainsi,
le délai d’apparition plasmatique de la 2,3,7,8-TCDD correspond, certes, au temps nécessaire
a la solubilisation micellaire (Wittsiepe et al.,, 2001), mais surtout a celui de la séquestration
intestinale.

Au-dela de 6 heures postprandiales, les concentrations plasmatiques (artérielles et portales) de
la radioactivité associée aux trois molécules tend a diminuer. Cette observation met en
évidence que I’absorption intestinale des molécules est soit terminée, soit inférieure a la
captation tissulaire. L’évolution plasmatique de la radioactivité du phénanthréne ou du
benzola]pyrene se démarque de celle de la 2,3,7,8-TCDD. En 18 heures, la teneur
plasmatique en ['*C] des deux HAP chute en moyenne de 84 % de la concentration maximale,
tandis que la teneur plasmatique 2,3,7,8-TCDD diminue seulement de moitié. La disparition
sanguine rapide des deux HAP et lente de la 2,3,7,8-TCDD a été observée €galement par
Kotin et al. (1959), par Van Schooten et al. (1997), Wang et al. (1997). Cette différence de
diminution des concentrations plasmatiques peut étre expliquée de deux manicres :

1) L’absorption des HAP est terminée contrairement a celle de la 2,3,7,8-TCDD.
Ainsi pour les HAP, leur disparition rapide du compartiment sanguin serait due a
une captation tissulaire tandis que pour la 2,3,7,8-TCDD la distribution tissulaire
serait certes prédominante mais les effets seraient atténués par I’absorption.

2) La rapidité de distribution tissulaire est différente en fonction des deux familles de
micropolluants organiques. Est-ce I'impact de la lipophilicité ? En effet, le devenir
plasmatique similaire entre les deux HAP laisse suggérer que la captation
cellulaire est indépendante du poids moléculaire ou du nombre de cycles des
molécules (la lipophilicité n’intervenant plus dans la mesure ou les molécules sont
dégradées donc moins lipophiles).

Le taux d’absorption portale de la radioactivité du phénanthréne est respectivement 3 et 16
fois plus élevé que celui du benzol[a]pyrene et de la 2,3,7,8-TCDD. Contrairement aux
observation de Moser et McLachlan (1999), il semblerait que le poids moléculaire limite
I”absorption au méme titre que la lipophilicité (Figure 18). Cependant, cette observation ne
reste qu'une hypothése dans la mesure ol le nombre de données utilisé est restreint. De plus,
le taux d’absorption de la 2,3,7,8-TCDD obtenu dans cet essai difféere notablement des
données bibliographiques (Tableau 24). Cette infériorité systématique de nos résultats par

rapport 4 ceux recensés peut étre en partie expliquée par les méthodes analytiques utilisées.
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Figure 18 : Corrélation entre I'absorption portale du ['“C] phénanthréne, du ["C] benzo[a]pyréne et
de la [*C] 2,3,7,8-TCDD et leur lipophilicité, leur poids moléculaire ou leur nombre de cycles

aromatiques
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Tableau 24 : Comparaison de ’absorption des micropolluants organiques déterminée dans
notre expérimentation avec les données de la littérature

Méthodologie Phénanthréne Benzo[a]pyréne 2,3,7,8-TCDD

Données de la littérature
(% de la dose administrée)

Chuet al. (1992) Sang (AUC) 90

Kadry et al. (1995) Sang (AUC) 72478

Bock et al (1979) Sang (AUC) 30

Chang et al. (1988) Féces (bilan) 56 a62

Rahman et al. (1986) Sang (AUC) 7430

Stravic et Klassen (1994) Sang (AUC) 3al6

Allen et al. (1995)

Piper et al. (1973) RC (bilan) 70 a 85
Rose ef al. (1976)

Fries et Marrow (1975) RC (bilan) 50 a 60
Lakshamanan et a/. (1986) L (AUC) 30470
Diliberto et al. (1996) RC (bilan) 88
e e donnés . 2 o

Nos résultats

(% de la dose administrée) Sang (PA) 85 34 6
AUC - Aire sous la courbe L : Lymphe
RC : Rétention corporelle PA : Différence de concentrations porto-artérielles
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En effet, le modele des différences porto-artérielles permet de mettre en évidence la
prépondérance de I'une des deux voies de sécrétion entérocytaire (portale ou lymphatique)
sans pouvoir quantifier indépendamment ces deux voies: une différence porto-artérielle
positive signifie que la sécrétion portale est plus élevée que celle lymphatique. Ainsi pour des
molécules hydrophiles, transitant principalement voire exclusivement par la voie portale, cette
méthode d’absorption est tres fiable (conférer la similitude entre nos données et celles de la
bibliographie pour l’absorption des HAP). Inversement, elle peut engendrer une sous-
estimation de ’absorption des composés lipophiles, empruntant les deux voies d’excrétion
entérocytaire. D’autres hypotheses peuvent étre également formulées telles que les différences

de matrices, de doses administrées ou d’animaux modeles.

4. Conclusion

L’ingestion de lait contaminé par des porcs en croissance conduit a un transfert des molécules
du lait au sang. Les trois molécules présentent un pic d’apparition plasmatique concomitant
avec celui de la matiere grasse. En effet, Dubois er al. (1996) ont démontré que I’absorption
des acides gras avait lieu principalement entre 3 et 6 heures apres 1’ingestion. Cependant, la
radioactivité associée au phénanthréne apparait plus rapidement dans le plasma que celle du
benzofa]pyréne ou de la 2,3,7,8-TCDD. Le transfert “lait-plasma” est donc différentiel selon
les congéneres. Une hypothése explicative, basée sur les données de la bibliographie, est que
le transit entérocytaire est différent selon les HAP étudiés :

- le benzo[a]pyrene franchirait la membrane en brosse des cellules intestinales suite
a une solubilisation dans les micelles biliaires, emprunterait la voie cytoplasmique
des acides gras a longue chaine hydrocarbonée. Lors de ce transit, il serait alors
séquestré par un systeme enzymatique et dégradé.

- le phénanthréne de part sa faible lipophilicité et son nombre de cycles aromatiques
restreint pénétrerait directement dans les entérocytes puis transiterait de part et
d’autre de la cellule.

Cependant cette derni¢re suggestion ne tient pas compte de 1’apparition plasmatique tardive
(entre 4 et 6 heures) de la radioactivité associée au phénanthréne. Nous pouvons donc
supposer que le transit entérocytaire du phénanthréne est double : ce congénére transiterait
principalement de part et d’autre de la cellule intestinale ou secondairement serait séquestrer.

Pour la 2,3,7,8-TCDD, les données de la littérature ne permettent de formuler une hypothése
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sur le mécanisme d’absorption. Est-il similaire a celui du benzofa]pyréne ou au transit
secondaire du phénanthréne ?

Enfin, dans nos conditions expérimentales (ingestion unique, fortes doses administrées), les
taux d’absorption portale des micropolluants organiques diminuent linéairement lors d’une
augmentation de la lipophilicité et du poids moléculaire des congéneres. Cependant cette
observation doit étre nuancée dans la mesure oll nous avons démontré que la veine porte était
la principale voie d’excrétion entérocytaire des 2 HAP étudiés mais pas celle de la 2.3.7.8-

TCDD. Ainsi le taux d’absorption portale de la 2,3,7,8-TCDD est sous-estimé.
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Il : Transfert des 17 congéneres de dioxines du lait vers le sang suite a I’ingestion de lait

contaminé chez le porc en croissance

1. Protocole expérimental

1.1. Animaux

Deux porcs, munis de cathéters permanents au niveau de 1’artére brachiocéphalique et au
niveau de la veine porte, ont été€ utilisés lors de cette étude. Le mode opératoire et
I'acclimatation des animaux a leur nouveau logement ont été réalisés de la méme maniere que

lors de I’expérimentation précédente (cf. Partie I, page 59).
1.2. Contamination du lait par les 17 dioxines

La solution étalon de dioxines était conservée dans du nonane, solvant organique fortement
lipophile (Laboratoire Wellington, Canada). Afin de permettre un meilleur transfert de ces
congéneres du nonane a la matiere grasse du lait, 4 mL d’acétone ont été mélangés a la
solution mere. La contamination du lait s’est alors déroulée en deux étapes : dans 1 litre de
lait (UHT, entier) a été versée la solution dioxinée, puis le litre restant a été ajouté. Apres une
agitation douce, afin de ne pas lyser les globules gras, pendant 20 minutes, 200 mL de lait ont
été prélevés pour étre analysés. Le restant (deux fois 900 mL de lait) a été distribué aux

animaux.

1.3. Prélevements sanguins

Les prélévements artériels, de 60 mL chacun, ont été€ effectués avant I’administration du lait
puis a 3, 5, 7 heures apres ingestion. Un seul préléevement de sang portal (a 5 heures
postprandiales) a été effectué. Le volume de sang prélevé a été déterminé de manicre a avoir
suffisaEmment de matiére grasse pour 1’analyse. Les échantillons ont ét¢ immédiatement
centrifugés afin de récupérer le plasma avant d’étre congelés et envoyés au laboratoire
Micropolluants Technologie (Thionville). La contamination du lait a aussi été déterminée. Les

teneurs détectées sont en moyenne 4 fois supérieures a la dose administrée (Tableau 25).
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Tableau 25 : Variation des teneurs (pg/g de matiére grasse) en dioxines dans le lait entre les
valeurs théoriques et celles mesurées

Teneur solution tl’fézi)llggll;e Teneur mesurée Rapport
(pg/mL) (ng/g MG) (ng/g MG)  Mesuré/Théorique

2,3,7,8 TCDD 1 25 90,4 4
1,2,3,7,8 PeCDD 2,5 62,5 215,6 3
1,2,3,4,7,8 HxCDD 2,5 62,5 2134 3
1,2,3,6,7,8 HxCDD 2,5 62,5 209,3 3
1,2,3,7,8,9 HxCDD 2,5 62,5 219.5 4
1,2,3,4,6,7,8 HpCDD 2,5 62,5 189,1 3
OCDD 5 125 426,9 3

,3,7,8 TCDF 1 25 74,1 3
1,2,3,7,8 PeCDF 2,5 62,5 154,8 2
2,3,4,7,8 PeCDF 2,5 62,5 171,2 3
1,2,3,4,7,8 HxCDF 2,5 62,5 2420 4
1,2,3,6,7,8 HxCDF 2,5 62,5 235,0 4
2,3,4,6,7,8 HxCDF 2,5 62,5 2437 4
1,2,3,7,8,9 HxCDF 2,5 62,5 2778 4
1,2,3,4,6,7,8 HpCDF 2,5 62,5 173,9 3
1,2,3,4,7,8,9 HpCDF 2,5 62,5 202,2 3
OCDF 5 125 384,6 3
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1.4. Analyses de dioxines et de furanes

Les analyses de dioxines/furanes comprennent trois étapes :
- Extraction
- Purification
- Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse haute résolution (CG-SMHR).
1.4.1. Extraction
Les matieres grasses ont été extraites de 1’échantillon a analyser. Pour cela, 30 a 40 g de
sérum ont été enrichis avec un mélange de composés marqués en °C de concentrations
connues (480 pg pour les tétra-, penta- et hexa-chlorés et 960 pg pour les HpCDD/F et les

OCDD/F). La composition exacte du mélange est donnée dans le Tableau 26.

Tableau 26 : Composition en isoméres du mélange de dioxines marquées au *C

Dioxines Furanes
2,3,7,8-TCDD 2,3,7,8-TCDF
1,2,3,7,8-PeCDD 1,2,3,7,8-PeCDF

2,3,4,7,8-PeCDF
1,2,3,4,7,8-HxCDD 1,2,3,4,7,8-HxCDF
1,2,3,6,7,8-HxCDD 1,2,3,6,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8,9-HxCDF
2,3,4,6,7,8-HxCDF

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF
OCDD OCDF

Ce mélange de molécules marquées a été utilisé comme d’une part standard de quantification
pour identifier le pouvoir de récupération et d’autre part comme référence de temps de

rétention dans I’analyse par chromatographie en phase gazeuse (CG).
Aprés ’enrichissement, le mélange a été dilué avec de I’eau saturée en sulfate d’ammonium

(50 mL, ASC, ISO), 50 mL d’éthanol (Merck Eurolab, Darmstadt, Allemagne) et 100 mL

d’hexane (qualité Suprasolv, Merck Eurolab, Darmstadt, Allemagne). La résultante a alors été
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PARTIE I : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

agitée dans une ampoule a décanter pendant 10 min. La phase organique a été collectée et la
phase aqueuse restante a ét¢ de nouveau extraite avec de I’hexane seul (100 mL). La phase
organique finale a été ensuite évaporée a sec et la matiére grasse a été déterminée par

gravimétrie, puis elle a été dissoute dans I’hexane en vue d’une purification.
1.4.2. Purification

La purification est mise en ceuvre afin d’éliminer la plupart des composés interférents avec
'analyse par CG-SMHR. Elle comprend deux étapes : une élution sur une colonne de silice,
contenant différents types de gels puis une colonne d’alumine (I’éluant étant I’hexane et
dichlorométhane, 98:2, V/V, Merck Eurolab, Darmstadt, Allemagne) suivi d’une seconde
élution sur une colonne d’alumine (le mélange de I’éluant est 1 :1,V/V).

La composition de ces deux colonnes était :

- Colonne de silice (de bas en haut) : 1 g de sulfate de sodium anhydre (ASC, ISO,
Merck Eurolab, Darmstadt, Allemagne), 1 g de
silice activé (ASC, ISO, Merck Eurolab,
Darmstadt, Allemagne), 8 g de silice imprégnée
d’acide sulfurique 30 %, 1 g de silice activé et 4 g
de silice imprégné d’hydroxyde de sodium 23 %.

- Colonne d’alumine (de bas en haut) : 1 g de sulfate de sodium anhydre, 15 g d’alumine
activée (Brockman I, Merck Eurolab, Darmstadt,
Allemagne).

Seule la seconde fraction a été collectée et concentrée suite & une évaporation du solvant sous
flux d’azote tres pur. Enfin 10 pL de nonane a été ajouté (le nonane servant de solvant de
garde, Merck Eurolab, Darmstadt, Allemagne). Des quantités connues (480 pg) de Be.
2,3,7.8-TCDD et de 13C—l,2,3,7,8,9—HxCDD ont été additionnées pour servir comme

standards internes. L’extrait est alors évaporé au volume de nonane.
1.4.3. Analyse par CG/'SMHR
Les analyses de dioxines sont réalisées & partir d’une chromatographie en phase gazeuse (HP

6890, Agilent Technologie). Le gaz vecteur utilis€ est de I’hélium dont la pureté est

supérieure 4 99,9995 %. Le flux est fixé a 1 mL/min. A cet appareil est couplé le spectrométre
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de masse haute résolution (Autoconcept MSI, Manchester, Grande-Bretagne). Son
fonctionnement est régi sur un mode SIM (Selected Ion Monitoring) avec 5 groupes
correspondant au degré de chloration des congénéres. L’analyse a été effectuée a une
température de 250°C, a un voltage de 30 eV et un ampérage de 300 uA.

Les pics des molécules recherchées ont été détectés de maniére automatique et les données
ont été transférées sur un tableur permettant la détermination des concentrations en dioxines
des échantillons. Toutes ces valeurs ont été automatiquement corrigées en tenant compte de
Iefficacité de D’extraction et des étapes de purification, déterminées par le taux de

récupération des molécules marquées.

2. Résultats

Toutes les molécules étudiées sont transférées du lait au sang (Figure 19).

Figure 19 : Cinétiques d'évolution des concentrations plasmatiques artérielles (pg/g de
matiére grasse) des PCDD(a) et PCDF (b) suite a une ingestion de lait contaminé

artificiellement chez le porc
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Suite a I’ingestion de I’aliment contaminé par le porc 1, la cinétique d’apparition plasmatique
en PCDD/F se décompose en deux phases : entre 3 et 5 heures postprandiales, les teneurs en
micropolluants organiques dans le plasma augmentent, puis diminuent entre 5 et 7 heures
apres 1’administration. Les teneurs les plus élevées sont trouvées pour ’0OCDD, et le
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF respectivement pour la famille des dioxines et des furanes (Figure 19).
Pour ces molécules, les concentrations dans le lait sont également plus élevées. Inversement,
les molécules faiblement concentrées dans le lait sont détectées a des niveaux peu élevés dans
le plasma artériel. Lors du transfert des dioxines chez le porc 2, la cinétique d’apparition
plasmatique des molécules tend & différer de celle observé avec le premier animal (Tableau

27).

Tableau 27 : Concentrations plasmatiques postprandiales (pg/g de matiere grasse) des 17
congéneres de dioxines suite a 1’ingestion de lait contaminé chez des porcs en croissance

(n=1)

3 heures 5 heures 7 heures
Témoin | Porc1 | Porc2 | Porc1 | Porc2 | Porc1 | Porc2

2,3,7,8-TCDD 0 311 63 1195 97 356 82
1,2,3,7,8-PeCDD 0 836 162 2866 248 1422 244
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0 810 173 3151 241 1649 258
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0 1357 282 4977 429 3219 446
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0 1383 266 4692 342 2965 380
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD; 12 1474 292 5399 428 2323 487
OCDD 29 2619 767 8915 1118 5092 1005

,3,7,8-TCDF 0 167 36 515 38 62 22
1,2,3,7,8-PeCDF 0 903 169 2638 151 653 139
2,3,4,7,8-PeCDF 0 606 127 1914 133 661 132
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0 824 177 3308 237 1482 239
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0 1886 360 6500 455 3792 556
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0 1128 223 3866 268 1561 295
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0 542 76 2133 109 772 115
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 7 2839 651 9965 908 7360 1148
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0 824 137 3460 170 1021 188
OCDF 12 2012 659 6513 647 3179 716

En effet, les concentrations plasmatiques maximales sont apparemment non plus obtenues a 5

heures mais a 7 heures apres I’ingestion du lait. De plus les teneurs dans le plasma artériel
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différent d’un facteur compris entre 3 et 20. Ces variations peuvent étre dues a un effet
individu (vidange gastrique, durée de rétention stomacale des molécules, van Schooten et al.,
1997) ou a une hétérogénéité de la contamination du lait voire a des variations analytiques.
Ainsi, le rapport de concentration plasma/lait des molécules de dioxines a été réalisé a partir
de la concentration moyenne en PCDD/F entre les deux porcs. Ce rapport de concentrations
en dioxines plasma/lait permet de comparer les molécules entre elles en minimisant 1’effet
dose. La moyenne des ratios ne différe pas entre les PCDD et les PCDF aussi bien a 3 heures,

a 5 heures ou a 7 heures (Figure 20).

Figure 20 : Ratio de concentrations “plasma/lait” (pg/g de matiére grasse) des dioxines et des

furanes a différents temps postprandiaux chez des porcs en croissance
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De plus, le comportement des PCDD et de leurs homologues PCDF tend a &étre similaire tout
au long de la cinétique (Figure 21). Il en est de méme lors de la comparaison des ratios des
molécules regroupées en fonction du nombre d’atomes de chlore (Figure 22). Enfin les
concentrations portales des deux porcs a 5 heures postprandiales ne présentent pas de

différences par rapport a celles mesurées au niveau artériel (Figure 23).
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Figure 21 : Ratio de concentrations "plasmal/lait” (pg/g de matiére grasse) des dioxines et de leurs
homologues furanes a différents temps postprandiaux chez des porcs en croissance
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Figure 22 : Ratio de concentrations "plasmal/lait" (pg/g de matiére grasse) des dioxines regroupées
en fonction de leur degré de chloration a différents temps postprandiaux chez des porcs en
croissance
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Figure 23 : Comparaison des concentrations plasmatiques artérielles et portales (pg/g de matiere
grasse) des dioxines 5 heures aprés lingestion de lait contaminé artificiellement chez le porc en
croissance
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3. Discussion

Suite a I'ingestion de lait contaminé, toutes les dioxines franchissent la barriére intestinale
pour atteindre le compartiment sanguin. Ce résultat est cohérent avec celui présenté
préc€demment tout comme ceux de la littérature portant sur I’absorption des dioxines du lait
chez le nourrisson (Jodicke ef al.,1992 ; Pluim et al., 1993 ; Korner et al., 1993 ; McLaclhan
1993 ; Abraham et al., 1994 ; Dahl er al., 1995).

Les cinétiques du transfert des dioxines du lait au sang ont porté principalement sur la
détermination des concentrations de ces micropolluants organiques dans la circulation
artérielle (artére brachiocéphalique). Ainsi, les concentrations déterminées dans le plasma ne
sont pas uniquement le reflet de 1’absorption intestinale des molécules mais également celui
de la captation tissulaire. L’augmentation des teneurs plasmatiques des 17 congénéres de
dioxines entre 3 et 5 heures postprandiales permet de suggérer que durant ce laps de temps, le
mécanisme d’absorption prédomine sur celui de la prise tissulaire, la tendance inverse étant
observée entre 5 et 7 heures apres 1’administration du lait contaminé chez les porcs. Cette
cinétique plasmatique peut étre rapprochée de celle de la matiére grasse (pic d’apparition
plasmatique compris entre 3 et 6 heures postprandiales, Dubois er al., 1996). Cette relation
éventuelle entre 1la mati¢re grasse et les dioxines a déja été suggérée par Keller er al. (2001).
En effet ces auteurs ont démontré que chez le veau, les concentrations plasmatiques au niveau
de la veine jugulaire en OCDD augmentaient fortement entre 5 et 10 heures pour atteindre des
valeurs maximales entre 10 et 24 heures aprés ingestion de colostrum contaminé, temps
nécessaire pour atteindre le pic d’absorption des lipides chez cette méme espéce. Cependant
ce délai d’apparition plasmatique n’est-il pas dii a une séquestration enzymatique ?

Le profil artériel de la 2,3,7,8-TCDD ainsi que son ratio de concentration “‘Plasma/Lait” est
similaire a celui déterminé lors de 1’ingestion de la molécule marquée seule chez des porcs en
croissance (expérimentation précédente, Tableau 28). Ainsi il semblerait que la présence des
16 autres congénéres des dioxines n’interagisse pas sur 1’apparition sanguine de la 2,3,7,8-
TCDD. Aucune différence de concentrations porto-artérielles n’a été mise en évidence. Ce
résultat, concordant avec celui de I’expérimentation précédente, met en évidence que la veine
porte n’est pas la voie principale d’excrétion non seulement pour la 2,3,7,8-TCDD mais
encore pour les 16 autres congéneres de dioxines.

Durant les deux phases de la cinétique (la phase ou 1I’absorption prédomine sur la distribution

tissulaire et la réciproque), les ratios de concentrations “Plasma/Lait” des congéneres
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Tableau 28 : Comparaison du profil sanguin et du ratio de concentration "plasma/lait" de la
2,3,7,8-TCDD entre une ingestion de ['“C] 2,3,7,8-TCDD seule et celle des 17 congénéres
suite a une administration orale de lait contaminé chez des porcs en croissance

Tempsapres administeation % de la dose administrée/ mL de plasma

(Heures)
[*C] 2,3,7,8-TCDD Mélange des 17 congénéres

1 0

3 0,000001 0,00002

5 0,00005 0,00006

6 0,00005

T 0,00002

9 0,00005
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homologues de PCDD/F sont similaires. Il en est de méme lors de la comparaison des
rapports de teneurs “Plasma/Lait” entre les congénéres tetra-, penta-, hexa-, hepta- et octa-
chlorés. Deux hypothéses peuvent étre formulées :

1) les 17 congénéres sont absorbés et éliminés du sang de maniére similaire

2) les variations d’absorption des congénéres sont compensées par des variations de

captation tissulaire

Une absorption indépendante des congéneres de dioxines a été démontrée par Jodicke et al.
(1992), Pluim er al. (1993), Korner et al. (1993) McLaclhan (1993) Abraham et al. (1994), et
de Dahl et al. (1995). Toutes les molécules présentaient des taux d’absorption de I’ordre de
100 %. Cependant selon Moser et McLachlan (1999), les taux d’absorption des dioxines
diminuent en fonction de la lipophilicité des molécules. Il est intéressant de noter que dans le
premier cas de figure, les individus étudiés €taient des nourrissons tandis que pour le second,
les résultats ont été obtenus chez des adultes. Cette observation renforce 1’hypothése de
Schuhmacher et al. (1999a) selon laquelle I’absorption des dioxines est fonction de 1’age, ce
parametre agissant sur les teneurs en micropolluants organiques du sang (Schlummer et al.,
1998). Pouvons-nous considérer que 1’absorption des dioxines chez le porc en croissance se
rapproche de celle obtenue chez le nourrisson ? En ce qui concerne la rapidité de la captation
tissulaire, Geyer et al. (2002) ont mis en évidence que chez le rat tout comme chez I’homme,
les temps de demi-vie (Tj») dans le sang des dioxines avaient tendance a augmenter en

fonction du degré de chloration des molécules (compris entre 18 et 322 jours) (Tableau 29).

Tableau 29 : Temps de demi-vie des PCDD dans le sang chez le rat et chez ’homme (Geyer
et al.,2002)

Temps de demi-vie des PCDD

Molécules Homme (années) Rat (Jours)

2,3,7,8-TCDD 5,8-9,7 15,0 - 23,7
1,2,3,7,8-PeCDD 11-15,7 27,2 -33,1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 8,4 -45 83 - 156
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 3,7-102 237 -314
OCDD 6,7 - 132 173 - 413

Ces résultats permettraient de conclure que globalement la rapidité de captation tissulaire est
fonction des congénéres. Cependant, Fries et al. (2002) ont démontré que les molécules
fortement chlorées (HpCDD/F et OCDD/F) étaient synthétisées au niveau de 1’organisme.

Ainsi I’augmentation des temps de demi-vie des dioxines en fonction du degré de chloration
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peut étre le résultat d’une synthése in situ de ces molécules, ce qui conduirait a dire que
I’élimination des dioxines dans le sang est indépendante des congénéres. Au final, les deux
hypothéses restent valables, les données de la bibliographie ne permettant pas de valider ['une

ou 'autre des deux propositions.

4, Conclusion

Toutes les dioxines apparaissent dans le compartiment sanguin aprés I’ingestion de lait
contaminé chez des porcs en croissance. La cinétique d’apparition plasmatique postprandiale
suggeére que 1’absorption de ces molécules est concomitante avec celle de la matiére grasse
dans la mesure ou le pic d’apparition plasmatique des acides gras ou des dioxines est compris
entre 4 et 6 heures postprandiales (Dubois et al., 1996). Cette relation correspond-elle a un
lien physique (devenir identique dans les cellules intestinales) ou un lien temporel (devenir
entérocytaire différent) ? Nos résultats démontrent également que les délais d’apparition
plasmatique et les ratios de concentrations “Plasma/Lait” sont similaires pour I’ensemble des
dioxines. Ainsi il semblerait que I’absorption des dioxines est indépendante des propriétés
physico-chimiques de ces congéneres. Cependant ce résultat pourrait étre biaisé par le fait que
les analyses de concentrations en dioxines ont été effectuées au niveau artériel. En effet, il
peut étre supposé que 1’absorption différentielle des dioxines soit compensée par une rapidité
de captation tissulaire variable selon les congéneres. Ceci conduirait a des concentrations
artérielles similaires en dioxines. Enfin, lors de cette expérimentation et conformément a la
précédente, aucune différence de concentrations porto-artérielles n’a été mise en évidence. La

voie portale n’est donc pas le mode principal d’excrétion entérocytaire des dioxines.
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Conclusion de la partie I : Transfert des dioxines et des HAP du lait au sang

Les micropolluants organiques contenus dans le lait sont transférés au sang aprés 1’ingestion
de I'aliment chez des porcs en croissance. L’ensemble des dioxines et des HAP étudiés
présente un pic d’apparition plasmatique entre 4 et 6/7 heures apres 1'ingestion de lait. Ce
délai correspond d’apres Dubois et al. (1996), au pic d’apparition des acides gras. Cependant,
nous avons démontré que les deux HAP étudiés sont principalement excrétés dans la veine
porte contrairement aux acides gras qui sont excrétés dans la lymphe. La concomitance entre
la matiére grasse et ces congéneéres ne résulterait alors pas d’un lien physique entre les
composés mais d’une relation temporelle (les données de la bibliographie portant sur le transit
entérocytaire des HAP permettant de confirmer ce résultat). A I'inverse, les dioxines ne sont
pas €liminées des entérocytes de maniere prépondérante par excrétion portale ; ce qui laisse
suggérer que ces molécules empruntent la voie lymphatique. Le mécanisme d’absorption des
HAP peut-il néanmoins étre extrapolé aux dioxines ?

La comparaison entre I’absorption portale des HAP et de la 2,3,7,8-TCDD a permis de mettre
en évidence que ce processus est fonction de la lipophilicité et du poids moléculaire des
différents congéneres. Toutefois, 1’effet des propriétés physico-chimiques des dioxines sur
leur transfert du lait au plasma artériel n’a pas été démontré.

Enfin, la détermination de 1’absorption via la différence porto-artérielle est une méthode qui
parait étre adaptée pour les HAP (concordance avec les données de la littérature) et beaucoup

moins pour les dioxines (taux d’absorption plus faible que ceux définis dans la bibliographie).
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PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

PARTIE 1II : Etude expérimentale du transfert des dioxines du lait vers les tissus

cibles

Introduction

La détermination de la rétention tissulaire de 2,3,7,8-TCDD contenue dans différentes
matrices (alimentaires ou non) a fait I’objet de nombreuses études particulierement suite a une
ingestion unique (Gasiewicz et al., 1983 ; Aozasa et al., 1995 ; Pegram et al., 1995 ; Li et al.,
1995 ; Diliberto et al., 1995, 1996 ; Wang er al., 1997, 2000) ou suite a un apport semi-
chronique d’huile contaminée chez le rat (Fries et al., 1975 ; Rose et al., 1976) et chez la
souris (Diliberto et al., 2001). Elles ont ainsi démontré que les deux organes cibles de la
2,3,7,8-TCDD étaient le foie et le tissu adipeux. Selon les doses utilisées, soit le foie soit le
tissu adipeux présente les teneurs les plus élevées : lors d’une contamination faible, le tissu
adipeux prédomine, le phénomene inverse découlant de doses administrées plus élevées. La
distribution tissulaire ne serait donc pas uniquement régie par la teneur en matiére grasse des
tissus mais également par les concentrations en protéines de liaison inductibles capables de
séquestrer la 2,3,7,8-TCDD (Evans et Andersen, 2000 ; Diliberto et al., 1997, 1999 ; DeVito
et al., 1998). Jusqu’'a présent ces protéines ont été identifiées dans le foie, la peau et les
poumons.

Néanmoins, trois questions restent en suspens :

- La fréquence d’ingestion (chronique ou semi-chronique) module-t-elle le devenir
tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD ?

- Le devenir tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD est-il indépendant de la matrice vecteur
utilisée, sachant que ce parametre module fortement 1’absorption ?

- La 2,3,7,8-TCDD est-elle représentative de I’ensemble de ces congéneres ?
Autrement dit quel est I’effet des propriétés physico-chimiques des dioxines sur la
distribution tissulaire suite a leur ingestion chez un animal ? Quel est leur
implication dans le métabolisme hépatique ?

I en découle que les objectifs scientifiques des deux expérimentations présentées dans cette
partie étaient de déterminer la répartition des dioxines entre les tissus cibles suite a un apport
chronique de lait contaminé (a forte et faible dose). Nous avons aussi cherché a évaluer le
transfert et/ou 1’accumulation de ces molécules dans les deux tissus cibles principaux que sont

le foie et le tissu adipeux épididymaire.
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Deux hypothéses ont été posées pour construire les protocoles :
- Le foie et le tissu adipeux étant les tissus de stockage de la 2,3,7,8-TCDD, nous
avons émis I"hypothése qu’il en serait de méme pour les 16 autres congéneres.
- L’homéostase des dioxines dans I’organisme a été estimée a priori sur les données
bibliographiques concernant la 2,3,7,8-TCDD (entre 90 et 120 jours d’ingestion).
La premiére expérimentation a consisté  étudier la distribution tissulaire de la [**C] 2,3,7.8-
TCDD chez le rat en croissance suite a l’ingestion chronique de caillé contaminé
artificiellement. L’utilisation d’un lait “naturellement” contaminé par les émissions d’un
incinérateur défectueux a permis d’étudier la distribution tissulaire des 17 congénéres de

dioxines chez le rat en croissance suite a I’ingestion chronique de lait.
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I: Distribution tissulaire de la [**C] 2,3,7,8-TCDD chez le rat suite a P’ingestion

chronique de caillé contaminé artificiellement

1. Protocole expérimental

1.1. Animaux

Dix-huit rats males Sprague Dawley, provenant du Centre d’élevage Dépré (Saint Doulchard,
France), agés de 7 semaines (pesant initialement 280-300g), ont été placés dans des cages
individuelles. Durant une semaine d’adaptation, ces animaux ont re¢u une ration équilibrée
correspondant & leur besoin d’entretien et de croissance soit 30 g de pellets A03 composés
principalement de fibres et de céréales (alimentation provenant de I’Usine d’Alimentation
Rationnelle, Epinay sur Orge, France). De plus sur toute la période expérimentale, les rats
avaient également acces a I’eau ad libitum.

Apres une semaine d’adaptation, deux lots ont été formés: le premier, constitué de 16
animaux, a été alimenté avec de la nourriture contaminée et le second composé de 2 rats
témoins avec I’aliment standard. Pour les deux groupes, la quantité de bouchons distribués a
été limitée a 25 g par jour de maniere a n’avoir aucun refus tout en maintenant les
performances de croissance des animaux. Celles-ci ont été contrOlées par une pesée
hebdomadaire des rats. A I'issue de la période expérimentale, les rats ont ét€ anesthésiés a
I’éther et au phénobarbital (Vétoquinol®, SANOFI, Santé Animal) puis euthanasiés par

injection d’une solution de KCl saturée.
1.2. Apport de ['*C] 2,3,7,8-TCDD

Deux chevres en lactation, de race alpine chamoisée (pesant 40 kg) provenant du domaine
expérimental de ’ENSAIA (France), ont ingéré une dose unique de 70 pCi de ['4C] 2,3,7,8-
TCDD (2,52.10° Bq). Afin de limiter les pertes, I'administration a été effectuée a 1’aide d’une
seringue directement dans la bouche de I’animal. La seringue a été par la suite rincée deux
fois avec de I’huile. Le lait a été collecté deux fois par jour (a 8 heures et a 17 heures) pendant
8 jours. La radioactivité des échantillons de lait a été immédiatement déterminée (cette
analyse nécessitant au préalable une transparisation du lait). La cinétique d’excrétion de la
['*C] 2,3,7,8-TCDD dans le lait (Figure 24) présentait un pic de concentration entre 22 et 31

heures aprés 1’administration orale. Au-dela de ce temps, les concentrations chutaient
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Figure 24 : Cinétique de la concentration en [*C] suite a I’ingestion de ['*C] 2,3,7,8-TCDD
(2,52 x 10° Bq) chez des chévres en lactation
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rapidement pour atteindre des valeurs de I’ordre du bruit de fond 8 jours apres I’ingestion
(Grova et al., 2002).

Le lait présentant les plus fortes teneurs en ['“C] (36 Bq/mL soit 170 pg/g de matiére grasse) a
été utilisé pour réaliser I’ingestion chronique de 2,3,7,8-TCDD chez des rats. Ce produit a été
transformé en caillé présure selon trois étapes :
- un emprésurage : 150 uL de présure (Naturen, Arpajon, France) dans 500 mL de
lait maintenu a 37°C

- une découpe du caillé formé afin de permettre un meilleur égouttage

un égouttage d’une heure a température ambiante (20°C).

Ensuite ce caill¢ a ét¢ aliquoté et congelé avant son utilisation. La fabrication des bouchons a
consisté a mélanger 0,5 grammes de caill€ (soit 42 Bq) avec de la poudre d’aliment fourni par
UAR. La pate ainsi formee a €té pressée a 1’aide d’une seringue. Les bouchons ont été placés
dans une étuve a 40°C pendant deux jours afin de les durcir et ainsi de limiter les pertes lors
de leur ingestion par les animaux. La nourriture quotidienne des rats expérimentaux était ainsi
composée de bouchons UAR A03 (24 g) et d’un bouchon contenant a la fois de la poudre
d’aliment UAR et du caillé contaminé en ["*C] 2,3,7,8-TCDD (la composition est donnée
dans le Tableau 30).

Tableau 30 : Composition nutritionnelle des bouchons UAR A03

Matiére premiére % de la composition totale
Protéines brutes 13,5
Matiére grasse brute 2:5
Cellulose brute 6,5
Cendres brutes 5,5

L’analyse de la répartition de la radioactivité entre le caillé et le lactosérum a révélé que la majorité de la
radioactivité associée a la [*C] 2,3,7,8-TCDD du lait entier était présente a 87 % dans le caillé contre
seulement 4 % au niveau du lactosérum. Les principales différences de composition entre le lactosérum et le
caillé sont I'absence de caséines et de matiére grasse au niveau du lactosérum. Ainsi, la contamination
prépondérante du coagulum est probablement due a I'un de ces deux composants voire aux deux. Une étude
complémentaire a permis de metire en évidence que la radioactivité se répartissait en fonction de la matiére
grasse (le lait écrémé étant indemne de contamination, Figure 25). Ce résultat est cohérent avec les résultats de

la littérature qui tendent a démontrer que la contamination des fromages (exprimée en pg/g de matiére grasse)
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Figure 25 : Répartition de la ['*C] 2,3,7,8-TCDD entre le lait &crémé, le caillé et le lactosérum suite

a l'ingestion orale de cette molécule chez des chévres en lactation (n=2)
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est similaire a celle du lait. Cependant jusqu'a présent, aucune donnée sur le transfert de cette molécule du lair

vers le produit fini n’est disponible.

1.3. Prélévements sanguins et tissulaires

Les prélevements de sang et de tissus, portant a chaque fois sur deux rats, ont été réalisées
tous les 15 jours entre le début de I’essai (JO) et 60 jours d’ingestion (J60). Ensuite, la
fréquence a été de 30 jours (le dernier abattage ayant eu lieu a J150). A chaque sacrifice, du
sang a été collecté ainsi que la totalité du foie et du tissu adipeux épididymaire. Le nombre de

prélevements par matrice s’est élevé a 16 (Tableau 31).

Tableau 31 : Dispositif expérimental mise en ceuvre pour I’étude du transfert de la [**C]
2,3,7,8-TCDD du lait vers les tissus cibles

Prélevements d’échantillonsNombre d’animaux par jour|

. " iy Echantillons prélevés
biologiques expérimental

Sang

Jours 2 Foie
0, 15, 30, 45, 60, 90, 120

Tissu adipeux épididymaire

Sang

Foie
Jour 150 2
Tissu adipeux épididymaire

Peau

Les échantillons ont été pesés et congelés avant d’ére analysés. Le dernier jour de
I’expérimentation, les rats occis ont été dépecés afin de déterminer la radioactivité présente au

niveau de la peau.

1.4. Méthodes analytiques

Les mesures de radioactivité ont été effectuées sur un compteur Tri-Carb modele 1500 de
Packard (BioSciences B.V., Pays Bas). La durée analytique choisie était de 10 min par
échantillon. Les flacons utilisés pour ces analyses correspondaient a des vials a bouchons a
visse de 20 mL. Le comptage de radioactivité nécessite que les échantillons soient limpides et

que la radioactivité soit répartie de maniere homogene dans le vial. Ces objectifs sont
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difficilement atteints avec des produits biologiques. Ainsi tout dosage a nécessité au préalable
la réalisation d’une courbe de quenching et une préparation adaptée des échantillons. Une
courbe de quenching a été déterminée pour chaque matrice. Cette gamme permet de
compenser les effets négatifs de la coloration des échantillons (a savoir une diminution du
rendement de comptage). Pour ce faire, une solution étalon de ['*C] glucose, fournie par le
laboratoire Etalons d’Activité (Compagnie pour I’étude et la réalisation de combustibles
atomiques, FRAMATOME, Pierrelatte, France) a été diluée de maniére a obtenir une
concentration finale de 1000 Bg/mL. Dans 10 flacons, 200 pL de la solution diluée et des
volumes croissants (entre 0 et 1 mL) de 1'échantillon a compter ont été déposés puis 12 mL
d’un scintillant liquide approprié ont été ajoutés. La matrice utilisée pour la gamme étalon
était une matrice témoin (froide). Chaque analyse a été répétée trois fois. De plus, le bruit de
fond de I'appareil a été déterminé a chaque dosage via I'utilisation de blancs (échantillons
témoins) préparés de la méme maniere que les échantillons a compter. Les valeurs des blancs

ont été soustraites a celles correspondants aux tissus/fluides contaminés.

1.4.1. Dosage de la radioactivité contenue dans le caillé, le foie ou le tissu adipeux

Cent milligrammes de chaque échantillon a doser ont tout d’abord été solubilisés par ajout de
1 mL de soluéne-350 (Packard). Afin d’améliorer la digestion des produits analysés, les
flacons ont été placés dans une étuve a 50°C pendant 3 heures (pour le tissu adipeux),
5 heures (pour le caillé) ou 20 heures (pour le foie). Aprés 15 min a température ambiante,
10 mL de Hionic Fluor (Scintillant, Packard) ont été ajoutés. Les échantillons ont été dosés 48

heures aprés cette derniére manipulation pour que le mélange final soit stable.

1.4.2. Dosage de la radioactivité contenue dans le sang

Afin de doser la radioactivité associée aux molécules dans le sang, les protéines des aliquotes
prélevées (0,3 mL) ont été dégradées par I’ajout de 1 mL d’Isopropanol/Soluéne-350 (V/V,
1/1) et une incubation de 30 min a 50°C. La coloration de la solution résultante étant trés
prononcée, les échantillons ont été décolorés par ajout de 0,5 mL d’eau oxygénée (33%,
Prolabo, Fontenay sous Bois, France) puis placés dans une étuve a 50°C pendant 30 min.
Enfin 10 mL de Hionic Fluor ont été ajoutés dans les flacons. Le dosage des échantillons a été

effectué apres 48 heures.
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1.4.3. Détermination de la radioactivité présente dans la peau

La peau prélevée a tout d’abord été congelée, sciée et lyophilisée. Ensuite, le tissu a été broyé
afin d’obtenir un échantillon homogene. 0,1 g de ce broyat a été prélevé et mélangé avec 2
mL de soluéne-350 (Packard) dans les vials de comptage. Aprés 24 heures d’étuvage a 50°C,
10 mL de Hionic Fluor (Scintillant, Packard) ont été ajoutés et les vials ont été mis a compter

48 heures apres.
1.5. Traitement des données

Les concentrations a 1’équilibre correspondent a la valeur du plateau théorique obtenu par le
modele en A x (1-e™) appliqué a I’ensemble des points expérimentaux. Cette régression a été
obtenue par la méthode des moindres carrés. Les concentrations ont €té considérées comme
stables quand le coefficient de variation de la courbe de tendance entre le jour J et le jour J+1
est inférieur a 1%. Les facteurs de bioaccumulation ont été déterminés comme étant le rapport
“concentration sanguine ou tissulaire (Bq/g) / quantité administrée journellement par kg de
poids vifs (Bq/kg poids vifs/jour)”. Pour déterminer la charge corporelle totale, nous avons
suppos€, d’une part, que la distribution de la ['*C] 2,3,7,8-TCDD est homogene entre tous les
tissus adipeux (Feil et al., 2000), que la masse adipeuse d’un rat correspond a 11 % de poids
vif (Leung et al., 1990) et, d’autre part, que le volume sanguin d’un rat est voisin de 7,4 % de

son poids vif (Wang et al., 1997).
2. Résultats

2.1. Croissance des rats, et notes d’état

L’ingestion chronique de ['*C] 2,3,7,8-TCDD n’a eu aucun effet négatif sur la croissance des
animaux (Figure 26). Le rapport organes/poids vifs stable durant I’essai est de
0,03 £ 0,00 pour le foie et de 0,01 + 0,00 pour le tissu adipeux. Pour les rats témoins, les
valeurs de ces deux paramétres sont similaires a ceux des rats contaminés (respectivement

0,04 + 0,00 et 0,01 = 0,00).
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Figure 26 : Courbes de croissance des rats témoins et des rats contaminés lors d'ingestion
chronique de TCDD marquée au [*C]
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2.2. Evolution des concentrations de la ['*C] 2,3,7.8-TCDD dans les tissus cibles au cours de

I’ingestion

Au-dela de 90 jours d’ingestion, les concentrations en [MC] 2,3,7,8-TCDD dans le sang
atteignent un plateau (Figure 27).Pour le foie et le tissu adipeux, les teneurs se stabilisent deés
60 jours d’ingestion. La rétention de la molécule dans les trois matrices testées suit une
cinétique de premier ordre. Les concentrations sanguines, hépatiques et adipeuses en ["*C]
peuvent étre définies en fonction du temps selon la relation: C, = C, (1-e™) avec C, la
concentration en radioactivité (Bg/g) a un instant t, C, la concentration a 1'équilibre théorique
et k une constante d’élimination du premier ordre. Les C. déterminées sont de 1,1 Bg/g de
sang, 19,5 Bq/g de tissu hépatique et 5,4 Bg/g de tissu adipeux. La constante de dissipation

respective pour ces différentes matrices s’éleve 2 0,017 jours™, 0,041 jours™ et 0,039 jours™.

2.3. Détermination de la charge corporelle et des facteurs de bioaccumulation “Aliment-Sang”

et “Aliment-Tissus” de la [*C] 2,3,7,8-TCDD

Suite a I’ingestion chronique de la [**C] 2,3,7,8-TCDD pendant 150 jours, le foie de rat
présente une concentration (Bq/g) 3, 18 et 28 fois plus élevée que celles du tissu adipeux
épididymaire, du sang et de la peau respectivement (Tableau 32). Cependant sur la plan

quantitatif, la différence entre le foie et le tissu adipeux s’annule (Tableau 32).

Tableau 32 : Concentration et quantité de la [MC] 2,3,7,8-TCDD dans le foie, le tissu adipeux

épididymaire et le sang suite a une ingestion chronique pendant 150 jours

Bq/g TA Foie Sang Peau
Rat 1 5 22 1,3 0,8
Rat 2 6 19 1,0 0,7
Bq TA total* Foie Sang Peau
Rat | 332 336 56 47
Rat 2 395 363 39 38

TA : Tissu adipeux épididymaire
TA total* : estimation de la quantité de radioactivité retrouvée dans le tissu adipeux total

Enfin la somme des quantités de becquerel (Bq) retrouvées dans les différents tissus analysés

conduisent a une charge corporelle totale (803 + 45 Bq) égale a 19 + 1 fois la dose
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Figure 27 : Evolution des teneurs de ['*C] dans le sang (a), le foie (b) et le tissu adipeux (c)

chez le rat suite & une ingestion chronique de [**C] 2,3,7,8-TCDD par voie orale (n=2)
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quotidienne (apport de 42 + 0 Bg/jour pour ces deux rats). Les facteurs de bioaccumulation
sont de (0,014), (0,025) et (0,068) [(Bg/g de sang, de foie et de tissu adipeux épididymaire
respectivement)/(Bg/kg de poids vifs/jour)].

3. Discussion

3.1. Profil de la [MC] 2,3,7,8-TCDD dans le sang, le foie et le tissu adipeux au cours de la

cinétique

Cette étude a permis de déterminer la cinétique de répartition de la [**C] 2,3,7,8-TCDD entre
le sang, le foie et le tissu adipeux épididymaire suite a 1’ingestion chronique de lait enrichi
artificiellement. Les concentrations sanguines présentent un plateau aprés 90 jours
d’exposition. Cette stabilisation semble un peu plus précoce que celle déterminée par
Diliberto er al. (2001) lors d’une ingestion semi-chronique (5j/7j) d’huile contaminée chez
des souris pour une dose ingérée journellement voisine (Tableau 33, les doses ingérées étant

exprimées en pg/kg de poids vifs/jour afin de s’affranchir des variations d’activité spécifique).

Tableau 33 : Durée d'ingestion pour atteindre un €quilibre tissulaire (Jours)

Diliberto et al. (2001)| Rose ef al. (1976) | Lawrence et Gobas (1997)

Te (Sang) >119 ND ND
Te (Foie) >91 >100 ND
Te (TA) >119 >100 110 a 140
ND : Non Déterminé Te : Temps nécessaire pour atteindre une concentration tissulaire stable

TA : Tissu adipeux

La remarque vaut aussi pour la comparaison des profils de la ('*C] 2,3,7,8-TCDD dans le foie
et le tissu adipeux (plateau déterminé a 60 jours dans nos expérimentations contre plus de 100
jours dans les études bibliographiques). Cependant les données de Diliberto et al. (2001),
Lawrence et Gobas (1997), et de Rose et al. (1976) correspondent a 1’évolution de la
contamination de la 2,3,7,8-TCDD dans le sang et dans les tissus cibles suite & un apport
semi-chronique (5j/7j) et non chronique. Le mode d’exposition influerait donc sur le laps de
temps nécessaire a 1’obtention d’un équilibre des concentrations. Par ailleurs, les différences
de délai de stabilisation des teneurs en ['*C] 2,3,7,8-TCDD dans le sang par rapport au foie ou

au tissu adipeux laissent suggérer que les capacités a prélever et a stocker cette molécule
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varient selon les tissus. En effet, le transfert du lumen au sang étant régi par une diffusion
passive (Schlummer er al., 1998 ; Moser et McLachlan, 2001), I’augmentation des teneurs
sanguines en dépit d’une stabilisation de celles des deux tissus cibles analysés démontre que
I’organisme entier n’est pas a I’équilibre entre 60 et 90 jours d’ingestion et donc que certains
tissus continuent a prélever des dioxines dans le sang.

Concernant les concentrations tissulaires au plateau, la forme d’expression retenue est : pg/g
de tissus de fagon a comparer nos résultats avec ceux de la littérature. Ce mode d’expression
peut se justifier par le fait que le métabolisme de la 2,3,7,8-TCDD n’est pas formellement
prouvé chez le rat. Dans ces conditions, nos résultats (3842 et 1089 pg/g de tissu pour le foie
et le tissu adipeux, respectivement) se rapprochent de ceux définis expérimentalement par
Rose et al. (1976) (2500 pg/g de foie et 580 pg/g de tissu adipeux), ou suite a une
modélisation par Lawrence et Gobas (1997) (2010 - 3400 et 70 - 1170 pg/g de tissu pour
respectivement pour le foie et le tissu adipeux). Ainsi la fréquence de contamination ne
modulerait pas les valeurs des concentrations a 1’équilibre. Les valeurs de la constante
d’élimination de la [MC] 2,3,7,8-TCDD dans le tissu hépatique (0,041 j‘l) et adipeuse
(0,039 ™) sont 1égerement supérieures a celles définies par Rose et al. (1976) (respectivement
pour le foie et le tissu adipeux de 0,026 j" et 0,029 j']), ceci pouvant s’expliquer par une plus
forte variabilité de nos résultats. Cependant, les tendances sont les mémes : la constante de
dissipation de la radioactivité associée a la [MC] 2,3,7,8-TCDD dans le tissu adipeux est
similaire a celle du foie. Ceci tend a suggérer que 1’équilibre est atteint en méme temps dans
ces deux tissus, ce qui est concordant avec les cinétiques de concentrations tissulaires.
Inversement, la constante de dissipation du sang est plus faible, d’oti un délai plus grand pour
atteindre 1’équilibre (>90 jours et non plus 60 jours comme pour les deux tissus étudiés). Cette
augmentation du temps nécessaire pour atteindre une concentration sanguine stable peut étre
rapprochée de la fonction de cette matrice. En effet, le sang a pour rdle d’apporter des
éléments nutritifs aux organes.

Toutefois, le foie présente des teneurs (Bg/g tissu) en ['4C] 2,3,7,8-TCDD supérieures a celles
du (des) tissu(s) adipeux et ce en tout point de la cinétique. Ceci se traduit par des ratios de
concentrations “Foie/Tissu adipeux” toujours supérieurs a 3 (Tableau 34). Or si la distribution
tissulaire était fonction des teneurs en matiére grasse des tissus, alors le ratio de
concentrations “Foie/Tissu adipeux” devrait étre inférieur a 1. Ainsi, dans nos conditions
expérimentales, la contamination du foie en [14C] 2,3,7,8-TCDD ne s’expliquerait pas par la
teneur en matiére grasse de ce tissu. A partir des données de la bibliographie, il peut €tre

envisagé que la séquestration hépatique de cette molécule reflete I'induction de I’activité
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Tableau 34 : Ratio de concentrations hépatique/adipeux (pg/g de tissu) en [**C] 2.3,7.8-
TCDD au cours de I'ingestion chronique chez des rats

TA Foie Foie/TA
Jours Bq/g Bq/g Ratio
15 2.4 6,5 2,8
30 4,1 15,2 3.7
45 4,2 15,7 4,1
58 4.4 20,2 a1
89 6.0 20,8 4,1
120 5,1 16,8 3,7
151 2.9 20,3 3.5

TA : Tissu adipeux épididymaire
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enzymatique du cytochrome P4501A2, noté CYP1A2 (Tai et al., 1993 ; Olson et al., 1994;
Wang er al., 1997 ; Evans et Andersen, 2000 ; Diliberto et al., 1997, 2001).

3.2. Charge corporelle et facteurs de bioaccumulation

Lors de la détermination de la charge corporelle, nous avons supposé que la 2,3,7,8-TCDD se
répartissait principalement dans le foie, le tissu adipeux et la peau. Dans ces conditions, la
rétention corporelle est de 19 = 1 fois la dose ingérée journellement (Dq). Ce résultat est
proche de celui déterminé par Rose et al. (1976) (21,3 Dq) suite a 1’analyse de I’organisme
entier ce qui appuie notre hypothése d’une répartition de la 2,3,7,8-TCDD principalement
dans le foie, le tissu adipeux et la peau. Toutefois, la rétention corporelle chez la souris, n’est
que 10,5 Dq (Diliberto et al., 2001). Cette différence de rétention pourrait résulter soit d’une
absorption plus faible soit d’un métabolisme plus élevé chez la souris par rapport a ce qui est

observé chez le rat.

Les facteurs de bioaccumulation du “Lait-Sang”, “Lait-Foie” et “Lait-Tissu adipeux” (exprimés
en [Bg/g de tissu)/[Bq/kg de poids vifs/jour]) permettent de déterminer I’accumulation de la
['*C] 2,3,7.8-TCDD en fonction d’une dose apportée. Il apparait ainsi que la rétention de la
2,3,7,8-TCDD du lait vers les différentes matrices testées est relativement faible. Ceci
signifie-t-il que le lait est une matrice limitant la contamination de I’organisme ? Afin de
comparer nos données a celles de la bibliographie (données obtenues suite a 1’ingestion
d’huile), les facteurs de bioaccumulation de la [MC] 2,3,7,8-TCDD dans le foie et dans le tissu
adipeux ont été exprimés en (pg/g de tissu)/(pg/jour/kg poids vifs). Les facteurs de
bioaccumulation, ainsi obtenus, sont similaires a ceux prédits par Rose et al. (1976) et tres

proches de ceux de Lawrence et Gobas (1997) (Tableau 35).

Tableau 35 : Facteur de bioaccumulation “Aliment-Tissu” de la 2,3,7,8-TCDD suite a une

ingestion chronique ou semi-chronique chez des rats

Lawrence et Gobas (1997) Rose et al. (1976)  Nos travaux

Ingestion (pg/kg/jour) 6940- 11700 10 000 - 100 000 15 400
B Foie [(pg/g)/(pg/kg/jour)] 0,29 0,25 0,25
B TA [(pg/g)/(pg/kg/jour)] 0,10 0,06 0,07
B : Facteur de bioaccumulation TA : Tissu adipeux
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Ainsi I’huile et le caillé sont deux matrices similaires d’un point de vue vecteur. La faible
contamination du foie et du tissu adipeux résulterait donc plutét d’une faible absorption de la

['*C]2,3,7,8-TCDD suite 4 un apport chronique en forte concentration.

4. Conclusion

Suite 2 un apport chronique de caillé marqué en ['*C] 2,3,7,8-TCDD a fortes doses
(8 ng/jour soit 15 ng/kg de poids vifs/jour), nous avons mis en évidence une contamination de
I’organisme. Le transfert de la ['4C] 2,3,7,8-TCDD du caillé vers des tissus cibles a donc eu
lieu et ce a un taux trés proche de ceux obtenus suite a 'ingestion d’huile. Ainsi le lait et
I’huile seraient deux matrices vecteur similaires en terme de biodisponibilité de la 2,3,7,8-
TCDD pour I’organisme. De plus, nous avons démontré que les teneurs dans le foie, le tissu
adipeux et le sang atteignaient plus ou moins rapidement un équilibre (un mois et demi pour
les deux tissus, et plus de 90 jours pour le sang). Ceci signifie d’une part que les tissus et le
sang sont saturés (I’accumulation est donc limitée) et d’autre part que la capacité tissulaire a
prélever la 2,3,7,8-TCDD contenue dans le compartiment sanguin est forte pour le foie et le
tissu adipeux par rapport a d’autres cibles (expliquant probablement la prépondérance en
terme de concentration en [MC] 2,3,7,8-TCDD de ces deux tissus). De plus, les teneurs
hépatiques étant 4 fois plus élevées que celles déterminées au niveau du tissu adipeux, il
semblerait que la rétention hépatique en 2,3,7,8-TCDD ne soit pas fonction de la teneur en
matiére grasse de ce tissu (contrairement au tissu adipeux et a la peau) mais celle de
I’induction du cytochrome P4501A2. Enfin, nous avons mis en évidence que les facteurs de
bioaccumulation de la 2,3,7,8-TCDD dans le foie et le tissu adipeux était respectivement de
0,25 et 0,07 [Bq/g de tissu/Bg/kg/jour].

91



PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

IT : Distribution tissulaire des 17 congéneéres des dioxines chez le rat suite a I’ingestion

chronique de lait contaminé

1. Protocole expérimental

1.1. Animaux

Dix-sept rats méles Sprague Dawley, provenant du Centre d’élevage Dépré (Saint Doulchard,
France), agés de 7 semaines (pesant initialement 280-300 g), ont été placés dans des cages
individuelles. Durant une semaine d’adaptation, ces animaux ont regu une ration équilibrée
correspondant a leur besoin d’entretien et de croissance soit 25 g de pellets AO3 (alimentation
provenant de I'Usine d’Alimentation Rationnelle, UAR, Epinay sur Orge, France). Les rats
avaient également acces et ce sur toute la durée de I’expérimentation a I’eau ad libitum.

Aprés une semaine d’adaptation, les rats ont été alimentés avec des bouchons comprenant du
lait lyophilisé contaminé. La quantité de bouchons distribués a été limitée a 25 g par jour et
par animal de maniere a n’avoir aucun refus tout en préservant les performances de croissance
des animaux (pesée hebdomadaire). A I'issue de la période expérimentale, les rats ont été

anesthésiés a I’éther puis euthanasiés par élongation des cervicales.

1.2. Contamination des aliments pour rat

Le lait utilisé a été collecté, en 2001, dans une zone polluée suite a un dysfonctionnement
d’un incinérateur d’ordures ménageres (Albertville, Savoie, France). La fabrication des
bouchons a consisté a mélanger 4 grammes de ce lait lyophilisé (soit 31 pg I-TEQ) avec
2 g de poudre d’aliment fourni par UAR. La péte ainsi formée a été pressée a I’aide d’une
seringue. Les bouchons ont alors été placés dans une étuve a 40°C pendant deux jours afin de
les durcir et ainsi de limiter les pertes lors de leur ingestion par les animaux. La nourriture
quotidienne des rats était donc composée de 6 g de bouchons fabriqués au sein du laboratoire

et de 19 g de bouchons UAR.

1.3. Prélévements tissulaires

Les prélévements tissulaires, portant a chaque fois sur deux rats, ont été réalisés a 15, 30, 60,

90 et 120 jours d’exposition. A chaque sacrifice, la totalit¢ du foie et du tissu adipeux
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épididymaire a été prélevée. Le nombre de prélévements par matrice biologique s’est donc
élevé a 17 (Tableau 36).

Tableau 36 : Dispositif expérimental mise en ceuvre pour 1’étude du transfert des dioxines du

lait vers les tissus cibles

== T
Jour de prélevements des Nombre d’animaux par Echantillons prélevés

échantillons jour expérimental
15, 30, 60, 90 2 ...
Tissu adipeux épididymaire
5 Foie
Tissu adipeux épididymaire
120 ... N
i Tissu adipeux épididymaire
Peau

Reste de I'organisme

Le dernier jour de I’expérimentation, les rats occis ont été dépecés afin de déterminer les
teneurs en dioxines de la peau et du reste de 1’organisme. Les échantillons ont été pesés et

congelés avant d’étre analysés par le laboratoire LABERCA (Nantes, France).

1.4. Analyses des échantillons

L’analyse des dioxines a été réalisée par chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre
de masse a haute résolution. La méthode analytique est la méme que celle développée dans la
partie I, expérimentation 2 (p. 71-73). La totalité du foie a été utilisée pour I’analyse tandis
que pour le tissu adipeux, la peau ou les organes restant, seule une partie a été prélevée et
dosée. Deux analyses ont été réalisées sur I’aliment, une sur le bouchon UAR, une autre sur

les bouchons fabriqués par addition de lait contaminé.

1.5. Traitements statistiques

Tous les traitements statistiques réalisés dans cette expérimentation sont des analyses de
variance en randomisation totale obtenues avec le logiciel STATBOX (Grimmer logiciel).

Pour le traitement de 1’évolution des concentrations (exprimées en pg/g de tissu frais) en
dioxines dans le foie et dans le tissu adipeux au cours de I’ingestion, le modéle comprend un
facteur jour et un facteur molécule. Les modalités sont indépendantes car, a chaque temps,

correspondent des rats différents.
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Facteur 1: Facteur 2 : Molécule
Jours détectée dans le tissu
15
30
Foie 60 16 congénéres 2 10
90
120
15
30
Tissu adipeux 60 16 congénéres 2 10
90
120

Tissu Répétitions Unités expérimentales

Enfin le traitement des facteurs de bioconcentration (FBC) définis comme le rapport des
concentrations tissulaires a I’équilibre (exprimées en pg/g de tissu frais) sur celles de
I’aliment ingéré journellement (pg/g d’aliment), le modele inclut le seul facteur : molécule

avec 4 répétitions.

Tissu Facteur 1 : Molécule détectée dans les tissus Répétitions

Foie 16 congénéres 4
Tissu adipeux 15 congénéres 4

Peau 16 congénéres 4

Une molécule est considérée comme non détectée dans un tissu lorsque I'intervalle de

confiance de la teneur tissulaire des rats alimentés pendant 120 jours comprenait 0.

2. Résultats

2.1. Profil des dioxines dans 1'aliment

La part relative de la contamination totale des PCDD dans I’aliment est similaire a celle des
PCDF (respectivement 51 % et 49 %). Cependant les parts relatives entre les groupes de
molécules de méme chloration fluctuent : les HXCDD/F représentent environ 40 % de la
contamination totale, les TCDD/F 15 %, les HpCDD/F et OCDD/F 10 % chacun, le
pourcentage le plus faible étant mesuré pour les PeCDD/F (avec 8 %). En terme de teneurs,
les PCDD présentent des concentrations comprises entre 0,09 pg/g d’aliment pour le
1,2,3,7,8,9-HxCDD et 0,37 pg/g d’aliment pour la 2,3,7,8-TCDD et I'OCDD (Figure 28).
Pour les PCDF, les concentrations varient entre 0,01 et 0,54 pg/g d’aliment respectivement
pour le 1,2,3,4,7,8,9 HpCDF et le 2,3,4,7,8-PeCDF. Seule une molécule, 1'1,2,3,7,8,9-
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Figure 28 : Niveaux de contamination (pg/g) des bouchons ingérés par les rats
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HxCDF, n’a pas été détectée. Le 1,2,3,7,8,9-HxCDD, le 1,2,3,7,8-PeCDF, le 1,2,3,4,7,8,9-
HpCDF et I’OCDF présentent des concentrations trés faibles, inférieures a 0,1 pg/g d’aliment.

2.2. Croissance des rats et notes d’état
Entre le début et la fin de I’expérimentation, les animaux ont pris environ 300 g. Les courbes
théoriques mimant le mieux I’évolution du poids des rats, de la masse du foie ou du tissu

adipeux sont de type logarithmique (Figure 29, Figure 30).

Figure 29 : Courbe de croissance des rats contaminés par 1'aliment
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Figure 30 : Evolution des poids du foie et du tissu adipeux épididymaire des rats contaminés

par les 17 dioxines contenues dans l'aliment
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Les coefficients d’allométrie du poids du foie ou du tissu adipeux en fonction du poids vif de
I’animal suivent respectivement une relation linéaire et exponentielle (Figure 31). Enfin leur

ingestion cumulée au cours de la cinétique augmente linéairement.
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Figure 31 : Coefficients d'allométrie du foie et du tissu adipeux en fonction du poids vif de rats
exposés quotidiennement aux dioxines
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2.3. Profils dans le foie et dans le tissu adipeux des 16 congénéres de dioxines

Seize dioxines sont détectées dans le foie et 15 dans le tissu adipeux des rats contaminés, les
exceptions concernent le 1,2,3,7,8,9-HxCDF (absent des deux tissus et de ’aliment) et le
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF (retrouvé uniquement au niveau du foie). Le profil hépatique au cours

de I’essai n’est pas semblable pour toutes les molécules (Figure 32).

Figure 32 : Evolutions des concentrations en dioxines du foie suite a I'ingestion chronique

d'aliment contaminé
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Trois groupes peuvent étre distingués: le premier ensemble correspond aux molécules
(2,3,7,8-TCDD, 1,2,3,4,7,8- / 1,2,3,6,7,8- / 1,2,3,7,8,9-HxCDD, 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD,
OCDD/F) dont les concentrations hépatiques (exprimées en pg/g de tissu frais) tendent a
diminuer en début de cinétique. Pour le deuxiéme groupe de congénéres (le 2,3,4,7,8-PeCDF
et les HxCDF), les teneurs augmentent durant le premier mois d’ingestion. Le troisiéme
groupe est caractérisé par une stabilité apparente des teneurs hépatiques au cours de
I’expérimentation. Apreés 90 jours d’ingestion, nous pouvons considérer que I’ensemble de ces
congéneres présente des concentrations stables. Ces dernieres sont comprises entre 0,04 +

0,01 et 17,91 £ 3,09 pg/g de tissu pour respectivement I’OCDF et le 2,3,4,7,8-PeCDF (Figure
33).

Figure 33 : Concentration (pg/g de tissu) en dioxines a 1'équilibre du foie suite & l'ingestion

chronique d'aliment contaminé chez des rats (moyenne des points entre 90 et 120 jours)
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En ce qui concerne le tissu adipeux, les trois évolutions décrites pour le foie sont également
observées (Figure 34). Les 2,3,7,8-TCDD/F, les 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD/F et 1’OCDD
présentent des concentrations stables au cours de ’expérimentation. Les teneurs en OCDF
décroissent en début d’expérimentation pour se stabiliser aprés 60 jours d’exposition. Tous les
autres correspondent aux congénéres dont les teneurs s’accroissent. De maniére générale,
nous pouvons considérer que les concentrations en dioxines se stabilisent dans le tissu

adipeux de rats exposés entre 90 et 120 jours d’ingestion. Le niveau de contamination
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Figure 34 : Evolutions des concentrations (pg/g de tissu) en dioxines du tissu adipeux suite a
l'ingestion chronique d'aliment contaminé
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maximal est obtenu pour le 2,3,4,7,8-PeCDF (8,46 + 0,81 pg/g de tissu). L’OCDF présente la
plus faible concentration (0,05 + 0,02 pg/g de tissu) (Figure 35).

Figure 35 : Concentration (pg/g de tissu) en dioxines a I'équilibre du tissu adipeux
épididymaire suite a I'ingestion chronique d'aliment contaminé (moyenne des points entre 90

et 120 jours)
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Les niveaux de contamination en dioxines entre les deux tissus cibles étudiés sont tres
différents (Tableau 37). Quelle que soit la molécule et les temps de cinétique, les
concentrations hépatiques sont systématiquement supérieures a celles du tissu adipeux. Ceci
se traduit en terme de rapport de concentrations “Foie/Tissu adipeux” par des valeurs
comprises entre 2 et 51 pour la 2,3,7,8-TCDD et le 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF, respectivement

(valeur obtenue chez les rats exposés pendant 120 jours, Figure 36).

Figure 36 : Ratio de concentrations en dioxines Foie/Tissu adipeux (pg/g MG de foie / pg/g
MG de TA) pour les rats exposés pendant 120 jours
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Tableau 37 : Concentration (pg/g de matiere grasse) des dioxines du foie et du tissu adipeux
épididymaire chez des rats suite & une ingestion chronique d'aliment contaming

Foie 15 jours |30 jours| 60 jours | 90 jours 120 jours
2,3,7,8-TCDD 24,02 £7.40 14,55 1229 +4.86 | 11.84 +0.31 14,22 + 3,60
1,2,3,7,8-PeCDD | 2591 + 6,50 26,72 33,57+17,60 | 29,05 £ 1,17 31,76 £ 12,94
1,2,34,7,8-HxCDD |2891 + 11,44| 24,56 25,65+ 14,84 | 21,11 = 1.09 23,51 £9,15
1,2,3,6,7,8-HxCDD | 70,20 + 18,92 64,80 | 52,74 +32,73 | 46,98 + 0,62 4745+ 19.10
1,2,3,7,8,9-HxCDD | 17,59 +3.74 16,60 15,14 £ 8,25 | 1423 £0,13 14,25 + 5,70
1,2,34,6,7,8-HpCDD| 69,81 +24,44| 4587 53,54 £26,29 | 41,83 £ 041 41,24 + 16,52
OCDD 79,71 = 14,12 55,01 51,20 = 18,77 | 32,66 = 1,45 33,02 +£942
2,3,7,8-TCDF 743 +245 6,89 5,75 £ 1,01 572 +1,62 722192
1,2,3,7,8-PeCDF | 3,02 0,25 1,95 2,58+0,52 | 2,43+0,30 2,85 +0,88
2,34,7,8-PeCDF 22299 + 28,78 266,21 [340,24 +156,19327,16 + 16,67 351,17 = 108,97
1,2,3,4,7,8-HxCDF 83,17 + 12,82 90.80 [121,30+67,30(109,10 +2,40 108,18 = 40,93
1,2,3,6,7,8-HxCDF |90,59 = 19,57| 108,89 |146,76 +73,16|14538 £ 7,95 137,28 £ 53.92
2,3,4,6,7,8-HxCDF |95,16 £ 19.30| 113,33 |152,50 +45,46|146,58 + 1,65 140,42 £51,47
1,2,34,6,7,8-HpCDF|35,15 £ 11,30| 30,46 | 40,96 +21,00 | 34,15+ 1,22 33,22 £ 12,01
1,2,3,4,7,89-HpCDF| 233047 | 2,57 2,19+1,55 | 2,00+0,25 2,55 1,01
OCDF 2.8Tx1,17 78 B 1,09 £ 0,71 0,72 £ 0,07 0.87 £0,32
Tissu adipeux | 15 jours |30 jours| 60 jours | 90 jours 120 jours
2,3,7,8-TCDD 523+1,61 [553+0,71] 509+040 | 504+0,50 5,77 £ 0,56
1,2,3,7,8-PeCDD | 1,74 +£0,19 |3,01 £0,25| 4,89 +0,12 6,04 + 0,47 733+ 1,27
1,2,3,4,7,8-HxCDD | 1,08 +0,30 |1,23£0,01] 2,12+0,20 | 2,74 £0,21 3,11 £0,40
1,2,3,6,7,8-HxCDD | [,75+0,43 2,18 £0,28| 2,60+0,29 | 3,58 +0,35 3,90 £ 0,53
1,2,3,7,8,9-HxCDD | 0,25 +0,20 |0,44+0,13| 0,70+0,06 | 0,98 +0,01 1,02 +0,13
1,2,34,6,7,8-HpCDDy 1,54 £0,09 10,97 £0,20| 1,35+0,13 1,61 0,16 1,72 £ 0,26
OCDD 1,67 +1,00 0,76 +0,42] 194+166 | 0,89 +0,23 1,00 £ 0,15
2,3,7,8-TCDF 0,84 £0,22 |1,00+0,10f 1,20+0,52 1,09 £ 0,12 1,61 +£0,34
1,2,3,7,8-PeCDF | 0,25+0,12 0,30 £0,16] 0,28+0,06 | 034 +0,01 0,45 +0,08
23,4,7,8-PeCDF | 2,49 +0,54 [3.65+0,81| 599+143 | 852+0,10 9,35 + 0,69
1,2,3,4,7,8-HxCDF | 0,95+0,27 |1,31 £0,35| 2,60+0,34 3,78 £0,10 3,82 +0,42
1,2,3,6,7,8-HxCDF | 1,02 +0.16 |1,17+0,28| 2,53 045 3,75+ 0,23 3,90 +0,39
2,34,6,7,8-HxCDF | 0,76 £0,29 |1,07 £0,13| 2,24+0,30 | 3,82+0,02 3,56 £ 0,50
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF| 0,41 £0,05 10,31 £0,13| 045+0,13 0,56 + 0,03 0,64 +0,12
1,2,3,4,7,89-HpCDEF|  ND ND ND ND ND
OCDF 0,19+0,02 |0,17+0,04| 0,05+0,01 0,06 = 0,06 0,05 £0,02

ND : Non Déterminé
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PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

Les ratios des teneurs “Foie/Tissu adipeux” des PCDD augmentent en fonction de degré de
chloration. Pour les PCDF, cette relation est plus discutable. Enfin, les rapports de
concentration “Foie/Tissu adipeux” des PCDF sont globalement 2 fois plus élevés que ceux
des PCDD.

2.4. Charge corporelle totale et facteur de bioconcentration des dioxines dans le foie, le tissu

adipeux épididymaire et la peau chez les rats

Suite a I’ingestion chronique de bouchons contaminés (pendant 120 jours) la charge
corporelle en dioxines s’échelonne entre 2261 + 857 pg pour la TCDD (valeur maximale) et
5 £ 1 pg pour ’OCDF (valeur minimale) (Figure 37).

Figure 37 : Charge corporelle totale en dioxines de rats exposés pendant 120 jours (n=4)
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La somme des quantités retrouvées au niveau du foie, du tissu adipeux total et de la peau
correspond en moyenne a 90 % de la charge corporelle totale (CCt), la répartition étant de 41
%, 28 %, 21 % et 10 % pour respectivement, le tissu adipeux, la peau et le foie et le reste de
I’organisme (c’est-a-dire I’animal sans foie, tissus adipeux et peau) (Figure 38). Cependant
des exceptions peuvent étre soulignées, notamment pour la 2,3,7,8-TCDD. En effet pour cette
molécule, le cumul des quantités retrouvées dans les 3 tissus ne dépasse pas les 50 % de la

CCt.

Les valeurs des facteurs de bioconcentration (FBC) des différents tissus étudiés sont

déterminés par le ratio entre les concentrations tissulaires a I’équilibre (pg/g de tissu) et les
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Figure 38 : Pourcentage de la charge corporelle totale en PCDD (a) et en PCDF (b) retrouvé
dans le foie, le tissu adipeux, la peau et le reste de l'organisme de rats exposés pendant 120
jours (n=4)
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PARTIE 1I : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

concentrations ingérées (pg/g de bouchon). Au niveau du foie, les FBC des PCDF
(17,28 £ 3,14) sont globalement 2,4 fois plus élevés que ceux des dioxines (7,31 = 1,72)
(Figure 39a). De plus, les FBC des PCDD augmentent significativement en fonction du
nombre d’atomes de chlores alors que pour les PCDF, une relation inverse est observée. Seuls
les tétra- et octa-congéneres se comportent de la méme fagon entre les deux sous-familles.

Les FBC des PCDD dans le tissu adipeux s’échelonnent entre 2,40 + 0,41 pour I'OCDD et
2742 £5,01 pour le 1,2,3,7,8-PeCDD (Figure 39b). Les résultats pour les PCDF sont compris
entre 1,61 + 0,80 et 15,67 + 1,33 pour ’OCDF et le 2,3,4,7,8-PeCDF, respectivement. Ainsi
pour le tissu adipeux, les FBC des PCDD (13,63 + 1,42) tendent a étre 1,6 fois supérieurs a
ceux des PCDF (8,37 = 0,82). Par contre, les FBC des deux sous-familles diminuent en
fonction du degré de chloration et les 1,2,3,4,7,8-HxCDD/F; 1,2,3,6,7,8-HxCDD/F ;
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD/F ; OCDD/F présentent des FBC voisins.

Les FBC des PCDD de la peau sont compris entre 1,36 + 0,51 et 13,54 £ 5,17 pour ’OCDD
et la 2,3,7,8-TCDD respectivement (Figure 39¢). Pour les PCDF, les FBC présentent de plus
faibles différences en fonction des congéneres, le facteur de bioconcentration le plus élevé
(3,51 = 0,48) étant obtenu avec le 2,3,7,8-PeCDF et le plus faible (0,88 + 0,09) avec le
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF. L’évolution des FBC en fonction du degré de chloration des dioxines
est la méme que celle observée au niveau du tissu adipeux : les valeurs des FBC diminuant
significativement entre les molécules faiblement et fortement chlorées.

Enfin, lors d’une comparaison des trois tissus (Figure 40), les FBC hépatiques sont supérieurs
a ceux du tissu adipeux épididymaire pour I’ensemble des PCDF et pour les PCDD fortement
chlorés. Pour les autres congéneres, les FBC du tissu adipeux sont plus élevés. Quant aux
FBC de la peau, ils sont significativement inférieurs a ceux des deux tissus pour 1’ensemble
des molécules a I’exception des 2,3,7,8-TCDD/F et du 1,2,3,7,8-PeCDD.

3. Discussion

3.1. Profil et teneurs en dioxines de I’aliment

Les analyses des bouchons UAR et des bouchons contaminés ont révélé que la contamination
de I'aliment ne résultait pas uniquement de I’incorporation du lait. Les bouchons UAR A03,
composés entre autre de farines de poisson, ont contribué a la pollution (les farines de
poissons peuvent renfermer des quantités non négligeables de dioxines de I'ordre de

20 pg I-TEQ/g de matiére grasse ; Fielder et al., 1997). Cependant, pour la grande majorité
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Figure 39 : Facteurs de bioconcentration (FBC ) des dioxines dans le foie (a), le tissu adipeux (b) et
la peau (c) des rats exposés pendant 120 jours
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Figure 40 : Comparaison des FBC des PCDD (a) et des PCDF (b) du foie, du tissu adipeux et de la

peau de rats exposés

pendant 120 jours
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PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

des congéneres, le lait a fourni plus de 90 % de la contamination totale de I’aliment (Figure
41).

Figure 41 : Contribution relative du lait et des bouchons a la contamination
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Seules cing exceptions sont a signaler : le 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD et le 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF qui
proviennent a hauteur de 70 % du lait, le 1,2,3,7,8-PeCDF, ’OCDD et son homologue furane
dont la contamination du produit laitier correspond & 40 % de celle ingérée. Enfin la quantité
de 2,3,7,8-TCDF du lait ne représente que 15 % de celle de ’aliment. Ainsi pour nos calculs,
nous avons pris en compte la quantité totale de dioxines ingérées (bouchons UAR + bouchons

contaminés volontairement par du lait).

De maniére générale, les teneurs du lait utilisé dans notre expérimentation sont 3,5 fois plus

élevées que celles rapportées dans la littérature (Figure 42).

Figure 42 : Profils et teneurs des congénéres de dioxines du lait frais. Comparaison de nos
résultats avec celui d'un lait moyen provenant d'une exploitation a proximité d'un incinérateur
(Ramos et al., 1997; Schmid et Schlatter, 1992)
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PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

Nous avons également mis en évidence que la lyophilisation n’a pas eu d’impact sur les

teneurs en dioxines du lait entier (Figure 43).

Figure 43 : Profils et teneurs des congénéres de dioxines du lait frais et du lait lyophilisé (lait

lyoph)
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Ce résultat est concordant avec les données de Ramos ez al. (1999b) basées sur des laits de

consommation.
3.2. Impact sur I’organisme de la prise réguliére des dioxines

Les rats ont ingéré quotidiennement 26 pg I-TEQ soit en moyenne 52 pg I-TEQ/kg de poids
vif. Pour une période de 120 jours, la dose cumulée est de 6270 pg I-TEQ/kg. Peu de données
sont disponibles sur les risques en terme de toxicité d’un tel mélange de dioxines.. Toutefois,
il apparait que les doses données lors de cette expérimentation sont au moins 200 fois
inférieures aux DLsy (Tableau 38). De méme la vitesse de croissance de nos animaux a été
similaire a celle déterminée dans les grilles du Centre d’élevage Dépré. L’ensemble de ces
résultats tend a montrer que la dose utilisée n’a pas eu de répercussions sur la croissance et le

développement des animaux.
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Tableau 38 : DLs des dioxines suite a I'ingestion unique d'une molécule donnée chez le rat

Sprague Dawley (Geyer et al., 2002). Comparaison avec l'ingestion totale utilisée lors de cette
expérimentation

DLs (pg/kg) Ingestion totale (pg/kg)
2,3,7,8-TCDD 43 000 000 2200
1,2,3,7,8-PeCDD 206 000 000 1 400
1,2,3,4,7,8-HxCDD 887 000 000 1 100
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 6 325 000 000 1 500
OCDD _ 30 000 000 000 2 300
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PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

3.3. Profils et concentrations a 1’équilibre des dioxines dans le foie et le tissu adipeux lors

d’une ingestion chronique de lait contaminé chez des rats

3.3.1. Profils des dioxines dans le foie et le tissu adipeux

L’incorporation des dioxines dans les tissus dépend de plusieurs facteurs: la dose
administrée, I’absorption et/ou I’excrétion, le mode de transport dans le sang, le devenir
métabolique, la teneur en lipides des tissus et la concentration en protéines de liaison (DeVito
et al., 1998 ; Diliberto er al., 2001). Les molécules absorbées sont soit stockées soit éliminées
des tissus. Dans nos conditions expérimentales (utilisation d’animaux en croissance), le poids
des différents tissus prélevés ne cesse d’augmenter limitant probablement le phénoméne de
redistribution.

Au niveau du foie, I’évolution des concentrations (pg/g de matiére grasse tissulaire ou en pg/g
de tissu) des congéneres de dioxines différe : nous avons démontré que les teneurs hépatiques
de certaines molécules, principalement les PCDD, diminuaient en début de cinétique (Tableau
39). Ceci laisserait supposer que le rythme d’accumulation de ces congénéres est inférieur a
celui de la matiére grasse. Néanmoins, les quantités hépatiques de ces molécules tendent a
étre stables (Tableau 39). Ainsi, I’accumulation des PCDD dans le foie est indépendante de la
croissance de ce tissu. L’hypothése d’une diffusion passive en fonction de la lipophilicité du
tissu ne peut pas étre retenue. I semblerait que la rétention hépatique de ces molécules fasse
intervenir d’autres mécanismes. DeVito et al. (1998), Diliberto er al. (1997, 1999) et Evans et
Andersen (2000) ont mis en évidence, dans le foie de souris, des protéines capables de se lier
aux dioxines. Il est donc vraisemblable que ces protéines soient impliquées dans la
séquestration des PCDD.

Les concentrations hépatiques en PCDF apparaissent soit stables au cours de I’exposition, soit
croissantes en début de cinétique. Pour ces congénéres, I’accumulation dans le foie serait ainsi
similaire ou supérieure a celle de la matiére grasse. Parmi les molécules qui admettent des
concentrations stables, seul le 2,3,7,8-TCDF présente des quantités hépatiques corrélées a
celles de la matiére grasse. L hypothese d’une rétention en fonction de la lipophilicité du tissu
ne peut pas a elle seule expliquer ce phénomene. Par conséquent, il est envisageable que les
protéines de liaison soient impliquées dans le mécanisme de fixation des PCDF au niveau du
foie. Cependant, contrairement aux PCDD, les concentrations en protéines de liaison
évolueraient au cours de la cinétique permettant ainsi une accumulation des PCDF. Cette

hypothése est en accord avec les données de DeVito et al. (1998), qui ont démontré que les
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Tableau 39 : Evolution des concentrations et des quantités en dioxines dans le foie et le tissu

adipeux
Foie Tissu adipeux
Concentration| Quantité » | Concentration | Quantité 2
pg/g pg i pg/g pg '

2,3,7,8 TCDD N e NS sl ¥ 1094
1,2,3,7,8 PeCDD e R NS il —7 084
1,2,3,4,7,8 HxCDD ' . NS - ¥ 1084
1,2,3,6,7,8 HxCDD KN S8 NS P —7 1086
1,2,3,7,8,9 HxCDD KN e NS v — 10,88
1,2,3,4,6,7,8 HpCDD " . NS — ¥ 10,83
0OCDD & "y 0,41 e ¥ 10,28
2,3,7,8 TCDF | v 0,34 — _ 1083
1,2,3,7,8 PeCDF ol | w NS ¥ _¥ (085
234,78PeCDF | v A ¥ 0,32 P ~— 091
1,2,3,4,7,8 HXCDF - S NS i ¥ 10,89
123,678 HXCDF | - Yo e v NS 7 —7 (088
2,3,4,6,7,8 HxCDF wr® ] e o NS d —¥ 10386
1,2,3,4,6,7,8 HpCDF i T v NS — ~—7 (081
1,2,3,4,7,8,9 HpCDF = v NS ND ND ND
OCDF N KN 0,37 RN ‘A | NS

—— : Evolution significative (P<0,05)

RS IPena

NS : Non Significatif

ND : Non Déterminé

¥ : Corrélation entre la quantité de matiere grasse tissulaire (g) et la quantité (pg) de dioxines
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PARTIE II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

concentrations en protéines des liaison peuvent étre augmentées par la présence de 2,3.4,7,8-
PeCDF dans le foie. Cette suggestion peut étre également utilisée pour les molécules dont les
concentrations hépatiques augmentent.

Au sein de ces familles, les profils de ’OCDD et I'OCDF constituent des exceptions. En
effet, pour ces molécules, les teneurs et les quantités hépatiques diminuent en début de
cinétique. Ces octa-congénéres sont donc vraisemblablement éliminés du foie suite a une
dégradation ou 2 un relargage dans la bile. Mais I’hypothése d’une dégradation semble peu
probable dans la mesure ou Ewers er al. (1996) et Pipke (1998) ont démontré que plus une
molécule est chlorée, moins elle est dégradée. Ainsi la dissipation de ces molécules dans la
bile serait le plus plausible confirmant les observations de Birnbaum et Couture (1988) qui
ont mis en évidence la contamination de la bile par I’OCDD suite a I’ingestion de cette

molécule chez des rats.

Au niveau du tissu adipeux, les concentrations et les quantités de dioxines sont
significativement plus élevées en fin de cinétique qu’en début (Tableau 39). Contrairement au
foie, les quantités de dioxines dans ce tissu sont corrélées aux quantités de matiere grasse.
Ainsi conformément aux données de la bibliographie, la contamination du tissu adipeux serait
fonction de sa teneur en lipides. Une exception peut étre notée, I’OCDF, pour lequel la
concentration et la quantité dans le tissu adipeux diminuent significativement pour atteindre
des valeurs proches du bruit de fond aprés 120 jours d’essai. La disparition parallele de cette
molécule au niveau du foie et du tissu adipeux laisse supposer que cet octa-congénére est

éliminé de I’organisme.

3.3.2. Concentrations des dioxines dans le foie et le tissu adipeux a 1’équilibre

La majorité des dioxines présente des concentrations stables entre 90 et 120 jours
d’exposition dans les deux tissus cibles étudiés. Ce résultat est similaire a celui de Stephens et
al. (1995) (résultat obtenu chez la poule suite a I’ingestion de sol contaminé a des doses
voisines des ndtres). Autrement dit, conformément a I’hypotheése de Lawrence et Gobas
(1997), avec des niveaux proches de contamination de I’aliment, le délai pour atteindre
I’équilibre tissulaire est similaire.

A I’équilibre, la répartition des dioxines entre le foie et le tissu adipeux est fonction du degré
de chloration des congénéres : les molécules fortement chlorées admettent des ratios de

concentration “Foie/TA” plus élevés que les autres. Ceci suggere que I’affinité du foie est
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croissante en fonction du nombre d’atomes de chlore des molécules, fort pour les hepta-
congéneres et faibles pour les tétra-congéneres. De plus, nous avons mis en évidence que les
ratios de concentration “Foie/TA” des PCDF était supérieurs a ceux des PCDD. Ces résultats
ont également été observés par de nombreux auteurs chez I'Homme et chez d’autres animaux
modeles (Korner et al., 2002 ; Feil et al., 2000 ; de Vito et al., 1998 ; Stephens et al., 1995;
Neubert e al., 1990 ; Tableau 40).

Tableau 40 : Ratio de concentrations (pg/g de matiere grasse) en dioxines “Foie/Tissu

adipeux” chez différentes especes animales et chez I'homme

Rat* Poule Veau Homme
2,3,7,8-TCDD 2,4 3.4 2 0,5
1,2,3,7,8-PeCDD 4,3 2,2 8.4 0,5
1,2,3,4,7,8-HxCDD 7.4 24 3.5
1,2,3,6,7,8-HxCDD 11,9 2,7 16,6 9.6
1,2,3,7,8,9-HxCDD 13,7 2,0 2.5
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 23,3 7.4 81 9,1
OCDD 32,7 43,1 225,5 24,8
2,3,7,8-TCDF 4.6 3.0 1,5 2.2
1,2,3,7,8-PeCDF 6,5 3.7 9.8 4.0
2,3,4,7,8-PeCDF 375 2,6 49
1,2,3,4,7,8-HxCDF 28,1 4.3 ND 20,0
1,2,3,6,7,8-HxCDF 35,1 2.7 ND 243
1,2,3,7,8,9-HxCDF ND ND ND 0.1
2,3,4,6,7,8-HxCDF 39,9 5.0 ND 1.0
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 51,5 7.2 45,5 10,2
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF ND 6,1 0.8
OCDF 20,1 21,6 520,2 2.4
Rat *; Notre expérimentation, ingestion chronique
Poule : Données de Stephens et al. (1995), ingestion chronique
Veau : Données de Feil er al. (2000), valeur moyenne, ingestion chronique
Homme : Données de Maruyama er al. (2002), ingestion chronique non contrdlée

ND : Non déterminé

Sous le postulat d’une répartition des dioxines au niveau du foie en fonction des protéines de
liaison, la rétention hépatique des congéneres semble suggérer que 1’affinité de ces protéines
décroit lors d’une diminution du degré de chloration. De méme, la prédominance hépatique
des PCDF par rapport aux PCDD pourrait étre expliquée par une affinité plus importante des

protéines de liaison pour ces molécules.
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3.4. Facteur de bioconcentration des dioxines dans le foie, dans le tissu adipeux et dans la

peau

Les facteurs de bioconcentration (FBC) des dioxines au niveau du foie, du tissu adipeux et de
la peau diminuent significativement (P<0,05) en fonction du nombre d’atomes de chlore.
Cette observation, plus marquée au niveau du tissu adipeux qu’au niveau du foie, a également

été mise en évidence chez I’homme (Tableau 41).

Tableau 41 : Facteurs de bioaccumulation des dioxines suite a l'ingestion réguliere de

dioxines chez I'hnomme et chez des rongeurs

Facteur de bioaccumulation

(B) Nos résultats Maruyama et al. (2002)

(pg/g tissu)/(pg/kg PV) B foie B TA B foie B TA
2,3,7,8 TCDD 0,05 0,33 0,72 17,22
1,2,3,7,8 PeCDD 0,16 0,64 0,68 16,77
1,2,3,4,7,8 HxCDD 0,16 0,37 4,57 16,29
1,2,3,6,7,8 HXCDD 0,20 0,29 12,77 16,17
1,2,3,7,8,9 HxCDD 0,19 0,25 2,61 12,73
1,2,3,4,6,7,8 HpCDD 0,20 0,15 9,41 12,35
0CDD 0,11 0,06 19,06 9,31
2,3,7,8 TCDF 0,06 0,23 2,00 11,08
1,2,3,7,8 PeCDF 0,05 0,15 5,93 18,15
2,3,4,7,8 PeCDF 0,78 0,37 7,82 20,00
1,2,3,4,7,8 HXCDF 0,54 0,34 28,89 17,56
1,2,3,6,7,8 HxCDF 0,65 0,33 35,71 17,86
1,2,3,7,8,9 HXCDF ND ND 0,10 13,55
2,3,4,6,7,8 HXCDF 0,53 0,24 1,50 17,24
1,2,3,4,6,7,8 HpCDF 0,36 0,12 13,40 15,46
1,2,3,4,7,8,9 HpCDF 0,26 ND 8,57 13,14
OCDF 0,03 0,04 2,39 11,93

Deux hypotheses peuvent étre formulées :
- le foie, le tissu adipeux et la peau ne sont pas les principales cibles de ces
molécules
- D’absorption des molécules fortement chlorées est plus faible que celle des
molécules faiblement chlorées. Cette suggestion est en accord avec les résultats de
Moser et McLachlan (2001) qui ont suggéré que les taux d’absorption des dioxines
étaient décroissants lors de I’augmentation de la lipophilicité des molécules
La rétention cumulée des hepta- et octa-congénéres au niveau de ces trois tissus est en

moyenne de 87 % de la CCt. Le foie, le tissu adipeux et la peau sont donc les lieux principaux
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d’accumulation de ces molécules. Ainsi I’hypothése la plus plausible est que le taux
d’absorption des PCDD/F est fonction du nombre d’atomes de chlore des molécules, élevé
pour les molécules faiblement chlorées, faible pour les hepta- et octa-congénéres.

Lors de la comparaison des FBC des dioxines dans le foie, le tissu adipeux et la peau, il
apparait que selon les molécules, la répartition fluctue : les PCDF admettent les FBC les plus
€levées au niveau du foie, tandis que les FBC au niveau du tissu adipeux prédominent pour
les PCDD ; les FBC de la peau étant systématiquement les plus faibles pour toutes les
molécules confondues. Ceci tend a démontrer que 1’accumulation des dioxines dans les tissus
dépend non seulement des molécules mais également des caractéristiques des tissus (teneur en
matiére grasse et vraisemblablement concentrations en protéines de liaison). En effet, nous
avons démontré que la rétention dans le tissu adipeux était fonction de sa teneur en lipides,
contrairement au foie. Pour la peau, les quantités de dioxines retrouvées dans ce tissu

s’expliquent en grande partie par celle de la matiére grasse (Tableau 42).

Tableau 42 : Corrélation entre la quantité de dioxines et celle de matiére grasse présentes au

niveau de la peau

Molécule R’ Molécule R?
2.3, 7,8 TCDD 0,38 2,3,7,8 TCDF 0,99 *
1,2,3,7,8 PeCDD 0,99 * 1,2,3,7,8 PeCDF 0,95 *
1,2,3,4,7,8 HxCDD 0,97 * 2,3,4,7,8 PeCDF 0,98 *
1,2,3,6,7,8 HxCDD 1,00 * 1,2,3,4,7,8 HXCDF 0,95 *
1,2,3,7,8,9 HxCDD 0,95 * 1,2,3,6,7,8 HXCDF 0,92 *
1,2,3,4,6,7,8 HpCDD 0,92 * 2,3,4,6,7,8 HXCDF 0,95 *
OCDD 0,42 1,2,3,4,6,7,8 HpCDF 0,87
1,2,9.4,7,8,9 HpCDF 0,89

OCDF 0,88
* Coefficient de détermination significatif a P<0,05 R*: Coefficient de détermination

Cependant pour la 2,3,7,8-TCDD, I’OCDD, les HpCDF et I’OCDF, les corrélations entre ces
deux parametres ne sont pas significatives. Ainsi dans le tissu cutané, la rétention des
molécules s’effectuerait selon la lipophilicité tissulaire et selon des protéines de liaison. Cette
interprétation serait en accord avec la présence de protéines de liaison dans ce tissu, présence

démontrée par Diliberto et al. (2001).

A ce schéma général, trois exceptions peuvent étre notées. Elles concernent le 2,3,7,8-TCDF,

le 1,2,3,7,8-PeCDF et la 2,3,7,8-TCDD. En effet pour les furanes, les FBC dans les trois tissus
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cibles sont faibles (de I’ordre des 4 [pg/g de tissus]/[pg/g d’aliment]) et ce en dépit d’une
accumulation exclusive dans ces tissus (100 % CCt). Ceci laisse suggérer que le 2,3,7,8-
TCDF et le 1,2,3,7,8-PeCDF sont dégradés dans 1’organisme, ce qui appuie les hypothéses de
Brewster et al. (1989) et McKinley et al. (1993). Pour la 2,3,7,8-TCDD, seul le FBC cutané,
trés largement supérieur a ceux des autres PCDD/F, est concordant avec 1'hypothése d’un
taux d’absorption variable selon le degré de chloration des congénéres. Les faibles FBC
hépatique et adipeux de la 2,3,7,8-TCDD (par rapport a celui des autres dioxines) ont €té
également mis en évidence chez I'Homme par Maruyama et al. (2002) (Tableau 41).
Comment expliquer ces faibles valeurs ? Nous avons démontré que la répartition des dioxines
était fonction des molécules et des caractéristiques tissulaires (teneurs en matiére grasse et
vraisemblablement en protéines de liaison). De plus, le pourcentage cumulé de la charge
corporelle de la 2,3,7,8-TCDD retrouvé au niveau du foie, du tissu adipeux et de la peau est
inférieur a 50 % (Tableau 43).

Tableau 43 : Part relative des dioxines du foie, du tissu adipeux et de la peau par rapport a la

charge corporelle totale des rats exposés pendant 120 jours

% CCt F+TA+P
2,3,7,8-TCDD 45 + 15
1,2,3,7,8-PeCDD 100 +0
1,2,3,4,7,8-HxCDD 96 + 4
1,2,3,6,7,8-HxCDD 95+2
1,2,3,7,8,9-HxCDD 93+5
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 84 +7
OCDD 100 + 0
2,3,7,8-TCDF 100+ 0
1,2,3,7,8-PeCDF 100 + 1
2,3,4,7,8-PeCDF 99 + 1
1,2,3,4,7,8-HxCDF 97 +3
1,2,3,6,7,8-HXCDF 93+5
2,3,4,6,7,8-HXCDF 94 £ 5
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 88+5
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 63+5
OCDF 100 + 0

TA : Tissu adipeux F : Foie P : Peau

Ainsi, cette molécule serait piégée dans d’autres tissus cibles.
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4. Conclusion

Suite a une ingestion chronique des 17 dioxines a des concentrations de 1’ordre de 0,21 pg/g
d’aliment, nous avons mis en évidence un transfert de ces molécules de I’aliment vers
I’organisme. L’intensité de ce transfert est inférieure quand le nombre d’atomes de chlore des
molécules augmente et semble résulter du métabolisme des molécules (faibles facteurs de
bioconcentration tissulaire du 2,3,7,8-TCDF et du 1,2,3,7,8-PeCDF). Les principaux tissus de
stockage des dioxines, a I’exception notable de la 2,3,7,8-TCDD, sont le foie, le tissu adipeux
et la peau, qui cumulent plus de 94 % des dioxines retenues dans 1’organisme entier. Nous
avons également démontré que ’accumulation tissulaire était limitée, les concentrations en
dioxines du foie et du tissu adipeux se stabilisant aprés 1 mois et demi d’ingestion. De plus,
I’incorporation dans les adipocytes des dioxines est corrélée a la quantité en lipides du tissu,
contrairement au foie ol 1’accumulation est indépendante de la croissance de ce tissu,
suggérant la présence d’un autre mécanisme tel que les protéines de liaison. Les teneurs en
dioxines au niveau de la peau s’expliqueraient en partie par les concentrations lipidiques et en

partie par un processus semblable a celui du foie.

Enfin nous avons mis en évidence que selon les molécules et les tissus, les FBC fluctuaient de
maniere significative : les PCDD étant principalement retrouvés au niveau du tissu adipeux,

les PCDF au niveau du foie.
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Conclusion de la partie II : Transfert des dioxines du lait vers les tissus cibles

Via ces deux expérimentations, nous avons mis en évidence une contamination de

I’organisme suite a I'ingestion de caillé ou de lait contaminé. Le lait, matrice vecteur

jusqu’alors non étudiée, présente les mémes caractéristiques que 1’huile permettant un

transfert important de dioxines vers I’organisme. Nous avons également démontré que la

fréquence d’ingestion chronique ou semi-chronique ne module pas les niveaux de

contamination tissulaire mais plutdt le délai nécessaire a 1'obtention d’un équilibre. Enfin,

suite a une ingestion chronique de dioxines, la rétention tissulaire semble varier non

seulement en fonction des congénéres mais également selon les tissus. En effet nous avons

démontré que :

lors d’une administration d’un mélange de dioxines, la répartition de la 2,3,7,8-
TCDD differe totalement de celle des autres congéneres (n’étant pas
principalement concentré au niveau du foie, du tissu adipeux et de la peau). Cette
molécule, ingérée seule et en forte concentration, se répartit comme les 16 autres
congéneres. Ce phénomene peut s’expliquer soit par un effet dose administrée soit
par des interactions entre cette molécule et les autres congénéres de dioxines.

la rétention tissulaire est fortement influencée (positivement ou négativement selon
les molécules) par les taux d’absorption des dioxines qui eux-mémes diminuent
lors d’une augmentation du degré de chloration.

la distribution tissulaire des dioxines est fonction non seulement de la teneur en

matiére grasse des tissus mais également d’autre caractéristiques tissulaire. L’hypothése de

I’existence de protéines de liaison au niveau du foie et de la peau a été émise avec une affinité

plus €levée pour les PCDF et les molécules fortement chlorées des PCDD.
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Une partie de nos travaux de recherche visaient a déterminer le transfert des dioxines de lait
au sang suite a une ingestion unique chez des porcs en croissance. Les objectifs fixés, étaient :
- de déterminer la cinétique d’apparition plasmatique des dioxines
- d’élucider I’impact des propriétés physico-chimiques de ces congénéres sur ce
processus
- de clarifier le réle de la veine porte, comme voie d’excrétion intestinale
Les expérimentations nous ont permis de démontrer :
- un transfert des dioxines du lait au sang
- une apparition plasmatique des dioxines entre 3 et 7 heures apres I'ingestion d’ou
un lien possible avec 1’absorption des acides gras
- un taux d’absorption dépendant des propri€tés physico-chimiques, notamment du
poids moléculaire et de la lipophilicité des congéneres (en particulier lors de
I’étude portant sur le transfert du ['“C] benzo[a]pyrene, du ['*C] phénanthréne, et
de la [*“C] 2,3,7,8-TCDD)
- une excrétion intestinale prépondérante des HAP dans la veine porte contrairement
aux dioxines
Deux questions restent en suspens quant a I’absorption des dioxines :
-. L’absorption, est-elle fonction des propriét€és physico-chimiques de ces
congéneres ?

- Quel est I’effet de la dose administrée sur I’absorption de la 2,3,7,8-TCDD ?

Une autre partie de nos travaux a porté sur la distribution tissulaire des dioxines suite a
I’ingestion chronique de lait contaminé. Les objectifs étaient de déterminer la répartition de
ces congénéres dans les différents tissus cibles suite a un apport chronique de lait contaminé
(a forte dose, étude avec la []4C] 2,3,7,8-TCDD ou a faible teneur, essai portant sur les 17
congénéres de dioxines). De méme, nous avons cherché a évaluer le transfert et/ou
I’accumulation de ces molécules dans les deux tissus cibles que sont le foie et le tissu adipeux

épididymaire.
Nous avons observé que :

- le lait présentait les mémes caractéristiques que I'huile en terme de

biodisponibilité de la 2,3,7,8-TCDD
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- la fréquence d’ingestion chronique ou semi-chronique ne modulait pas les niveaux
de contamination tissulaire mais plutot le délai nécessaire a I’obtention d’un
équilibre

- la rétention tissulaire variait selon les tissus (teneur en matiére grasse, et peut-étre
concentration en protéines de liaison)

- le devenir tissulaire de la 2,3,7,8-TCDD différait de celui des autres congénéres
lors d’une administration d’un mélange de dioxines, cette différence pouvant
résulter d’une interaction entre les molécules ou d’un effet dose ingérée.

Nous avons suggéré que les taux d’absorption des dioxines diminuaient lors d’une
augmentation du degré de chloration, engendrant ainsi une accumulation plus faible des
hepta- et octa-chlorés. Cependant, existe-t-il une corrélation entre les propriétés physico-
chimiques des dioxines et leur répartition dans les différents tissus ? Comment expliquer la

répartition singuliére de la 2,3,7,8-TCDD ?

Dans cette partie, nous essayerons, tout d’abord, de discuter les différentes questions qui
émanent de nos travaux expérimentaux. Puis, nous proposerons des équations permettant de
prédire les teneurs tissulaires en dioxines en fonction des concentrations ingérées. Enfin, nous

aborderons les points critiques des différentes expérimentations mises en ceuvre.
I : Absorption intestinale des dioxines

Un des objectifs de nos travaux était de préciser I'impact des propriétés physico-chimiques
des molécules sur leur transfert de I’aliment au sang. Nous avons mis en évidence qu’entre les
HAP et la 2,3,7,8-TCDD (Expérimentation portant sur le transfert des micropolluants
marqués au ['*C)), deux parametres limitaient I’absorption : le poids moléculaire et la
lipophilicité. Inversement, pour les dioxines (Expérimentation portant sur le transfert “lait-
sang” des 17 dioxines), au niveau du sang artériel, les profils et les ratios de concentration
plasma/lait entre les congénéres €taient similaires. Nous avons alors suggéré 2 hypotheses :
- I’absorption et la distribution tissulaire des dioxines sont différentielles, I’'une pouvant
composer l'autre. En effet, Moser et McLachlan (2001) ont montré des taux
d’absorption plus élevés pour les molécules composées de 4 ou 5 atomes de chlore que

pour les hépta- et octa-congéneres. L’absence de différences de concentrations
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artérielles laisse suggérer une captation tissulaire également fonction des propriétés
physico-chimiques.
- Ou I’absorption est identique entre les congénéres de dioxines

Aprés 120 jours d’ingestion d’aliment contaminé chez des rats en croissance
(Expérimentation sur le transfert des dioxines du lait aux tissus cibles), nous avons observé
que les facteurs de bioconcentration, tous tissus confondus, diminuaient lors d’une
augmentation du degré de chloration des congénéres, suggérant une faible absorption de ces
molécules. Le taux d’absorption des dioxines dans cette étude a été estimé par le ratio “charge

corporelle/dose totale ingérée” (Figure 44).

Figure 44 : Pourcentage de la dose administrée totale retenue dans l'organisme chez des rats

exposés pendant 120 jours
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(a,b,c,d,e) : A l'exception de la 2,3,7,8-TCDD, les moyennes annotées des lettres différentes

sont significativement différentes (P<0,05)

Ce pourcentage définit une absorption apparente dans la mesure ou il reflete certes
I’absorption mais également 1’élimination des molécules. En se basant sur les études
bibliographiques, deux congénéres sont connues pour étre fortement dégradées (le 2,3,7,8-
TCDF et le 1,2,3,7,8-PeCDF). De plus, nous avons montré que les teneurs et les quantités
hépatiques en OCDF diminuaient au cours de la cinétique, reflétant sans doute une
élimination de ce composé. Enfin, la 2,3,7,8-TCDD présentant des singularités (singularités
détaillées plus amplement par la suite), son taux d’absorption apparent (de 165 %) a

également été écarté de cette étude. Ainsi le pourcentage de la dose retenue dans I’organisme
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du rat correspondrait a I’absorption des dioxines a 1’exception de ces 4 molécules. Dans ces
conditions, I’absorption apparente des dioxines varierait entre 38,8 % et 8,2 % pour
respectivement la 1,2,3,6,7,8-HxCDD et I’OCDD. Nous montrons que I’absorption apparente

de ces dioxines est limitée par la lipophilicité et/ou le poids moléculaire (Figure 45).

Figure 45 : Impact négatif de 'augmentation de la lipophilicité (a) et du poids moléculaire (b)

des dioxines sur l'absorption intestinale (n = 4)
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Les équations sont les suivantes :

Taux d’absorption (%) = 314,67 - 34,76 log Kow (R2 =0,84),
Taux d’absorption (%) = 231,95 - 0,49 log PM (R” = 0,84)

avec log Kow la lipophilicité des dioxines et PM leur poids moléculaire. Cette relation
négative entre le taux d’absorption apparent des dioxines et la lipophilicité est concordante
avec celle définie par Moser et McLaclhan (2001) pour ce type de congénéres. En effet, ces
auteurs ont montré que pour des molécules de lipophilicité moindre (log Kow <6,5), le taux
d’absorption ne serait pas limité par cette propriété physico-chimique. Pour les PCDD ou les

PCDF, nous émettons I’hypothése que les molécules, portant le méme nombre d’atomes de
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chlore, sont absorbées de maniére analogue. A contrario, les congénéres homologues,
présentant des niveaux de lipophilicité ou des poids moléculaires différents n’auront pas le
méme taux d’absorption. Ou interviennent ces propriétés dans le processus d’absorption ?
Une hypothése envisageable est que le poids moléculaire limite le passage des dioxines du
lumen aux entérocytes, la lipophilicité pouvant moduler la solubilisation micellaire comme le
suggere Wittsiepe et al. (2000), lors d’une étude in vitro.

En utilisant ’équation établie, le taux d’absorption de la 2,3,7,8-TCDD lors d’un apport
chronique a faible teneur aurait di étre non pas de 165 % mais de 76 %. Or dans
I’expérimentation portant sur le transfert du lait aux tissus cibles de la ['*C] 2,3,7,8-TCDD, le
taux de rétention corporelle de cette molécule, suite a 120 jours d’exposition, a été estimé a
16 % de la dose totale administrée. Deux paramétres fluctuent entre nos deux essais
expérimentaux visant a préciser la distribution tissulaire chez le rat en croissance. Le premier
est la présence ou non des 16 autres congénéres de dioxines et le second la dose administrée.
Ayant démontré, lors de I’expérimentation portant sur 1’absorption apparente des 17 dioxines,
que la présence des 17 congéneres ne modifiait pas leur absorption, il peut alors étre supposé
que l'augmentation des doses engendre une diminution du pourcentage des molécules
absorbées. Cette hypothése est en accord avec les données de Diliberto er al. (2001) chez la
souris, qui ont démontré qu’une augmentation de la dose administrée engendrait une

diminution de la rétention corporelle rapportée a I’'ingérée.

II : Distribution tissulaire des dioxines

Dans le premier chapitre “Absorption des dioxines” nous avons démontré que les taux
d’absorption des dioxines étaient fonction du poids moléculaire et de la lipophilicité des
molécules. Qu’en est-il pour la distribution tissulaire ?

Afin de visualiser uniquement I’impact des propriétés physico-chimiques sur la répartition des
molécules dans les tissus, les pourcentages de la charge corporelle totale en dioxines retrouvés
dans le foie, le tissu adipeux ou la peau ont été utilisés. La 2,3,7,8-TCDD, présentant de trés
faible rétention dans les trois tissus, a été écartée de cette étude. Dans ces conditions,
I’augmentation du poids moléculaire des dioxines limite I’accumulation de ces congénéres au
niveau des tissus adipeux. Quant a la peau ou au foie, les deux propriété€s physico-chimiques

ne semblent pas intervenir (Figure 46). Cependant, pour le foie, il apparait que la répartition
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Figure 46 : Corrélation entre les % de charge corporelle totale du foie, de la peau, du tissu adipeux
et les propriétés physico-chimiques des dioxines
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des pourcentages de la CCt des congéneres en fonction des propriétés physico-chimiques se
décompose en deux sous-ensembles, les PCDD et les PCDF. De plus au niveau de cet organe,
les faibles pourcentages de rétention correspondent aux trois molécules éliminées (2,3,7.8-
TCDF, 1,2,3,7,8-PeCDF et I'OCDF). Ainsi, en dissociant les PCDD et les PCDF d’une part et
en ne tenant pas compte des molécules dissipées, seul une relation entre la rétention hépatique

et les propri€tés physico-chimiques des PCDD peut étre établie (Figure 47).

Figure 47 : Corrélation entre les % de charge corporelle totale du foie et les propriétés

physico-chimiques des PCDD (a) et des PCDF (b)
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L’accumulation des PCDD dans le foie serait plus prononcée lors d’une augmentation de la
lipophilicité et/ou du poids moléculaire de ces congénéres. Nous démontrons ainsi que la
distribution tissulaire est fonction des propriété€s physico-chimiques des dioxines. Cependant
I'impact des propriétés physico-chimiques sur ce mécanisme n’est pas toujours le méme
(augmentation de I’accumulation ou le phénomeéne inverse). Ceci met en évidence que la
distribution est également fonction des caractéristiques des tissus eux-mémes dont
vraisemblablement la perméabilité membranaire, le flux sanguin (parameétre pris en compte
dans les modeles de pharmacocinétique). Nous avons également démontré que la répartition

des dioxines au niveau du foie était particuliére : pour ce tissu, les deux familles de dioxines
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ne se répartissent pas de la méme maniere. Ce résultat est concordant avec I’hypothése de la
bibliographie portant sur les protéines de liaison, protéines dont 1'affinité pour les PCDD
augmenterait en fonction du nombre de chlore (lipophilicité et/ou poids moléculaire) et serait
tres forte pour I'ensemble des PCDF (d’ou I’absence de différence de rétention pour ces
congéneres en fonction de leurs propriétés physico-chimiques). Ceci sous-entend également
que la lipophilicité et le poids moléculaire des dioxines ne peuvent a eux seuls expliquer
I’affinité entre ces congéneres et les protéines de liaison. La principale différence entre les
PCDD et les PCDF étant leur configuration spatiale (les PCDD differe des PCDF par la
présence d’un atome. d’oxygene supplémentaire), il peut étre supposé que ce parameétre

intervienne également dans les variations d’affinité molécules/protéines.

Suite a I'ingestion chronique des 17 dioxines chez le rat, il est apparu que la répartition de la
2,3,7,8-TCDD différait notablement de celles des 15 autres congénéres, cette molécule n’étant
pas principalement localisée au niveau du foie, du tissu adipeux et de la peau. La faible
contamination hépatique pourrait étre expliquée par une compétition entre les congénéres
pour les protéines de liaison, protéines fortement affines des PCDF et des congéneéres hepta et
octa-chlorés des PCDD. Nous avions également suggéré que la forte contamination de la peau
ne résultait pas d’une teneur élevée en matiére grasse mais probablement de protéines de
liaison. L’ensemble de ces résultats est concordant avec les études recensées (Stephens et al.,
1995 ; Maruyama et al., 2003). Cependant le taux d’absorption apparent de la 2,3,7,8-TCDD
obtenue suite a la détermination de la contamination dans I’organisme entier de rats exposés
pendant 120 jours, est de 165 % c’est-a-dire particulierement élevée. Deux hypothéses
peuvent étre formulées : soit cette molécule a été “synthétisée” dans I’organisme, soit il existe
une autre source de contamination que celles prises en compte. Cette deuxieme hypothése est
peu probable dans la mesure ou seul le taux d’absorption de la 2,3,7,8-TCDD est incohérent
avec les données de la littérature. Ainsi il semblerait que cette molécule soit formée dans
I’organisme. Une synthése a proprement parlée n’est pas envisageable du fait que I’organisme
a certes a sa disposition des atomes de carbones, d’oxygenes, et d’hydrogeéne mais pas des
atomes de chlore. Nous pouvons donc supposer que I’apparition de la 2,3,7,8-TCDD provient
de la dégradation de certains PCDD. En effet, Wittich (1998) a démontré un mécanisme de
déchloration des dioxines chez les micro-organismes. Suite a sa formation hypothétique, la

2,3,7,8-TCDD se répartirait dans les tissus cibles en fonction de la teneur en matiére grasse
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tissulaire, de I’affinité avec les protéines de liaison, et de la présence des 15 autres congénéres

de dioxines.

III : Equation de prédiction des concentrations tissulaires des dioxines suite a I’ingestion

chronique d’aliment faiblement contaminé

Lors de I'étude de la distribution tissulaire des 17 dioxines chez le rat, nous avons montré que
les facteurs de bioconcentration diminuaient en fonction du degré de chloration des
congéneres. Existe-t-il une corrélation entre les concentrations tissulaires en dioxines et la
lipophilicité de ces congéneres ainsi qu’entre les teneurs en dioxines dans les tissus et celles
dans I’aliment ? Le choix de la lipophilicité et non du poids moléculaire repose le fait que
cette derniére est caractéristique de chaque molécule. Le 2,3,7,8-TCDF, le 1,2,3,7,8-PeCDF et
I’OCDF étant dégradés dans 1’organisme et la 2,3,7,8-TCDD présentant de faible teneur dans
ces trois tissus, ces 4 molécules ont été €cartées pour la mise au point des équations de
prédiction.

Dans ces conditions, suite a 1’analyse statistique en régression linéaire multiple, les
concentrations en dioxines de I’organisme entier, du foie, du tissu adipeux et de la peau sont
significativement corrélées a la lipophilicité de ces congénéres d’une part et d’autre part a la
contamination de I’aliment. L’introduction des variables explicatives (lipophilicité et
concentrations dans I’aliment) a été réalisée au seuil de 5 %. Elles sont, par conséquent,
suffisamment indépendantes pour apporter des informations significatives. Ainsi, 4 équations

ont été établies :

Co=2,65-0,33 x log Kow + 1,19 x Co (ETR = 0,06 ; R’= 0,96)
Cr =46,72 — 6,04 x log Kow + 23,00 x Ca (ETR =249 ; R* = 0,83)
Cra = 29,54 — 3,62 x log Kow + 8,49 x Ca (ETR = 1,26 ; R* = 0,79)
Cp=5,15-0,63 x log Kow + 2,44 x CA(ETR =0,18 ; R?’= 0,91)

avec Co la concentration en dioxines dans I’organisme entier (pg/g de poids vifs), Cg, Cra, Cp
les concentrations en dioxines dans respectivement le foie, le tissu adipeux et la peau
[exprimés en (pg/g de tissu)], log Kow la lipophilicité des molécules et C, la concentration en

dioxines dans I’aliment (pg/g d’aliment).
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Ces prédictions permettent d’expliquer entre 79 % et 91 % des concentrations mesurées en
dioxines dans les tissus et a hauteur de 96 % celle obtenue dans I’organisme entier. Elles
peuvent donc étre utilisées pour prédire la contamination d’un animal et de ses différents
tissus cibles suite & I’ingestion d’un aliment faiblement contaminé en dioxines. Nous pouvons
également observer que les concentrations sont toutes corrélées négativement a la lipophilicité
des molécules. Ceci met en évidence que plus une molécule est lipophile moins elle est
accumulée dans un tissu. Cette observation est concordante avec les données de Sweetman et
al. (1999). Cependant ce résultat est dépendant du degré de lipophilicité des congénéres. En
effet, les travaux de Veerkamp ef al. (1994) et de la Directive européenne (93/67/EEC) ont
montré que pour des molécules de lipophilicité comprise entre 3,5 et 6,5, I’accumulation dans

la viande, les ceufs ou le lait augmentait en fonction de la lipophilicité des molécules.

Suite a I’application de ces équations de prédiction pour les 17 congénéres de dioxines, nous
pouvons constater que de maniére générale, les valeurs des concentrations prédites sont de

meilleures qualités que celles définies par Maruyama et al. (2003) (Figure 48).

Figure 48 : Coefficients de variation entre les concentrations prédites et celles mesurées.
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La qualit¢ moindre des prédictions des concentrations tissulaires de Maruyama et al. (2003)
en comparaison a nos résultats peut étre expliquée de deux maniéres. D’une part, ces auteurs
estiment les concentrations dans les aliments et donc I’ingestion quotidienne. D’autre part,
leurs équations tiennent compte de I’absorption des dioxines. Or ce paramétre est également
estimé, voire méme surestimé, dans la mesure ou leur taux moyen d’absorption des dioxines
est supérieur a 90 %. Par contre, les modeles de pharmacocinétique font intervenir dans leurs
équations de prédiction des notions de concentrations en protéines de liaison, d’excrétion

biliaire, de perméabilité membranaire, qui devraient améliorer la prédiction des estimations.

IV : Limites et difficultés rencontrés lors des différentes expérimentations

1. La contamination des aliments utilisés

Les dispositifs expérimentaux utilisés lors de nos travaux étaient établis de maniére 2 se
rapprocher de la voie d’exposition humaine. Le lait, produit phare en terme d’exposition
humaine aux dioxines, a été choisi. Deux modes de contamination de cet aliment ont été
utilisés-:

- une contamination directe (ajout des dioxines dans le lait)

- une contamination via I’animal (ingestion contrdlée de [MC] 2,3,7,8-TCDD chez des
chevres en lactation, ou pollution naturelle du lait de vache suite & une contamination
de ’environnement).

Lors de la contamination directe du lait, il s’est avéré que I’homogénéisation des
micropolluants organiques suite a leur ajout dans cet aliment n’était pas une chose aisée. En
effet, le lait a une structure complexe et fragile : une agitation trop violente par exemple
déstructure les globules gras. De plus, les solvants organiques conservateurs des dioxines
(toluene et nonane) ont rendu la tiche difficile (évaporation du toluéne, ajout d’autre solvant
tel que I’acétone pour faciliter le transfert des dioxines du nonane a la matiére grasse du lait).
Cependant, et en dépit de diverses manipulations préparatoires, il est possible que la
contamination du lait n’était pas homogene (d’ou les fortes variabilités des profils artériels de
dioxines entre les deux porcs). Le seul dispositif expérimental permettant de contrecarrer ce
probléme est vraisemblablement le mode de contamination via I’animal : 1’ingestion de

dioxines par des animaux en lactation. S’instaure alors un dilemme entre les concentrations
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désirées dans le lait et la toxicité des molécules, limitant ainsi les doses ingérées. De plus lors
de ce dispositif expérimental, un autre biais peut se produire a savoir la contamination non
désirée comme ce fut le cas avec les bouchons UAR. En effet, suite & I'ingestion de lait
contaminé naturellement chez des rats en croissance, et contrairement & 1’objectif initial, les
facteurs de bioconcentration des dioxines dans les tissus ne peuvent étre attribués

exclusivement a la disponibilité des dioxines dans le lait seul.
2. Les méthodes analytiques

A ces différentes limites, se sont ajoutées les complexités analytiques : les dioxines, étant des
molécules fortement lipophiles, les analyses ont débuté par I’extraction de la matiére grasse
des matrices étudiées. Pour avoir un dosage fiable, il est nécessaire de récupérer suffisamment
de matiére grasse (de I'ordre de 500 mg a 1 g). De telles quantités sont difficilement
accessibles pour des matrices telles que le sang (0,5 mg de matiére grasse / mL plasma). Ainsi
nous avons eu recours au porc, animal supportant des prélevements de sang quotidien de
300 mL. Cependant le nombre de points de la cinétique d’apparition des dioxines suite a
I’ingestion de lait a été tout de méme limité.

Cette pratique analytique présente également une autre limite. En effet, comme tend a le
démontrer la contamination du foie ou celle du reste de 1’organisme (lors de I’expérimentation
portant sur la distribution tissulaire des dioxines suite a I’ingestion de lait), la rétention
tissulaire des dioxines n’est pas toujours corrélée a la matiére grasse, ces molécules pouvant
étre fixées par des protéines de liaison. Ainsi la méthode analytique utilisée pour doser les
dioxines ne serait pas adaptée pour I’ensemble des tissus a moins que, comme nous I’avons
supposé, la fraction des dioxines associée aux protéines de liaison soit récupérée lors de
I’extraction de la matieére grasse. Ce point demande a étre éclairci. Cependant, il me semble
important de noter que, durant ces 10 dernieres années, les techniques analytiques des
dioxines dans différentes matrices ont grandement évolué, permettant ainsi la détection de ces
congéneres dans des matrices animales (ou rappelons, les molécules présentent des teneurs de
I'ordre du pg/g de matiere grasse) et non plus uniquement dans celles environnementales
(contamination atmosphérique de I'ordre du ngfm3).

La détermination du taux d’absorption apparent via la méthode des bilans corporels (taux
déterminé comme étant le ratio entre la charge corporelle et la dose totale ingérée) présente

quelques inconvénients. En effet, nous avons démontré que certaines molécules étaient
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dégradées dans ’organisme (faible accumulation), sous-estimant le taux d’absorption
apparent. Un autre facteur d’erreur est la non prise en compte du délai entre le moment ot
I'organisme entier est a I’équilibre et celui choisi pour déterminer la charge corporelle et donc
le taux d’absorption. En effet, une fois que les dioxines sont a 1'équilibre dans 1’organisme
entier, I’accumulation supplémentaire de ces congénéres est nulle. Ainsi toutes doses

additionnelles apportées engendrent une diminution du taux d’absorption.
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L’ensemble des travaux que nous avons conduit démontre un transfert des dioxines du lait 2
'organisme. Ce transfert peut étre modulé par I’absorption. Nous avons mis en évidence que,
lors d’une administration unique ou chronique de 2,3,7,8-TCDD en forte concentration, le
taux d’absorption était relativement faible (s’échelonnant respectivement entre 6 % et 12 % de
la dose administrée). Inversement lors d’un apport a hauteur de la contamination
environnementale (de 'ordre du pg/g d’aliment), le taux d’absorption de cette molécule
atteignait 76 % de la dose administrée, démontrant ainsi un effet dose négatif sur le processus
d’absorption. De plus, nous avons montré que 1’absorption des dioxines (lors d’un apport
chronique a faible concentration) était dépendante de ces congéneres et notamment de deux
propriétés physico-chimiques, la lipophilicité et le poids moléculaire (les taux d’absorption
s’échelonnant entre 76 % pour la 2,3,7,8-TCDD et 5 % pour I’OCDF). Autrement dit, plus
une molécule est lipophile et de poids moléculaire élevé, moins elle est absorbée. Cependant
les méthodes utilisées ne permettent qu’une estimation plus ou moins erronée de 1’absorption.
En effet, nous avons démontré que la veine porte n’était la principale voie d’excrétion
entérocytaire ni de la 2,3,7,8-TCDD ni des 17 congéneres de dioxines. Ainsi la méthode des
différences porto-artérielles sous-estime 1’absorption de cette molécule. De méme, nous avons
montré que 1I’OCDF était éliminé de 1’organisme lors de I’exposition chronique chez des rats,
engendrant ainsi une sous-estimation de son absorption via la méthode des bilans. Il serait
donc intéressant de renouveler une étude portant sur 1’absorption des dioxines mais en
développant un nouveau dispositif expérimental : une bicathétérisation d’un vaisseau
lymphatique et artére brachiocéphalique. En terme de cinétique plasmatique, nous avons
montré que I’apparition des dioxines était proche de celle de la matiére grasse. Cette
similitude ne serait pas due a un lien physique entre les différentes molécules (les teneurs en
dioxines n’étant pas corrélés avec celles de la matiere grasse) mais a une séquestration
enzymatique des dioxines dans les cellules intestinales. Cette hypothése pourrait Etre
confirmée avec un nombre d’échantillons plasmatiques plus élevé ainsi que via un suivi
cellulaire par cryoscopie.

Une fois absorbées, les dioxines se répartissent dans trois tissus cibles a savoir le foie, le tissu
adipeux et la peau a I’exception de la 2,3,7,8-TCDD lors de I’administration d’un mélange des
17 congénéres de dioxines en faible concentration. Ainsi, la 2,3,7,8-TCDD ne serait pas
représentative des 16 autres congéneres. Un effet dose sur la rétention hépatique a été suggéré
(accumulation prépondérante et faible dans ce tissu lors d’'une administration élevée et faible
de cette molécule respectivement), effet qui pourrait étre dii a la présence de protéines de

liaison hépatique inductibles. En effet, lors de I’ingestion chronique des 17 dioxines, nous
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avons démontré que I’évolution des quantités de dioxines était indépendante de celle de la
matiere grasse tissulaire. De plus, les facteurs de bioconcentration des PCDF sont supérieurs a
ceux des PCDD (pour des congénéres comportant le méme nombre d’atomes de chlore),
laissant supposé une affinité de ces protéines plus importante pour les furanes. Nous avons
également observé que, contrairement aux PCDF, la distribution hépatique des PCDD
dépendait des propriétés physico-chimiques de ces molécules (augmentation de la rétention
lors d’'une augmentation de la lipophilicité et/ou du poids moléculaire). Cette observation
permet de comprendre qu’en dépit d’un taux d’absorption faible pour les molécules fortement
chlorées, les facteurs de bioconcentration hépatique des PCDD augmentent en fonction du
nombre d’atomes de chlore porté par les congénéres. Au niveau du tissu adipeux, nous avons
démontré que les FBC étaient identiques entre congénéres de méme degré de chloration et
diminuaient lors d’une augmentation du nombre d’atomes de chlore. Ceci est la résultante de
’absorption mais également de la limitation de I’accumulation des dioxines de fort poids
moléculaire et de lipophilicité élevée. La prépondérance de ce tissu en tant que tissu cible
dépendrait de la capacité de rétention hépatique (faible contamination en 2,3,7,8-TCDD lors
d’une forte séquestration au niveau des cellules du foie, forte présence des PCDD faiblement
chlorés). Nous avons également remarqué que la distribution cutanée des dioxines est régie
par la teneur en matiére grasse tissulaire et vraisemblablement par les concentrations en
protéines de liaison mais probablement pas par les propriétés physico-chimiques des dioxines.
Ainsi les FBC obtenues sont relativement faibles et tendent a diminuer en fonction du nombre
d’atomes de chlore porté par les congénéres. Aux vues de I'ensemble de ces résultats portant
sur la distribution tissulaire, il serait nécessaire d’approfondir la question des protéines de
liaison en terme d’affinité, de teneur tissulaire et de localisation ainsi que celle de la captation
tissulaire (Comment expliquer que les propriétés physico-chimiques des dioxines peuvent
dans un cas étre des facteurs limitants et pas dans un autre ?). Une hypothése serait la
présence de protéines de liaison au niveau membranaire et non uniquement au niveau
cytoplasmique. De méme, il serait opportun d’approfondir le devenir tissulaire de la 2,3,7,8-
TCDD lors de I'ingestion d’aliment faiblement contaminé par les 17 dioxines, les questions
étant : quelles sont les PCDD déchlorées ? Dans quel tissu la déchloration a t-elle lieu ?

Les études de transfert “Lait-Tissus cibles” devront étre réalisées pour les HAP, dans la
mesure ou les connaissances sur la distribution tissulaire sont tres restreintes. Cependant, il
serait opportun dans un premier temps d’identifier les molécules présentes dans la veine porte
(composés parents ou métabolites ?). En effet, en fonction de I'intensité du métabolisme

intestinal, la répartition tissulaire des HAP ne sera probablement pas la méme : nous pouvons
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supposer que les molécules meres seront localisées comme les dioxines (foie, tissu adipeux,
peau), tandis que les métabolites seront soit éliminés de 1’organisme (urine ?) soit stockés

dans des tissus qu’il faudra alors définir.
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Annexes



Annexe 1 : Tableau récapitulatif des propriétés physico-chimiques des HAP (IPCS, 1998)

H

Composés N Cycle PM TEF Solubilité aqueuse Log Kow Tm Pv
(g/mol) (mg/l 2 25°C) (kPa 4 25°C) (°C) (Pa a25°C)
Naphtaléne 2 128,18 | 0,001 31,7 3.4 4,89.107 81 10,4
Acénaphtyléne 3 152,20 | 0,001 4,07 1,14.107 92 -93 8.9.10"
Acénaphténe 3 154,21 | 0,001 3,93 3,92 1,48.107 95 2,9.10"
Fluoréne 3 166,20 | 0,001 1,98 4,18 1,01.107 114- 115 8.107
Phénanthréne 3 178,21 | 0,001 1,29 4,6 3,98.10° 100,5 1,6.107
Anthracéne 3 178,21 0,01 0,07 4.5 7,3.107 216,4 8.10"
Fluoranténe 4 202,24 0,001 0,26 5,22 6,5.10" (20°C) 108.8 1,2.10°
Pyréne 4 202,24 | 0,001 0,135 5,18 1,1.107 150,4 6.10"
Benzo(a)Anthracéne 4 228,27 0,1 0,014 5,61 160,7 2,8.10°
Chryséne 4 228,27 0,01 0,002 591 253.8 8,4.107 (20°C)
Benzo(b)Fluoranténe 5 252,29 0,1 0,0012 6,12 5,1.10° 168.,3 6,7.107 (20°C)
Benzo(k)Fluoranténe 5 252,29 0,1 0,00076 6,84 4,4.10° (20°C) 2157 1,3.10% (20°C)
Benzo(a)pyréne 5 252,29 ] 0,0038 6,50 3,4.10° (20°C) 178,1 7,3.107
Indeno(123-cd)Pyréne 6 276,31 0,1 0,062 6,58 2,9.107 (20°C) 163.,6 1,3.10"(20°C)
Dibenzo(ah)Anthracéne 5 278,32 5 0,0005 6,50 7.10° 266,6 1,3.10%(20°C)
Benzo(ghi)Peryléne 6 268,33 0,01 0,00026 7,10 2,7.107 (20°C) 278,3 1,4.10”

PM : Poids Moléculaire

TEF : Facteur d’équivalent toxique

H : Constante d’Henry

Log Kow :

Tm : Point de fusion

Pv : Pression de vapeur

logarithme décimal du coefficient de partage octanol/eau

N cycle : nombre de cycle




Annexe 2 : Tableau récapitulatif des propriétés physico-chimiques des dioxines (IARC, 1997 ; Govers et Krop, 1998)

Congéneres PM TEF Solubilité Log Kow H Tm Tv
g/mol (mg/L a 25°C) (Pa m*/mol) (°C) (Pa a 25°C)

2,3,7.8-TCDD 321,98 1 1,93.10° 6,96 3,34 305 - 306 2.10”
1,2,3,7,8-PeCDD 356,42 0,5 7,50 240 - 241 5,8.10°
1,2,3,4,7,8-HxCDD 390,87 0.1 4,42.10° 7,94 1,8 273-275 5,1.10°
1,2,3,7,8,9-HxCDD 390,87 0,1 7,98 243 - 244 6,5.10”
1,2,3,6,7,8-HxCDD 390,87 0,1 8,02 : 285 - 286 4,8.10”
12,34.6,7,8-HpCDD | 425 3] 0,01 2,40.10° 8,40 1,27 264 - 265 7,510
OCDD 460,76 | 0,001 0,74.107 8,75 0,68 325-326 1,1.10™"

2,3,7,8-TCDF 305,98 0,1 4,19.10*(22,7°C) 7,70 1,5 227 - 228 2.10°
1,2,3,7,8-PeCDF 340,42 0,05 6,99 95997 2,3.107
2,3.4,7,8-PeCDF 340,42 0,5 2,36.10%(22,7°C) 7,11 0,5 196 - 196,5 3,5.107
1,2,3.4,7,8-HxCDF 374,87 0,1 8.25.10°(22,7°C) 753 1,43 225,5 - 226.,5 3,2.10%*
1,2,3,6.7,8-HxCDF 374,87 0,1 1,77:10°(22,7°C) 7,57 0,6 232 -234 2,9.10°
1.2,3.7.8.9-HxCDF 374,87 0,1 7,76 246 - 249 2,4.10"
2,3,4,6,7,8-HXCDF 374,87 0,1 7.65 239 - 240 2,6.10°
1,2,3.4,6,7.8-HpCDF | 409,31 0,01 1,35.10°(22,7°C) 8,01 1.4 236:- 237 4,7.10”
1234,7.89-HpCDF | 409,31 0,01 8,23 221 - 223 6,2.10”°
OCDF 444,76 | 0,001 1,16.10° 8.60 0,2 258 - 260 5.10"

PM : Poids Moléculaire H : Constante d’Henry  Tm : Point de fusion Tv : Pression de vapeur N cycle : nombre de cycle

- TEF : Facteur d’équivalent toxique ~ Log Kow : logarithme décimal du coefficient de partage octanol/eau



Annexe 3 : Contamination en dioxines des produits alimentaires

Aliment Origine Année pg I-TEQ/g MG Référence
Bacon (cru) New York (USA) 1996 0,13 Schecter er al. (1998)
Bacon (cuit) New York (USA) 1996 2,38 Schecter er al. (1998)
Beurre Espagne (catalognia) 1999-2000 0,47 Abad et al. (2002)
Beurre Sud du Mississippi 1994 0,87 Fielder et al. (1997)
Beurre Sud du Mississippi 1994 0,97 Fielder er al. (1997)
Beurre Sud du Mississippi 1994 0,70 Fielder er al. (1997)
Beurre Russie (industrie) 1990-1996 043 Maystrenko et al. (1998)
Beurre Danemark - 0,50 Union européenne (1999)
Beeuf (viande) Danemark - 2,60 Union européenne (1999)
Beeuf (viande) Russie (industrie) 1990-1996 0,90 Maystrenko et al. (1998)
Cheddar Sud du Mississippi 1994 0.86 Fielder er al. (1997)
Cheddar Sud du Mississippi 1994 0,76 Fielder et al. (1997)
Cheddar Sud du Mississippi 1994 0,74 Fielder et al. (1997)
Crabe (corps) Sud du Mississippi 1994 31.40 Fielder er al. (1997)
Crabe (corps) Sud du Mississippi 1994 35,90 Fielder et al. (1997)
Crabe (corps) Sud du Mississippi 1994 40,10 Fielder et al. (1997)
Crabe (pince) Sud du Mississippi 1994 19,70 Fielder et al. (1997)
Crabe (pince) Sud du Mississippi 1994 17.00 Fielder et al. (1997)
Crabe (pince) Sud du Mississippi 1994 18.40 Fielder et al. (1997)
Créme Russie (industrie) 1990-1996 1,14 Maystrenko et al. (1998)
Créme aigre Russie (industrie) 1990-1996 1,33 Maystrenko et al. (1998)
Fromage affiné Russie (industrie) 1990-1996 1,13 Maystrenko et al. (1998)
Fromage Danemark - 2,10 Union européenne (1999)
Graisse de canard Russie (industrie) 1990-1996 0,80 Maystrenko et al. (1998)
Graisse de poulet Russie (industrie) 1990-1996 1,46 Maystrenko et al. (1998)
Graisse d'oie Russie (industrie) 1990-1996 1,10 Maystrenko et al. (1998)
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Annexe 3 (bis)

: Contamination en dioxines des produits alimentaires

Aliment Origine Année pg I-TEQ/g MG Références
Hamburger USA 2000 0,01 Kim ez al. (2001)
Hamburger (cru) New York (USA) 1996 0.95 Schecter er al. (1998)
Hamburger (cuit) New York (USA) 1996 0,87 Schecter er al, (1998)
Huile d'olive Espagne (catalognia) 1999-2000 0.19 Abad et al. (2002)

Huile végétale Russie (industrie) 1990-1996 0,18 Maystrenko er al. (1998)
Huitre Sud du Mississippi 1994 31,50 Fielder et al. (1997)
Huitre Sud du Mississippi 1994 20,60 Fielder er al. (1997)
Huitre Sud du Mississippi 1994 21,00 Fielder et al. (1997)
Lait empaqueté Russie (industrie) 1990-1996 3,32 Maystrenko et al. (1998)
Lait entier Espagne (catalognia) 1999-2000 0,36 Abad et al. (2002)
Lait entier Sud du Mississippi 1994 0,81 Fielder et al. (1997)
Lait entier Sud du Mississippi 1994 0,42 Fielder et al. (1997)
Lait entier Russie (industrie) 1990-1996 0,28 Maystrenko et al. (1998)
Lait entier Danemark - 2,60 Union européenne (1999)
Légumes et dérivés Danemark - 0,02 Union européenne (1999)
Magquereau d'Espagne Sud du Mississippi 1994 27,80 Fielder et al. (1997)
Moule Espagne (catalognia) 1999-2000 3,58 Abad er al. (2002)
(Euf Sud du Mississippi 1994 0,20 Fielder et al. (1997)
Euf Sud du Mississippi 1994 0,18 Fielder et al. (1997)
(Euf Danemark - 1,50 Union européenne (1999)
Pain Danemark - 0,10 Union européenne (1999)
Poisson Russie (industrie) 1990-1996 9,20 Maystrenko et al. (1998)
Poisson et dérivés Danemark - 50,00 Union européenne (1999)
Poisson chat d'élevage Sud du Mississippi 1994 10,20 Fielder et al. (1997)
Poisson chat d'élevage Sud du Mississippi 1994 27,80 Fielder ef al. (1997)
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Annexe 3 (tris) : Contamination en dioxines des produits alimentaires

Aliment Origine Année pg I-TEQ/g MG Références
Poisson chat d'élevage Sud du Mississippi 1994 23,50 Fielder er al. (1997)
Porc Espagne (catalognia) 1999-2000 0,77 Abad er al. (2002)
Porc (viande) Russie (industrie) 1990-1996 0,98 Maystrenko er al. (1998)
Poulet Espagne (catalognia) 1999-2000 3,53 Abad et al. (2002)
Poulet Russie (industrie) 1990-1996 1,54 Maystrenko et al. (1998)
Poulet (foie) Sud du Mississippi 1994 0,75 Fielder er al. (1997)
Poulet (foie) Sud du Mississippi 1994 0,88 Fielder et al. (1997)
Poulet (foie) Sud du Mississippi 1994 1,31 Fielder et al. (1997)
Poulet (viande) Sud du Mississippi 1994 0,78 Fielder et al. (1997)
Poulet (viande) Sud du Mississippi 1994 0,71 Fielder et al. (1997)
Poulet (viande) Sud du Mississippi 1994 0,61 Fielder er al. (1997)
Poulet frit Corée 2000 0,34 Kim er al. (2001)
Saucisse Sud du Mississippi 1994 0,56 Fielder et al. (1997)
Saucisse Sud du Mississippi 1994 0.80 Fielder et al. (1997)
Saucisse Sud du Mississippi 1994 0,87 Fielder et al. (1997)
Saucisse Russie (industrie) 1990-1996 1,21 Maystrenko et al. (1998)
Steak haché Sud du Mississippi 1994 0,63 Fielder er al. (1997)
Steak haché Sud du Mississippi 1994 1,10 Fielder et al. (1997)
Steak haché Sud du Mississippi 1994 0,53 Fielder et al. (1997)
Sucre et sucreries Danemark - 0,02 Union européenne (1999)
Viandes et dérivés Danemark 1,08 Union européenne (1999)
Volailles et dérivés Danemark - 2,20 Union européenne (1999)
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Annexe 4 : Contamination des laits et des produits laitiers en dioxines de différents pays

Concentration dans le lait
Pays Matrice Référence
(pg I-TEQ/g MG)
USA 0,68+0,23 Lait entier contenu dans des bouteilles en plastique | Ramos et al. (1997)
Allemagne 1,38 Lait entier Fiirst er al. (1992)
France 1,77 Lait entier de Seine Maritime DGAL (1997)
France 2,13 Lait entier du Pas de Calais DGAL (1997)
France 1.99 Lait entier cru DGAL (1997)
Espagne 3.55 Lait en poudre Ramos ¢t al. (1999b)
Espagne 0,86 Lait pasteurisé Ramos er al. (1997)
Espagne 117 Yaourt Ramos er al. (1999¢)
Espagne 8,12 Yaourt allégé Ramos er al. (1999¢)
Espagne 1,09 Beurre Ramos et al. (1999a)
Allemagne 1,38 Beurre Malisch et al. (2000)
France 0,51 Beurre DGAL (1996)
France 0.62 Beurre de Charente DGAL (1997)
France 0,51 Beurre du Finistére DGAL (1997)
France 0.69 Beurre d'llle et Vilaine DGAL (1997)
France 0,91 Beurre de Manche DGAL (1997)
France 0,87 Beurre de Moselle DGAL (1997)
Allemagne 1,11 Beurre Fiirst er al. (1992)
Espagne 1,09 Beurre Ramos er al. (1999a)
France 1,51 Crémes, produits frais et desserts lactés de I'Aisne DGAL (1997)
France 1,94 Cremes, produits frais et desserts lactés du Calvados DGAL (1997)
France 1,17 Cremes, produits frais et desserts lactés de Gironde DGAL (1997)
France 0,78 Crémes, produits frais et desserts lactés de I'lsere DGAL (1997)
France ] Crémes, produits frais et desserts lactés de Moselle DGAL (1997)
France 1 Dessert lacté DGAL (1997)
Allemagne 1,37 Créme Fiirst er al. (1992)
France 0,99 Fromages de I'Ain DGAL (1997)
France 1,21 Fromages du Calvados DGAL (1997)
France 1,01 Fromages de la Manche DGAL (1997)
France 1,16 Fromages de la Meuse DGAL (1997)
France 1,44 Fromages de Haute Savoie DGAL (1997)
Allemagne 1,83 Fromages Fiirst er al. (1992)
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Résumé -

Les micropolluants organiques sont des molécules trés lipophiles, persistantes, qui peuvent
s’accumuler dans les produits d’erigine animale. L’alimentation devient ainsi une voie d’exposition
potentielle aux dioxines et aux HAP pour une population. Ces travaux de recherche ont porté sur les
transferts des micropolluants organiques du lait vers le sang puis vers les tissus cibles (foie, peau, tissu
adipeux). Nos résultats démontrent que, suite a I'ingestion de lait contaminé, les micropolluants
organiques apparaissent dans le sang. Leur taux d’absorption apparent est dépendant des propriétés
physico-chimiques des congéneres et des doses ingérées: 1’absorption diminue lors d’une
augmentation de la lipophilicité et des poids moléculaires des molécules et lors d’une élévation de la
dose administrée en 2,3,7,8-TCDD (de 1 2 5000 ng/kg de poids vif). Nos travaux ont également mis en
évidence que les HAP seraient majoritairement excrétés des entérocytes dans la veine porte,
contrairement aux dioxines. Suite & une ingestion chronique de lait contaminé, les PCDD/F se
répartissent principalement dans le foie et le tissu adipeux et, secondairement,:dans la peau (a
I’exception de la 2,3,7,8-TCDD dont le taux de recouvrement dans ces trois tissus n’cxcéde pas les
50%). La distribution tissulaire dépend des caractéristiques des molécules (lipophilicité et poids
moléculaire) mais également de celles des tissus dont la teneur en matig¢re grasse. L.’ augmentation du
poids moléculaire et/ou de la lipophilicité des dioxines limite leur incorporation dans le tissu adipeux.
De plus, dans ce tissu, les quantités des dioxines détectées sont corrélées a celles de la matiére grasse.
Ceci se traduit par une diminution des facteurs de bioconcentration (FBC) dans le tissu adipeux lors
d’une augmentation du degré de chloration des congénéres. Au niveau du foie, la fixation des dioxines
apparait indépendante des quantités de matiére grasse tissulaire. Une distinction peut étre faite entre
les deux sous-familles : 1’incorporation hépatique des PCDD semble facilitée pour les molécules
fortement chlorées. Ainsi, les FBC des PCDD augmentent en fonction du nombre d’atomes de chlore.
La relation inverse est observée pour les PCDF. Toutefois, pour un méme niveau de chloration, les
FBC des PCDF sont supérieurs a ccux des PCDD., Ce résultat suggere la présence d’un mécanisme de
fixation sélectif au niveau du foie. Ce processus serait également présent au niveau de la peau.

Summary

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) and dioxins are lipophilic organic pollutants, occutring
widely in the terrestrial environment. Due to their physical and chemical properties, they migrate
through the food chain into hydrophobic compartments. The purposes of this study were to evaluate
the transfer of organic micropollutants from milk to blood and then to tissue (liver, skin, adipose
tissue). Qurs results demonstrate that, after ingestion of contaminated milk, PAH and dioxins are
detected in the blood. The rate of apparent absorption dependents,on chemical and physical properties
of congeners and ingested quantities: absorption decreases when lipophilicity or molecular weight
increase and with increasing of administrated doseg of 2,3,7,8-TCDD (from 1 to 5000 ng/kg). Our
work shows also that PAH would principally be cxcreted of the intestinal cell by the portal venous. It
is not the same case with dioxins. After chronic ingestion of polluted milk, PCDD/Fs are mainly
divided up in liver and adipose tissue and secondarily in skin (excepted for 2,3,7,8-TCDD which
recovery rate in theses tissues is below to 50%). The tissue distribution depends on the lipophilicity or
molecular weight of congeners and on the tissues characteristic likc the fat level. Increasing of
chemical and physical properties limits the incorporation of dioxin in the adipose tissue. Moreover, the
quantities of detected PCDD/Fs are bind with fat quantities. This, shows a decrease of. the
bioconcentration factor (BCF), in the adipose tissue, correlated to the chlorination degree. In the liver,|
dioxins fixation seems to be independent on the quantities of dioxins. A difference should be noticed
between PCDDs and PCDFs: the incorporation of PCDDs appears easier for HpCDD or OCDD. The
BCF of PCDDs increasc with the increasing ofychldrination degree. The opposite relation was

observed for PCDFs. Nevertheless, for a same level of chlorination, the BCF of PCDFs are Higher than
those of PCDDs. This result suggests a mechanism of selective linking in the liver. This prooess would
also be present in the skin. .





