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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire
de I’alimentation, de I’environnement et du travail

relatif a « Actualisation des données relatives aux substances
phytopharmaceutiques de la famille des inhibiteurs de la succinate
déshydrogénase (SDHI) »

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses s’est autosaisie le 06 décembre 2019 pour actualiser les données de la littérature
scientifique publiées depuis I'approbation des substances fongicides de la famille des SDHI
afin d’identifier si des éléments nouveaux pouvaient, d’'une part, nécessiter une mise a jour de
son avis de janvier 2019 et du rapport du groupe d’expertise collective associé et, d’autre part,
justifier une modification des évaluations réglementaires menées au niveau européen sur les
substances de la famille des SDHI (Annexe 2).
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1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

A la suite d’une alerte d’un collectif de scientifiques concernant les risques pour la santé
humaine que pourrait présenter I'utilisation de fongicides de la famille des inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHI), 'Anses s’est autosaisie le 24 mai 2018 afin de déterminer
si les informations et hypothéses scientifiques mentionnées par ces scientifiques apportaient,
au regard des données de la littérature, des évaluations européennes des substances et des
données issues de la phytopharmacovigilance, des éléments en faveur d'une exposition et de
risques qui n'auraient pas été pris en compte dans I'évaluation des substances actives
fongicides concernées. Le 14 janvier 2019, I'Anses publiait un avis qui concluait que les
informations et hypothéses scientifiques apportées par les lanceurs de l'alerte n’apportaient
pas d’élément en faveur de I'existence d’'une alerte sanitaire pouvant conduire au retrait des
autorisations de mise sur le marché de ces fongicides (Anses 2019). L’Anses lancait
cependant un appel a la vigilance aux niveaux européen et international, et soulignait la
nécessité de renforcer la recherche sur de potentiels effets toxiques liés a I'inhibition de la
succinate déshydrogénase chez ’humain.

Le 6 décembre 2019, I'Anses s’est autosaisie pour actualiser les données de la littérature
scientifique sur les substances de la famille des SDHI.

Cette expertise se focalise sur l'identification et la caractérisation des dangers, via 'analyse
des données de la littérature et des valeurs toxicologiques de référence (VTR) existantes pour
ces substances. Cette expertise ne comprend pas d’estimation des expositions et risques
associées a celles-ci.

Une valeur toxicologique de référence, ou VTR, est un indice toxicologique qui permet de
qualifier ou de quantifier, a la lumiére des connaissances disponibles, un risque pour la santé
humaine. Elle documente le lien entre une exposition a une substance toxique et I'occurrence
d’'un effet sanitaire néfaste. En pratique, la construction de la VTR comprend notamment les
étapes suivantes, pour une voie (ingestion, inhalation, ...) et un type d’exposition (court, moyen
ou long terme) donnés :

- identifier le ou les organes cibles et I'effet critique sur la base d’un profil toxicologique,
I'effet critique correspondant a un effet néfaste diment caractérisé apparaissant a la
dose la plus faible ;

- choisir une étude permettant généralement d’établir une relation dose — réponse,
appelée étude clé ;

- dans cette étude, identifier la dose la plus élevée sans effet toxique appelée dose
critique;

- appliquer des facteurs d’incertitude a cette dose critique (par exemple pour prendre en
compte la variabilité interespéce ou interindividuelle).

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise reléve du domaine de compétences de deux comités d’experts spécialisés (CES) :
« Substances et produits phytopharmaceutiques, biocontrole » (CES phyto BC) et « Valeurs
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sanitaires de référence » (CES VSR). L’Anses a confié I'expertise au groupe de travail SDHI
(GT SDHI) mis en place en octobre 2020, aprés un appel a candidatures ouvert'. Les travaux
ont été présentés aux CES tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques entre
décembre 2020 et juillet 2023.

Ces travaux sont ainsi issus de collectifs d’experts aux compétences complémentaires.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans
le cadre de I'expertise.

Les déclarations dintéréts des experts sont publiees sur le site internet:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

S’agissant des travaux du GT, celui-ci a procédé a I'analyse des données et études prises en
compte dans les dossiers réglementaires, a une revue systématique de la littérature et, en tant
que de besoin, a des auditions.

Le rapport a été validé par le GT SDHI lors des séances des 14, 17 et 18 avril 2023. Des
experts ont quitté le groupe avant la fin des travaux et sont mentionnés comme contributeurs
jusqu’a la date de leur démission, celle-ci précédant la validation finale. Dans cette période de
validation, des positions divergentes ont été formulées par des membres du GT SDHI sans
gu’il ne soit possible d’arriver a un consensus au sein du GT pour les résoudre, mais sans
faire obstacle a sa conclusion. Ces positions divergentes figurent dans le rapport du GT. Elles
ont été portées a connaissance des CES en amont de leurs propres conclusions.

Au cours des travaux du GT SDHI, un ensemble de contributions a été proposé par certains
experts. Dans la mesure ou elles contiennent des informations additionnelles en lien avec les
questions de la saisine, elles figurent pour des raisons de transparence a la suite des annexes
du rapport. Elles ont été mises a disposition des CES pour information, bien qu’elles n’aient
pas fait I'objet, pour des raisons calendaires, d’'une validation par 'ensemble du GT. De méme,
elles n'ont pas fait I'objet d’'une validation par les CES.

Le rapport du GT SDHI, ses conclusions et recommandations ont été proposés dans une
version finalisée, pour validation aupres des CES de rattachement : le 11 mai au CES VSR et
le 6 juin au CES phyto BC. Les conclusions des CES figurent dans la partie 3 du présent avis.

De plus, 'Agence a considéré que I'une des positions divergentes émises par deux experts du
GT ne portait pas sur une divergence scientifique, mais interrogeait le processus d’expertise
lui-méme (Annexe 5). Aussi, aprés en avoir pris connaissance, elle I'a examinée a I'aune des
principes fondamentaux de I'expertise a I'Anses?, et rend compte de son analyse dans
'annexe 6 au présent avis.

1 https://www.anses.fr/fr/content/appel-%C3%A0-candidatures-d%E2%80%99experts-scientifiques-
afin-de-proc%C3%A9der-%C3%A0-la-constitution-d % E2%80%99un-group-1

2 Principes fondamentaux et points clés de I'expertise collective a 'Anses (Novembre 2012)
https://lwww.anses.fr/fr/system/files/ANSES-Ft-PrincipesExpertise.pdf
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Au vu du rapport et des conclusions du GT SDHI, des conclusions du CES phyto BC et du
CES VSR, I'Agence a formulé ses conclusions et recommandations, qui figurent au
paragraphe 4 du présent avis.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU GT ET DES CES

3.1.

Analyse et conclusions du GT

3.1.1.Méthodologie

Les questions posées au GT SDHI sont les suivantes :

I'analyse des éléments disponibles ou a venir,, notamment les effets critiques, la
pharmacocinétique doivent-ils conduire a faire évoluer les valeurs de référence
toxicologiques des substances ? A cet égard, une attention spécifique sera portée a la
toxicité mitochondriale des substances actives de la famille des SDHI ;

l'analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques
apportent-ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en
compte dans I'évaluation des risques relative a ces substances ?

au regard de ces éléments, si des modifications des valeurs toxicologiques de
référence (VTR) des substances SDHI sont considérées nécessaires, des propositions
sont attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen.

Pour les substances phytopharmaceutiques, trois types de VTR sont principalement définies
dans les dossiers réglementaires :

'AOEL (Acceptable Operator Exposure Level, ou niveau acceptable d’exposition de
'opérateur), qui fixe le niveau acceptable d’exposition pour les opérateurs, les
travailleurs, les résidents et les personnes présentes. Il s’agit de la quantité maximale
de substance active (SA) a laquelle ces populations peuvent étre exposées
quotidiennement, sans effet dangereux pour leur santé ;

la dose journaliere admissible (DJA) (ou Acceptable Daily Intake, ADI) est une
estimation de la quantité de SA présente dans les aliments ou I'eau de boisson qui
peut étre ingérée tous les jours pendant la vie entiére, sans risque appréciable pour la
santé du consommateur, compte tenu de tous les facteurs connus au moment de
I’évaluation ;

'ARfD (Acute Reference Dose) ou dose de référence aigué est la quantité estimée
d'une substance présente dans les aliments ou I'eau de boisson, exprimée en fonction
du poids corporel, qui peut étre ingérée sur une bréve période, en général au cours
d'un repas ou d'une journée, sans risque appréciable pour la santé du consommateur,
compte tenu de tous les facteurs connus au moment de I'évaluation.

Pour répondre a la saisine, le GT SDHI a suivi la méthodologie décrite dans la figure ci-
dessous.
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Selection des SDHIa inclure dans l'expertise

Pour chague substance phytopharmaceutique SDHI

Dosslers Données
réglementaires bibliographigues

Recensement et description
des VTR (ADEL, DJA, ARTD)

Analyse critique des VTR au regard des données disponibles + attribution de niveau de confiance

VTR pas remise en cause Proposition d'une nouvelle VTR

Pour I'ensemble des substances phytopharmaceutiques SDHI

Figure 1 : Méthode de travail suivie par le GT SDHI

La description et l'analyse critique des VTR ont été réalisées, a partir des dossiers
réglementaires et d’'une revue systématique de la littérature afin d’identifier si des données
pertinentes pour I'élaboration des VTR étaient disponibles. Ainsi, I'objectif de cette expertise
n’était pas de réaliser un profil toxicologique complet de chacune des substances.

Le GT a analysé les choix réalisés pour élaborer ces VTR en se focalisant sur :
- la qualité des études clés,
- une analyse de la pertinence des effets critiques retenus,
- le choix de la dose critique.

Le GT s’est en particulier assuré que les doses critiques utilisées comme points de départ des
VTR étaient les plus conservatrices au regard de I'ensemble des études pertinentes pour leur
dérivation.

De plus, il a qualifié les VTR confirmées ou faisant I'objet de propositions alternatives a I'aide
d’un niveau de confiance, en appliquant le guide méthodologique de I'’Anses (Anses, 2017).

3.1.2.Sélection des substances actives phytopharmaceutiques SDHI, des usages
autorisés et données de vente

Le GT s’est intéressé a 14 substances actives (SA) de la famille des SDHI (13 fongicides et 1
acaricide).

Il s’agit des substances ayant fait I'objet d’'une évaluation européenne disponible au moment
des travaux. Pour ces SDHI, les statuts réglementaires et les principaux usages ont été
recensés (Annexe 3).

La figure ci-dessous présente les chiffres de vente déclarés de produits phytopharmaceutiques
contenant des SA SDHI sur la période 2008-2020 en France (extraction des données a partir
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de la banque nationale des ventes de produits phytosanitaires, BNV-D, réalisée le 24/06/22).
Il n’est pas enregistré de données de vente dans la BNV-D pour le cyflumetofen, I'isopyrazam,
le penflufen et le pydiflumetofen.

800-

T substance
. benzovindiflupyr
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. carboxine

| fluopyram
. flutolanil
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. isofetamide
. penthiopyrad
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Figure 2 : Ventes de produits a base d’une SA de la famille des SDHI entre 2008 et 2020 en France (en
tonnage de SA et par année de vente)

3.1.3.Biochimie de la succinate déshydrogénase (SDH)

Les mitochondries sont des organites présents dans toutes les cellules eucaryotes a
I'exception des hématies. Elles assurent la production d’énergie sous la forme d'ATP par le
processus de phosphorylation oxydative. Elles jouent ainsi un réle prépondérant dans le
fonctionnement des organes a forte demande énergétique, tels que le cerveau, le cceur, les
muscles squelettiques, les reins, le foie, etc. La chaine respiratoire, localisée dans la
membrane interne, est le siege de la phosphorylation oxydative. Cette voie métabolique met
en jeu cing complexes enzymatiques (Complexes | a V) (Figure 3).

Cette expertise se focalise sur le complexe Il et sur les fonctions de la SDH. La SDH ou
complexe Il mitochondrial catalyse I'oxydation du succinate en fumarate. Cette réaction fait
partie du métabolisme oxydatif des substrats carbonés.
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4H*M1ATP

_—— MATRICE
Fumarate Succinate
MEMBRANE
/ INTERNE
2 ESPACE INTER-
MEMBRANAIRE
( ]. MEMBRANE
b / EXTERNE
— — \—— cyTosoL
45 sous-unités 4 sous-unités || 11 sous-unités 13 sous-unités 16 sous-unités
mtDNA: 7 su mtDNA: 0suj F mtDNA: 1su mMtDNA: 3su miDNA: 2su
nNDNA: 38su nRDNA: 4su nDNA: 10 su nDNA: 10 su nDNA: 14 su
COMPLEXE | COMPLEXE Il COMPLEXE IV ATP SYNTHASE
CHAINE RESPIRATOIRE MITOCHONDRIALE (COMPLEXE V)

PHOSPHORYLATION OXYDATIVE

Figure 3 : Schéma de la chaine respiratoire et de la phosphorylation oxydative au sein de la mitochondrie,
adapté de (Lemarie et Grimm 2011)

Il existe deux mécanismes a l'origine d’'un dysfonctionnement de la SDH : d’'une part des
mutations dans l'un des génes SDHx et d’autre part, linhibition de I'enzyme par des
xénobiotiques.

Concernant linhibition par des xénobiotiques, la bibliographie a mis en évidence deux
inhibiteurs non pesticides, le malonate, inhibiteur compétitif du succinate, et l'acide
3-nitropropionique (3-NP) dont l'inhibition est irréversible. Ces substances hydrophiles se lient
a la sous-unité SDHA. Les autres inhibiteurs sont des molécules de plus grande taille, plutét
hydrophobes, qui se lient a la poche de [I'ubiquinone tels que le TTFA
(2-thénoyltrifluoroacétone) et les pesticides SDHI.

3.1.4.Analyse des VTR issues de I’évaluation européenne des substances actives
3.1.4.1. Données de toxicocinétique

Les SA SDHI sont absorbées, aprés exposition par voie orale, dans une proportion variant de
50 a 95%.

Elles sont rapidement distribuées dans tous les tissus de 'organisme. La distribution comprend
a la fois les substances parentes et leurs métabolites, car ces derniers n’ont pas été distingués
et quantifiés dans ces études. Les organes dans lesquels on retrouve les concentrations les
plus élevées de SA et/ou de métabolites sont en général le foie et les reins, suivis du tractus
gastro-intestinal.
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La quantité métabolisée peut varier suivant les composés SDHI. De maniére générale, ils sont
trés métabolisés comme en témoigne la présence de nombreux métabolites dans les urines
et les féces. Des pourcentages plus importants de SDHI dans les féces peuvent s’expliquer
par la fraction non absorbée du composé parent a de fortes concentrations.

Plus de 80% de la quantité administrée, suivie par radiomarquage, est éliminé dans les 48 a
72 heures suivant I'exposition, ce qui suggére une élimination importante et rapide de
I'organisme. La substance active et/ou ses métabolites sont préférentiellement éliminés dans
les féces entre 80 et 90% et entre 10 et 15% dans les urines. L’élimination pour certaines
substances SDHI est dose-dépendante, mais il est impossible de distinguer si cela est di a
une saturation métabolique ou encore a une limitation dans I'élimination causée par une
rétention tissulaire.

3.1.4.2. Analyse des VIR

La revue de la littérature n’a pas permis d’identifier d’études, pouvant étre utilisées pour dériver
une VTR. Ces VTR se basent donc sur des données expérimentales présentées dans les
dossiers réglementaires.

Concernant les données épidémiologiques, I'expertise de I'lnserm (2021) a constaté qu'il
n’existait a ce jour pratiquement aucune donnée épidémiologique portant sur les effets des SA
SDHI sur la santé des agriculteurs ou de la population générale. La recherche bibliographique
réalisée par le GT n’a pas permis d’identifier de données supplémentaires, et en particulier
produites postérieurement aux travaux de I'lnserm.

Sur les 39 VTR disponibles pour les 14 substances analysées, le GT a proposé de modifier
11 VIR

- les AOEL pour le benzovindiflupyr, le cyflumetofen et I'isofetamid ;

- les DJA pour la carboxine, le cyflumetofen, le fluopyram, lisopyrazam et le
penthiopyrad ;

- les ARD pour le cyflumetofen, le penflufen et le pydiflumetofen.

Les raisons pour proposer des nouvelles valeurs portent principalement sur une remise en
question du choix de I'étude clé ou de la dose critique (par exemple, une NOAEL établie dans
le dossier est considérée comme une LOAEL par le GT) mais aussi sur le choix de I'effet
critique ou des incertitudes liées a la qualité de I'étude clé. Les VTR actuelles et proposées
par le GT sont décrites en annexe de cet avis (Annexe 4).

Parmi ces substances, le GT note que la carboxine et lisopyrazam ne sont plus des
substances actives approuvées au titre du reglement (CE) n°1107/2009. De plus, la demande
d’approbation du pydiflumetofen est toujours en cours d’évaluation au niveau européen.

Des positions divergentes ont été formulées concernant les VTR suivantes (Annexe 5 du
rapport) :

- DJA du bixafen ;

- ARfD du cyflumetofen ;

- DJA du fluopyram ;

- ARfD du penthiopyrad.
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3.1.5.Dysfonctionnement de la SDH, pathologies et organes cibles

Le GT s’est intéressé aux effets observés suite a une inactivation génétique de la SDH ou une
inhibition chimique par des inhibiteurs non phytopharmaceutiques.

Selon le GT, ces connaissances permettent de faire des analogies entre les effets d’'une
inactivation par mutation de la SDH et les effets d’une inhibition chimique de la SDH. Ce
raisonnement par analogie est schématisé dans la Figure 4 mais ne permet pas d’extrapoler
les effets et maladies associées a une inactivation de la SDH directement aux effets induits
par les SDHI, en raison de plusieurs limites : d’'une part, une inhibition transitoire de I'enzyme
lors des périodes d’exposition aux SDHI, d’autre part, le caractére pléiotropique® des atteintes
observées lors d’une inactivation génétique de la SDH.

Complexe SDH inactivé D'aprés Fatima Djouadi

Mutation des

5 Organes cible
génes SDHx chez . ———————>  Activité SDH \ — SERNES CINES
Phumain connus
Complexe SDH inhibé par des
inhibiteurs pharmacologiques
3-NP
: s
Animaux J
exposés au 3-NP, lonate >  Activité SDH \ 3 Organes cibles
au malonate ou d connus
alaTTFA St
Animaux exposés
oralement Complexe SDH inhibé
de maniére aigue, par les SDHi ? >
sub-chronique SDHi >  ActivitéSDH § y  Effets sur les organes
ou chronique cibles?

a des SDHi

Figure 4 : Identification des organes cibles des SDHI par analogie

Des mutations ou variants pathogénes, qui affectent les génes SDHx et provoquent une
inhibition du complexe Il, peuvent donner :

- soit un déficit primaire en complexe Il, c'est-a-dire un déficit héréditaire avec des
mutations germinales transmises a la descendance. |l s’agit de maladies rares
appartenant a la grande famille des maladies mitochondriales, touchant principalement
les muscles, dont le coeur et le systéme nerveux central ;

- soit une susceptibilité a certains cancers qui se développent lorsqu’'une mutation
héréditaire hétérozygote dans un des génes SDHx est associée a une mutation ou
delétion du second alléle somatique.

Sur cette base, le GT a émis I'hypotheése d’'une sensibilité particuliere aux SDHI des sujets
portant une mutation a I'état hétérozygote. Les mutations ont pour conséquence de
déstabiliser les protéines ce qui conduit, en général, a une diminution de I'activité enzymatique

de la SDH, variable d’'un individu a 'autre. La relation entre le degré d’inactivation de 'enzyme

3 Faculté pour un géne de déterminer plusieurs caractéres
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et le degré d’inhibition de la respiration mitochondriale n’est pas connue. Les individus
hétérozygotes possédent a la fois une forme mutée du complexe enzymatique SDH et une
forme normale, avec pour conséquence une activit¢ SDH diminuée. Chez ces sujets,
I'altération de l'activité SDH résiduelle pourrait étre accentuée par une inhibition par les SDHI,
et conduire, comme chez les individus porteurs d’'une mutation a I'état homozygote, a une
accumulation de succinate, événement majeur dans I'établissement du phénotype tumoral.

Par ailleurs, le GT a investigué les effets neurologiques liés a une exposition aux SDHI non
pesticides. L’ensemble des données expérimentales concernant le 3-NP et le malonate montre
globalement une vulnérabilité particuliére du striatum avec une symptomatologie motrice, qui
parait au moins partiellement liée a I'inhibition de I'activité SDH. La spécificité striatale de la
neurotoxicité n’est cependant pas absolue. Le TTFA, plus proche des pesticides SDHI que le
3-NP et le malonate en termes de cible moléculaire dans la chaine mitochondriale, induit des
atteintes du systéme nerveux dopaminergique chez des souris.

3.1.6.Toxicité par organes

L’autosaisine indiquait qu’« une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale
des substances actives de la famille des SDHI ». Le GT a ainsi réalisé une analyse
transversale des effets toxiques communs a plusieurs SDHI étudiés au regard de la toxicité
mitochondriale afin de permettre une comparaison de leur toxicité par organe ou par systéme.

Concernant le foie, les études expérimentales analysées dans les dossiers réglementaires
indiquent que I'exposition a la plupart des SDHI induit des effets hépatiques. Ces effets se
caractérisent principalement par une hypertrophie des hépatocytes avec une augmentation de
I'activité des enzymes hépatiques. Cette atteinte hépatique est souvent associée a une atteinte
thyroidienne. En particulier, pour 11 SDHI (benzovindiflupyr, bixafen, boscalid, fluopyram,
fluxapyroxad, isofetamid, isopyrazam, penflufen, penthiopyrad, pydiflumetofen, sedaxane),
I'atteinte hépatique est retenue comme effet critique dans I'élaboration d’'une VTR (AOEL ou
DJA). Plusieurs SDHI ont induit des tumeurs hépatiques a des doses supérieures a celles
retenues pour établir les VTR. D’aprés les dossiers réglementaires revus par le GT, I'induction
des enzymes du métabolisme hépatique suite a une exposition aux SDHI repose sur
I'activation de récepteurs, tout particulierement CAR (constitutive androstane receptor) / PXR
(pregnane X receptor).

Une position divergente a été formulée sur cette partie (voir annexe 5 du rapport).

Concernant la toxicité sur la thyroide, les études expérimentales analysées dans les
dossiers réglementaires indiquent que I'exposition a la plupart des SDHI induit des effets
thyroidiens. Diverses perturbations de la thyroide sont retrouvées de fagon isolée ou
associée : augmentation du poids relatif de la glande, hypertrophie et/ou hyperplasie,
altération du colloide... Pour 7 SDHI (benzovindiflupyr, bixafen, boscalid, fluopyram, flutolanil,
penflufen, sédaxane), Il'atteinte thyroidienne est retenue comme effet critique dans
I'élaboration d’'une VTR (AOEL ou DJA). Dans les dossiers réglementaires, il est généralement
mis en avant un mécanisme d’action passant par I'activation du récepteur nucléaire CAR pour
justifier de la non pertinence des effets thyroidiens pour 'humain. Cependant, le GT considére
que cette conclusion peut étre discutée en raison de lacunes expérimentales ou de résultats
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incohérents ainsi que de la présence d’effets sur la glande thyroide observés chez le chien,
dont la régulation de la fonction thyroidienne est proche de celle de I'humain. Cela constitue
donc des informations qui mériteraient des investigations complémentaires. Ainsi, chez
’humain, des incertitudes persistent sur une potentielle perturbation de la régulation
thyroidienne.

Une position divergente a été formulée sur cette partie (voir annexe 5 du rapport).

Concernant les surrénales, des effets (histologiques et/ou sur le poids) sont observés pour
la majorité des SDHI analysés par le GT. En particulier, des altérations statistiquement
significatives et/ou observées dans la majorité des animaux testés dans le cas ou le résultat
statistique n’est pas spécifié dans le dossier réglementaire (telles que des hypertrophies des
zones corticales et/ou glomérulaire, vacuolisation corticale) sont rapportées pour le
benzovindiflupyr, le cyflumetofen, le fluopyram, le fluxapyroxad, I'isofétamid, le penthiopyrad.
A part pour le cyflumetofen, ces effets apparaissent a des doses supérieures a celles utilisées
dans le cadre de I'élaboration des VTR. Néanmoins, le GT conclut que la toxicité surrénalienne
est a considérer avec attention a travers le prisme du mode d’action de ces molécules. Dans
ce sens, bien que cet effet apparaisse comme un événement non significatif, le développement
de phéochromocytomes observés en réponse a une exposition au bixafen et au flutolanil est
considéré par le GT comme un signal d’alerte, en raison du mécanisme d’action des SDHI et
de la susceptibilité que confére I'inactivation de la SDH a développer ce type de tumeurs
neuroendocrines chez 'humain.

Concernant le systéme visuel, les mutations de la SDH affectent le développement oculaire.
Des articles récents décrivent des effets délétéres sur I'ceil en lien avec I'exposition a certains
SDHI (bixafen, boscalid, fluxapyroxad, isopyrazam, sédaxane) dans des espéces non
mammiféres. Par conséquent, le GT s’est particulierement intéressé aux observations
oculaires rapportées dans les études réglementaires, y compris lorsque celles-ci n’étaient pas
statistiquement significatives. Ainsi, une atteinte, en particulier de la rétine, est observée pour
plusieurs SDHI. Cette atteinte est observée de fagon statistiquement significative pour
l'isopyrazam (a des doses d’exposition supérieures a celles ayant permis d’établir les VTR
actuelles) ou ponctuellement pour d’autres composés et sans significativité statistique
(bixafen, cyflumetofen, fluopyram, penthiopyrad). La majorité des atteintes est retrouvée dans
les études de toxicité développementale. |l s’agit principalement de microphtalmies et de replis
rétiniens. Des atteintes ponctuelles sont également mises en évidence a I'age adulte (paleur
du fond de I'ceil, atrophie rétinienne ou dégénérescence du cristallin), suggérant une sensibilité
du systéme visuel tout au long de la vie. Ceci constitue un signal qui nécessiterait des
investigations supplémentaires, notamment de la taille des globes oculaires, ainsi qu’'une
étude de neurotoxicité du développement, pour clarifier la pertinence de ces atteintes.

Concernant le systéme nerveux, les effets neurologiques des SDHI décrits dans les dossiers
réglementaires ont été examinés notamment a la lueur des connaissances sur les effets des
SDHI non pesticides (3-NP, malonate et TTFA). En effet, ces substances montrent un effet
néfaste sur le striatum ou/et la substance noire chez les rongeurs et les primates, associé a
leur mode d’action ciblant le complexe Il mitochondrial. Les dossiers réglementaires des SDHI
mettent en évidence des troubles neurologiques comportementaux ou moteurs, le plus
souvent transitoires et dans des protocoles d’exposition courts. En particulier, la détermination
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des ARfD repose sur des effets critiques rapportés dans des études de neurotoxicité aigué
chez le rat pour 4 SDHI (benzovindiflupyr, fluopyram, penflufen et sedaxane). Des
manifestations neurologiques sont également observées avec d’autres SDHI mais a des doses
plus élevées que celles utilisées dans la détermination de VTR. Le GT note que les études
d’exposition sub-chronique ou chronique chez la souris ou le rat ne comportent pas de tests
approfondis au regard d’une éventuelle neurotoxicité chronique. En effet, cela nécessiterait
non seulement la recherche de déficits comportementaux et moteurs, mais également des
investigations neuropathologiques spécifiques. Celles-ci devraient en particulier étre de nature
a identifier une éventuelle atteinte du systéme nerveux dopaminergique, atteint de fagon ciblée
par plusieurs substances chimiques inhibitrices de la SDH.

Concernant le rein, les études réglementaires réalisées avec le benzovindiflupyr, le boscalid,
la carboxine, le métabolite B-3 du cyflumetofen, le fluopyram, le flutolanil, l'isofetamid et le
penthiopyrad indiquent des atteintes rénales a des degrés variables. A I'exception de la
carboxine pour laquelle TAOEL actuellement en vigueur est basée sur des effets rénaux, ces
effets n'ont pas été considérés pertinents pour I’humain dans les dossiers réglementaires sur
la base de I'observation d’'une accumulation d’a2u-globuline chez le rat male. Néanmoins, le
GT a pris en compte ces effets pour proposer la DJA du penthiopyrad. Par ailleurs, le GT note
que certains effets sont observés dans d’autres espéces (souris et pour la carboxine, chien)
et dans les deux sexes.

Concernant les organes reproducteurs, la reproduction et le développement, certains
effets ont été constatés aux doses ayant servi a établir les différentes VTR : diminution de la
mobilité des spermatozoides exclusivement pour le benzovindiflupyr, diminution du poids feetal
pour le bixafen et le penthiopyrad, pertes implantatoires et résorptions foetales pour le flutolanil
et le fluxapyroxad, variations squelettiques pour l'isofetamid et le pydiflumetofen. Ainsi, les
effets délétéres pour la reproduction et le développement, lorsqu’ils sont présents, sont
variables en fonction des SDHI et ne permettent pas d’identifier un ou des effets communs.
S’agissant de l'isopyrazam, des retards d’ossification et des malformations oculaires sont a
l'origine du classement 1B pour la toxicit¢é sur le développement. Concernant le
pydiflumetofen, cette substance est classée comme toxique pour la reproduction de catégorie
2 sur la base des retards pubertaires retrouvés dans I'étude sur 2 générations.

Concernant le développement cardiaque, celui-ci n’apparait pas clairement comme étant
une cible des SDHI a des doses utilisées pour I'élaboration des VTR. En effet, des
malformations cardiaques ont été rapportées uniquement dans le dossier réglementaire de
l'isopyrazam a des doses supérieures a celles ayant servi de base aux VTR. Néanmoins, une
toxicité cardiaque est rapportée dans la littérature chez des embryons de poissons zébres
avec le bixafen, la carboxine, le flutolanil et le fluxapyroxad. Ainsi, sur cette base, le GT
souligne la nécessité de porter une attention accrue a 'examen du coeur dans les analyses
réglementaires.

Concernant le systéme endocrinien, I'évaluation de la perturbation endocrinienne doit se
conformer a la méthodologie du guide de 'TECHA/EFSA dans le cadre de la réglementation
sur les substances phytopharmaceutiques (réglement (CE) n°1107/2009) (ECHA, EFSA and
JRC et al. 2018). Cependant, les dossiers revus sont antérieurs a la mise en application de ce
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document guide et n‘ont donc pas investigué suffisamment le potentiel perturbateur
endocrinien (PE) des SDHI. Lors de la revue des documents réglementaires par le GT, les
dossiers relatifs a certaines substances montrent des effets susceptibles d’étre expliqués par
un mécanisme de perturbation endocrinienne. Par conséquent, le GT souligne que I'évaluation
du potentiel PE de ces substances devra faire I'objet d’'une attention particuliére lors de leur
réévaluation, au regard des effets observés par le GT, notamment sur la thyroide et les
surrénales.

3.1.7.Conclusions du GT

Le GT SDHI a inclus dans I'expertise les SA phytopharmaceutiques SDHI ayant eu une
évaluation européenne disponible au moment des travaux, soit 14 SA SDHI.

Conformément aux attendus de la saisine, le GT SDHI a, dans un premier temps, examiné les
VTR actuellement en vigueur (AOEL, DJA, ARfD) afin de faire des propositions de
modifications si nécessaire. Pour ce faire, il a basé son analyse sur les dossiers réglementaires
de 14 substances SDHI et plus particulierement sur le résumé de I'évaluation de I'Etat membre
rapporteur (volume 1) et les données de toxicité et de métabolisme (volume 3B6), le document
des conclusions de 'EFSA, ainsi que les opinions du RAC*. Selon les besoins, les experts ont
eu acces aux documents détaillés des études. Simultanément, une recherche bibliographique
des données scientifiques disponibles dans la littérature académique a été entreprise avec
comme objectif d’identifier des effets néfastes des SDHI et des mécanismes de toxicité sous-
jacents. Il est a rappeler que I'objectif de ce rapport n’est pas de réaliser un profil toxicologique
exhaustif de chacune des substances.

L’analyse des 39 VTR examinées pour les 14 composés de la famille des SDHI a conduit le
GT a proposer des modifications de VTR pour 11 d’entre elles dont 3 AOEL, 3 ARfD (2 remises
en cause et 1 nouvelle proposée) et 5 DJA. Ces modifications sont motivées par une
requalification des NOAEL en LOAEL, la sélection d’études clés jugées plus pertinentes ou
I'ajout d’'un facteur d’incertitude supplémentaire. Ces modifications ont conduit a diminuer ces
VTR au minimum d’un facteur 1,5 et au maximum d’un facteur 3,3.

Le GT constate qu’'un certain nombre de SDHI agissent sur des organes communs, incluant
le systéme nerveux central et périphérique dont les yeux, les reins, la thyroide, les surrénales
et le foie. En particulier, le GT note des analogies entre les effets induits par une inactivation
génétique de la SDH chez I'humain et une toxicité provoquée par les SDHI sur les surrénales.
Le GT observe que I'étude du lien entre I'exposition aux SDHI et l'inhibition de la SDH n’est
pas un requis réglementaire et est donc absente des dossiers industriels. Par ailleurs, 'analyse
de la littérature n’a pas permis de répondre a cette interrogation. Le GT souligne I'importance
de développer des AOP (Adverse Outcome Pathway) spécifiques résultant d’'un déficit
mitochondrial en complexe Il (voir RECO4).

La revue des VTR par le GT met en évidence des incertitudes, en lien avec les niveaux de
confiance, globalement moyens voire moyens faibles, attribués a ces valeurs. Des analyses
complémentaires permettraient de mieux caractériser les dangers potentiels et de
conforter/modifier les VTR et ainsi réduire les incertitudes (voir RECO1).

4 RAC = Risk assessment committee = comité d’évaluation des risques de I’Agence européenne des
produits chimiques (ECHA)
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Les études toxicocinétiques des dossiers réglementaires des SDHI, réalisées avec un
marquage radio-actif, ne permettent pas de différencier le composé parent des métabolite(s)
d’intérét, et donc, d’estimer la distribution par organes. Cela ne permet pas de réaliser des
modeles PBPK (physiologically-based pharmacokinetics) génériques (voir RECO3).

De plus, le GT considére que I'évaluation actuelle des SDHI seuls est incompléte. Une
évaluation des dangers devrait étre réalisée pour les formulations contenant des substances
actives ayant un effet sur la chaine respiratoire et susceptibles d’influencer les effets retrouvés.

Le GT note des lacunes importantes dans certains dossiers réglementaires. Des
expérimentations complémentaires de la néphrotoxicité ou de la neurotoxicité y compris durant
le développement, lui apparaissant comme nécessaires en raison de signes d’appel (cf.
section 8 du rapport du GT). Certaines études expérimentales présentant une mortalité élevée
ont été prises en considération lors des évaluations réglementaires alors qu’elles auraient dd
étre rejetées et donc refaites. Le GT déplore également l'usage inapproprié des controles
historiques pour rejeter des effets significatifs. Par ailleurs, les dossiers examinés n’ont pas
investigué le potentiel perturbateur endocrinien, leur évaluation étant antérieure a la mise en
application du document guide de 2018. L’évaluation de la demande de renouvellement de
I'approbation de ces substances devrait s’assurer de combler ces lacunes.

En outre, les tests requis lors de 'évaluation des dossiers réglementaires de ces substances
n’apparaissent au GT ni adéquats, ni suffisants, pour évaluer la toxicité spécifique des SDHI,
au regard des données de la littérature. Ceci conduit le GT a faire des recommandations
spécifiques sur le besoin de mettre en ceuvre une stratégie de tests visant a évaluer la
mitotoxicité et d’adapter certaines lignes directrices de 'OCDE (voir RECO1).

Concernant les données épidémiologiques, I'expertise de I'lnserm de 2021 a constaté qu'il
n’existait a ce jour pratiquement aucune donnée épidémiologique portant sur les effets des
substances actives SDHI sur la santé des agriculteurs ou de la population générale. La
recherche bibliographique réalisée par le GT n’a pas permis d’identifier des données
supplémentaires. Le GT attire I'attention sur la possible vulnérabilité des populations chez
lesquelles la chaine respiratoire est dysfonctionnelle (environ 1 personne sur 4000 en France)
en cas d’exposition, notamment professionnelle, a des SDHI.

Enfin, méme si I'objet de la saisine ne concernait que les dangers, le GT souligne le manque
de données d’exposition et d’'imprégnation des populations qui entrainerait des difficultés pour
apprécier le risque sanitaire (voir RECOZ2). De plus, le GT recommande la réalisation d’'une
expertise relative a I'impact des SDHI sur la biodiversité et la santé des écosystémes (voir
RECO5).

3.1.8.Recommandations du GT

Sur la base des éléments détaillés dans son rapport, le GT recommande de :

Mettre en place une approche intégrée de I’évaluation de la mitotoxicité en général et
de 'inhibition du complexe Il en particulier dans le cadre d’une évaluation réglementaire
pour les substances chimiques (RECO 1)

Le GT recommande le développement d’une stratégie séquentielle pour évaluer le potentiel
mitotoxique (RECO1A1 et RECO1A2, RECO1C) et ses conséquences fonctionnelles
(RECO1B), mettant en ceuvre une batterie de tests in vitro et in vivo en s’inspirant de ce qui a
été fait par 'US EPA (Hallinger et al. 2020).
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Le GT recommande une premiére évaluation de la mitotoxicité (RECO1A) par la réalisation :

de trois tests pour évaluer la fonction de phosphorylation oxydative (RECO1A1),
de tests in vitro complémentaires (RECO1A2) si OXPHOS altérée,

dans le cas d’'une mitotoxicité qui ne serait pas en lien avec une inhibition du complexe
I, le GT recommande le développement de tests complémentaires spécifiques.

Le GT recommande dans le cas ou la batterie de tests proposée dans la RECO1A (RECO1A1
et RECO1A2) identifie une inhibition du complexe Il :

la réalisation, dans des modéles vertébrés adaptés in vivo, de tests fonctionnels et
analytiques appropriés pour évaluer les effets sur les tissus et organes, en particulier
ceux identifiés comme sensibles dans le rapport du GT, disponible par ailleurs en
complément de cet avis (en sa section 8) ou dans la littérature (RECO1B) ;

la réalisation, a l'issue de ces tests in vivo, de tests enzymatiques pour évaluer I'activité
du complexe Il (SQR/SDH) dans les tissus et organes concernés par la RECO1B
(RECO1C).

Améliorer les connaissances sur les niveaux d’exposition des populations aux SDHI
(RECO 2)

Le GT recommande :

d’intégrer les SDHI dans les programmes nationaux de biosurveillance ;

d’introduire les SDHI dans les substances recherchées dans les études d’alimentation
totale (EAT), y compris infantile et de coupler ces informations aux études individuelles
nationales des consommations alimentaires (INCA) ;

de soutenir les recherches épidémiologiques a visée étiologique destinées a identifier
les effets sanitaires des SDHI, en population générale ou professionnellement
exposée, basées sur des mesures objectives d’exposition.

Améliorer les études de pharmacocinétique de maniére générale en vue de
I'exploitation de données toxicologiques in vitro (RECO 3)

Le GT recommande donc d'inclure la quantification des composés d’intérét de maniere a
pouvoir distinguer la substance parente de ses métabolites dans les différents tissus, dans les
études de toxicocinétique.

Le GT recommande l'utilisation de la modélisation PBPK pour la prise en compte des
processus physiologique ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination),
la détermination de I'exposition interne a partir de I'exposition externe et I'estimation
des concentrations in vivo a partir des concentrations effectives in vitro.

Le GT recommande d'utiliser les mémes formulations aqueuses pour solubiliser les
substances SDHI entre les études de toxicocinétique et les études de toxicité répétée
par gavage.

Le GT recommande de faire une étude intraveineuse en parallele a I'étude
toxicocinétique a dose unique par voie orale.
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Favoriser le développement des AOP (« adverse outcome pathway ») (RECO 4) |

Dans le but de structurer les informations disponibles a ce jour et d’orienter des stratégies de
tests intégrées (Integrated Test Strategy/ITS) pertinentes et adaptées au profil de toxicité des
SDHI, le GT recommande :

o de développer un AOP « inactivation de la SDH et cancérogénése »,

o de développer un AOP «inhibition de la SDH et neurotoxicité » incluant le
neurodéveloppement et la neurodégénérescence.

Evaluer les effets des SDHI sur les écosystémes et leur impact sur la biodiversité (RECO
5)

Le GT recommande la mise en place d’une expertise collective consacrée spécifiquement aux
effets des SDHI et a I'évaluation des risques pour la biodiversité et la santé des écosystémes.

3.2. Analyse et conclusions des CES
3.2.1.CES Substances et produits phytopharmaceutiques, biocontréle

Le rapport du GT SDHI a été validé par le CES « Substances et produits
phytopharmaceutiques, biocontréle ». Concernant le chapitre « Dysfonctionnement de la
SDH, pathologies et organes cibles », une majorité des experts s’est abstenue. Ces
abstentions sont le fait d’experts considérant qu’il n’est pas possible de faire des analogies
entre les effets d’'une inactivation permanente par mutation de la SDH et les effets d’'une
inhibition chimique de la SDH dont I'intensité et la durée ne sont pas connues. De plus, les
inhibiteurs chimiques cités dans le rapport tels que le 3-NP sont d’'une nature différente des
SDHI, rendant incertaine I'’hypothése de la similitude de leurs mécanismes d’action.

3.2.2.CES Valeurs sanitaires de référence

Le présent avis vise a expliciter la validation partielle par le CES VSR du rapport élaboré
par le GT SDHI. Le CES VSR travaille de concert avec les GT qui lui sont rattachés,
conformément aux procédures de I'Anses. Quel que soit 'agent chimique ou la substance
étudié(e), aprés avoir pris connaissance du rapport du GT, ce CES demande, le cas échéant,
que des précisions soient apportées et/ou suggére des modifications, lorsque les experts du
CES considérent que les données scientifiques disponibles le justifient. Le GT concerné prend
en compte les propositions du CES pour établir la version finale du rapport.

Aprés avoir pris en considération des remarques du CES VSR, le GT SDHI a ainsi établi la
version finale de son rapport. Celui-ci n’étant, de facto, plus modifiable, le CES VSR aprés en
avoir pris connaissance, a choisi de ne pas I'endosser dans sa globalité et de n’en valider que
certaines parties pour les raisons décrites ci-dessous.

Les chapitres 1 a 5 sont validés par le CES VSR. Cependant, il note que I'utilisation de I'icbne
de « téte de mort » dans la figure 14 du chapitre 3, suggérant un effet toxicologique mortel
pour les personnes exposées, est inadaptée. La figure 11 de l'article de F. Bouillaud (membre
du GT SDHI) de 2023° décrivant les effets supposés de différents niveaux d’inhibition des

5 Bouillaud, F. Inhibition of Succinate Dehydrogenase by Pesticides (SDHIs) and Energy
Metabolism. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 4045 https://doi.org/10.3390/ijms24044045
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SDHI aurait été plus appropriée, indiquant directement qu’en cas de dépassement de I'effet
compensatoire la mort cellulaire peut survenir.

Concernant le chapitre 6 relatif aux VTR, le CES VSR valide 'ensemble des valeurs retenues
ou construites par le GT SDHI. Néanmoins, il ne valide pas certaines parties du texte de ce
chapitre.

1) Concernant les « points d’attention ®» :

- De maniére globale, le CES VSR ne valide pas les points d’attention tels qu’ils ont été inclus
dans ce chapitre. En effet, ce chapitre 6 se focalise sur le choix ou la construction de
VTR. Aussi :

= soit les données disponibles sont suffisantes pour remettre en cause le choix de
I'effet critique, I'étude clé, la dose critique (gamme de dose inadaptée, ...), et dans
ce cas, cette mention est a intégrer dans I'analyse critique de la VTR et a prendre
en compte par exemple via un facteur d’incertitude ;

= soit les données scientifiques ne fournissent pas d’indication suffisante pour une
telle remise en cause des VTR et ces « points d’attention » n’ont pas leur place dans
ce chapitre.

- En outre, la plupart des « points d’attention » se fondent sur des observations isolées ou
sporadiques, sans exces de risque ou relation dose-réponse statistiquement significatifs, et
sans élément en faveur de leur reproductibilité. Selon les critéres internationalement
utilisés, ces observations ne peuvent donc pas étre qualifiées d’« effet » de I'exposition a
la substance testée (OMS, 20047). Si des éléments mécanistiques sont considérés comme
suffisants pour étre constitutifs d’'un faisceau d’arguments justifiant des recommandations
spécifiques d’études complémentaires, c’est au chapitre 8 qu’ils devraient étre discutés.

- Enfin, certains « points d’attention » ont trait a des effets (conformes aux critéres évoqués
ci-dessus) dont les données disponibles prouvent qu’ils surviennent a des doses
supérieures aux VTR choisies ou élaborées par le GT. Aucun argument scientifique robuste
n’étant apporté pour appuyer la possibilité que ces effets puissent survenir a des doses
moindres, il s’agit alors d’'un constat habituel lors de tout établissement de VTR® qui ne
justifie pas un « point d’attention » spécifique.

2) Concernant le boscalid, bien que la valeur ait été validée, le CES VSR estime
'argumentaire sur 'AOEL superflu (cf. chapitre 6.3.2.1.2), et indique que sa rédaction
pourrait étre de nature a semer le doute sur le corpus de données, sans que les données
expérimentales disponibles ne le justifient. Le GT ne remet d’ailleurs pas en cause la VTR
existante et ne propose pas I'ajout de facteurs d’incertitude supplémentaires, notamment
en lien avec le corpus de données.

3) Le CES VSR admet que l'usage des contrbles historiques varie d’'une étude a l'autre, et
valide d’ailleurs la DJA de la carboxine et I'ARfD du pydiflumetofen (situations ou les
contréles historiques conduisent a identifier une NOAEL plutét qu’une LOAEL). Cependant,
le CES VSR note I'absence d’homogénéité dans la maniére dont le GT SDHI exploite les
contréles historiques : remise en question lorsque ces contréles contribuent a ne pas retenir
une observation comme un effet (boscalid, isopyrazam), argument d’appui au contraire

6 Les points d’attention sont définis par le GT comme des points n’impactant pas les VTR mais
permettant I'identification de préoccupations, pouvant étre en lien avec les effets critiques ou la qualité
des données disponibles.

7 OMS -IPCS 2004 : IPCS Risk Assessment Terminology. Part 1:IPCS/OECD Key Generic Terms used
in Chemical Hazard/Risk Assessment. Part 2:IPCS Glossary of Key Exposure Assessment Terminology
8 Les VTR sont, en effet, élaborées en prenant en compte les effets néfastes qui surviennent aux doses
les plus faibles
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lorsqu’une observation apparait plus fréquente que dans les contrdles historiques
(carboxine (effet cancérogéne), penflufen, penthiopyrad).

Concernant le chapitre 7, le CES VSR souligne le travail considérable et 'abondance de
données descriptives relatives aux pathologies mitochondriales qu’il comporte.

Sur le plan scientifique le CES VSR considére que :

- le rapport du GT avance I'hypothése que tous les effets rapportés des SDHI sont
explicables par leur effet inhibiteur de la SDH sans en apporter la preuve scientifique ;

- la prise en compte de lintensité et de la durée d’inhibition des SDH induites par les
SDHI, objet du rapport, est insuffisante. En effet, si les effets d’une déficience
permanente ou de longue durée, d’origine génétique ou induite par certains SDHI non
pesticides, sont clairement exposés dans le rapport, celui-ci n’apporte pas de preuve
que l'inhibition partielle et transitoire de la SDH, telle qu’elle est raisonnablement
prévisible du fait de I'utilisation des pesticides dont le principe actif est un SDHI, puisse
étre a 'origine des mémes effets ;

- certains rapprochements, concluant par exemple a un mécanisme commun entre
certaines affections, de mécanisme physiopathologique incertain, et certains agents
chimiques utilisés expérimentalement sont insuffisamment étayés. Tel est par exemple
le cas pour la chorée de Huntington et I'exposition au 3-NP.

Ainsi, le CES VSR regrette que ce chapitre ne soit pas simplement conclu par une synthése
listant les questions auxquelles les experts du GT attendaient des réponses de la littérature
concernant 'impact sanitaire d’une inhibition partielle et transitoire de la SDH. Il ne valide donc
pas ce chapitre.

Concernant le chapitre 8, le principe de lire de maniére transverse les données issues de la
littérature pour identifier d’éventuels effets communs des SDHI sur certains organes, sans étre
totalement innovant, est original. Le CES VSR, ouvert a toute évolution méthodologique
susceptible de simplifier I'étude de familles chimiques et/ou des mélanges, I'a donc lu avec
attention.

Le CES VSR estime néanmoins que I'exercice n’apporte finalement pas la contribution qu'’il
pouvait en attendre, pour deux raisons principales :

- en premier lieu, plusieurs sous-chapitres prennent en compte comme « effets » des
observations isolées, non statistiquement significatives, sans relation dose-réponse (le
paragraphe relatif aux effets oculaires en est une bonne illustration). Si le CES VSR
admet qu’il puisse exister des relations dose-réponse non monotones, le caractére
statistiquement significatif des variations de la réponse demeure indispensable pour
les qualifier d’« effet », a fortiori s’il N’existe pas de reproductibilité expérimentale dans
la littérature disponible. Le CES VSR conteste donc que de telles observations puissent
étre considérées comme un effet, ce qui réduit I'intérét d’'un certain nombre de
paragraphes de ce chapitre ;

- s’agissant d’'un rapport visant a définir des VTR, le CES VSR attendait de ce chapitre
qu’il fournisse un argumentaire scientifique, étayé par des données bibliographiques,
permettant :

o soit de penser que certains effets susceptibles d’étre induits par les SDHI n'ont
pas été (ou insuffisamment) étudiés dans les études disponibles,

o soit de penser que certains effets déja observés dans les études disponibles
sont susceptibles de survenir a des doses inférieures a celles testées dans ces
études.
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Dans les deux cas, ce chapitre aurait alors permis d’émettre des recommandations d’études
complémentaires visant a explorer ces hypothéses et a servir de nouvelle référence, le cas
échéant, pour I'élaboration de VTR (nouvelle étude clé, nouvel effet critique et/ou nouvelle
dose critique). Cette finalité, a laquelle les cadres de synthése rédigés a I'issue de certains
sous-chapitres se prétent parfaitement, semble avoir été perdue de vue dans le descriptif de
plusieurs organes cibles potentiels des SDHI. Le chapitre 8 tel qu'il est rédigé cherche a
démontrer que les SDHI sont nocifs pour tous ces organes (alors méme que certains des
« effets » identifiés par le GT n’en sont pas au plan statistique), sans finalement fournir
d’'argument convaincant pour remettre en cause les effets critiques pris en compte pour
I'élaboration des VTR, ou les doses critiques utilisées pour les élaborer. Interpréter une
« somme » d’observations non statistiquement significatives a la lueur d’'une hypothése non
vérifiée sur la base de la littérature disponible ne contribue pas a la construction des VTR,
principal objet de ce rapport. Le CES VSR ne valide donc pas ce chapitre. Il rappelle que la
méthode de construction d’'une VTR se fonde sur l'identification d’un effet critique (celui des
effets dont l'incidence est significativement augmentée par I'exposition, qui survient a la dose
la plus faible). En conséquence, la VTR étant fixée sur I'effet apparaissant a la plus faible dose,
elle protége de I'ensemble des effets qui sont donc bien tous pris en compte.

La lecture successive des chapitres 7 et 8 semble globalement poser comme primum
movens de laffirmation d'un effet sa plausibilité biologique, en rendant accessoire sa
confirmation expérimentale, clinique ou épidémiologique. Si I'existence d'un possible
mécanisme d’action peut suffire a émettre des hypothéses et a déclencher des études
expérimentales pour le confirmer, voire pour identifier, des effets sanitaires en découlant,
I'élaboration d’'une VTR s’appuie, quant a elle, avant tout sur I'existence d’un effet et d’'une
dose critiques basés sur 'augmentation statistiquement significative de la survenue de cet
effet. L'existence d’'un mécanisme d’action susceptible d’expliquer I'effet dont I'incidence est
significativement augmentée est un argument en faveur du caractére causal de I'association
entre I'exposition et I'effet. Au regard du niveau de preuves exigé pour construire une VTR,
celle-ci ne peut étre élaborée sur la base d’un « effet néfaste théoriquement plausible » selon
la formulation proposée a la page 178 du rapport.

Le CES VSR regrette ainsi que le travail considérable produit par le GT n’ait pas été
essentiellement consacré a l'analyse critique des VTR actuelles, pour leur révision ou leur
etablissement, mesures propres a garantir la sécurité des populations exposées. Le chapitre
7 prouve l'importance du systéme mitochondrial en général et du complexe SDH en particulier,
et de la gravité de ses atteintes pérennes. Cependant, le CES VSR en attendait qu’il permette
de dresser une liste de questionnements susceptibles de se poser quant a I'action et surtout
aux effets sanitaires éventuels des pesticides SDHI. Ceci aurait permis d’identifier les points
auxquels le corpus de données n’apporte pas de réponse et d’étayer des recommandations
d’études complémentaires ciblées. A défaut d’étre rédigé dans cette optique, ce chapitre
semble suggérer que dans la mesure ou les mitochondries sont ubiquitaires, toute observation
(statistiquement significative ou non) peut étre imputée a I'inhibition de la SDH.

Concernant les recommandations émanant du GT, le CES VSR ne soutient pas un certain
nombre des recommandations de recherche émises. En effet, méme sile CES VSR est a priori
favorable a la conduite d’études permettant de mieux identifier les effets, comprendre les
mécanismes d’action ou mesurer les impacts d'une exposition aux SDHI, certaines
recommandations émises par le GT :

- ne semblent pas suffisamment argumentées ou justifiées par les données disponibles,
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- ne semblent pas de nature a justifier la remise en cause ou I'élaboration de nouvelles
VTR.

Plus précisément :

- la recommandation 4 « favoriser le développement des AOP » propose I'élaboration
d’AOP. Bien qu’une structuration des données mécanistiques disponibles soit
évidemment intéressante, dés lors qu’un effet délétére (adverse outcome) est confirmé
expérimentalement, voire au niveau épidémiologique, les données disponibles a ce
stade ne permettent pas de penser que cela pourrait remettre en cause les VTR
existantes ;

- concernant la recommandation 5 « évaluer les effets des SDHI sur les écosystémes et
leur impact sur la biodiversité », sa mise en ceuvre n’étant pas de nature a remettre en
cause ou a améliorer les VTR existantes qui ont trait aux effets d’'une exposition
humaine, le CES VSR ne la valide pas car elle sort du périmétre de son expertise.

Concernant les « contributions personnelles », le CES VSR note leur caractére inhabituel.
Elles ne sont pas le fruit d’'un travail et d’'une validation collectifs. Le CES VSR estime que ces
contributions sont assimilables a des auditions et ne sont donc pas constitutives du rapport
d’expertise collective. Dans cette logique, le CES VSR n’émet aucun avis sur ces
« contributions » qui n’engagent que leur(s) auteur(s).

Le CES VSR tient a rappeler que sa mission consiste a choisir ou élaborer des VTR avec la
collaboration des GT qui lui sont rattachés, et non a émettre un avis sur la pertinence d’utiliser
ou de mettre sur le marché une substance. L’élaboration de valeurs de référence ne peut
s’appuyer que sur des données scientifiques solides, des effets sanitaires avérés dont le lien
de causalité avec I'exposition a la substance étudiée est étayé par un niveau de preuves
suffisant. C’est au regard de cet objectif, conformément a sa méthodologie scientifique et sur
la base des données disponibles a ce jour, que le CES VSR rend cet avis. Les VTR des SDHI,
comme toutes les VTR, devront étre réévaluées si des données expérimentales ou
épidémiologiques nouvelles mettent en évidence un ou des effets sanitaires nouveaux (selon
les critéres rappelés plusieurs fois dans cet avis) et/ou survenant a des doses d’exposition
plus faibles que celles utilisées pour I'élaboration des VTR actuelles.
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

A la suite d’'une alerte d’un collectif de scientifiques concernant les risques pour la santé
humaine que pourrait présenter I'utilisation de fongicides de la famille des inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHI), 'Anses s’est autosaisie le 24 mai 2018 afin de déterminer
si les informations et hypothéses mentionnées par ces scientifiques apportaient, au regard des
données de la littérature, des évaluations européennes des substances et des données issues
de la phytopharmacovigilance, des éléments en faveur d'une exposition et de risques qui
n'‘auraient pas été pris en compte dans I'évaluation des substances actives fongicides
concernées. Le 14 janvier 2019, '’Anses publiait un avis qui concluait que les informations et
hypothéses scientifiques apportées par les lanceurs de I'alerte n’apportaient pas d’élément en
faveur de I'existence d’une alerte sanitaire motivant un retrait des autorisations de mise sur le
marché de ces fongicides. Cependant, 'Anses langait un appel a la vigilance aux niveaux
européen et international, et soulignait la nécessité de renforcer la recherche sur de potentiels
effets toxiques chez ’humain.

Parmi les actions menées dans le cadre du traitement de ce signalement, 'Agence a contacté
des instances européennes et internationales (EFSA, ECHA, Commission européenne, US
EPA, ARLA?) afin, notamment, de les informer et de savoir si elles avaient connaissance de
préoccupations similaires concernant les SDHI. Elle a ensuite sollicité I'analyse de I'lnserm
dans le cadre de la finalisation par cet institut de son expertise collective Pesticides et Santé
pour que la question des liens entre exposition et effets sanitaires des SDHI soit bien
actualisée au vu des derniéres données disponibles. Enfin, et compte tenu du constat de
I'absence de données épidémiologiques pertinentes, 'Anses a lancé — dans le cadre de sa
mission de phytopharmacovigilance — une étude de faisabilité préfigurant une recherche
épidémiologique spécifique.

Dans le cadre de la poursuite du traitement de ce signalement, 'Anses s’est autosaisie dans
deux voies complémentaires, issues notamment des recommandations formulées au cours de
la premiére expertise. L’'une des saisines concerne une évaluation des expositions cumulées
aux substances actives de la famille des SDHI, faisant I'objet d’'un avis complémentaire au
présent avis.

De plus, en date du 6 décembre 2019, 'Anses s’est autosaisie pour actualiser les données de
la littérature scientifique publiées depuis I'approbation des substances actives de la famille des
SDHI afin d’identifier si des éléments nouveaux pouvaient, d’'une part, nécessiter une mise a
jour de l'avis et du rapport du groupe d’expertise collective de janvier 2019 et, d’autre part,
justifier une modification des évaluations menées dans le contexte réglementaire européen
sur les substances de la famille des SDHI. C’est I'objet du présent avis, complémentaire de
celui précité sur les expositions cumulées publié par ailleurs.

Dans le cadre de cette autosaisine, les questions posées étaient les suivantes :

e [analyse des éléments disponibles ou a venir'®, notamment les effets critiques, la
pharmacocinétique doivent-ils conduire a faire évoluer les valeurs de référence

9 Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire de Santé Canada
10 Expertise collective de I'lnserm en particulier.
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toxicologiques des substances ? A cet égard, une attention spécifique sera portée a la
toxicité mitochondriale des substances actives de la famille des SDHI ;

e [analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques
apportent-ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en
compte dans I'évaluation des risques relative a ces substances ?

e au regard de ces éléments, si des modifications des valeurs toxicologiques de
référence (VTR) des substances SDHI sont considérées nécessaires, des propositions
sont attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen.

L’Anses attendait plus particulierement de cette expertise une approche transversale prenant
en compte I'ensemble des SA SDHI, basée sur I'analyse des éléments disponibles dans la
littérature et dans les dossiers réglementaires afin que le GT puisse formuler des propositions
concernant les valeurs toxicologiques de référence.

En effet, une valeur toxicologique (ou valeur sanitaire) de référence (VTR) est un indice
toxicologique qui permet de qualifier ou de quantifier, a la lumiére des connaissances
disponibles, un risque pour la santé humaine, pour une voie d’exposition donnée et une
temporalité donnée (court, moyen ou long terme). En ce sens, une VTR constitue la traduction
de I'état des connaissances scientifiques pour assurer la protection des personnes exposées
a un danger. L’effet critique désigne alors I'effet intervenant aux niveaux d’exposition les plus
faibles, qui est suffisamment documenté sur un plan scientifique. Aussi, I'enjeu majeur par
rapport aux questionnements du signalement SDHI n’est pas seulement de savoir si un
mécanisme de toxicité mitochondriale débouche sur un effet délétere, mais surtout d’identifier
si cette toxicité se manifeste a un niveau d’exposition plus faible que celui qui est délimité par
la VTR.

Afin de répondre a ces attentes, 'Anses a constitué, aprés appel a candidature ouvert, un
groupe de travail SDHI (GT SDHI), rattaché, compte tenu de la couverture des travaux de cette
expertise, a deux Comités d’experts spécialisés : le CES « produits phytopharmaceutiques et
produits de biocontréle » (CES Phyto BC) et le CES « valeurs sanitaires de référence » (CES
VSR).

L’'ampleur des travaux, le temps nécessaire d’appropriation de la problématique par les
experts du GT, et la volonté de ceux-ci d’exploiter au mieux le contenu des dossiers
réglementaires d’'une part, et la littérature scientifique d’autre part, a conduit le GT, qui a
entrepris une revue de I'ensemble des VTR de 14 substances SDHI, soit un total de 39 VTR,
a solliciter a plusieurs reprises des reports de I'échéance que I'Anses avait fixée dans son
mandat. L’Anses a néanmoins fixé une échéance finale a mi-2023 pour les travaux des
différents collectifs en vue de conclure, soit 2 ans et demi aprés le début des travaux du GT.

Que ce soit au sein du GT lui-méme, ou entre le GT et les CES de rattachement, '’Agence
note qu’il N’y a pas eu systématiquement convergence sur les conclusions scientifiques, quand
bien méme un temps significatif a été consacré aux débats. Comme prévu dans les principes
fondamentaux de I'expertise collective a '’Anses, I'’Agence assure la transparence sur les
points de non convergence. Elle est matérialisée, pour ce qui concerne les divergences au
sein du GT, par l'insertion en annexe du rapport ou de l'avis des positions divergentes. Les
écarts de convergence entre le GT et les deux CES sont quant a eux restitués dans la
formulation des différentes parties de la partie 3 du présent avis, ou I’Agence note que
certaines parties du rapport n'ont pas été endossées par I'un ou l'autre des CES. En effet, le
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rapport du GT a été examiné par les deux comités d’experts spécialisés (CES) de I’Agence
cités ci-dessus.

Le CES VSR a validé 'ensemble des VTR proposées par le GT SDHI. Néanmoins, il n’a pas
validé les parties de ce chapitre concernant les points d’attention soulevés par le GT a propos
de ces substances. De méme, il n’a pas validé les chapitres 7 (Dysfonctionnement de la SDH,
pathologies et organes cibles) et 8 (Toxicité par organes). De plus, concernant les
recommandations émanant du GT, le CES VSR n’a pas soutenu un certain nombre des
recommandations de recherche émises.

Le rapport du GT SDHI a été validé par le CES « substances et produits
phytopharmaceutiques, biocontréle ». Toutefois, concernant le chapitre 7, une majorité des
experts s’est abstenue.

Par ailleurs, le rapport du GT comporte des « contributions personnelles » qui contiennent des
informations additionnelles en lien avec les questions de la saisine et qui figurent, pour des
raisons de transparence, a la suite des annexes du rapport. Elles ont été mises a disposition
des CES pour information bien qu’elles n’aient pas fait I'objet pour des raisons calendaires
d’une validation par 'ensemble du GT. De méme, elles n’ont pas fait I'objet d’'une validation
par les CES.

Aussi, la position de I'’Anses est celle exprimée ci-dessous.

Conclusions de I’Anses

Le GT s’est intéressé a 14 SA de la famille des SDHI (13 fongicides et 1 acaricide). |l s’agit
des substances ayant fait I'objet d’'une évaluation européenne disponible au moment des
travaux du GT. Le GT a conduit une nouvelle analyse de la toxicité de ces substances et
produit des recommandations pour faire évoluer certaines des VTR utilisées.

Concernant les VTR, I'’Agence rappelle que pour les substances phytopharmaceutiques, trois
VTR principales, telles que définies dans la partie 3.1.1 de cet avis, sont utilisées :

o [|'AOEL (Acceptable Operator Exposure Level, ou niveau acceptable d’exposition de
I'opérateur) ;

e la DJA (dose journaliere admissible) ;

¢ [I'ARfD (acute reference dose ou dose de référence aigué).

Dans le cadre de son expertise, le GT a notamment analysé les éléments qui ont conduit a la
fixation des VTR existantes en se focalisant sur :

- la qualité des études clés,
- l'analyse de la pertinence des effets critiques retenus,
- le choix de la dose critique.

De plus, il a qualifié les VTR confirmées ou faisant I'objet de propositions alternatives a I'aide
d’un niveau de confiance, en appliquant le guide méthodologique de I'’Anses (Anses, 2017).

Le GT a considéré que 11 VTR sur les 39 analysées nécessiteraient d’étre révisées. Ces
propositions s’appuient sur une nouvelle analyse des données disponibles dans les dossiers
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soumis dans le cadre de I'approbation des substances actives au titre du réglement (CE)
n°1107/2009 et dans la littérature. Les évolutions sont basées sur les motifs suivants : un choix
différent de I'étude clé ou de la dose critique (par exemple, une NOAEL" établie dans le
dossier considérée comme une LOAEL'? selon le GT) mais aussi sur un choix différent de
I'effet critique ou des incertitudes liées a la qualité de I'étude clé.

Les recommandations du GT portent sur les VTR et les substances actives suivantes :

- AOEL pour le benzovindiflupyr, le cyflumetofen et I'isofetamid

AOEL (mg/kg pclj) .
Substance harmonisée AOEL (.”?9’ kg pci)) Motivation
: proposition du GT
au niveau UE
Benzovindiflupyr 0,04 0,012 Diminution de la NOAEL
Cyflumetofen 0,11 0,07 Changement de I'étude clé
Isofétamid 0,05 0,03 Changement de I'étude clé

- DJA pour la carboxine, le cyflumetofen, le fluopyram, l'isopyrazam et le penthiopyrad

DJA (mg/kg pclj) ,
Substance harmonisée au DJA “T‘.g’kg pefi) Motivation
. proposition du GT
niveau UE
La NOAEL est considérée comme
Carboxine 0,008 0,0027 une LOAEL - ajout d’un facteur de
sécurité de 3
Cyflumetofen 0,17 0,1 Changement de I'étude clé
Ajout d’un facteur de sécurité de 3
Fluopyram 0,012 0,004 (incertitude sur les données)
Facteur de sécurité de 3 au lieu de 2
Isopyrazam 0,03 0,018 (LOAEL — NOAEL)
Changement de I'étude clé.
Penthiopyrad 0,1 0,03 Utilisation d’'une LOAEL ( ajout d’un
facteur de sécurité de 3)

- ARTD pour le cyflumetofen, le penflufen et le pydiflumetofen

ARfD (mg/kg pc)
Substance harmonisée au ARID (mg/ kg p) Motivation
. proposition du GT
niveau UE
Cyflumetofen - 0,5 Changement de I'étude clé
La NOAEL est considérée
Penflufen 0,5 0,33 comme une LOAEL - ajout d’'un
facteur de sécurité de 3
Pydiflumetofen 0,3 0,1 Changement de I'étude clé

T NOAEL — Dose la plus élevée a laquelle aucun effet toxique ou indésirable n'a été observé.
2 OAEL — Dose la plus faible a laquelle un effet toxique ou indésirable a été observé.
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L’Anses endosse ces propositions du GT. L’Agence note que ces modifications conduisent
a diminuer ces VTR au minimum d’un facteur 1,5 et au maximum d’un facteur 3,3.

A la lumiére de ces propositions, I’Agence retient les actions suivantes :

- Le benzovindiflupyr (AOEL™) est en cours d'instruction dans le cadre de la procédure
de renouvellement d’approbation. La France est I'Etat membre rapporteur, I'’Autriche
I'Etat membre co-rapporteur. La proposition concernant 'AOEL sera présentée dans
le cadre du projet de rapport d’évaluation qui sera transmis a 'lEFSA en 2024 puis
soumis a consultation publique préalablement a la phase de revue par les pairs et
publication des conclusions de I'évaluation par lEFSA.

- Le cyflumetofen (AOEL, DJA, ARfD), le fluopyram (DJA), I'isofetamid (AOEL) et le
penthiopyrad (DJA) sont en cours d’instruction dans le cadre de la procédure de
renouvellement d’approbation. Les transmissions des projets de rapports d’évaluation
a 'EFSA sont attendues entre 2023 et 2025. Les propositions de modification des VTR
seront transmises dans le cadre de la consultation publique sur les projets de rapports
d’évaluation.

- Le pydiflumetofen (ARfD) est en cours d’instruction dans le cadre de la procédure
d’approbation. La France est I'Etat membre rapporteur et I'Autriche I'Etat membre co-
rapporteur. Dans le projet de rapport initial soumis a consultation publique, la
proposition d'ARfD était fixée a 0,1 mg/kg pc. Faisant suite a la consultation publique
et a la phase de revue par les pairs cette valeur a été fixée a 0,3 mg/kg pc. Cette valeur
a été retenue dans les conclusions de 'EFSA™. Il est proposé de conserver la valeur
de 0,3 mg/kg pc issue d’'une évaluation européenne récente.

- Pour la carboxine (DJA) et l'isopyrazam (DJA), aucune action n’est jugée nécessaire
car les substances ne sont plus approuvées au titre du réglement (CE) n°1107/2009.

- Pour le penflufen (ARfD), aucune action n’est jugée prioritaire car I'échéance de
I'approbation de la substance au titre du réeglement (CE) n°1107/2009 est déja fixée au
31/05/2025.

Concernant les données épidémiologiques, dans le cadre de I'expertise de I'lnserm (2021),
il avait été constaté qu’il n’existait a ce jour pratiquement aucune donnée épidémiologique
portant sur les effets des substances actives SDHI sur la santé des agriculteurs ou de la
population générale. La recherche bibliographique réalisée par les experts n'a pas permis
d’identifier des données supplémentaires.

Au-dela des conclusions et actions mentionnées ci-dessus relatives aux VTR, '’Anses tire les
constats suivants de I'analyse des experts sur les données toxicologiques et mécanistiques.

S’agissant des « points d’attention » soulignés par le GT dans ses conclusions et
recommandations a propos des VTR, 'Agence considére — a l'instar du CES VSR — que s'ils
peuvent présenter une utilité pour guider les réflexions méthodologiques ou les investigations

3 Dans la parenthése est rappelé la nature de la VTR revue et sur laguelle portera I'action d’information
des acteurs européens.
14 https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/j.efsa.2019.5821

page 25/ 53



Avis de I’Anses
Saisine n° « 2019-SA-0202 »
Saisine liée n°2018-SA-0113

futures sur le mode d’action des substances SDHI en général, ils ne constituent pas des
remises en cause des VTR.

De plus, I'Anses souligne que cette analyse ne permet pas de distinguer les conséquences
sanitaires liées a une inactivation permanente, telle que peuvent en générer des déficiences
geénétiques, de celles d’une inhibition — qui peut étre d’'ampleur modulée et temporaire — de la
SDH par des xénobiotiques tels que les SDHI utilisés comme PPP.

Recommandations méthodologiques et de recherche de I’Anses

L’Anses endosse les recommandations méthodologiques et de recherche suivantes :

- Poursuivre ’'amélioration des connaissances concernant le mécanisme d’action
des SDHI et ses conséquences sanitaires :

e en développant une stratégie séquentielle pour évaluer le potentiel
mitotoxique et ses conséquences fonctionnelles ;

¢ en améliorant les connaissances sur la pharmacocinétique en vue de
faciliter 'exploitation de données toxicologiques in vitro,

e en favorisant le développement des AOP (« adverse outcome pathway »).
En effet, les AOP permettent d’identifier une chaine séquentielle d'événements
liés par un lien de causalité a différents niveaux de I'organisation biologique qui
conduisent a un effet néfaste sur la santé ou a un effet écotoxicologique.

Ces sujets pourront étre portés aupres de 'OCDE et de 'EFSA afin de définir des stratégies
de tests et des protocoles d’études, incluant des critéres d’interprétation des résultats, qui
pourront étre utilisées dans le cadre de I'évaluation.

- Améliorer les connaissances sur les niveaux d’exposition des populations aux
SDHI. L'Anses a d’ores et déja intégré, dans I'enquéte d’alimentation totale (EAT) n°3
(en cours de déploiement), l'identification de 4 SA SDHI. S’agissant des études de
surveillance a venir, elle explorera les possibilités de l'intégration des SA SDHI dans
les études qu’elle pilote et se rapprochera des partenaires porteurs de ce type d’études.

Par ailleurs, ’Agence renvoie a son autre avis, relatif a I'exposition cumulée des
consommateurs frangais aux substances SDHI (autosaisine 2019-SA-0135). Cette
évaluation rétrospective des risques cumulés a été reéalisée en s’appuyant sur deux méthodes
distinctes d’évaluation du risque cumulé, I'une déterministe, I'autre probabiliste. Elle a conclu
qu’il n’est pas attendu de risque inacceptable pour les consommateurs francais, au
sens du réglement (CE) n°546/2011, liés a I’exposition chronique aux substances
actives de la famille des SDHI, y compris en utilisant les VTR proposées par le GT.

De plus, en ce qui concerne les sous-populations a risque, 'Anses poursuit, aprés avoir
financé I'étude de faisabilité, le déploiement d’'une étude concernant I'impact des expositions
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environnementales sur le risque tumoral chez les sujets a risque de paragangliome héréditaire
SDH-déterminé (étude PGL Expo) a I'aide de données épidémiologiques.

- Améliorer la connaissance des effets potentiels des SDHI sur les écosystémes
et leur impact sur la biodiversité. A ce titre, il est a noter que les substances de la
famille des SDHI pourront étre abordées dans le futur projet européen sur I'évaluation
des risques environnementaux piloté par 'TEFSA (PERA - Advancing the Environmental
Risk Assessment of Plant Protection Products towards a system-based approach).

Pr Benoit|Vallet
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MOTS-CLES

Inhibiteurs de la succinate deshydrogénase (SDHI), substances phytopharmaceutiques,
mitochondrie, santé humaine, valeurs toxicologiques de référence

Succinate dehydrogenase inhibitors (SDHI), phytopharmaceuticals, mitochondria, human
health, reference toxicological values

CITATION SUGGEREE

Anses. (2022). Actualisation des données relatives aux substances phytopharmaceutiques de
la famille des inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHI). (saisine 2019-SA-0202).
Maisons-Alfort : Anses, 53 p.
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ANNEXE 1

Présentation des intervenants

PREAMBULE : Les experts membres de comités d’experts spécialisés, de groupes de travail
ou désignés rapporteurs sont tous nommés a titre personnel, intuitu personae, et ne
représentent pas leur organisme d’appartenance.

GROUPE DE TRAVAIL

Président

M. Claude EMOND - Professeur associé a I'université de Montréal - Evaluation du risque,
environnementale et professionnel, nanoparticules, interaction mélange, PBPK,
pharmacocinétique

Membres

M. Thierry BARON — Chef d'unité « Maladies neuro-dégénératives » a ’Anses - Neurotoxicité,
maladies neuro-dégénératives, prions, modéles expérimentaux animaux

Mme Sylvie BORTOLI — Ingénieure de Recherche a I'Université Paris Cité - toxicologie
mécanistique, reprogrammation métabolique, cancer, dysfonctionnement mitochondrial,
métabolisme énergétique et pathologies

M. Frédéric BOUILLAUD - Directeur de recherche a I'INSERM - Mitochondries,
bioénergétique (jusqu’au 01/11/2022)

M. Thomas CLAUDEPIERRE - Professeur des universités - Neurosciences, pathologie
neurodégénératives, cultures neuronales primaires, phénotypage comportemental, rétine,
neuroprotection

Mme Fatima DJOUADI — Directrice de Recherche a I'INSERM - Métabolisme oxydatif
mitochondrial, oxydation des acides gras, chaine respiratoire, régulation mitochondriale
(jusqu’au 31/12/2022)

M. Jérébme HENRI — Chargé de projets de recherche a '’Anses — ADME, toxicologie vitro,
PBPK, expérimentation animale

Mme Laurence HUC — Directrice de recherche a I'INRAE - Cancérogenése environnementale,
toxicologie alimentaire, mitotoxicité, stress oxydant, métabolisme énergétique, mécanismes
cellulaires de toxicité

M. Anthony LEMARIE — Maitre de conférence, Biochimie Clinique et Métabolique a I'Université
de Toulouse - Métabolisme mitochondrial, tumeurs cérébrales, cellules souches cancéreuses,
radiobiologie, mécanismes de résistance, cancérogenése, succinate déshydrogénase

Mme Béatrice MORIO-LIONDORE - Directrice de recherche a I'INRAE - Mitochondrie,
Mitochondria-ER associated membranes (MAMs), maladies métaboliques chroniques non
transmissibles, physiologie, vieillissement, recherche translationnelle (jusqu’au 20/12/2022)

M. Jean-Ulrich MULLOT — Pharmacien en chef, Chef du laboratoire LASEM Laboratoire
d'analyses de surveillance et d'expertise de la Marine - Toxicologie réglementaire,
réglementation des produits chimiques, évaluation quantitative des risques sanitaires
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M. Luc MULTIGNER - Directeur de recherche a I'INSERM — Epidémiologie, pesticides,
perturbateurs Endocriniens, reproduction, fertilité, cancers hormono-dépendants

M. Rodrigue ROSSIGNOL - Directeur de recherché a I'INSERM - Mitochondries,
Bioénergétique, Maladies Rares, Cancer, Thérapie mitochondriale, Toxicité Mitochondriale

M. Bernard SALLES - Professeur émérite de I'Université de Toulouse - Toxicologie,
cancérogenése, nanotoxicologie, modéles vitro/vivo

M. Ludovic WROBEL - Biologiste de Recherche - oncologie, neurobiologie, neurotoxicité,
immunotoxicité, respiration cellulaire

COMITE D’EXPERTS SPECIALISE

m CES Substances et produits phytopharmaceutiques, biocontréle

Président

M. Jean-Ulrich MULLOT - Pharmacien militaire (Service de santé des Armées). Spécialité :
Toxicologie, Evaluation des risques, Réglementation, Radionucléides, Chimie Analytique

Vice-président

M. Christian GAUVRIT — Retraité de I'Institut national de la recherche agronomique - INRA.
Spécialité : Efficacité, Herbicides, physiologie végétale, adjuvants, formulants

Membres

M. Marc BARDIN - Directeur de recherche (Institut national de recherche pour I'agriculture,
lalimentation et [I'environnement - [INRAE). Spécialité: Efficacité, Biocontrble,
phytopathologie, microbiologie

M. Enrique BARRIUSO - Directeur de recherche (Institut national de recherche pour
I'agriculture, I'alimentation et I'environnement - INRAE). Spécialité : Environnement, devenir,
transferts, sols, chimie

M. Philippe BERNY — Enseignant — Chercheur (Vetagro Sup). Spécialité : Ecotoxicologie,
oiseaux et mammiféres

Mme Marie-France CORIO-COSTET - Directrice de recherche (Institut national de recherche
pour I'agriculture, I'alimentation et I'environnement - INRAE). Spécialité : Efficacité, fongicides,
herbicides, vigne, résistance, stimulateurs des Défenses des Plantes, Biocontrble,

M. Jean-Pierre CUGIER — Retraité du Ministere de I'agriculture, Senior Scientific Officer
(Autorité européenne de sécurité des aliments) jusqu’au 30/09/2016. Spécialité : Résidus et
sécurité consommateur

M. Marc GALLIEN - Chargé de mission (MSA). Spécialité : Application des produits
phytopharmaceutiques, Exposition des opérateurs et des travailleurs, Analyse des
conséquences sur la santé humaine des expositions aux produits phytopharmaceutiques

Mme Sonia GRIMBUHLER - Chercheure (Institut national de recherche pour I'agriculture,
alimentation et I'environnement - INRAE). Spécialité : Evaluation de l'exposition des
agriculteurs - Machinisme agricole - Mesurage de terrain
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Mme Guillermina HERNANDEZ RAQUET - Directrice de recherche (Institut national de
recherche pour [lagriculture, l'alimentation et I'environnement - INRAE) . Spécialité :
Microbiologie, écologie microbienne, biodégradation, chimie analytiques, polluants
persistants, écotoxicologie, biotechnologie

M. Frangois LAURENT — Chargé de recherche (Institut national de recherche pour
I'agriculture, l'alimentation et I'environnement - INRAE). Spécialité : Métabolisme, résidus
composeés organiques, Contamination de I'environnement, Physiologie Végétale

Mme Laure MAMY - Directrice de recherche (Institut national de recherche pour I'agriculture,
lalimentation et I'environnement - INRAE). Spécialité : Devenir des pesticides dans
environnement — Modélisation

M. Patrick SAINDRENAN Patrick — Retraité du Centre national de la recherche scientifique —
CNRS. Spécialités : Phytopathologie, Fongicides, Stimulateurs des Défenses des Plantes,
Modes d'action, Biocontréle, Métabolisme de résidus de pesticides dans les végétaux

Mme Jeanne STADLER - Consultante en Toxicologie, Retraitée du Centre de recherche
Pfizer. Spécialité : Toxicologie de la reproduction

m CES Valeurs sanitaires de référence

Président

M. Fabrice MICHIELS — Médecin du travail / toxicologue au Service de prévention et santé au
travail de Corréze et de Dordogne (SPST 19-24) — Compétences : Médecine du travail,
toxicologie

Vice-président

Mme Anne MAITRE - Professeur des Universités — Praticien Hospitalier (PU-PH) au
Laboratoire de Toxicologie Professionnelle et Environnementale, CHU de Grenoble;
Responsable de I'équipe « Environnement et prédiction de la santé des populations »,
Laboratoire TIMC, Université Grenoble Alpes — Compétences : médecine, toxicologie, IBE,
métrologie des polluants, hygiéne industrielle — Démission en mars 2023

Jérbme THIREAU — PhD, Chargé de recherche au CNRS - Compétences : Physiologie
animale, électrophysiologie, biologie cellulaire, cardiotoxicité — A partir de mai 2023

Membres

M. Luc BELZUNCES - Directeur de Recherche et Directeur du Laboratoire de Toxicologie
Environnementale a I'INRAE — Compétences: Toxicologie générale, Neurotoxicologie,
Ecotoxicologie, chimie analytique, évaluation des risques

Mme Michéle BISSON — Toxicologue Responsable d’étude a I'INERIS — Compétences :
Pharmacien toxicologue, VTR, évaluation des risques sanitaires

Mme Céline BOTINEAU - Ingénieur de prévention du risque chimique au CEA -
Compétences : Hygiéne industrielle, chimie, évaluation des risques — Démission novembre
2022
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Mme Anne CHEVALIER - Retraitée de [lInstitut de Veille Sanitaire - Compétences :
épidémiologie
M. Frangois CLINARD - Epidémiologiste & ’Agence Santé Publique France — Compétences :

Pharmacien toxicologue, épidémiologie, évaluation des risques sanitaires — Démission en mai
2023

Mme Fatiha EL-GHISSASSI - Scientifique, Programme des Monographies. Evidence
Synthesis and Classification Branch. Centre International de Recherche sur le Cancer -
Compétences : biochimie spécialiste en cancérogénése et génotoxicité

M. Claude EMOND - Professeur associé - Ecole de santé publique, Université de Montréal -
Département de santé environnementale et santé au travail. — Compétences : Toxicologie,
modéle PBPK, toxicocinétique, nanotoxicologie, perturbateurs endocriniens

M. Robert GARNIER — Médecin toxicologue, Paris - Compétences : Toxicologie médicale,
santé au travail, santé environnementale

Mme Perrine HOET — Professeur a I'Université Catholique de Louvain. IREC — Compétences :
médecine du travail, toxicologie professionnelle et environnementale — Démission en février
2023

M. Kevin HOGEVEEN - Toxicologue, Anses — Fougéres, Toxicologie des Contaminants —
Compétences : Toxicologie, génotoxicité, hépatotoxicité, toxicologie in vitro

Mme Yuriko IWATSUBO - Médecin épidémiologiste a Santé publique France -
Compétences : épidémiologie des risques professionnels

M. Frédéric LIRUSSI — Professeur des Universités— Praticien Hospitalier (PU-PH) a 'UFR des
Sciences de Santé & CHRU de Besancon - Compétences : Toxicologie Clinique, Toxicologie
analytique, Immunité Innée, Reprotoxicité — Démission en mars 2023

M. Luc MULTIGNER - Directeur de recherche, INSERM U1085 - IRSET — Compétences :
Epidémiologie, Perturbateurs Endocriniens, Pathologies des fonctions et des organes de la
reproduction

Mme Nadia NIKOLOVA-PAVAGEAU - Conseiller médical a I'INRS — Compétences :
Médecine du travail, toxicologie médicale, IBE

M. Benoit OURY - Responsable détudes a I'INRS — Compétences: Métrologie
atmosphérique, Air des lieux de travail, évaluation expositions professionnelles

M. Henri SCHROEDER - Maitre de Conférence a la Faculté des Sciences et Technologies de
I'Université de Lorraine —Département Neurosciences et Biologie Animale et unité INSERM
U1256 Nutrition, Génétique et Exposition aux Risques environnementaux - Pharmacien
neurobiologiste - Compétences : Neurotoxicité, polluants Environnementaux, comportement
animal, développement cérébral, exposition périnatale

M. Olivier SORG — Chef de groupe de recherche a I'Université de Genéve - Compétences :
Docteur es science en biochimie, toxicologie expérimentale, dermatotoxicologie

M. Jérbme THIREAU — PhD, Chargé de recherche au CNRS - Compétences : Physiologie
animale, électrophysiologie, biologie cellulaire, cardiotoxicité — membre du CES jusqu’en avril
2023 puis vice-président

Mme Maeva WENDREMAIRE — Maitre de conférences a I'Université de Bourgogne —
Compétences : Toxicologie, reprotoxicité, pharmacologie, toxicologie analytique
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AUDITION DE PERSONNALITES EXTERIEURES

Département de Néphrologie et Transplantation d’organes ; Centre de Référence des
Maladies Rénales Rares ; CHU de Toulouse - INSERM U1297 (Institut des Maladies
Métaboliques et Cardiovasculaires) Université Toulouse Il

M. Stanislas FAGUER — MD, PhD, Professeur des Université — Praticien Hospitalier (PU-PH)
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ANNEXE 2

Lettre de saisine

QD....S.«?_S.! O 2019-8A-0202

Connaitre, évaluer pwff_ger

Décision N* 2018.12.333

AUTOSAISINE

Le drecieur génaral de I'Agence nationale de séourité santaire de I'slimentation, de Fenvironnement &t
cu raval (Anses),

Vu le code de la santé publique, & notammentt son articke L. 1313-3 conférant 4 I'Anses la prérogatve
de se saisir de toule question én vue de |'sccomplssement de ses missions,

Décide :

Article 1%.- L'Agence naticnale de sécurité saniaive de Faimentstion, de fervironnement ef du travail
2e saisil 2fin de réaliser une axpertse donl les carachivistques sont listées cidessous.

1.1 Thématiques et cbjectits de I'expertise

L'Anses lancs une nowvelle suto-saisne visant 3 actualiser ks conndes o la littérature scentiique
publiées depuis Mapprobation des substances fangicdes de la famile des inhibitewrs de la succinate
deshydregénase (SDHI) afin didentfier & des &éments nouveaux pouralent, dune part. nécesster
une actualisabion da l'avis &l du rappont du groupe d'expertise collectve’ et, d'autre pant, justifier une
modification des évaluations mendes su niveau eurcpéen sur les substances de la famille des SOHI

1.2 Contexte de l'autosaisine

Aprds l'alerte ¢’un collectif de scentfiques, IAnses avall mandaté en mai 2018 un groupe d'expertiss
colective @n UNgance pour célemines si « s informations of hypathéses Scianifigues anpafées par
fos awews [de kaf dibune .. apportant ... des déments an faveor dexpositions of de rsques gul
n'auralent pas & pvis an complo dens Mdvaluabion des substances actives concamées », L'avs de
l'agence pris sur le fandemaent de cetle exparise 8 &0é publié en janver 2019°

Par ailewrs, l'Anses a informé et lancs un appel & la vigiterce auprés des autorités eurapéennes el
nord-américanes et auprds des autres Etats Membres, et a saisi Iinserm afin que |a question des
SDHI s0il prise en comple dans le cadre de son expartise collective en cours relative @ Nmpact des

posticides

T A% g0 rAgence e AT oo L oe T of U vasol relatd & « Nvaluason oy
SO concermant ba oaicid des lang st s dundrpdrony (SOvl)-

15 jarvwir 2019

AEESFRIRA! ersen ¢ - code Bvoe  ANSESTCE AN 12
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Do phes, L'Anses s'est aulossisks sur 18s nsques cumulds pour les consommateurs en relstion svec
e aapasition aux SDHI. Les résulats sont attendus en mars 2020,

L'Anses a égalernent favorisé 'émergence of financé des propts dé recharche at, via les dispositits de
surveifarce coordonnés par la phytophamacovigitenos, cherche & délecter daventuals affets
sanitares des SDH| pouvant étre obasrvés sur 1o larain.

Suite & cela, I'Anses 8 identfié diférenies dornbes ou éludes récamment putskéas, pami lesquales 1a
publication de Benil & &/, dans Plos One, qui devronl &reé analysées. Le rapport dexpertise collective
de l'Insarm susmensonné deva dgalement dre prs en comple,

Pour répondre & I'sulo-saising, un groups de tavall (GT) ad hoc serm constitue & partr dos vwviers
d'experts de Fagencs (colloctits axistants ot viviers de personnes compétenies). Les condusions de ce
groupe seront valddes par los CES réddrents.

1.3 Questions sur lesquelles portent les travaux d'expertise & mener

Les questions suvantes secont axamindes :

¢ Lanalyse des ddments disponibles ou 8 venir, noamment les effets criiques, dovant-is
conduine & taie dvoluer 18s valeurs de redérance loxkcologiques des substances 7 A cet dgard,
une attention spécifigue sera portée 3 la toxioté mitcchondriale des substances actves de la
famile dos SOHI ;
L'analyse das résultats de vigiance, de survedllance cu d'études épidémiologiques apporient-is
des éldments sugoérant un impadct sanilaire qui mewail pas 4l pris en comgle dans
Favaluation des risquas ralatve & ces substances ?

o Au regard de ces dkments, des modificstions des valeurs de rédérence toxicologiques des

substances actves SDHI sont-alies nécessalres ? Dans lafirmative, des propositions sont
atlandues afin qu'eles puissent Sre portées &u niveau aurapden.

1.4 Durde pravisionnelle de I'expertise

Leés conclusions finales devront &re rendues dans un délai de 12 mois, un avis intermédiaine sur |8
nécessts dune actualisation de I'avis du GECU de jarwvier 2019 est afendu dans un délai de 6 mois

Article 2.- Un avis sara émis ot pudlé par 'Agence & lissue des Iravaux

Fat & Malsons-Allort, e 06 DEC 019

Ganat
général

212
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ANNEXE 3
Tableau 1 : Identité et statut réglementaire dans 'UE des SDHI considérés dans I'expertise
Liste SDHI Numéro Famille Structure chimique Principaux types Date de fin Classification
(source : FRAC et CAS chimique d’usages en France | d’approbation | harmonisée et opinions
IRAC) (ephy, 24/04/2023) de la SA"® du RAC"®
Benzovindiflupyr | 1072957-71- | Pyrazole-4- | = o | e Traitement des parties Approuvée Acute tox 3 - H301 / H331
1 carboxamide ® () 4 aériennes :  céréales, 02/03/2024 Aquatic Acute 1 - H400
- ; y gazons (greens et tees
Q : / de golfs) Aquatic Chronic 1 - H410
\ TN
N / (ATP9; 2016)
Bixafen 581809-46-3 | Pyrazole-4- e j\ “ d Traitement des parties Approuvée Pas de classement
carboxamide Y x aeriennes : cgreales, 31/05/2025
. A cruciféres oléagineuses
Hi:’r . ] .
Boscalid 188425-85-6 | Pyridine- o O Traitement des parties Approuvée Pas de classement
(ancien nom - carboxamide N aeriennes : X cgrel?les, 15/04/2026
nicobifen) N el O vigne, arboriculture,
cruciféres

oléagineuses,
protéagineuses,
Iégumineuses, soja,
tournesaol, lin, légumes,
cultures porte-graines

graines

15 SA : substance active

'6 les opinions du RAC ont été renseignées dans les cas ou celles-ci n'ont pas encore été implémentées dans la réglementation CLP.
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Carboxine 5234-68-4 Oxathiin O _CHs Traitement de Non Skin Sens. 1 - H317
H - . A A .
carboxamide C IN/: semences : ceréales approuvée STOT RE 2 - H373 (reins)
® o \© 31/05/2021 Aquatic Acute 1 - H400
Aquatic Chronic 1 - H410
(ATP14; 2019)
Cyflumetofen 400882-07-7 | benzoylacétoni Acaricide Approuvée Carc. 2 — H351
trile Traitement des parties | 31/10/2025 | Skin Sens. 1A — H317
aériennes : cultures (ATP14: 2019)
florales, plantes vertes ’
et fraisiers (uniquement
autorisé sous abri hors-
sol)
Fluopyram 658066-35-4 | Pyridinyl-ethyl- o A o Traitement des parties Approuvée Aquatic chronic 2 - H411
. 3/ 5 3 ya . . ra Ie
benzamide 9 g | aeriennes : céréales, 31/01/2024 (ATP9: 2016)
NN arboriculture, cultures
S : légumiéres, oléagineux,
° bananes, gazons (golfs
et terrains de sport)
Traitement du sol:
cultures légumieres et
ornementales  (usage
fongicide et nématicide)
Flutolanil 66332-96-5 Phenyl CF3 OCH(CH3) Traitement des Approuvée Pas de classement
benzamide @—com O tubercules/semences : 20/02/2024
pommes de terre
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Pyrazole-4-
carboxamide

F

H O
F

Traitement de
semences et des
parties aériennes :
céréales, arboriculture,
cultures légumiéres,
cultures porte-graines

Traitement du sol:
pommes de terre

Approuvée
31/05/2025

Lact - H362

Aquatic acute 1 - H400
Aquatic chronic 1 - H410
(ATP15; 2020)

Isofétamid

875915-78-9

Phenyl-oxo-
ethyl thiophene
amide

CH», C -\>
j/\

HaC CH

(H3C),CH /{

Traitement des parties
aériennes : vigne,
arboriculture, fraisiers,
fines herbes, laitue,
cruciféres oléagineuses

Approuvée
15/09/2026

Pas de classement

Isopyrazam

881685-58-1

Pyrazole-4-
carboxamide

Traitement des parties
aériennes : plantes
ornementales

(date limite du retrait
des AMM'" des produits
par les états membres :
08/09/2022)

Non
approuvée

08/06/2022

Carc. 2 — H351

Repr. 1B — H360D

Skin Sens. 1B — H317
Aquatic Acute 1 — H400
Aquatic Chronic 1 — H410
(ATP18, 2022)

17 AMM : autorisation de mise sur le marché
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betteraves et mais

Penflufen 494793-67-8 | Pyrazole-4- HC O Traitement des Approuvée Carc. 2 - H351
carboxamide N\éfLu :)“Obrﬁ;ﬁg'sefi’;fggnces * | 31/05/2025 | Aquatic Acute 1 - H400
MR ne . . Aquatic Chronic 1 - H410
HC e on, Pas de produit autorisé g
en France (ATP15; 2020)
Penthiopyrad 183675-82-3 | Pyrazole-4- o) — Traitement des parties Approuvée Aquatic Acute 1 - H400
. CF Yo . yoe
carboxamide Ine e acriennes : cereales, | 54055025 | Aquatic Chronic 1 - H410
N N cultures légumieres,
T fraisiers, fruitiers (ATP10; 2017)
Traitement de
semences : betteraves
Pydiflumétofen 1228284-64- | N-methoxy- — Demande | Carc. 2 - H351
7 (phenylethyl)- ;Q :§§ d’approbation Repr. 2 - H361f
pyrazole- - . en cours
carboxamide  |*\ (e [ )y - Aquatic Acute 1 - H400
i . Aquatic Chronic 1 - H410
1
(ATP17 ; 2021)
Sédaxane 874967-67-6 | Pyrazole-4- fL % Traitement de Approuvée Carc. 2 - H351
carboxamide W <] FL9 N%ﬂ semences :  cereales, | 34/955005 Aquatic Acute 1 - H400

Aquatic Chronic 2 - H411
(ATP17 ; 2021)
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Tableau 2 : Etablissement des AOEL actuelles et de celles retenues par le GT

Substance

Dossier réglementaire

Conclusion du GT sur la base des données actuelles

Effet critique Dose critique | Facteur AOEL Effet critique Dose Facteur AOEL
(étude clé) (mg/kg pclj) d’incertitude actuelle (étude clé) critique | d’incertitude | (mg/kg pc/j)
(absorption (mg/kg (mg/kg | (absorption Niveau de
orale) pclj) pclj) orale) confiance
Benzovindiflupyr | poids corporel, hypertrophie du | 6,8 100 0,04 l motilité | 1,2 100 0,012
foie, de I'hypophyse, et de la zone (60%) spermatique, 1 (pas de
glomérulaire des surrénales chez les incidence diestrus correction de | Moyen faible
parents lactationnel, l I'absorption
Sperme anormal, | des follicules dépdt glyocogéne orale)
ovariens en croissance et des hépatique
corporea lutéa et 1 incidence (étude sur 2
diestrus lactationnel générations chez le
Chez les petits : | poids corporel, 1 rat)
poids du foie et retard de maturation
sexuelle chez les males
(étude sur 2 générations chez le rat)
Bixafen Hypertrophie du foie et des cellules | 12,9 100 0,13 Maintien de la VTR actuelle
folliculaires thyroidiennes (pas de Niveau de confiance : moyen fort
(étude 90 jours chez le rat) correction par
I'absorption
orale)
Boscalid Perte de poids, effets hépatiques | 22 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
(augmentation du poids et biochimie (44%) Niveau de confiance : moyen fort
altérée), augmentation du poids de
la thyroide
(étude 1 an chez le chien)
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Carboxine Lésions rénales (néphropathie | 5,5 100 0,055 Maintien de la VTR actuelle
chronique) (pas de Niveau de confiance : moyen fort
(étude 90 jours chez le rat) correction par

I'absorption
orale)

Cyflumetofen Altérations des corticosurrénales et | 17 100 0,11 Altération des | 10 100 0,07
des ovaires (68%) corticosurrénales (68%) Moyen
(études 90 jours et 2 ans chez le rat) (étude sur 2

générations chez le
rat)

Fluopyram Effets hépatiques (incluant des | 5,4 100 0,05 Maintien de la VTR actuelle
effets sur le poids, sur la biochimie et (pas de Niveau de confiance : faible
en histologie) correction par
(étude 90 jours chez la souris) I'absorption

orale)

Flutolanil Augmentation du poids relatif des | 37 100 0,26 Maintien de la VTR actuelle
glandes thyroidiennes et (70%) Niveau de confiance : moyen fort
parathyroidiennes (males).

(étude 90 jours chez le rat)

Fluxapyroxad Effets hépatiques (augmentation du | 6 100 0,04 Maintien de la VTR actuelle
poids, hypertrophie) (68%) Niveau de confiance : moyen
(étude 90 jours chez le rat)

Isofetamid Baisse du poids corporel. 5,34 100 0,05 Mémes effets | 2,95 Idem dossier | 0,03
Effets hépatiques (incluant une (pas de hépatiques retenus réglementaire | Moyen
augmentation du poids du foie, une correction par (étude 90 jours
augmentation des PAL et une I'absorption chez le chien)
hypertrophie) orale)

(étude 1 an chez le chien)

Isopyrazam Effets sur le poids corporel et | 8 100 0,05 Maintien de la VTR actuelle
hépatiques (augmentation du poids (64%) Niveau de confiance : moyen
et hypertrophie)

(étude multigénérationnelle chez le
rat)

Penflufen Hypertrophie hépatique 7,7 100 0,077 Maintien de la VTR actuelle
(étude 1 an chez le chien) (pas de Niveau de confiance : moyen

correction par
I'absorption
orale)
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Penthiopyrad Effets sur le poids, le foie et les | 11 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
surrénales dans la génération P et (pas de Niveau de confiance : Moyen
F1. correction par
(étude multigénérationnelle chez le I'absorption
rat) orale)

Pydiflumetofen Augmentation de variants | 10 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
squelettiques chez le foetus. (pas de Niveau de confiance : moyen
(étude de toxicité prénatale chez le correction par
lapin) I'absorption

orale)

Sédaxane Diminution du poids corporel, | 28 100 0,28 Maintien de la VTR actuelle
diminution de la force (pas de Niveau de confiance : moyen
d’agrippement. correction par
(étude 90 jours chez le rat) I'absorption

orale)
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Tableau 3 : Etablissement des DJA actuelles et de celles retenues par le GT

Substance Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose Facteur DJA
(étude clé) critique d’incertitud | actuelle (étude clé) critique d’incertitud | (mg/kg pclj)
(mg/kg pclj) | e (mg/kg pclj) (mg/kg e Niveau de
pclj) confiance
Benzovindiflupyr | gain de poids corporel, effets | 4,9 100 0,05 Maintien de la VTR actuelle
hépatiques (incluant hypertrophie et Niveau de confiance : moyen
vacuolisation) et thyroidiens
(adénome)
(étude 2 ans chez le rat)
Bixafen Effets sur le foie (incluant une | 2 100 0,02 Maintien de la VTR actuelle
hypertrophie et une augmentation du Niveau de confiance : moyen
cholestérol) et sur la thyroide
(altération de la colloide)
(étude 2 ans chez le rat)
Boscalid Effets sur le foie, altération 4.4 100 0,04 Maintien de la VTR actuelle
hématologique et biochimique. Niveau de confiance : moyen fort
(étude 2 ans chez le rat)
Carboxine Ostéodystrophie fibreuse du fémur et | 0,82 100 0,008 Idem dossier | Remise en | 300 0,0027
hyperplasie parathyroidienne réglementaire cause de la Moyen
(étude 2 ans chez le rat) NOAEL de
0,82 mg/kg
pclj en
LOAEL
Cyflumetofen Altération des corticosurrénales et des | 17 100 0,17 Altération des | 10 100 0,1
ovaires corticosurrénales Moyen
(étude 90 jours et 2 ans chez le rat) (étude  sur 2
générations chez
le rat)
Fluopyram Effet sur le foie et la thyroide (incluant | 1,2 100 0,012 Idem dossier | 1,2 300 0,004
des hypertrophies) et sur les reins réglementaire Faible
(effets dégénératifs).
(étude 2 ans chez le rat)
Flutolanil Modification histologique de la rate | 8,7 100 0,09 Maintien de la VTR actuelle

avec diminution du nombre de
splénocytes (males) et diminution de
I’'hémoglobinémie (femelles)

(étude 2 ans chez le rat)

Niveau de confiance : Moyen fort

page 43/ 53




Avis de I’Anses
Saisine n° « 2019-SA-0202 »
Saisine liée n°2018-SA-0113

Fluxapyroxad Effets sur le foie (incluant une | 2,1 100 0,02 Maintien de la VTR actuelle
hypertrophie et des adénomes Niveau de confiance : Moyen fort
hépatocellulaires)
(étude 2 ans chez le rat)
Isofetamid Diminution du poids et du gain de | 1,57 100 0,02 Maintien de la VTR actuelle
poids corporel Niveau de confiance : Moyen
(étude 1 an chez le chien)
Isopyrazam Effet sur le foie (incluant une | Pas de | 200 0,03 Idem dossier | Idem 300 0,018
hypertrophie) NOAEL réglementaire dossier (LOAEL- Moyen faible
(étude 2 ans chez le rat) LOAEL =5,5 réglementai | NOAEL)
re
Penflufen Effets sur le foie (incluant une | 4 100 0,04 Maintien de la VTR actuelle
hypertrophie) et sur la thyroide Niveau de confiance : Moyen fort
(incluant une altération de la colloide)
(étude 2 ans chez le rat)
Penthiopyrad Effet sur le poids corporel, les | 11 100 0,1 Effets sur les reins | Pas de | 300 0,03
surrénales et le foie chez les parents. (étude sur 2 ans | NOAEL (LOAEL- Moyen
(étude multigénérationnelle chez le chez le rat) LOAEL =9 | NOAEL)
rat)
Pydiflumetofen Diminution du poids corporel et effets | 9,2 100 0,09 Maintien de la VTR actuelle
sur le foie (Iésions histologiques) Niveau de confiance : Moyen
(étude 18 mois chez la souris)
Sédaxane Diminution du poids corporel, effets | 11 100 0,11 Maintien de la VTR actuelle

sur le foie et sur la thyroide
(étude 2 ans chez le rat)

Niveau de confiance : Moyen faible
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Tableau 4 : Etablissement des ARfD actuelles et de celles retenues par le GT

Substance Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet critique Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (mglkg pc)
(mg/kg pc) gg)g/kg :)n;)g/kg Niveau de
confiance
Benzovindiflupyr | Observations cliniques de neurotoxicité | 10 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
(| force d’agrippement, activité motrice, Ni d fi .
température), | gain de poids corporel lveau de confiance : moyen
(étude de neurotoxicité aigué chez le rat)
Bixafen Diminution du poids maternel et feetal 20 100 0,2 Maintien de la VTR actuelle
(étude de toxicité prénatale chez le rat) Niveau de confiance : Moyen
Boscalid Le profil toxicologique ne justifie pas la détermination d’'une ARfD Le GT est en accord avec cette conclusion.
Carboxine Le profil toxicologique ne justifie pas la détermination d’'une ARfD Le GT est en accord avec cette conclusion.
Cyflumetofen Le profil toxicologique ne justifie pas la détermination d’'une ARfD Retard d’ossification 50 100 0,5
(étude  de  toxicité Moyen
prénatale chez le rat)
Fluopyram Diminution de [l'activité locomotrice et | 5 100 0,5 Maintien de la VTR actuelle
motrice . )
Niveau de confiance : Moyen
(étude de neurotoxicité aigué chez le rat)
Flutolanil Résorption et mortalité foetale 40 100 0,4 Maintien de la VTR actuelle

(étude de toxicité prénatale chez le lapin)

Niveau de confiance : Moyen
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Fluxapyroxad Effets développementaux chez le lapin | 25 100 0,25 Maintien de la VTR actuelle
(pertes post-implantatoires), diminution Ni d fi .
du poids des méres et diminution du gain Iveau de confiance : moyen
de poids maternel chez le rat
(étude de toxicité prénatale chez le rat et
le lapin)
Isofetamid Diminution de la  consommation | 100 100 1 Maintien de la VTR actuelle
alimentaire chez les meres. Ni d fi . fort
Augmentation des variations Iveau de confiance . moyen 1o
squelettiques chez les feetus.
(étude de toxicité prénatale chez le lapin)
Isopyrazam Diminution du gain de poids maternel. 20 100 0,2 Maintien de la VTR actuelle
(étude de toxicité prénatale chez le rat) Niveau de confiance : moyen
Penflufen Diminution de l'activité locomotrice (dans | 50 100 0,5 Diminution de l'activité | Pas de | 300 0,33
Icrt-,;téjzdlee r|ant|)’uale de neurotoxicité aigué locomotrice NOAEL (LOAEL- Faible moyen
(étude de neurotoxicité | LOAEL = | NOAEL)
(étude de neurotoxicité aigué chez le rat aigué chez le rat— étude | 100
— follow-up) initiale)
Penthiopyrad Diminution du poids feetal. 75 100 0,75 Maintien de la VTR actuelle
(étude de toxicité prénatale chez le lapin) Niveau de confiance: moyen fort
Pydiflumetofen Diminution du gain de poids maternel et | 30 100 0,3 Variations squelettique | 10 100 0,1
de la consommation alimentaire. chez les foetus
Moyen
(étude de toxicité prénatale chez le rat) (étude de toxicité
prénatale chez le lapin)
Sédaxane Signes cliniques, diminution de l'activité | 30 100 0,3 Maintien de la VTR actuelle
locomotrice et de la force d’agrippement . )
Niveau de confiance : moyen
(étude de neurotoxicité aigué chez le rat)
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ANNEXE 5

Avis divergent sur la conduite de I’expertise du GT SDHI

Laurence Huc, Anthony Lemarié

Mésestimation des toxicités d’organes des SDHI en fin d’expertise

Objectif : Les membres du GT, aprés I'examen de tous les dossiers, ont entériné le 14 janvier
2022, la réalisation d’'une analyse transversale des effets toxiques des SDHI. Cette analyse,
innovante par rapport a I'’évaluation réglementaire substance par substance, visait a expliciter
les toxicités d’organes communes ou différentes pour tous les SDHI expertisés. Elle a donc
une importance capitale pour identifier des effets délétéres communs a des substances ayant
la méme cible pharmacologique, la SDH.

Méthode : Pour traiter de maniére cohérente ces aspects, l'analyse a été travaillée
collectivement. Ainsi, chaque bindbme ou trinbme ayant examiné une SA a reporté dans un
tableau a multiples lignes et colonnes les effets toxiques observés dans le dossier
réglementaire (foie, rein, perturbation endocrinienne, reprotoxicité, neurotoxicite,
développement, maladies des yeux, atteintes des surrénales, atteinte de la thyroide, autres).
Ensuite, des membres volontaires ont pris tous les éléments reportés dans le tableau pour
une toxicité donnée et fait la synthése par effet toxique pour I'ensemble des SDHI. Par
exemple, s’agissant de la toxicité rénale, de la thyroide, des effets ophtalmiques, des
surrénales et de la perturbation endocrinienne, les éléments du tableau ont été repris puis
revérifiés dans les dossiers eux-mémes, a la source, afin de s’assurer que toutes les
informations avaient bien été rapportées. Afin d'expliquer pourquoi les expert-e-s avaient porté
attention a ces effets toxiques, plusieurs membres ont fait un point bibliographique sur I'état
de I'art sur la SDH et I'organe/la fonction en question.

Résultat : Cette analyse transversale qui consiste a identifier un effet toxique plus ou moins
commun a tous les SDHI, a révélé des atteintes nombreuses et partagées entre les SDHI
pour le rein, la perturbation endocrinienne, la neurotoxicité, les maladies oculaires, les
atteintes des surrénales, cardiaques, du foie, de la thyroide.

Exploitation des résultats : Une fois réalisé, ce travail collectif n’a pas été mis a 'ordre du jour
assez tét pour étre discuté, bien que la durée de I'expertise aurait permis de le faire. De plus,
la démission de 3 expert-e's, fortement engagés dans la construction de ces parties
transversales, a conduit certains membres du GT a ne plus autant les valoriser. In fine,
certaines de ces parties, dont I'importante partie sur les perturbations endocriniennes, sont
reléguées en annexes présentées comme des « contributions personnelles ». D’autres,
n’ayant bénéficié ni d’'un débat pluraliste et contradictoire, ni d’'un temps suffisant, reprennent
de fagon déséquilibrée la littérature réglementaire par rapport a la littérature académique.
L’analyse travaillée collectivement au départ est ainsi trés nettement sous-valorisée, sinon
invisibilisée et n'est pas éclairée par I'ensemble des connaissances scientifiques sur la
mitotoxicité.

La partie transversale sur le foie n’a été abordée en réunion qu’en février 2023, alors que dés
la relecture du rapport complet, en septembre 2022, elle avait fait I'objet d’'un signalement sur
un déséquilibre bibliographique. Ainsi, cette partie ne comportait pas de littérature académique
sur la SDH. En revanche, elle comportait de la littérature pour laquelle les auteurs ou
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financeurs avaient des conflits d’intérét sur le sujet (firmes agrochimiques commercialisant les
produits, think-tank financé par les industriels) et qui avancaient des arguments visant a
considérer les atteintes hépatiques comme non pertinentes pour les humains. Ce biais
méthodologique n’a pas été réellement discuté en réunion.

Les parties concernant la perturbation endocrinienne, la toxicité rénale, la neurotoxicité, les
surrénales, la toxicité oculaire, ont été revues collégialement en GT (septembre et novembre
2022). Une partie de ces contributions a ensuite été passée en annexes, présentées comme
des contributions personnelles, ce qui a eu pour effet de déstructurer le rapport, lui faire perdre
sa cohérence scientifique et minimiser I'apport des champs de compétences volontairement
mobilisés dans I'expertise.

Discussion : Dans un travail d’expertise pluridisciplinaire et collective, il n’est pas d’'usage que
chaque expert signe sa partie et que ces parties soient mises bout-a-bout. Il s’agit davantage
du fruit d’'une intelligence et d’un travail collectifs. Ainsi, 'analyse transversale et collective
faisait partie intégrante des intentions du GT, puis du pré-rapport revu consensuellement par
le GT en septembre 2022. Ne pas pouvoir discuter collégialement de la synthése de ces
parties et/ou les reléguer en annexes présentées comme des contributions personnelles est
contraire aux intentions initiales du GT et surtout une mésestimation des résultats obtenus.

Conséquences : Minorer cette analyse transversale a pour conséquence de réduire le champ
de l'expertise collective et centrer les résultats sur la question purement réglementaire de
'analyse des VTR. Cependant, 'ambition scientifique du GT n’était pas de se limiter a ces
aspects réglementaires, mais d’avoir une vision élargie de la problématique des SDHI. En
particulier, il faut pouvoir étudier de maniére intégrée la fagon dont la prise en compte de la
mitoxicité questionne justement le cadre de I'analyse des VTR.

Restriction de la saisine a des aspects quasi-exclusivement réglementaire

Auditions refusées : Les débats des réunions ont principalement porté sur les VTR et trés peu
sur les parties transversales. Les propositions d’auditions d’experts externes au GT pouvant
apporter des éclairages sur des compétences manquantes (hépatologie, maladies
mitochondriales rares, cancers liés a la SDH, atteintes thyroidiennes) ont toutes été rejetées
par la coordination selon des régles peu compréhensibles, a I'exception d’'un expert spécialisé
en maladies rénales. Une demande d’audition d’'un membre du Conseil Scientifique de '’Anses
au sujet du rapport sur la crédibilité de I'expertise scientifique a été rejetée, alors méme que
des difficultés rencontrées dans le GT faisaient écho a des points faisant I'objet de
recommandations dans ce rapport du CS, notamment concernant lintégration des
connaissances scientifiques hors cadre réglementaire.

Blocage épistémique : Le CES VSR, conservant sa maniére de fonctionner habituelle, a
recommandeé : « La méthodologie habituellement adoptée dans les travaux du CES implique
de ne prendre en compte que des effets pertinents au plan sanitaire, présentant une variation
statistiquement significative, et dont la relation dose réponse n’est pas incohérente ». Cette
triple condition exclut de fait les pathologies liées a la SDH décrites dans la littérature : la
micro-ophtalmie, les phéochromocytomes, les atteintes des corticosurrénales et parfois la
toxicité rénale. Elle exclut les maladies rares qui peuvent voir leur incidence augmenter. Ainsi,
ce blocage de type épistémique empéche de prendre en compte I'ensemble des
connaissances scientifiques.
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Supervision scientifique des CES VSR et CES Phyto

Les experts des CES VSR et Phyto auxquels le GT est rattaché n’ont pas d’expertise
particuliere sur les SDHI et n’ont pas approfondi 'ensemble des dossiers réglementaires. C’est
ce qui justifie de la création d’'un GT spécifique et composé d’expert-e's spécialisé-e's. Le réle
des CES sur le travail du GT SDHI pose des questions de fond en termes d’organisation de
I'expertise. En l'occurrence, les retours des CES ont été intégrés par la coordination du GT
dans le rapport, sous forme de commentaires ou directement dans la rédaction du rapport.
Ces commentaires et parfois réécritures restaient soumis a la validation du collectif d’experts
du GT a posteriori, ce qui conduisait a une surcharge de travail pour les experts du GT. Cette
maniére de procéder va a I'encontre du libre choix des membres du GT d’intégrer ou non, et
de quelle fagon, les retours des rapporteurs afin de renforcer la qualité du travail.

Si un regard plus général sur la production du collectif du GT par les CES est utile pour en
clarifier les messages, la question est de savoir jusqu’ou cette clarification peut conduire et ne
s’apparente pas a une certaine forme de censure ou a une stratégie d’épuisement. On peut,
deés lors, se poser la question de savoir quel est 'intérét de réunir les spécialistes d’un sujet,
si les points de vue des non-spécialistes dudit sujet prévalent comme base de restitution.

Fin de I'expertise : perte de la pluralité des expert.e.s et contraintes d’organisation et
de temps

En novembre 2022, un expert quitte le GT. En décembre 2022, le retour des CES demandant
des modifications trés extensives du rapport affecte la conduite de I'expertise. Un nouveau
calendrier de nouvelles dates de réunion est imposé. Deux expertes quittent volontairement le
GT. Le GT a ainsi perdu en pluralité puisque les démissionnaires étaient expert.e.s des
pathologies mitochondriales et du métabolisme, un point particuliérement visé par I'auto-
saisine du GT et particulierement affecté par les modifications demandées par les CES.
Notons que 'un des démissionnaires a, entre temps, publié une partie du travail qu’il avait
mené dans le cadre du GT, dont certains chapitres n’apparaissent plus dans le rapport final
(doi: 10.3390/ijms24044045).

L’obligation d’ajouter des dates de réunion rapides n’a pu étre que difficilement gérée (autres
activités des expert.e.s extérieurs a 'Anses) et s’est accompagnée d’'une augmentation de
stress, pression, charge de travail et frustration pour les membres ne pouvant étre présents.
De fait, des décisions ont été prises sans que tous les avis aient pu étre émis, engendrant une
perte de pluralité et du principe de contradictoire, lorsque le quorum était cependant atteint.
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ANNEXE 6: ANALYSE DE L’AGENCE DE LA POSITION DIVERGENTE SUR LA
CONDUITE DE L’EXPERTISE DU GT SDHI

Il Contexte et objet de ’'annexe

Lors de I'expertise résultant de son auto-saisine, 'Anses a enregistré une position divergente
émanant d’une scientifique du groupe de travail SDHI (GT SDHI), relative a « la conduite de
I'expertise ». Cette position divergente a été partagée avec I'ensemble du GT SDHI avant la
conclusion de ses travaux. Elle a été soutenue, en plus de son auteure, par un autre expert
du GT SDHI. Au vu de l'effectif du groupe, elle constitue de ce fait une position minoritaire.

Compte tenu de l'intitulé choisi par 'auteure et de la nature des éléments questionnés, 'Anses
n’a pas retenu d’intégrer cette position minoritaire dans le rapport du GT et ses annexes : elle
a choisi de I'annexer a son avis, en relation avec le paragraphe 2 traitant de I'organisation de
I'expertise.

La présente annexe rend compte de I'analyse par ’Agence des points de cette position relatifs
a la méthodologie de I'expertise. Si elle se référe a des conclusions des différents collectifs
mobilisés dans cette expertise, elle n’apporte pas déléments d’analyse scientifique
supplémentaire a celle menée dans I'expertise.

Il/ Place de I'analyse des « toxicités d’organes » dans I’expertise collective menée

L’Agence constate que le rapport du GT SDHI comporte une partie 8 intitulée « toxicité par
organes », qui présente I'analyse et les conclusions adoptées collectivement par le GT suite
aux travaux menés. Ces conclusions sont déclinées pour chaque organe sous la forme d’un
encadré. Elle note également que la conclusion du GT (partie 9) fait référence a cette partie
pour 'un de ses alinéas. Le CES VSR indique dans sa conclusion que le choix de méthode
d’expertise effectué par le GT SDHI « pour identifier d’éventuels effets communs des SDHI
sur certains organes, sans étre totalement innovant, est original ».

Le fait qu’une synthése et des conclusions validées figurent dans le rapport constitue, aux
yeux de I'Agence, la marque que le travail sous-jacent sur la toxicité des organes a été
synthétisé et exploité dans le cadre de I'expertise collective.

A la fin du rapport, et sans qu’elles n’en constituent a proprement parler des annexes, figurent
des contributions personnelles qui ont servi, notamment, de support a la construction de la
partie 8. L’Agence note que le volume de ces contributions personnelles est important, et que
le temps nécessaire a une validation collective compléte aurait été conséquent. Elle renvoie a
cet égard au calendrier de I'expertise évoqué au § VIl ci-apres. Si elle rejoint 'auteure dans
son constat qu’il n’est pas d’usage de faire figurer une somme de contributions individuelles
dans un rapport d’expertise collective, '’Agence a retenu de les rendre accessibles.

S’agissant de la prise en compte des conclusions tirées par le GT SDHI de ces contributions
développant des aspects de toxicité par organe, que l'auteure considére comme une
« mésestimation », I'Anses retient le désaccord du CES VSR dans I'exploitation des résultats
de l'approche: « Le CES VSR conteste donc que de telles observations puissent étre
considérées comme un effet, ce qui réduit I'intérét d’'un certain nombre de paragraphes de ce
chapitre » (partie 3.2 de l'avis).
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lll/ Place dans I’expertise de ’analyse des VTR (valeurs toxicologiques de référence)

L’auteure de 'opinion minoritaire exprime par différentes maniéres des regrets que les travaux
se soient concentrés principalement sur I'analyse des VTR, constituant a ses yeux un travail
réglementaire.

L’Agence renvoie aux termes de l'autosaisine ainsi qu’aux rappels figurant dans le présent
avis sur la nature, le réle et le mode de détermination de telles VTR. Les VTR constituent avant
tout des repéres scientifiques - et non strictement réglementaires - résultant d’'une analyse
méthodique des connaissances disponibles sur la toxicité d’'une substance. Plus largement,
I’Anses renvoie au guide méthodologique d’élaboration de VTR (Anses, 2017) qui explicite ces
modalités d’analyse. La direction de I'Agence ajoute qu’elle est intervenue a plusieurs
reprises, a la demande du GT SDHI, pour expliciter le sens et les objectifs de la saisine, ainsi
que celui des VTR. Comme cela est rappelé dans les conclusions du CES VSR, la
détermination d’'une VTR passe par la consolidation d’éléments observés dans les données
scientifiques disponibles en vue de constituer des éléments de preuve d’'un poids suffisant
pour les prendre en compte.

L’Agence note que le GT SDHI s’est saisi du sujet et s’est largement exprimé a travers ses
conclusions, y compris en prenant ses distances avec des valeurs actuellement en vigueur et
déterminées par le passé dans le cadre des processus réglementaires d’évaluation des
substances concernées.

IV/ Les souhaits ou choix d’auditions

Conformément aux principes fondamentaux de I'expertise a I'’Anses (§ 10, et procédure R1'8,
§6.1.2)"°, Les auditions constituent un des outils a disposition des collectifs d’experts pour
mener a bien leurs travaux lorsque des éléments ou connaissances (scientifiques, de
terrain...) sont nécessaires pour compléter les données recueillies dans la littérature
scientifique ou les dossiers constitués par les pétitionnaires.

Le choix d’y recourir résulte d’'une décision du collectif, au vu des manques identifiés dans la
progression de I'expertise, de I'apport pressenti, et de la compatibilité avec le calendrier (cf.
point VII). Aussi, contrairement a ce qui est indiqué dans I'opinion minoritaire, les auditions
n’ont pas été rejetées par la coordination, elles font I'objet d’'une décision du collectif d’experts
mandaté. Ainsi, le GT SDHI a choisi de réaliser une audition aprés qu’une liste de question a
été élaborée afin d’approfondir un point précis de I'expertise.

S’agissant de la demande de I'auteure d’auditionner un membre du Conseil scientifique de
'Anses, impliqué dans la production du rapport relatif a « la crédibilité de I'expertise
scientifique », 'Agence a refusé cette demande pour trois raisons :

o Le Conseil scientifique de I'Anses n’intervient pas dans le déroulement scientifique d’un
processus d’expertise. De plus, la sollicitation est intervenue en fin de calendrier, alors
que les choix sur la méthode d’expertise avaient été effectués bien plus tét par le GT
SDHI ;

e |l est un organe de conseil de ’Agence, non d’un groupe de travail ou d’un collectif ;

e Enfin, 'avis du Conseil scientifique relatif a la crédibilité de I'expertise était déja rendu
public par I’Agence — et donc accessible — au moment de la sollicitation.

8 R1: procédure qualité « produire une expertise sanitaire », incluse dans le systeme qualité de
I’Anses, sous certification 1ISO 9001
19 https://www.anses.fr/fr/system/files/ANSES-Ft-PrincipesExpertise.pdf
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V/ Les blocages épistémiques

L’auteure de la position minoritaire considére que le processus d’expertise comporte un
blocage épistémique qui résulte de Il'application, par le CES VSR, de son approche
méthodologique. L'exclusion « de fait de certaines pathologies liées aux SDHI décrites dans
la littérature » mentionnée par 'auteure ne constitue pas, au sens de ’Agence, une exclusion
de principe ou de méthode, mais la mise en application de ses lignes directrices en matiére
de fixation de valeurs de référence. Ce référentiel est publié et reconnu (guide méthodologique
Anses, 2017). Il capitalise également sur le rapport du Conseil scientifique de I’Agence relatif
a la prise en compte des incertitudes et du poids des preuves dans les processus d’expertise
relatifs aux dangers des substances (Avis Anses, juillet 2016%°). En particulier, I'existence
d’événements identifiés dans des travaux scientifiques n’est pas ignorée par ce processus,
mais pondérée pour distinguer ce qui reléve d’un résultat ponctuel de ce qui reléve d’effets
néfastes ayant un poids suffisant pour étre pris en compte dans la fixation de valeurs sanitaires
de référence.

VI/ La supervision des CES

Comme le prévoient les textes fondant I'Anses (CSP. L1313-1) et la note de cadrage sur la
méthodologie de I'expertise collective a I'’Anses?', les collectifs qui valident les conclusions des
expertises collectives de 'Agence sont les comités d’experts spécialisés (CES). lls sont créés
par délibération du conseil d’administration aprés avis du Conseil scientifique de I’Agence.

Lorsqu’un sujet s’avere complexe, et en application de sa procédure d’expertise R1, 'Anses
peut mandater un collectif d’experts nommés ad hoc apres appel a candidatures pour préparer
I'analyse et formuler des propositions de conclusions, sous I'égide d'un (ou éventuellement de
plusieurs) CES.

Comme stipulé dans le mandat signé par le Directeur général, c’est en application de ce cadre
que le GT SDHI a été constitué et mandaté, en étant rattaché a deux CES: le CES
« Substances et produits phytopharmaceutiques, biocontrdle », compte tenu de la nature et
de 'usage des substances examinées, et le CES VSR compte tenu de 'objet de la saisine.

Le fait qu'un CES puisse intervenir de fagon critique sur la méthodologie d’expertise retenue
ou sur les résultats d'un GT fait partie du processus d’expertise. Cela méne quasi-
systématiquement a des conclusions communes aprés que les commentaires / observations /
recommandations du CES ont été prises en compte. Ces commentaires peuvent, notamment,
conduire a hiérarchiser ou clarifier un raisonnement soutenant les conclusions préparées par
le GT pour aboutir a des conclusions pleinement partagées.

Dans le cas d’espéce, I'auteure de la position minoritaire considére que ces commentaires ou
observations ont été trop nombreux et non légitimes. Dans la mesure ou la question centrale
de l'expertise consistait a réexaminer la pertinence des VTR au vu des connaissances
scientifiques actualisées sur les SDHI et leur mode d’action, ’Agence considére que le CES
VSR a toute Iégitimité pour commenter et interroger le GT sur les raisonnements scientifiques
menés. En effet, ce CES porte les propositions de VTR pour un large ensemble de facteurs
de risques (substances chimiques, mais aussi particules fines par ex) a partir d’éléments de
littératures variés (études toxicologiques, épidémiologiques, données de dossiers

20 AVIS et RAPPORT de I'Anses relatif au rapport d'étape sur I'évaluation du poids des preuves a I'Anses
: revue critique de la littérature et recommandations a |I'étape d'identification des dangers
21 https://www.anses.fr/fr/system/files/Anses_note cadrage.pdf
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réglementaires), et ce pour tout type de mode d’action biologique. L’Agence note d’ailleurs
gu’'apres la phase d’échanges entre le GT et le CES les propositions de modification des VTR
ont été endossées par les 2 collectifs.

L’Anses souligne qu'il est particulierement rare qu'un GT et le (ou les) CES au(x)quel(s) il est
rattaché ne convergent pas sur leurs conclusions. Pour autant, en cohérence avec les
principes de transparence et de prise en compte d’approches contradictoire, elle atteste que
les divergences sur certaines conclusions du GT sont restituées dans les différents
paragraphes de son avis et, s’agissant des positions minoritaires, intégralement disponibles
en annexe du rapport.

VII/ Le calendrier de I’expertise et ses conséquences sur le processus

L’Agence est attentive a la durée globale des travaux d’expertise. Son comité de déontologie
et de prévention des conflits d’intéréts recommande ainsi de veiller a ce que cette durée soit
délimitée. Si 'engagement calendaire pris par les experts au moment ou ils ont fait acte de
candidature se trouve largement dépassé, cette situation peut notamment conduire certains
d’entre eux a quitter le groupe.

Pour cette expertise, le calendrier initial attaché au mandat du GT SDHI était de 12 mois. A
plusieurs reprises, la présidence du collectif, s’exprimant pour le compte des experts, a sollicité
I’Agence pour prolonger le mandat au vu de 'ampleur de la tache et du temps nécessaire au
démarrage des travaux pour déterminer la démarche d’expertise. Ainsi, 'Anses a prolongé
trois fois le mandat du GT SDHI, tout en faisant mention des fortes attentes externes quant a
la finalisation de I'expertise.

Sans préjuger des raisons — par essence propres a chaque personne — qui ont conduit
quelques experts a quitter le GT SDHI, trois démissions ont été constatées. S’agissant de 'une
d’entre elles, I'expert démissionnaire a fait valoir auprés de I’Agence que sa motivation était
un désaccord sur I'approche retenue pour I'expertise. Il est a noter que les éléments apportés
par ces différents experts avant leur démission ont alimenté le rapport tel que finalisé et validé.

L’Anses avait fixé a fin mai 2023 la finalisation des travaux du GT SDHI pour que les CES
auxquels il était rattaché puissent en disposer. Comme pour beaucoup d’expertises, les
phases conclusives ont nécessité la fixation de réunions additionnelles, en accord avec le GT
SDHI, pour valider les textes (formulation du rapport et, en particulier, de ses conclusions)
dans le cadre du temps restant a courir. La volumétrie du rapport a également pesé sur ce
processus de validation.

VIIl/ Conclusion

Ainsi, aprés analyse des différents points soulevés dans la position minoritaire, dont ’'Agence
note qu’elle a été adoptée par deux des experts du GT SDHI, 'Anses n’identifie pas de
manquement ou de pratique s’écartant des principes fondamentaux de I'expertise qu’elle met
en ceuvre et décline par ses processus de travail, afin de faire vivre les valeurs
d’'indépendance, de transparence, de discussion contradictoire et de pluralité scientifique.
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HCD Historical control data
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation
de ’expertise

1.1 Contexte

A la suite d’une alerte d’un collectif de scientifiques concernant les risques pour la santé
humaine que pourrait présenter 'utilisation de fongicides de la famille des inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHI), 'Anses s’est autosaisie le 24 mai 2018 afin de
déterminer si les informations et hypothéses scientifiques mentionnées par ces
scientifiques apportaient, au regard des données de la littérature, des évaluations
européennes des substances et des données issues de la phytopharmacovigilance, des
éléments en faveur d'une exposition et de risques qui n'auraient pas été pris en compte
dans I'évaluation des substances actives fongicides concernées. Le 14 janvier 2019,
'Anses publiait un avis qui concluait que les informations et hypothéses scientifiques
apportées par les lanceurs de l'alerte n’apportaient pas d’élément en faveur de I'existence
d’alerte sanitaire pouvant conduire au retrait des autorisations de mise sur le marché de
ces fongicides (Anses 2019). L’Anses langait cependant un appel a la vigilance aux niveaux
européen et international, et soulignait la nécessité de renforcer la recherche sur de
potentiels effets toxiques chez ’humain.

Le 6 décembre 2019, 'Anses s’est saisie pour actualiser les données de la littérature
scientifique publiées depuis I'approbation des substances fongicides SDHI afin d’identifier
si des éléments nouveaux pouvaient, d’'une part, nécessiter une mise a jour de l'avis et du
rapport du groupe d’expertise collective de janvier 2019 et, d’autre part, justifier une
modification des évaluations réglementaires menées au niveau européen sur les
substances de la famille des SDHI.

1.2 Objet de 'autosaisine

Les questions posées au GT SDHI sont les suivantes (Annexe 1) :

e lanalyse des éléments disponibles ou a venir, notamment les effets critiques, la
pharmacocinétique doivent-ils conduire a faire évoluer les valeurs de référence
toxicologiques des substances ? A cet égard, une attention spécifique sera portée
a la toxicité mitochondriale des substances actives de la famille des SDHI ;

e [analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques
apportent-ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en
compte dans I'évaluation des risques relative a ces substances ?

e au regard de ces éléments, si des modifications des valeurs toxicologiques de
référence (VTR) des substances SDHI sont considérées nécessaires, des
propositions sont attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen.

Cette expertise se focalise sur I'identification et la caractérisation des dangers, via I'analyse
des données de la littérature et des valeurs toxicologiques de référence (VTR) existantes
pour ces substances. Cette expertise ne couvre pas les notions d’exposition, ni de risque.
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1.2.1 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

1.2.1.1 Moyens mis en oceuvre et organisation

L’Anses a confié l'instruction de cette saisine au groupe de travail « SDHI » (GT SDHI), mis
en place en octobre 2020, rattaché aux comités d’experts spécialisé (CES) « Substances
et produits phytopharmaceutiques, biocontréle » (CES phyto BC) et « Valeurs sanitaires de
référence » (CES VSR).

Les travaux d’expertise du GT SDHI ont été soumis réguliérement aux CES tant sur les
aspects méthodologiques que scientifiques. Le rapport produit par le GT tient compte des
observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Le rapport a été validé par le GT SDHI lors des séances des 14, 17 et 18 avril 2023. Les
experts ayant démissionné ont contribué aux travaux du GT jusqu’a la date de leur
démission (cf page 3), ils n’ont pas donc validé la version finale du rapport.

Le rapport a été proposé pour validation le 11 mai au CES VSR et le 6 juin au CES phyto
BC. Les conclusions des CES figurent dans la partie 3 de l'avis.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise
— prescriptions générales de compétence pour une expertise (mai 2003) ».

La méthodologie suivie par le GT SDHI est décrite dans la section 2.

Les positions divergentes figurent dans ’Annexe 5 : Présentation des positions divergentes.
De plus, une position divergente concernant la conduite de I'expertise est annexée a I'avis
associé au rapport.

1.2.1.2 Autres moyens mis en oceuvre et organisation

Le GT a auditionné le professeur Stanislas Faguer' le 21 avril 2022 concernant les
questions soulevées par le GT sur la néphrotoxicité potentiellement induite par I'exposition
de modeéles animaux a des SDHI.

Des contributions personnelles, non validées par 'ensemble du GT mais endossées par un
ou plusieurs experts et contenant des informations additionnelles en lien avec les questions
de la saisine, figurent a la suite des annexes du rapport.

1.3 Prévention des risques de conflits
d’intéréts
L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout

au long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités
dans le cadre de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont publiées sur le site internet
https://dpi.sante.gouv.fr/.

' Département de Néphrologie et Transplantation d’organes ; Centre de Référence des Maladies
Rénales Rares ; CHU de Toulouse - INSERM U1297 (Institut des Maladies Métaboliques et
Cardiovasculaires) Université Toulouse I
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2 Méthodologie

L’objectif de cette autosaisine est d’« actualiser les données de la littérature scientifique
publiée depuis I'approbation des substances fongicides de la famille des inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHI) afin d’identifier si des éléments nouveaux pourraient,
d’une part, nécessiter une actualisation de l'avis et du rapport du groupe d’expertise
collective et, d’autre part, justifier une modification des évaluations menées au niveau
européen sur les substances de la famille des SDHI ».

Pour ce faire, le GT SDHI a suivi la méthodologie suivante :

e Sélection des substances actives (SA) phytopharmaceutiques SDHI a inclure dans
I'expertise. Il s’agit de celles ayant eu une évaluation européenne disponible au
moment des travaux (Tableau 1). Pour ces SDHI, les statuts réglementaires et les
données de vente ont été recensées ;

¢ Rappel de la biochimie de la SDH et des évaluations nationales antérieures (Anses
2019; Baldi et al. 2021; Inserm 2021) ;

e Recensement des VTR et analyse critique au regard des dossiers réglementaires
et d'une revue systématique de la littérature ;

e Etat des connaissances concernant un dysfonctionnement de la SDH, les
pathologies et les organes cibles ;

e Toxicité par organes : analyse transversale des effets toxiques des SDHI.

Il est a noter que seuls les effets néfastes ont été considérés dans ce rapport.

Les principales étapes sont récapitulées en Figure 1.

Sélection des SDHI a inclure dans I'expertise

Pour chague substance phytopharmaceutique SDHI

Dossiers Donnees
réglementaires bibliographigues

Recensement et description
des VTR (AOEL, DJA, ARTD)

Analyse critique des VTR au regard des données disponibles + attribution de niveau de confiance

VTR pas remise en cause Proposition d'une nouvelle VTR

Pour I'ensemble des substances phytopharmaceutiques SDHI

Figure 1 : Méthode de travail suivie par le GT SDHI

2.1 Recensement des données

Le GT arecense les données issues des dossiers réglementaires et a réalisé une recherche
systématique de la littérature.

Version finale page 17/ 318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

2.1.1 Dossiers réglementaires

Le réglement (CE) 1107/2009 du 21 octobre 2009 définit, pour 'ensemble des Etats
membres, les conditions d’approbation des SA et de mise sur le marché des produits
phytopharmaceutiques. La décision d’approbation ou de ré-approbation d’'une substance
active revient a la Commission Européenne aprés évaluation scientifique par 'EFSA
(« European food safety agency » ou Autorité européenne de sécurité des aliments).

Les produits phytopharmaceutiques sont des préparations composées d'une ou plusieurs
SA, responsables des propriétés du produit et de substances appelées co-formulants,
donnant au produit une forme appropriée a son application.

Le référentiel de I'évaluation des dangers et des risques est le réglement (CE) 1107/2009.
Celui-ci est complété par des reglements d’exécution et notamment le reglement (UE)
n°546/2011, qui porte sur les critéres d’acceptabilité du risque. Ces documents indiquent
les données techniques que doivent contenir les dossiers, ainsi que les méthodes a mettre
en ceuvre pour les obtenir, et précisent, le cas échéant, les valeurs seuils au-dela
desquelles le risque doit étre considéré comme inacceptable ou des essais
complémentaires nécessaires pour affiner I'évaluation. Ces réglements, complétés par
divers documents guides, permettent que I'évaluation des dossiers soit réalisée de fagon
harmonisée d’un Etat membre a l'autre.

Ainsi, lorsqu’une société souhaite I'approbation d’'une nouvelle SA au titre du réglement
(CE) n°1107/2009, elle constitue un dossier qu’elle dépose auprés de I'Etat membre de son
choix. Le dossier relatif aux SA permet de caractériser les propriétés intrinséques de ces
substances et donc les dangers qu’elles présentent, pour 'humain et I'environnement. Cet
Etat membre, désigné comme « rapporteur », examine le dossier et rédige un projet de
rapport d’évaluation, qui est adressé a 'EFSA. L’'EFSA transmet ce projet aux autres Etats
membres, recueille leurs commentaires et organise les discussions entre les experts de ces
Etats membres. Le rapport d’évaluation final de 'EFSA est envoyé pour examen a la
Commission européenne, qui propose une décision d’approbation ou de non-approbation.
En France, c'est I'Anses qui est en charge de lI'examen du dossier lorsque la France est
I'Etat-membre rapporteur pour une SA. Aprés approbation des substances actives a
I'échelon européen, les produits commerciaux contenant ces substances sont ensuite
évalués par zone géographique? réunissant plusieurs pays, I'autorisation de mise sur le
marché s’effectuant enfin au niveau de chaque Etat membre.

Le GT SDHI s’est basé sur les différentes données issues de ce processus d’évaluation
des SA, a savoir :

- les volumes 1 (résumé de [I'évaluation réglementaire) et 3B6 (données de
toxicologie et de métabolisme) du rapport d’évaluation, rédigés par des Etats
membres rapporteurs sur la base des données soumises par les notifiants
industriels dans le cadre de la réglementation (CE) n° 1107/20089,

- les conclusions de 'EFSA,

- les rapports d’études soumis par les industriels lorsqu’il y avait besoin d’obtenir des
données complémentaires (les études toxicologiques mises en place dans le cadre
de la réglementation phytopharmaceutique étant rarement publiées).

D’autre part, le GT a également pris en compte les propositions de classification rédigées
par un Etat-membre rapporteur (CLH report) et/ou les conclusions du comité d’évaluation
des risques (RAC ou « Risk assessment Committee ») de I'Agence européenne des
produits chimiques (ECHA ou « European Chemical Agency »), dans le cadre du reglement
CLP n°1272/2008 relatif a la classification et I'étiquetage des substances et produits
chimiques.

2 Trois zones ont été définies dans I'Union européenne. La France appartient a la zone Sud.
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2.1.2 Revue systématique de la littérature

Une revue systématique de la littérature a été réalisée afin d'identifier des études
toxicologiques qui remettraient en cause les VTR telles que définies par la réglementation
européenne actuelle et d’identifier des effets critiques spécifiques a une inhibition de la
SDH. Les détails sont présentés dans I'’Annexe 2.

2.2 Recensement des VTR

Pour les substances phytopharmaceutiques, trois VTR principales sont établies dans les
dossiers réglementaires :

— PAOEL (Acceptable Operator Exposure Level), ou niveau acceptable
d’exposition de I’opérateur, est la quantité maximale de SA a laquelle I'opérateur®
peut étre exposé quotidiennement, sans effet dangereux pour sa santé. Il est a noter
que pour prendre en compte 'ensemble des voies d’exposition, 'AOEL est corrigée
par I'absorption orale afin d’étre exprimée en dose «interne » (Commission
européenne 2006). Quand celle-ci est supérieure ou égale a 80%, aucune correction
n'est apportée. Elle est exprimée en milligrammes de substance chimique par
kilogramme de poids corporel par jour. Elle est utilisée pour évaluer le risque pour
les opérateurs, les travailleurs*, les résidents® et les personnes présentes® via une
exposition par voie cutanée et respiratoire (et par voie orale pour les enfants pour
prendre en compte la contamination mains-bouche via les objets ou le sol). Elle est
basée sur des études subchroniques par voie orale chez I'animal (typiquement,
étude de 90 jours chez le rongeur ou d’'un an chez le chien). Si un effet plus sensible
et pertinent est identifié dans une autre étude (p. ex. étude de neurotoxicité, étude
sur la reproduction et/ou développement) il est possible de I'utiliser. Il est également
possible d'utiliser une étude long-terme si I'effet critique aurait pu étre initié aprés
une exposition a plus court terme (Commission européenne 2006).

— la dose journaliére admissible (DJA) (ou « Acceptable Daily Intake » (ADI)) est
une estimation de la quantité de SA présente dans les aliments ou I'eau de boisson
qui peut étre ingérée tous les jours pendant la vie entiére, sans risque appréciable
pour la santé du consommateur, compte tenu de tous les facteurs connus au
moment de I'évaluation. Elle est exprimée en milligrammes de substance chimique
par kilogramme de poids corporel (OMS 1997). Elle est utilisée pour évaluer le
risque chronique pour le consommateur via une exposition alimentaire (par voie
orale). Elle est construite sur la base d’études long-terme chez I'animal (p. ex.
études de 2 ans chez le rat).

— PARfD (Acute Reference Dose) ou dose de référence aigué, est la quantité
estimée d'une substance présente dans les aliments ou I'eau de boisson, exprimée
en fonction du poids corporel, qui peut étre ingérée sur une bréve période, en

3 'opérateur est un professionnel de I'agriculture qui pratique des activités liées a I'application de
pesticides, comme mélanger et verser des pesticides dans des machines, ainsi que faire fonctionner,
nettoyer, vider ou réparer ces équipements.

4 Les travailleurs sont les personnes qui, dans le cadre de leur travail, pénétrent dans des zones ou
sont utilisés des pesticides, ou qui manipulent des récoltes traitées avec ces produits chimiques.

5 Les résidents sont les personnes qui vivent, travaillent ou vont a I'école a proximité d’'une zone ol
sont utilisés des pesticides et qui ne prennent pas de mesures de protection, telles que le port de
vétements spéciaux, pour réduire I'exposition.

8 Les personnes présentes sont les personnes pouvant se trouver au sein ou a proximité d’'une zone
traitée avec des pesticides et qui ne prennent pas de mesure de protection.
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général au cours d'un repas ou d'une journée, sans risque appreciable pour la santé
du consommateur, compte tenu de tous les facteurs connus au moment de
I'évaluation. Elle est exprimée en milligrammes de substance chimique par
kilogramme de poids corporel (OMS 1997). Elle est utilisée pour évaluer le risque
aigu pour le consommateur via une exposition alimentaire de courte durée (par voie
orale). En particulier, il y a besoin de fixer une ARfD lorsque les alertes
toxicologiques suivantes sont présentes (Commission européenne 2001) :

o mortalité aprés une faible dose unique orale ;

o effets sur le développement sauf lorsqu’ils sont clairement la conséquence
d’une toxicité maternelle ;

o effets observés de maniére précoce dans les études en doses répétées
incluant les effets sur le comportement, le systéme gastro-instestinal, le
systeme cardiovasculaire ou le systéme respiratoire ;

o heurotoxicité aigué ;

o altérations hormonales ou biochimiques observées dans les études répétées
mais qui aurait pu étre induite par une dose unique.

Les études pertinentes pour fixer une ARfD sont les études de toxicité répétée (28
ou 90 jours), les études sur le développement et les études de neurotoxicité aigué.
Lorsque qu’une étude de neurotoxicité aigué est disponible, elle est souvent la plus
pertinente pour la détermination d’'une ARfD.

Ces valeurs sont établies a partir de la dose critique (ou point de départ, c’est-a-dire d’une
NOAEL, LOAEL ou d’'une BMDLY) identifiée dans les études toxicologiques (études clés) et
en prenant en compte des facteurs d’incertitude.

La majorité des facteurs d’incertitude sont des facteurs par défaut pour tenir compte de la
variabilité entre I'animal et 'humain (variabilité inter-espéces ; en général, un facteur de 10)
et au sein de I'espéce humaine (variabilité inter-individuelle ; en général, un facteur de 10).
D’autres facteurs additionnels peuvent également étre appliqués pour tenir compte, par
exemple, d’'une extrapolation de LOAEL a NOAEL, de la sévérité d’un effet, des incertitudes
en lien avec la qualité de la base de données ou de I'extrapolation de durée d’exposition.

Les DJA et les ARfD sont calculées selon la formule ci-dessous.
Dose Critique (i.e. NOAEL, LOAEL, ou BMDL)

VTR = ;
Facteurs Incertitude

Pour 'AQOEL, le calcul est réalisé selon la formule ci-dessus en considérant I'absorption par
voie orale afin d’étre exprimée en dose interne.

Les méthodologies décrivant les étapes pour la dérivation de ces VTR sont disponibles
dans des documents guides dédiés (p. ex : OMS 1997; 2015; Commission européenne
2001; 2006; EFSA 2012; 2013).

Les VTR sont décrites dans les conclusions de 'EFSA et dans le volume 1 des rapports
d’évaluation réglementaire.

7 Il est a noter que les VTR élaborées dans le cadre de la réglementation phytopharmaceutique sont
rarement basées sur une BMDL
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2.3 Analyse critique des VTR

Les questions de la saisine se focalisent sur la nécessité ou non de faire évoluer les valeurs
de référence actuelles disponibles, a savoir 'AOEL, la DJA et 'ARfD, au niveau européen.

La description et I'analyse critique des VTR ont été réalisées, en premier lieu, a partir des
dossiers réglementaires et, des données de la littérature, si des données pertinentes pour
I'élaboration des VTR avaient été identifiées (voir sections 2.1.1 et 2.1.2). Ainsi, I'objectif de
ce rapport n’était pas de réaliser un profil toxicologique de chacune des substances.
L’ensemble des études disponibles n’est donc pas présenté dans ce rapport (cette
information est disponible sur le site de 'EFSA, en particulier dans le volume 3B6, détaillant
les données de toxicologie et de métabolisme).

L’autosaisine indiquant la possibilité de porter les modifications de VTR, telles que
proposées par le GT, au niveau européen, cette analyse critique a été réalisée au regard
de la méthodologie habituellement utilisée dans le cadre du réglement (CE) 1107/2009.

Le GT s’est concentré sur les choix réalisés pour élaborer ces VTR en se focalisant sur :

- la qualité des études clés,
- une analyse de la pertinence des effets critiques retenus,
- le choix de la dose critique.

Le GT s’est en particulier assuré que les doses critiques utilisées comme points de départ
des VTR étaient les plus conservatrices au regard de I'ensemble des études pertinentes
pour leur dérivation (voir 2.2).

Afin d’indiquer les limites des VTR existantes ou proposées dans cette expertise, le GT a
proposé des niveaux de confiance.

Conformément a son guide méthodologique d’élaboration des VTR (Anses 2017), 'Anses
attribue généralement un niveau de confiance global a chaque VTR. Méme si cela n'est
pas fait dans le cadre de la réglementation phytosanitaire, cette approche a été suivie par
le GT. L’outil de fixation des niveaux de confiance pour les VTR adapté a été utilisé afin de
proposer une démarche transparente et reproductible d’'une substance a l'autre et d’'un
évaluateur a I'autre (voir Annexe 3 : Outils d’analyse de fixation des niveaux de confiance
pour les VTR a seuil). Celui-ci se fonde sur plusieurs critéres correspondant a différentes
étapes de construction des VTR : la nature et la qualité du corpus de données, le choix de
I'effet critique et mode d’action, le choix de I'étude clé et le choix du point de départ. Certains
ont été divisés en plusieurs sous-critéres afin que I'évaluateur tienne compte de tous les
aspects qui les caractérisent. Pour chaque sous-critére, un niveau de confiance de 1 a 5
est affecté, associé avec une argumentation/justification. Les niveaux de confiance de
chaque sous-critére sont combinés pour déterminer un niveau de confiance global pour
chaque critére puis, pour la VTR. Le niveau de confiance global, automatiquement calculé
par I'outil, peut prendre cinq valeurs :

- une confiance faible avec des scores compris entre 1 et 1,8,

— une confiance moyenne / faible avec des scores compris entre 1,9 et 2,6,
- une confiance moyenne avec des scores entre 2,7 et 3,4,

— une confiance moyenne/élevée avec des scores entre 3,5 et 4,2,

- une confiance élevée avec des scores entre 4,3 et 5.

Confiance Confiance Confiance
faible moyenne élevée

N Ve Bl
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Figure 2 : Représentation schématique de la division du continuum de confiance en cinq
niveaux et terminologie correspondante

2.4 Toxicité par organes : analyse
transversale des effets toxiques pour la
famille des substances

phytopharmaceutiques SDHI

L’autosaisine indiquait qu’« une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale
des substances actives de la famille des SDHI ». Le GT a ainsi réalisé en complément une
analyse transversale des effets toxiques communs a plusieurs SDHI étudiés au regard de
la toxicité mitochondriale. Ces éléments sont décrits dans la section toxicité par organe
(chapitre 8).
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3 Sélection des substances actives
phytopharmaceutiques SDHI, des usages
autorisés et données de vente

3.1 Données réglementaires

Les substances concernées par cette expertise sont les SA visées au sens de la
réglementation (EC) No 1107/2009.

En particulier, les SA phytopharmaceutiques (fongicides et acaricides) prises en compte
sont celles :

— incluses dans le groupe 7 (complex Il: succinate dehydrogenase) selon la
classification du comité d’action contre la résistance aux fongicides (Fungicide
Resistance Action Committee (FRAC)) ou dans le groupe 25 (mitochondrial complex
Il electron transport inhibitors) selon la classification du comité d’action contre la
résistance aux insecticides (Insecticide Resistance Action Committee (IRAC)) et

— ayant eu une évaluation communautaire, c'est-a-dire une évaluation au niveau
europeen, disponible au début des travaux.

Il est a noter que, parmi celles-ci, certaines ont fait I'objet d’'un non-renouvellement de leur
approbation pendant les travaux du GT.

Les substances pour lesquelles il N’y avait pas de dossier communautaire (et donc pas de
VTR disponibles) au début des travaux du GT n’ont pas été considérées dans le cadre de
cette expertise. En particulier, les conclusions de l'autorité européenne de sécurité des
aliments (EFSA) concernant lisoflucypram ont été publiées en juin 2022. Cette
publication arrivant tardivement au regard des délais de ces travaux, cette substance n’a
pas été analysée dans ce contexte.

L’identité des substances considérées et les données réglementaires sont résumées dans
le Tableau 1.
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oléagineuses,
protéagineuses,
légumineuses, soja,
tournesol, lin, légumes,
cultures porte-graines

graines

Tableau 1 : Identité et statut réglementaire dans 'UE des SDHI considérés dans I'expertise
Liste SDHI Numéro Famille Structure chimique Principaux types Date de fin Classification
(source : FRAC et CAS chimique d’usages en France | d’approbation | harmonisée et opinions
IRAC) (ephy, 24/04/2023) de la SA? du RAC?®
Benzovindiflupyr | 1072957-71- | Pyrazole-4- wre L sesoue Traitement des parties Approuvée Acute tox 3 - H301 / H331
1 carboxamide ® ( ) g aériennes : céréales, 02/03/2024 Aquatic Acute 1 - H400
- . gazons (greens et tees
Q y de golfs) Aquatic Chronic 1 - H410
\ Y/
™ ’ (ATP9; 2016)
Bixafen 581809-46-3 | Pyrazole-4- Traitement des parties Approuvée Pas de classement
carboxamide ?])L aerlgqnes : ] cgreales, 31/05/2025
¥ % cruciféeres oléagineuses
Boscalid 188425-85-6 | Pyridine- 0 O Traitement des parties Approuvée Pas de classement
(ancien  nom: carboxamide | acriennes : | cereales, | 150412026
nicobifen) N O gne, ’
cruciféres
Cl

8 SA : substance active

9 les opinions du RAC ont été renseignées dans les cas ou celles-ci n’ont pas encore été implémentées dans la réglementation CLP.
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pommes de terre

Carboxine 5234-68-4 Oxathiin oL _Chy Traitement de Non Skin Sens. 1 - H317
: P o .
carboxamide C j;‘/n semences : céréales approuvée STOT RE 2 - H373 (reins)
! @ 31/05/2021 | pquatic Acute 1 - H400
Aquatic Chronic 1 - H410
(ATP14; 2019)
Cyflumetofen 400882-07-7 | benzoylacétoni Acaricide Approuvée Carc. 2 — H351
trile Traitement des parties 31/10/2025 Skin Sens. 1A — H317
aériennes : cultures (ATP14; 2019)
florales, plantes vertes
et fraisiers (uniquement
autorisé sous abri hors-
sol)
Fluopyram 658066-35-4 | Pyridinyl-ethyl- o A o Traitement des parties Approuvée Aquatic chronic 2 - H411
. 3/ 5 3 y o . s I
benzamide 9 g aeriennes : céréales, 31/01/2024 (ATPO: 2016)
NN arboriculture, cultures
. légumiéres, oléagineux,
N bananes, gazons (golfs
et terrains de sport)
Traitement du sol:
cultures légumieres et
ornementales  (usage
fongicide et nématicide)
Flutolanil 66332-96-5 Phenyl CF2 OCH(CHs)2 Traitement des Approuvée Pas de classement
benzamide O-cor-m tubercules/semences : 29/02/2024

Version finale

page 25/ 318

Avril 2023




Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

Fluxapyroxad 907204-31-3 | Pyrazole-4- S O Traitement de Approuvée Lact - H362
carboxamide " semences &l des | 54055025 | Aquatic acute 1 - H400
L parties aériennes :
h O céréales, arboriculture, Aquatic chronic 1 - H410
r . cultures Iegun_neres, (ATP15; 2020)
F cultures porte-graines
Traitement du sol:
pommes de terre
Isofétamid 875915-78-9 | Phenyl-oxo- o ““C'}’,-\\. Traitement des parties Approuvée Pas de classement
ethyl thiophene )\XNWAS/ aerlepnes : ylgne, 15/09/2026
amide (HCCH e CHy & arboriculture, fraisiers,
o fines herbes, laitue,
cruciféeres oléagineuses
Isopyrazam 881685-58-1 | Pyrazole-4- Traitement des parties Non
carboxamide gfr::zn:r;ifa:les plantes approuvee Carc. 2 — H351
08/06/2022
F O —
. H (date limite du retrait Repr. 18 - H360D
B des AMM'? des produits Skin Sens. 1B — H317
N\T gg/ro'gfzgtzazt)s membres : Aquatic Acute 1 — H400
Aquatic Chronic 1 - H410
(ATP18, 2022)
0 AMM : autorisation de mise sur le marché
Version finale page 26 / 318 Avril 2023




Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

Penflufen 494793-67-8 | Pyrazole-4- HC 0 Traitement des Approuvée Carc. 2 - H351
carboxamide N)I)LH tubercules/semences : 31/05/2025 Aquatic Acute 1 - H400
e pommes de terre _ _
e PN Pas de produit autorisé Aquatic Chronic 1 - H410
’ ’ en France (ATP15; 2020)
Penthiopyrad 183675-82-3 | Pyrazole-4- o — Traitement des parties Approuvée Aquatic Acute 1 - H400
. CF ] . L1
carboxamide ), NS aeriennes :  céréales, | 44050005 | Aquatic Chronic 1 - H410
N \ H cultures légumiéres,
ril fraisiers, fruitiers (ATP10; 2017)
Traitement de
semences : betteraves
Pydiflumétofen | 1228284-64- | N-methoxy- Demande | Carc. 2 - H351
7 (phenylethyl)- ;Q 3 : d’approbation Repr. 2 - H361f
pyrazole- . o en cours
carboxamide ﬁ/?\( P J;%H\ : Aquatic Acute 1 - H400
™ » Aquatic Chronic 1 - H410
1
(ATP17 ; 2021)
Sédaxane 874967-67-6 | Pyrazole-4- LS % Traitement de Approuvée Carc. 2 - H351
carvoxamide | b1 s, 4 semences : = ceréales, | 34052025 | Aquatic Acute 1 - H400
| F’gj)L” betteraves et mais
N/\N\ Aquatic Chronic 2 - H411
| (ATP17 ; 2021)
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3.2 Données de vente

La Loi sur I'Eau et les Milieux Aquatiques de 2006 a institué I'obligation pour les distributeurs
de produits phytosanitaires de déclarer leurs ventes annuelles de produits phytosanitaires
(PPP). Cette déclaration doit permettre de suivre les ventes sur le territoire national (objectif
de « tragabilité des ventes ») pour mieux évaluer et gérer le risque « pesticide » mais aussi
d’établir le montant de la redevance pour pollutions diffuses (RPD) pour chacun de ces
distributeurs. Les données des ventes de PPP se basent sur les déclarations enregistrées
depuis 2009. Elles concernent des ventes réalisées par des distributeurs établis en France ou
des achats effectués auprés de distributeurs établis a I'étranger. Ces données sont stockées
dans la banque nationale des ventes de produits phytosanitaires (BNV-D)''. Les données
saisies par les distributeurs en quantités de produits vendus sont ensuite transformées en
quantités de SA grace a un référentiel de données fournissant la composition de produits.

Les données présentées ci-aprés concernent les ventes déclarées de PPP contenant des
substances actives SDHI sur la période 2008-2020 en France (Tableau 2, Figure 3, Figure 4
[extraction des données réalisée le 24/06/22]).

" https://ventes-produits-phytopharmaceutiques.eaufrance.fr
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Tableau 2 : Ventes en France en quantité de SA (kg)

Substance 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Benzovindiflupyr - - - - - - - - 7 35926 66231 37009 56102
Bixafen - - - 665 47272 82582 86886 93116 91506 78378 96351 65978 70525
Boscalid 523343 | 600214 | 582355 | 570191 | 420984 | 390303 | 364992 | 277965 | 259029 | 200844 | 230029 | 101190 75392
Carboxin 15479 28015 48915 54436 76423 57165 55152 51675 43818 44276 41390 15077 417
Flutolanil 7300 13055 12108 12747 10439 9191 4792 3736 4642 5568 8366 5244 12876
Fluopyram - - - - - 3 9866 53482 61548 | 106738 | 185057 | 118959 | 141873
Fluxapyroxad - - - 1543 58127 | 113752 | 136513 | 142273 | 146848 | 130726 | 160417 95696 | 100046
Isofetamid - - - - - - - - - - 176 9168 9718
Penthiopyrad - - - - - - - 0,4 433 161 47 3 -
Sedaxane - - - - 3804 13012 24789 21191 21080 25664 38026 41347 50286
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Figure 3 : Ventes de SDHI entre 2008 et 2020 en France en tonnage de SA par an
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Ventes en %
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Figure 4 : Ventes de SDHI entre 2008 et 2020 en France en % (en masse) de SA par an
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La quantité totale de SA SDHI vendues ne montre pas de tendance particuliére sur 'ensemble
de la période 2008-2020 avec un volume global entre 500 et 700 tonnes/an (Figure 3 et Figure
4). Le pic observé en 2018 (plus de 800 tonnes), suivi d’'une baisse en 2019, s’explique
notamment par les achats anticipés fin 2018 dans la perspective de 'augmentation de la
redevance pour pollution diffuse en 2019.

L’évolution des ventes montre, par contre, une plus grande diversité de SA SDHI sur le
marché. Une diminution constante des ventes de boscalid est observée, avec un pic a 600
tonnes vendues en 2009 jusqu’a 75 tonnes en 2020. Alors que le boscalid constituait plus de
95% des ventes en 2008, il ne représente plus de 15% des ventes de fongicides SDHI en
2020.

Les ventes des SA apparues plus récemment sur le marché, en particulier le bixafen, le
fluopyram, le fluxapyroxad, le sedaxane et plus récemment le benzovindiflupyr, sont en
augmentation.

Le fluopyram est depuis 2019 la substance la plus vendue en tonnage (142 tonnes en 2020,
soit 27% de I'ensemble des SA SDHI), suivie du fluxapyroxad en légére baisse en 2019-2020
(100 tonnes en 2020, soit 19% des ventes).

Les ventes de bixafen qui ont atteint plus de 90 tonnes/an entre 2015 et 2018 sont en légére
baisse (70 tonnes en 2020, soit 14% des ventes).

Les ventes de sedaxane, approuvé en 2012, sont en augmentation (50 tonnes en 2020)
comme les ventes de benzovindiflupyr, approuvé depuis 2016 (56 tonnes en 2020).

Les ventes de flutolanil, qui ont vu un premier pic avec prés de 13 tonnes vendues en 2011,
suivi d’'une baisse des ventes dans les années suivantes, ont retrouvé ce niveau en 2020.

Les ventes d’isofetamid, approuvé en 2018, atteignent prés de 10 tonnes en 2020.

Le penthiopyrad, approuvé en 2015 avec un maximum de vente de 433 kg en 2016, n’est plus
vendu en 2020.

Suite a sa non-réapprobation, la carboxine, dont les ventes ont atteint 76 tonnes en 2012 (soit
12% des ventes totales), n’est plus présente sur le marché francais.

Il n’est pas enregistré de donnée de vente dans la BNV-D pour le cyflumetofen, I'isopyrazam,
le penflufen et le pydiflumetofen (dont le processus d’approbation est en cours).
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4 Biochimie de la SDH

Les mitochondries sont des organites présents dans toutes les cellules eucaryotes a
I'exception des hématies. Elles assurent la production d’énergie sous la forme d'ATP par le
processus de phosphorylation oxydative. Elles jouent ainsi un réle prépondérant dans le
fonctionnement des organes a forte demande énergétique, tels que le cerveau, le cceur, les
muscles squelettiques, les reins, le foie, etc... La chaine respiratoire, localisée dans la
membrane interne, est le siége de la phosphorylation oxydative @ (

4H*M1ATP

— MATRICE

Fumarate Succinate

MEMBRANE
/ INTERNE

A y ~—— WEMBRANAIRE
H* H* H* H*
( ]\ MEMBRANE
s / EXTERNE
— I N cyTOSOL
45 sous-unités 4 sous-unités 11 sous-unités 13 sous-unités 16 sous-unités
mtDNA: 7 su mMtDNA: 0 su] F mtDNA: 1su mtDNA: 3su miDNA: 2su
nDNA: 38 su nDNA: 4su nDNA: 10 su nDNA: 10su nDNA: 14 s5u
COMPLEXE | COMPLEXE Il | | COMPLEXE IV ATP SYNTHASE
CHAINE RESPIRATOIRE MITOCHONDRIALE (COMPLEXE V)
PHOSPHORYLATION OXYDATIVE

Figure 5). Cette voie métabolique met en jeu cing complexes enzymatiques hétéro-
multimériques (Complexes | a V). Les 90 sous-unités protéiques constitutives de ces cing
complexes sont codées a la fois par le génome nucléaire (n=76) et par le génome
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mitochondrial (n = 13) (
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PHOSPHORYLATION OXYDATIVE

Figure 5). De plus, l'activité de la chaine respiratoire met également en jeu un grand nombre
de coenzymes et de protéines auxiliaires intervenant dans |'assemblage, I'ancrage ou la
régulation des complexes | a V.
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Figure 5 : Chaine respiratoire mitochondriale et phosphorylation oxydative, adapté de
(Lemarie et Grimm 2011)

Les complexes | et Il assurent respectivement I'oxydation des cofacteurs NADH et FADH,. Au
sein de la membrane interne mitochondriale, les électrons provenant de I'oxydation de ces
cofacteurs par les complexes | et Il sont pris en charge par I'ubiquinone (UQ) et sont ainsi
dirigés vers le complexe lll. Ce complexe transfére les électrons un a un au complexe IV via
le cytochrome c. Enfin, le complexe IV transfére les électrons sur leur accepteur final,
I'oxygene, pour former de I'eau. L'énergie libérée par le transfert des électrons le long de la
chaine respiratoire est utilisée pour le pompage de protons depuis la matrice mitochondriale
vers l'espace inter-membranaire mitochondrial, créant ainsi de part et d'autre de la membrane
interne un gradient de protons AW, possédant un potentiel électrochimique trés élevé (150 a
200 mV). Ce gradient de protons est dissipé par l'activité du complexe V de la chaine
respiratoire, capable de laisser rentrer les protons dans la matrice mitochondriale. L'énergie
ainsi récupérée est utilisée par ce complexe pour former de I'ATP a partir d'ADP, avec un
rendement énergétique trés élevé. De fagon caractéristique, I'activité des cinqg complexes de
la chaine respiratoire, qui permet ainsi d'associer le transfert d'électrons issus du NADH et du
FADH2 a la phosphorylation de I'ADP en ATP, est étroitement coordonnée, d’ou la
dénomination de phosphorylation oxydative (oxidative phosphorylation ou OXPHOS). Le
rendement des mécanismes d'OXPHOS est considérablement plus élevé que celui des
mécanismes non mitochondriaux de production d'ATP (par exemple, 34 ATP produits par
molécule de glucose oxydé contre 2 seulement si le glucose est métabolisé par la glycolyse
anaérobie) (Frédéric Bouillaud, Hammad, et Schwartz 2021). En plus de ces fonctions bien
connues de production d'ATP, les mitochondries jouent un réle important dans d'autres
aspects du fonctionnement cellulaire, en contribuant notamment au contréle de I'apoptose, du
stress oxydant, de la signalisation calcique intracellulaire et a de nombreuses voies de
biosynthése (protéines Fer-Soufre, héme, cardiolipines, néoglucogénése, hormones
stéroidiennes, vitamine D,...), ainsi qu’aux mécanismes de signalisation dépendants du Ca**
ou des especes réactives de I'oxygene (Reactive Oxygen Species ou ROS).

Cette expertise relative aux SDHI se focalise sur le complexe |l et sur les fonctions de la
succinate déshydrogénase (SDH).

4.1 Fonctionnement de la SDH

Les SA SDHI sont des substances inhibitrices de 'activité SDH ou complexe |l mitochondrial.
La SDH catalyse l'oxydation du succinate en fumarate. Cette réaction fait partie du
métabolisme oxydatif des substrats carbonés et la SDH est présente dans I'ensemble du
monde vivant, des bactéries aux mammiféres et plantes supérieures.

Cette activité impliquée dans le fonctionnement métabolique basal des cellules repose sur une
conservation inter-espéces de la structure du complexe SDH, analysé en comparaison de
séquences nucléotidiques de sites spécifiques et par diffraction des rayons X.

La réaction enzymatique catalysée par la SDH fait partie d’'une série de réactions désignées
par les termes de cycle de Krebs ou de cycle des acides tricarboxyliques (TCA). Le cycle de
Krebs est surtout connu pour son réle dans I'oxydation terminale des substrats carbonés avec
libération de CO,. L’'oxydation compléte du glucose produit six CO,, quatre provenant des
réactions du cycle de Krebs. Si I'on considére 'oxydation des acides gras, la totalité du CO.
libéré provient du cycle de Krebs.

Les deux électrons obtenus par la réaction d’oxydation sont cédés par la SDH au coenzyme
Q (quinone) de la chaine respiratoire mitochondriale. La SDH est donc aussi connue sous le
nom de complexe Il de cette chaine respiratoire, ou encore succinate coenzyme Q
oxydoréductase. Les réactions impliquent aussi deux protons, dou le terme de
déshydrogénase.
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La SDH est un complexe enzymatique composé de quatre sous unités (SDHA & SDHD) dont
la structure atomique a été déterminée par cristallographie, notamment chez le porc (Sun et
al. 2005).

La réaction d’oxydo-réduction catalysée par la SDH nécessite la présence de coenzymes
(FAD (Flavine Adénine Dinucléotide), héme) et de groupes Fer-Soufre (FeS) (Figure 6). Dans
cette organisation moléculaire, on reconnait alors deux péles : SDHA qui catalyse la réaction
SDH impliquant un groupe FAD, et SDHC/SDHD qui réduisent la quinone (Q), réaction qui
impliquerait potentiellement un transfert d’électrons au groupe héme. Entre ces deux péles, la
sous-unité SDHB assure la transmission des électrons de la réaction SDHA vers SDHC/D
grace aux groupes FeS et ainsi permet la réduction de la quinone.

Complexe
Espace |
Intermembranaire SDHD
X SDHC SDHD 1
Mlertnbrane
nterne
i i Q QH2 Complex
Mitochondriale 7 | s ‘
Heme b —
Fe-S
SDHB [Fg_sl h 2 00—
Fe-S
SDHA
FAD FADHz
Matrice \9'_/
Mitochondriale /—\
Succinate Fumarate

Complexe Il
’CA cyo%

Figure 6 : Structure de la SDH (adapté de (Moosavi et al. 2020; Her et Maher 2015)

A cette division fonctionnelle s’ajoutent des caractéristiques topologiques et
physicochimiques. SDHA et SDHB constituent un domaine hydrophile qui fait saillie dans le
compartiment interne de la mitochondrie (matrice) ou est localisé 'ensemble des enzymes du
cycle de Krebs. A 'opposé, SDHC et SDHD constituent un domaine hydrophobe inséré dans
la membrane interne, ce qui est aussi le cas de tous les complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale (complexes | a 1V) et du complexe V (ATP synthase), couplé a cette chaine.
Ce contraste se refléte dans la nature des substrats et produits de la réaction SDH. En effet,
le substrat succinate et le produit fumarate sont des diacides organiques a quatre carbones
donc de petites molécules solubles en milieu aqueux. L’accepteur d’électrons, le coenzyme Q,
est une quinone hydrophobe de haut poids moléculaire, insoluble en milieu aqueux et confinée
dans la phase lipidique de la membrane mitochondriale interne.

Enfin, I'’étude de I'organisation supramoléculaire de la chaine respiratoire a révélé la présence
de respirasome ou supercomplexes, qui rassemblent les complexes |, Il et IV. Seul le
complexe Il (SDH) n'appartient pas au respirasome. Le complexe |l est codé par des genes
uniquement localisés dans le génome nucléaire, alors que les autres complexes |, lll, IV et V
contiennent des sous-unités codées a la fois par ’ADN mitochondrial et TADN nucléaire. Ces
caractéristiques permettent de considérer la SDH comme un complexe enzymatique différent
des autres complexes de la chaine respiratoire.

La préparation du complexe Il isolé a montré que le lien entre domaine hydrophile et domaine
hydrophobe peut étre assez facilement rompu et que les domaines SDH et complexe Il
séparés conservent leurs propriétés d’oxydo-réduction mais nécessitent I'un et I'autre soit un
accepteur d’électrons (réaction SDHA) soit un donneur d’électrons (réaction SDHC-D) d’'une
autre nature (Figure 7).

Version finale page 36 /318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

Mitochondrial Matrix

O 9 GHs  GHa
HO. : o A~ A~
NOH Succinate Q He Oy 1
| g g, )
o}

2 HET™Y

MW = ii’: SDHA SDH_B. SDHC i:‘ Coenzyme Q, \ﬁ\
2e SDHD WETS MW =863 Ho ™)
1 A,
eH Fumarate ] QH, o
o) 1
1
I
1
I
Succinate : Q
I

e
[(son }—> cxen |

Fumarate QH,

Figure 7: Substrats, topologie de la SDH/complexe Il (Frederic Bouillaud 2023)

Comme de nombreuses réactions enzymatiques, la SDH peut fonctionner dans les deux sens,
le sens réverse voit donc la réduction du fumarate en succinate avec oxydation du coenzyme
Q (Figure 8). Cette inversion aurait lieu lors d'une adaptation a des conditions
hypoxiques/anaérobiques (Goldberg, Passonneau, et Lowry 1966; Hochachka et Mustafa
1972), d’'intoxication mitochondriale (Goubern et al. 2007) et lors de I'ischémie (Chouchani et
al. 2014). Cependant cette inversion tend a étre considérée comme une composante normale
du métabolisme (Baksh et Finley 2021).

Succinate Q Fumarate QH2

I ,
(Cson J—>{ oxen | 22

Fumarate QH, Succinate Q

Figure 8: Les deux sens de la réaction SDH (F. Bouillaud, communication
personnelle dans le cadre du GT)

Il faut ainsi considérer le site d’action d’un inhibiteur de la SDH (sous-unité A-D) et le contexte
métabolique et REDOX pour comprendre le mécanisme d’action des SDHI ainsi que leur
meécanisme de toxicité.

4.2 SDH : aspects métaboliques (cycle de Krebs)
et respiratoires (complexe Il)

Il est possible de séparer les aspects métaboliques avec les voies d’oxydation du carbone en
CO, (donc le cycle de Krebs) et la respiration « stricto sensu » au sens de 'activité de la chaine
respiratoire mitochondriale. Le lien entre les deux est constitué par le transfert des électrons
(venant de I'oxydation en COz) a la chaine respiratoire qui les achemine vers I'oxygéne
moléculaire O, avec libération d’eau (Figure 9). La finalité de ces réactions est I'obtention
d’énergie sous une forme utilisable par la cellule, c’est-a-dire la formation d’une liaison
phosphate « a haute énergie » par phosphorylation de 'ADP en ATP via 'ATP synthase
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(Complexe V). Les réactions du métabolisme ont lieu dans le cytoplasme ou le compartiment
interne des mitochondries (matrice) et donc en milieu hydrophile (aqueux). A l'opposé,
TOXPHOS repose sur les complexes membranaires (complexes |-V de la chaine des
OXPHOS) (

4H*M1ATP

H*
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I | a m ‘ / INTERNE
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45 sous-unités 4 sous-unités 11 sous-unités 13 sous-unités 16 sous-unités
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Figure 9: Bioénergétique cellulaire, cycle de 'ATP, métabolisme et phosphorylation
oxydative (F. Bouillaud, communication personnelle dans le cadre du GT)

Y

A la formation d’ATP prés, la réaction SDH se superpose a ce schéma général : SDHA
participe au métabolisme et SDHC-D a TOXPHOS, ce qui fait de la SDH un cas particulier. En
effet, dans la majorité des cas, une activité enzymatique donnée appartient a I'un de ces deux
blocs fonctionnels, et le transfert d’électrons entre les deux se fait par I'intermédiaire d’'un
transporteur d’électrons mobile (le nicotinamide adénine dinucléotide ou NADH) et non par
une sous unité enzymatique comme c’est le cas de la sous-unité B de la SDH. Une description
du métabolisme du glucose illustre cette particularité (Figure 10).

Version finale page 38 /318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

La réaction SDH est nécessaire a 'oxydation compléte du glucose, et donc a la génération de
dix NADH, mais en comparaison du complexe |, la réaction du complexe Il est un contributeur
minoritaire dans la chaine OXPHOS.

Si 'on considére le cycle de Krebs dans son ensemble, une premiére séquence commence
avec la condensation de I'acétyl-CoA sur I'oxaloacétate, pour former le citrate, et se termine
avec la formation de succinate. Cette suite de réactions peut étre considérée comme
irréversible car les deux étapes de libération de CO produisent beaucoup d’énergie et donc
les réactions inverses sont trés improbables. A I'opposé, la deuxiéme partie est réversible, et
dans ce cas, la SDH ne consomme plus le succinate mais en produit (Figure 11).
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Figure 10 : Oxydation du glucose, voie métabolique et intervention des complexes |
a V de la phosphorylation oxydative (F. Bouillaud, communication personnelle dans
le cadre du GT)
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Figure 11: Cycle de Krebs (F. Bouillaud, communication personnelle dans le cadre
du GT)

Le réle de cette inversion est établi in vivo. Elle représente une adaptation a des conditions
anoxiques. En effet, elle rend possible un fonctionnement « bioénergétique » ou I'accepteur
final d’électrons est la formation de succinate et non plus de I'eau. En fait, la situation est
fonctionnellement comparable a la fermentation lactique, et de la méme fagon le succinate
accumulé devient une dette d’oxygéne qui sera remboursée plus tard/ailleurs par des réactions
SDH en sens normal. Les exemples les plus connus sont ceux des situations
transitoires/pathologiques d’hypoxie (Chouchani et al. 2014) ou bien les adaptations
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spécifiques observées chez des organismes adaptés a une vie en anaérobie permanente ou
épisodique, adaptations connues en fait depuis des décennies (Goldberg, Passonneau, et
Lowry 1966; Hochachka et Mustafa 1972).

Cependant, il est admis qu'il existe chez les mammiféres des « symbioses fonctionnelles »
entre cellules productrices de lactate (ex. les hématies, les astrocytes ou les cellules
musculaires...), et des cellules consommatrices (ex. les hépatocytes, les neurones...). La
méme situation semble exister entre les cellules productrices et consommatrices de succinate
dans la rétine (Bisbach et al. 2020), mais aussi probablement dans d’autres organes (Spinelli
et al. 2021; Baksh et Finley 2021).

Une contrainte est que ces réactions symétriques de la SDH peuvent devenir dépendantes
d’'une activité intense de la SDH en comparaison de celle liée a un fonctionnement normal du
cycle de Krebs et l'oxydation en CO,. Elles peuvent donc étre entravées par des
concentrations d’inhibiteur sans conséquence sur le métabolisme oxydatif « normal » (cf.
section 4.3.3).

Des modifications post-traductionnelles des sous-unités jouent un réle dans I'adaptation
métabolique (Bezawork-Geleta et al. 2017). La phosphorylation de SDHA augmente la
respiration dépendante du complexe Il. La déacétylation de SDHA augmente I'entrée du
substrat au site actif. La succinylation de SDHA et SDHB est associée a une augmentation
d’activité du complexe Il. D’autres réactions de modifications post-traductionnelles des sous-
unités (O-GlcN-acylation, S-nitrosylation, lysine malonylation, lysine glutarylation, ADP-
ribosylation) sont supposées jouer un réle dans l'activité et la fonction mitochondriale (Stram
et Payne 2016).

4.3 Inhibition de la SDH

Il existe deux mécanismes a l'origine d’un dysfonctionnement de la SDH : d’'une part des
mutations dans 'un des génes SDHx (cf. section 7) et d’autre part, I'effet inhibiteur par des
xénobiotiques. Ces inhibiteurs de la SDH peuvent étre divisés en deux types qui
correspondent a la dualité fonctionnelle de la SDH (cycle de Krebs et respiration), ce qui est
bien confirmé par les données de cristallographie (Sun et al. 2005).

Certains sont des acides organiques dont toutes les propriétés physicochimiques, tels que le
poids moléculaire, la charge, la structure et la solubilité, les rapprochent des substrats naturels
de la réaction SDH (succinate, fumarate). L'oxaloacétate, et dans une moindre mesure, le
malate, apparaissent comme des inhibiteurs physiologiques de I'activité de 'enzyme. Il existe
deux inhibiteurs pharmacologiques : le malonate, inhibiteur compétitif du succinate, et I'acide
3-nitropropionique (3-NP) dont I'action est irréversible.

Les autres inhibiteurs sont des molécules de plus grande taille, plutdt hydrophobes, qui se
lient a la poche de l'ubiquinone tel que le TTFA (2-thenoyltrifluoroacetone). Sur la base de ces
propriétés, les pesticides SDHI, sont tous de la deuxiéme catégorie (Figure 12).
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Figure 12: Inhibiteurs de SDH hydrophiles (listés a gauche) et inhibiteurs de SDH de type
‘SDHI’ hydrophobes (listés a droite) (F. Bouillaud, communication personnelle dans le cadre
du GT)

La mesure de I'activité SDH

L’évaluation de I'activité SDH repose sur une réaction compléte depuis le succinate jusqu’a la
quinone, I'accepteur final étant la décylubiquinone ajoutée dans le milieu réactionnel (Figure
13). L’inhibition de la réaction par le malonate est une indication de spécificité de la réaction.

Le premier isolement de la SDH ne contenait pas les sous-unités membranaires (SDHC et
SDHD) mais plus tard, 'enzyme compléte a pu étre reconstituée en reliant deux préparations
enzymatiques distinctes (Baginsky et Hatefi 1969), avec comme conséquence la mise en
évidence de 2 activités distinctes, I'activité SDH (oxydation du succinate en fumarate) et
l'activité du complexe Il (transfert d’électrons). Cette enzyme amputée (SDHA et SDHB)
pouvait néanmoins oxyder le succinate et réduire des réactifs comme le phénazine
methosulfate (PMS) ou des sels de tetrazolium (Baker et Santer 1990) (Figure 13). Le bleu
nitré tétrazolium (NBT) est utilisé pour la détection histochimique de la SDH sur coupe de
tissus (Brouillet et al. 1998). L’effet inhibiteur du 3-NP a été observé selon cette technique. Ce
méme NBT est aussi a la base du test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium) de viabilité cellulaire.

Succinate

SDHC-D
Malonate i
2e
Quinone
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Figure 13 : Accepteurs d’électrons pour différentes méthodes de dosage de la SDH (F.
Bouillaud, communication personnelle dans le cadre du GT)

L’effet inhibiteur direct d’'un SDHI serait donc indétectable avec le PMS ou des sels de
tétrazolium puisque leur réduction ne dépend pas des sous unités C et D impliquées dans la
réduction de la quinone. Ceci est appuyé par des études in vitro utilisant le TTFA, inhibiteur
se liant au site du coenzymeQ, qui ne parvient pas a inhiber cette activité liée au transfert
d’électrons au PMS, mais seulement la réaction compléte transférant les électrons du
succinate a la décylubiquinone (Lemarie et Grimm 2011).

A la différence des inhibiteurs non-pesticides, I'inhibition par un SDHI pourrait conduire a la
persistance d'un flux résiduel d’'oxydation du succinate sans transfert des électrons vers la
chaine respiratoire avec pour conséquence, la production de ROS par la SDH comme une
issue possible. Ainsi, des études ont montré que des inhibiteurs non pesticides de la SDH et
ciblant le site quinone générent de notables quantités de ROS (superoxydes), a la différence
des inhibiteurs non pesticides de type 3-NP qui n’entrainent que peu ou pas de production de
ROS (Lemarie et Grimm 2011).
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4.3.1 Inhibiteurs hydrophiles non pesticides : malonate et 3-NP

Les inhibiteurs hydrophiles, malonate et 3-NP, ont été utilisés chez I'animal pour déclencher
des événements reproduisant les pathologies liées a une atteinte du striatum ou a 'opposé,
pour inhiber la SDH dans des modeles d’'ischémie, avec pour but d'investiguer le bénéfice
d’'une inhibition de la SDH lors de la phase de reperfusion tissulaire (Chouchani et al. 2014).

4.3.2 SDHI et autres inhibiteurs du site du coenzyme Q

Les pesticides SDHI se lient fortement au site de liaison de l'ubiquinone, constitué par les
sous-unités SDHB, SDHC et SDHD (Sierotzki et Scalliet 2013) (Figure 6). Comme la quinone,
ce sont, pour la plupart, des molécules hydrophobes d’environ 400 Daltons.

Des inhibiteurs non-pesticides de la SDH ciblant spécifiquement le site de liaison au coenzyme
Q existent et ont été largement utilisés pour bloquer le complexe Il dans de nhombreux modéles
cellulaires. Parmi eux, le TTFA ou l'atpénine A5, pouvent potentiellement mimer le mode
d’action des SDHI pesticides et leurs conséquences.

Le plus ancien pesticide SDHI mis sur le marché est la carboxine. L'effet de cette molécule
sur la SDH de mammiféres a été étudié et publié (Mowery et al. 1976; 1977; Coles et Singer
1978). La carboxine se caractérise par une affinité élevée pour le site de liaison au coenzyme
Q de la SDH. Cette affinité des SDHI pour la cible SDH a été démontrée dans une étude plus
récente (Bénit et al. 2019) présentant les concentrations d’inhibition a 50% (IC50) pour huit
des quatorze molécules examinées par le GT et trois SDH animales (humain, lombric, abeille).
Avec la SDH humaine, pour six des huit molécules (bixafen, isopyrazam, penflufen,
fluxapyroxad, penthiopyrad, boscalid), '|C50 était inférieure a 5 uM, des valeurs plus élevées
ont été observées pour le flutolanil (18,7 uM) et le fluopyram (160 uM). Une autre étude portant
sur le cyflumetofen et son métabolite actif AB-1 a également démontré une inhibition par ce
dernier de l'activité du complexe Il dans des mitochondries isolées d’acariens cibles,
d’insectes, dont I'abeille, de crustacés (daphnia magna) et de rongeurs (rat et souris) (Hayashi,
2013). Les IC50 pour les abeilles et les crustacés sont de I'ordre de 0,2 uM pour le métabolite
AB-1 et supérieures a 10 yM pour le composé parent.

L’inhibition de la SDH par la carboxine est réversible (Coles et Singer 1978). L’effet inhibiteur
du bixafen est diminué in vitro en présence de quinone (Bénit et al. 2019). Il n’y a pas de
données sur la nature compétitive ou réversible de l'inhibition pour les autres SDHI.

4.3.3 Conséquences métaboliques d’une inhibition de la SDH

En présence d’une inhibition croissante de la SDH, trois situations, avec des conséquences
différentes, peuvent étre prédites (Figure 14).
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Figure 14: Niveaux d’inhibition de la SDH et conséquences (F. Bouillaud, communication
personnelle dans le cadre du GT)

La compensation cinétique (niveau 1) débute avec la possibilité d’'un contact entre un SDHI
et la SDH. La SDH a une affinité assez faible pour le succinate, de I'ordre du mM, avec par
exemple une valeur de 0,5 mM en histochimie (Brouillet et al. 1998) et son activité maximale
apparait trés supeérieure a celle requise (Medja et al. 2009). L’activité enzymatique de la SDH
augmente beaucoup avec la concentration en succinate et les concentrations utilisées pour
déterminer 'activité de la SDH sont de I'ordre de 10-20 mM (Medja et al. 2009; Doerrier et al.
2018). La compensation cinétique repose uniquement sur une augmentation de la
concentration intracellulaire/mitochondriale en succinate qui reste stationnaire a une valeur
permettant le rétablissement d’un flux métabolique normal/suffisant a travers la SDH.

La compensation métabolique (niveau 2) intervient si la composante cinétique ne peut
suffire. Le cycle de Krebs ne peut donc plus opérer de fagon cyclique avec régénération de
I'oxaloacétate mais est interrompu avant la SDH. Le flux métabolique est perturbé. La plus
évidente des adaptations métaboliques serait une compensation par la fermentation lactique.
Cependant, il faut prendre en compte I'existence d’un cycle du succinate permanent (dans la
rétine) ou séquentiel (lors de situations d’ischémie/reperfusion). Une accumulation (excrétion)
de succinate par les cellules sous inhibition est concevable mais elle rend obligatoire la
régénération de Il'oxaloacétate qui ne peut venir que de la mobilisation accrue de
glucose/pyruvate ou d’acides aminés transformés in fine en succinate.

La présence d’'un SDHI dans le milieu intracellulaire rend le contact possible avec la SDH. En
effet, la membrane externe mitochondriale n’est pas un obstacle, et la nature hydrophobe des
SDHI leur confére plutét un tropisme membranaire. En conséquence, I'interaction des SDHI
avec la SDH est possible pouvant induire, a un certain degré d’inhibition, une augmentation
de la concentration en succinate.

Avec le niveau 1, une inhibition de la SDH conduit a une modification des concentrations des
intermédiaires du TCA, c’est-a-dire une augmentation de la concentration en succinate et
composés en amont de la réaction SDH et une diminution des composés aval (Figure 15). Ces
modifications conduisent a une lipogénése accrue, une néoglucogénése diminuée
(intolérance au jeline). Avec le niveau 2, une compensation métabolique est atteinte avec
production de lactate et de succinate.
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Figure 15 : Conséquences meétaboliques de I'inhibition de la SDH (F. Bouillaud,
communication personnelle dans le cadre du GT)

Le citrate, précurseur de la lipogénése, est le composant le plus amont du cycle de Krebs
utilisé dans le sens oxydatif, et le malate, précurseur de la néoglucogénése, I'avant dernier.
La transition de I'un vers 'autre est étroitement liée au fonctionnement des enzymes du cycle
de Krebs, mais aussi de la chaine respiratoire (OXPHOS) et donc de tous ses complexes I-V.

Au niveau 3, la compensation métabolique devient insuffisante conduisant a la mort cellulaire.
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5 Evaluations antérieures

5.1 Expertise Anses

Dans une tribune publiée le 16 avril 2018 dans la presse, plusieurs scientifiques ont souhaité
alerter sur les risques potentiels pour la santé et I'environnement de I'usage en agriculture des
fongicides SDHI. Dans ce contexte, 'Anses a confié I'analyse de ce signal a un groupe
d’experts. Un avis et un rapport ont été publiés en janvier 2019 (Anses, 2019).

L’expertise réalisée en 2018 présente des différences avec I'expertise objet du présent avis.
En effet, cette I'expertise de 2018 :

- a été réalisée dans le contexte d’'une alerte relativement « large », couvrant tant des
questionnements écotoxicologiques qu’en santé humaine, sur un vaste panels d’effets
sanitaires potentiels ;

- a été réalisée par un groupe d’expertise collective d’'urgence (GECU), dont le format
(nombre d’experts) et la durée n’ont pas permis une revue exhaustive de toute la
littérature ;

- s'est appuyée sur les connaissance scientifiques du moment, certaines données
relatives a I'affinité des SDHI pour les mitochondries de diverses espéces n’ayant alors
pas fait I'objet d’'une publication revue par les pairs.

En 2018, le GECU a noté qu’il n’était pas possible de répondre de maniére définitive a toutes
les questions et hypothéses identifiées auprés des chercheurs lanceurs de 'alerte et que :

- certaines questions ou hypothéses renvoyaient a des réflexions communes a toutes
les SA phytopharmaceutiques voire a d’autres produits chimiques réglementés ;

- certaines de ces questions ou hypothéses étaient plus spécifiques a la famille des
SDHI, parmi lesquelles la sensibilité croisée des enzymes humaines et fongiques,
lintroduction d’études ciblées (en sus des études réglementaires minimales) pour
considérer les risques mitotoxiques ou encore la pertinence du modéle rongeur pour
détecter des cancers imputables a une altération de la fonction SDH.

Cependant, au regard d’éléments considérés comme positifs, au titre desquels :
- le respect des bonnes pratiques agricoles pour cette famille de substances,

- la faiblesse des expositions alimentaires totales rapportées aux seuils toxicologiques
alors connus,

- le métabolisme important de ces substances conduisant a des doses internes faibles
au regard de I'exposition externe,

- I'état actuel des connaissances scientifiques relatives a la plausibilit¢é d’'un effet
cancérogéne en présence d’inhibition réversible de la SDH et/ou d’accumulation limitée
de succinate,

- l'absence de signal d’alerte sanitaire en termes d’effets spécifiques observés pour les
organismes de l'environnement, ou d’augmentation de lincidence des cancers
spécifiques associées au déficit en SDH, chez I'humain non porteur de mutation, malgré
une commercialisation parfois ancienne de ces molécules,

le GECU a considéré que les informations et hypothéses scientifiques du moment :

- n’apportaient pas d’éléments en faveur d'une exposition qui n'aurait pas été prise en
compte dans I'évaluation des SA concernées (termes de la saisine),

Version finale page 45/ 318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

- mettaient en évidence des incertitudes résiduelles sur des risques qui auraient pu ne
pas étre pris en compte dans I'évaluation des SA concernées.

Afin de lever certaines des incertitudes (spécifiques ou non des SDHI), le GECU a préconisé
les recommandations résumées ci-aprés ainsi qu’une ré-évaluation de la sécurité d’emploi des
SA SDHI au fur et a mesure de la levée des incertitudes (Tableau 3).

Tableau 3: liste des recommandations issues de I'expertise du GECU (Anses 2019)

Recommandations
afin de mieux
caractériser les
dangers des SA
SDHI

Recommandations
afin de mieux
caractériser les
expositions

Recommandations
afin de mieux
caractériser les
risques associés aux
SA, dont les SDHI

Recommandations
afin de renforcer les
dispositifs
réglementaires
existants

Caractériser les
propriétés d’inhibition
des SDHI, de leurs
métabolites et produits
de dégradation, sur
des enzymes
humaines et des
organismes non cibles

Poursuivre les plans
de surveillance et de
contrdle apportant des
informations sur
I'exposition de la
population et des
organismes de
'environnement

Tester la faisabilité d’'un
suivi rétrospectif et
prospectif de I'évolution
de l'incidence de
pathologies connues en
lien avec des mutations
« SDH »

Introduire des requis
sur la pertinence chez
'humain et les
organismes non cibles
du mécanisme
d’action des SA

Ces propriétés
d’inhibition seront
mises en regard des
expositions estimées

Ajouter d’autres SA
SDHI dans les plans
de surveillance et de
contrble et les futurs
travaux de I'étude de

I’alimentation totale

(EAT)

Quantifier I'exposition
interne des travailleurs
et consommateurs
exposeés

Considérer la
possibilité d’identifier
des effets toxiques
justifiant un principe
de précaution
équivalent a celui dont
bénéficient les
substances
cancérogenes,
mutagénes,
reprotoxiques (CMR)

Développer I'utilisation
d’outils utilisables lors
des évaluations
réglementaires, pour
les effets mitotoxiques

Prendre en compte
les expositions par
voie aérienne lorsque
ces données seront
disponibles

Poursuivre les travaux
de recherche sur le
cumul des expositions
pour un effet donné

Considérer le recours
plus systématique aux
tests
écotoxicologiques
complexes (cosmes)

Développer I'utilisation
ou le recours aux AOP
(Adverse Outcome
Pathway)'? pour
considérer les effets
combinés des mélanges
(Souders et al. 2018)

Considérer la
possibilité d’un suivi
des matrices non
aqueuses (sols) afin
de documenter
limprégnation en SA
et métabolites
persistants

Poursuivre les efforts de
création, de collecte et
d’interprétation des

Poursuivre
l'intégration des
approches cumulées
dans les processus

12 Séquence d’événements conduisant a la survenue d’'un effet indésirable in vivo, a partir de la structure chimique d'un produit
chimique cible ou d'un groupe de produits chimiques similaires et de I'événement initiateur au niveau moléculaire
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données de réglementaires
phytopharmacovigilance d’évaluation

5.2 Expertise INSERM

L'INSERM a conduit une expertise collective sur les pesticides et les effets sur la santé
(2021)(Inserm 2021). Un chapitre a été consacré aux SDHI. La synthése de I'expertise
collective correspondant au chapitre SDHI est présentée ci-dessous.

« Les fongicides inhibiteurs de la succinate déshydrogénase ou SDHi constituent une famille
de fongicides, dont certains, comme la carboxine et le flutolanil sont utilisés depuis plus de
trente ans, et d’autres, tels que ceux de seconde génération depuis une dizaine d’années
(boscalide, benzovindiflupyr, isopyrazam, penthiopyrade, sédaxane...). Alors que I'utilisation
de la premiere génération de ces pesticides en France a diminué ces dix derniéres années,
celle des SDHi de nouvelle génération est en hausse et s’élargit a d’autres spectres d’activité
(par exemple pour le traitement contre les nématodes sur les gazons).

La population frangaise est potentiellement exposée aux SDHi par I'air, I'alimentation, 'eau, et
le sol (utilisation sur les pelouses de stades ou de golfs), ou en milieu professionnel lors de la
manipulation et 'épandage des produits. En France, les 118 programmes de surveillance dans
les différents milieux s’intéressent a plusieurs SDHi, notamment le boscalide (le plus vendu)
qui est surveillé et détecté dans le compartiment aérien et les systémes aquatiques. Le
boscalide, avec le flutolanil et la carboxine ont été inclus dans les études francaises de
I'alimentation totale (EAT) qui visent a évaluer le risque pour la santé du consommateur et ils
font l'objet (avec le bixaféne, le fluopyram, le fluxapyroxade, le penthiopyrade et le
benzovindiflupyr) d’une surveillance dans les denrées alimentaires. Au niveau européen, les
fongicides SDHi ont été quantifiés dans 2,2 % de plus de 500 000 analyses des échantillons
d’aliments réalisées en 2018. Parmi seize SDHi mesurés, le fluopyram et le boscalide étaient,
de loin, les plus souvent quantifiés et le boscalide a dépassé la limite maximale en résidus
dans 0,08 % des échantillons testés. Les SDHi ne figurent pas dans les programmes existants
de surveillance biologique humaine en France ; par conséquent, il existe tres peu de données
sur I'imprégnation de la population générale par ces substances. En France, une seule étude
académique, portant sur 311 femmes enceintes de la cohorte ELFE, a quantifié le boscalide
avec une fréquence de détection de 63 % dans les cheveux. Aucune étude n’a été retrouvée
permettant d’évaluer I'exposition des professionnels aux SDHi.

Le mécanisme d’action des fongicides SDHi est basé sur la perturbation du fonctionnement
mitochondrial par l'inhibition de l'activité SDH, un complexe enzymatique impliqué dans la
respiration cellulaire (complexe Il) et donc essentiel a la vie. Chez I'étre humain, les
conséquences d’une inactivation génétique de la SDH (mutation de 'un des quatre géenes
codant les sous-unités de I'enzyme) sont bien documentées avec le développement de
pathologies neurologiques et cancéreuses, nhotamment liées a 'accumulation du substrat de
la SDH, le succinate. Un niveau élevé de cet « oncométabolite » peut entrainer des processus
associés a la tumorigenese : notamment une dérégulation de 'homéostasie métabolique, un
stress oxydant induisant un état de « pseudo-hypoxie » cellulaire, des modifications
épigénétiques, et la mise en place d’une transition épithélio-mésenchymateuse impliquée dans
le processus métastatique. Siles perturbations mitochondriales d’origine génétique chez I'étre
humain prédisposent a de nombreuses pathologies, cela ne signifie pas ipso facto qu'une
inhibition partielle ou totale de I'activité de la SDH, par exemple dans le cas d’une exposition
chronique aux SDHi, entrainerait les mémes effets physiopathologiques.
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Néanmoins, le complexe SDH est fortement conservé entre especes. En effet, des études de
cristallographie et de génétique ont montré que la structure de la SDH est conservée d’une
espece a l'autre avec des séquences peptidiques homologues au niveau du site catalytique.
Tout ceci conduit a s’interroger légitimement sur les conséquences déléteres des expositions
aux SDHi sur la santé humaine et sur la biodiversité. Malgré la conservation de la structure de
la SDH au cours de I'évolution, certains travaux suggerent une variabilité importante du profil
d’inhibition de son activité par différents SDHi selon les especes. Ces études reposent sur des
mesures de la concentration inhibitrice médiane (IC50), ce qui correspond, dans ce cas-ci, a
la concentration d’un SDHi donné inhibant a moitié I'activité de la SDH. Toutefois, les résultats
de ces études sont difficiles a comparer du fait de différences voire de lacunes
meéthodologiques. Les données actuellement disponibles sont donc insuffisantes pour
conclure a une spécificité des SDHi pour la SDH des champignons et a leur innocuité pour les
especes non-cibles. Pour cela, il est nécessaire d’une part de produire in vitro des données
d’IC50 a partir d’échantillons de nature homogéne et d’autre part de générer des données
expérimentales in vivo dans des modéles animaux, prenant en compte les caractéristiques de
toxicocinétique, de toxicodynamique et de biotransformation des SDHi dans les organismes
entiers.

Concernant les effets toxiques potentiels des SDHi sur différentes especes, une série d’études
sur les poissons-zebres, dont la moitié ont été publiées par le méme groupe de recherche,
montrent que I'exposition aux SDHi pourrait entrainer des anomalies de développement et de
nombreuses malformations ainsi que des perturbations du métabolisme, de la fonction
thyroidienne, ou de la reproduction. Ces effets suggéerent que ces fongicides pourraient étre
considérés, au moins chez cette espéce, comme des perturbateurs endocriniens.

Quelques études ont exploré les effets des SDHi sur les écosystémes. Elles ont montré que,
chez les abeilles, I'exposition au boscalide modifie la composition du microbiote intestinal et a
un impact sur le comportement. D’autres études ont mis en évidence des effets déléteres sur
des organismes du sol (toxicité et effets sur le comportement chez les nématodes et lombrics)
et les organismes aquatiques (foxicité chez les algues et effets tératogenes chez des
amphibiens). Ces études mériteraient d’étre poursuivies afin de documenter les impacts des
SDHi sur la biodiversité et éventuellement sur la régulation des écosystémes et leurs
répercussions sur la santé humaine.

Les données de cancérogénicité sur les SDHi, analysées ici, proviennent exclusivement des
rapports des agences sanitaires européennes qui publient les conclusions des évaluations des
dossiers de demande d’autorisation de mise sur le marché élaboré par les entreprises. Selon
ces conclusions, la majorité des SDHi ne présentent aucune génotoxicité. Cependant, pour la
majorité des SDHi, les études chez les rongeurs montrent une augmentation de l'incidence
des adénomes et des carcinomes dans différents organes : principalement le foie mais aussi
la thyroide, le poumon et I'utérus avec pour certains un dimorphisme sexuel. En dépit de ces
observations, la grande majorité des SDHi autorisés au niveau européen ne sont pas classifiés
par les instances réglementaires comme des substances susceptibles ou suspectées de
provoquer le cancer. Ces conclusions ont été tirées sur la base du mode d’action rapporté par
des études industrielles pour rendre compte des effets cancérigenes des SDHi chez le rongeur
qui implique l'activation du récepteur nucléaire CAR (constitutive androstane receptor). Ce
mode d’action est considéré comme spécifique aux rongeurs et n’a pas été jugé pertinent pour
I’étre humain par les agences sanitaires. Ces problématiques concernant le mode d’action
ainsi que les modéles expérimentaux utilisés font encore l'objet de débat au sein de la
communauté scientifique et au sein méme des agences et il n‘est pas possible d’exclure
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actuellement que d’aufres mécanismes d’action mis en jeu dans la transformation tumorale
que celui concernant le récepteur CAR soient impliqués, et pertinents pour I’étre humain.

Concernant les tests réglementaires, des réflexions sont en cours au sein de I’Organisation de
coopération et de développement économiques (OCDE) sur l'évaluation du potentiel
cancérogene des substances non reconnues comme étant génotoxiques telles que les SDHi.
Le groupe d’experts international de 'OCDE a reconnu dans cette déclaration de consensus
le besoin d’élargir I'évaluation avec des essais in vitro/ex vivo, selon une approche intégrative
basée sur le concept des voies d’effets indésirables (adverse outcome pathway), qui consiste
a décrire une séquence logique d’événements liés de facon causale a différents niveaux
d’organisation biologique. Certains mécanismes identifiés par 'OCDE sont pertinents pour les
SDHi, dont le stress oxydant et I'épigénotoxicité, alors que d’autres mécanismes d’intérét qui
n'ont pas été retenus pourraient comprendre notamment la mitotoxicité et la transition
épithélio-mésenchymateuse. Les tests visant a établir le caractére cancérogene ou non d’une
substance pourraient également intégrer la notion d’impact sur la progression tumorale
(promotion/métastase), le processus d'initiation criblé notamment par les tests de génotoxicité
et de mutagénicité n’étant pas le seul impliqué dans la pathologie cancéreuse. Cependant,
faire des recommandations précises sur I'amélioration des essais et des modéles en
toxicologie réglementaire nécessiterait d’analyser 'ensemble des processus et des essais
utilisés, ce qui dépasse largement le cadre de cette expertise.

Enfin, comme pour tous les pesticides, la toxicologie réglementaire évalue les substances
actives et pas les formulations. Or, pour les SDHi, certaines formulations contiennent des
fongicides de la famille des strobilurines qui inhibent la respiration cellulaire au niveau du
complexe Ill de la chaine respiratoire et qui pourraient donc potentialiser les effets sur la
fonction mitochondriale. Cela souligne Iimportance de tester non seulement les substances
actives mais aussi les formulations dans des études de toxicologie.

Concernant les effets chez I'étre humain, il n’existe a ce jour pratiquement aucune donnée
épidémiologique portant sur les effets possibles des substances actives SDHi sur la santé des
agriculteurs ou de la population générale. La seule étude ayant examiné cette question, menée
sur les patrticipants de la cohorte ELFE, n’a pas montré d’association entre I'exposition au
boscalide pendant la grossesse et la croissance intra-utérine. En utilisant une estimation
indirecte de I'exposition aux SDHi, c’est a-dire en considérant les taches ou activités agricoles
potentiellement exposantes aux SDHi, présents sur le marché depuis plusieurs décennies et
compatibles avec les délais d’apparition de pathologies (par exemple cancéreuses ou
dégénératives), les rares données disponibles ne révélent pas de signal laissant supposer un
sur-risque spécifique dans ces populations agricoles. Tres peu de données sont donc
disponibles chez I'étre humain pour évaluer le risque lié a [utilisation des SDHi. Un
renforcement de la biosurveillance humaine, I'exploitation de cohortes existantes (AGRICAN,
ELFE...) a court terme et a plus long terme, la mise en place de nouvelles études
épidémiologiques, pourraient permettre de mieux cerner les conséquences potentielles d’'une
exposition professionnelle ou non professionnelle aux SDHi sur la santé humaine. »
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6 Analyse des VTR issues de [I’évaluation
européenne des substances actives

Pour chaque substance, les informations relatives a la toxicocinétique sont résumées.

Une description des VTR actuellement en vigueur est présentée suivie d’'une analyse critique
de la part du GT de I'étude clé et des effets critiques pouvant mener a la proposition d’'une
nouvelle VTR.

Le résumé des données de toxicocinétique et l'analyse critique des VTR se basent
principalement sur les résumés rapportés dans les dossiers d’évaluation européen, la
bibliographie n’ayant pas permis d’identifier des études de toxicologie adéquate pour élaborer
des VTR selon la méthodologie européenne.

Un niveau de confiance est attribué aux VTR retenues par le GT afin de souligner les limites
pouvant étre associées a la base de données, a I'étude clé et/ou a I'effet critique.

Dans certains cas, des points d’attention spécifiques a la substance considérée sont
également notés. Ces points d’attention n’impactent pas les VTR mais permettent
I'identification de préoccupations, pouvant étre en lien avec les effets critiques ou la qualité
des données disponibles.

Enfin, concernant les effets toxiques communs a plusieurs SDHI, ceux-ci sont décrits dans la
section relative aux toxicités par organes (section 8).

6.1  Benzovindiflupyr

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2015), des conclusions de 'EFSA (2015), de la proposition de classification soumise par un
Etat-Membre (2014) et de I'opinion du RAC (2014). Les rapports d’études sur 90 jours chez le
rat et sur 2 générations chez le rat ont également été consultés. Aucune nouvelle publication,
pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.1.1 Partie toxicocinétique

Le benzovindiflupyr consiste en un mélange de deux énantioméres actifs a 50:50.

Le benzovindiflupyr utilisé dans les études de toxicocinétique est marqué au “C sur le cycle
pyrazole (décision prise a la suite d’'une étude préliminaire sur les cycles phényle et pyrazole
ne montrant aucune différence).

L’étude de la toxicocinétique est réalisée chez le rat male et femelle par une exposition unique
a 1 ou 40 mg/kg pc'3, par gavage dans une suspension 1% de carboxymethylcellulose (CMC)
et 1% de Tween 80.

L’absorption est d’environ 80% pour la dose de 1 mg/kg pc et de 60% pour la dose de 40
mg/kg pc, et ce, indépendamment du sexe. Pour les doses de 1 et 40 mg/kg pc, la
concentration maximale (Cmax) plasmatique est observée, respectivement, entre 2 et 4
heures et entre 6 et 24 heures.

'3 Poids corporel
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Le benzovindiflupyr et ses métabolites, se distribuent dans tous les tissus. Les concentrations
tissulaires 72 heures aprés I'exposition a 40 mg/kg de pc sont retrouvées par ordre décroissant
dans la glande de Harder (10,2 — 8,03 pg eqg/g de tissu), le foie (2,48- 1,29 ug eq/g de tissu)
et le rein (1,69-0.73 pg eq/g de tissu) pour les males et les femelles, respectivement.

Le benzovindiflupyr est rapidement et extensivement métabolisé (70-85% de la radioactivité)
impliquant des réactions de déméthylation, hydroxylation, ouverture de cycles et conjugaison.
Deux métabolites majeurs (le SYN546041 et le SYN546360) représentant ensemble entre 35
et 60% de la radioactivité sont obtenus soit par hydroxylation soit par glucuroconjugaison.
Aucune différence significative dans les métabolites n’est observée entre les deux doses de 1
et 40 mg/kg pc. Le métabolisme est similaire chez plusieurs espéces (différents mammiféres,
poule, etc.).

Il est éliminé avec une demi-vie plasmatique de 55 heures chez les méles et 29 heures chez
les femelles aux deux doses utilisées sans accumulation dans un tissu. Il est a noter que la
concentration plasmatique est supérieure chez les males, comparée aux femelles.

La radioactivité (substance et métabolites) est rapidement éliminée (91-97% apres 48 heures).
L’excrétion se fait principalement dans les féces via la voie biliaire (79-89% aprés 120 heures).
L’excrétion urinaire est assez faible (5-9%) sur une période de 120 heures. Les métabolites
sont présents a moins de 2% dans les urines. Quarante-huit heures aprés I'exposition, on
retrouve 6,1% de la radioactivité dans la carcasse. Sept jours aprés exposition, on retrouve 1-
1,8% de la radioactivité dans les tissus et la carcasse.

Aprés une exposition répétée par voie orale de 1 mg/kg pc/j chez les rats méles (pendant 14
jours), il est observé une large distribution tissulaire augmentant au cours du temps et
atteignant un plateau vers la fin de I'exposition. La concentration la plus forte est retrouvée
dans le foie puis dans le rein, mais la radioactivité est mesurable dans tous les tissus avec
une décroissance dés l'arrét de I'exposition.

En conclusion, le benzovindiflupyr est rapidement absorbé, distribué et métabolisé d’aprés les
expérimentations décrites.

6.1.2 Revue des valeurs de référence

6.1.2.1 AOEL

6.1.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude réalisée sur 2 générations
(OCDE 416) chez le rat par voie orale. Une étude de 90 jours (OCDE 408) réalisée également
chez le rat par voie orale est utilisée en support.

Pour 'étude sur 2 générations, des groupes de 25 animaux de chaque sexe ont consommeé
des aliments contenant 0, 25, 100 ou 600 ppm de benzovindiflupyr pour les males et 0, 25,
100 ou 250 ppm pour les femelles. Les équivalences en mg/kg pc/j sont détaillées dans le
tableau suivant.

Tableau 4 : Moyenne des expositions en mg/kg pc/j

Males Femelles

25 ppm 100 ppm 600 ppm 25 ppm 100 ppm 250 ppm
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Période pré-accouplement

Génération P 1,7 6,8 40,5 2,0 8,2 19,4
Génération F1 1,9 7,8 48 2,1 8,7 22
Période post-accouplement

Génération P 1,2 4.9 29,7 - - -
Génération F1 1,3 5,2 32,5 - - -
Période de gestation

Génération P - - - 1,9 7,6 17,5
Génération F1 - - - 20 7.9 18,3
Période de lactation

Génération P - - - 4.1 16,8 40,2
Génération F1 - - - 43 17,2 43,1

Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont les suivants :

- Une diminution de poids corporel et du gain de poids corporel est rapportée chez les
males et les femelles des deux générations.

- Une augmentation du poids relatif du foie avec une hypertrophie centrolobulaire est
observée pour les méles des deux générations. L’augmentation du poids relatif du foie
est aussi augmentée chez les femelles de la génération F1, sans modification
histologique.

- Une hypertrophie de la pars distalis de 'hypophyse est observée chez le méle et une
hypertrophie de la zona granulosa des corticosurrénales chez la femelle (F1).

- Des anomalies des spermatozoides sont trouvées chez les méles de la génération
parentale.

- Une diminution du nombre moyen de corps jaunes, une augmentation de l'incidence
du diestrus lactationnel sont observées pour la génération parentale.

- Le poids des nouveaux-nés F1 et F2 est diminué et un retard de maturité sexuelle pour
les males est observé pour le groupe exposé a 250 ppm.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 600 et 100 ppm.

En comparaison, dans I'étude de 90 jours, des groupes de 10 rats par groupe ont consommé
des aliments contenant 0, 100, 750 ou 1500 ppm de benzovindiflupyr correspondant a des
expositions de 0 ; 7,6 ; 53,8 ou 108,7 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 8,2 ; 58,8 ou 108,8 mg/kg
pc/j pour les femelles. Les effets critiques (statistiquement significatifs) correspondent a une
diminution du poids corporel, une diminution du poids relatif hépatique et une hypertrophie des
hépatocytes centrolobulaires associée a des modifications biochimiques (diminution de la
glycémie et des phosphatases alcalines chez les femelles et augmentation de l'urée chez les
males, sans autre altération des paramétres urinaires. La LOAEL etla NOAEL pour cette étude
sont de 750 ppm (soit 53,8 et 58,8 mg/kg pc/j chez les méles et femelles respectivement) et
de 100 ppm (soit 7,6 et 8,2 mg/kg pc/j chez les males et femelles respectivement). La NOAEL
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est en cohérence avec celle de I'étude sur 2 générations, mais Iégérement supérieure et, en
conséquence, non retenue pour la dérivation de 'AOEL.

Le point de départ pour I'élaboration de TAOEL est donc la NOAEL de 6,8 mg/kg pc/j chez les
males dans I'étude sur deux générations. Aprés application d’'un facteur d’incertitude de 100
(10 pour la variabilité inter-especes, 10 pour la variabilité interindividuelle) et d’'un facteur de
correction de I'absorption par voie orale de 60%, 'AOEL établie est de 0,04 mg/kg pc/j.

6.1.2.1.2 Analyse critique du GT

Cette valeur d’AOEL est contestée par le GT sur la base des deux études car les NOAEL
établies correspondent en fait & des LOAEL. Les arguments sont les suivants :

+ dans I'étude sur 2 générations pour une exposition a 100 ppm (6,8 mg/kg pc/j), une
diminution statistiquement significative de la motilité des spermatozoides est rapportée
dans la génération parentale. Le GT note que méme si cet effet sur la mobilité n’est
pas retrouvé a la dose supérieure, des altérations spermatiques sont observées a la
dose de 600 ppm. Une faible augmentation de l'incidence du diestrus post-lactation
(dont lincidence est encore plus augmentée a la dose supérieure) est également
observée dans la génération parentale. Pour la génération F1, une diminution
statistiquement significative du dépét de glycogéne au niveau hépatique est observée
chez les femelles ainsi qu'une faible augmentation (non précisée dans le dossier
réglementaire) de la durée du diestrus post-lactation ainsi que du proestrus.

+ dans '’étude de 90 jours, pour une exposition a 100 ppm (7,6 mg/kg pc/j pour les méles
et 8,2 mg/kg pc/j chez les femelles), certaines valeurs de constantes biochimiques
plasmatiques sont statistiquement différentes de celles du contrdle. L’analyse
statistique réalisée sur la base des valeurs expérimentales issues de I'étude a été
refaite par le GT en raison du test utilisé qui n’était pas applicable pour certaines
distributions des valeurs. Ainsi, il ressort une augmentation non dépendante de la dose
de l'aspartate aminotransférase (AST) (male) et de la glutamate déshydrogénase
(GLDH) (femelle) ainsi qu’une diminution dépendante de la dose de la phosphatase
alcaline (ALP).

En conclusion, considérant que la valeur de 100 ppm correspond a une LOAEL, le GT
considére que 'AOEL devrait étre revue. Deux options ont été discutées :

o utiliser la LOAEL de 100 ppm (dose la plus faible testée), équivalente a 7,6
mg/kg pc/j, sur la base de I'étude de 90 jours chez le rat ;

o utiliserla NOAEL de 25 ppm correspondant a 1,2 mg/kg pc/j chez les rats méles
de la génération parentale dans I'étude sur 2 générations. L'effet critique dans
cette génération se manifeste par une diminution de la motilité spermatique a
la dose de 100 ppm et par une atteinte morphologique a la dose de 600 ppm.
Les autres effets critiques correspondent a une augmentation du diestrus et du
pro-estrus et une diminution du glycogéne hépatique chez les femelles.

Les membres du GT ont retenu la deuxiéme option sur la base d’'une NOAEL a 25 ppm d’aprés
I'étude sur 2 générations. Cette option conduit & une VTR plus robuste, I'option 1 étant
associée a plus d’incertitudes car basée sur une LOAEL.

Aprés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour
la variabilité interindividuelle), 'AOEL retenue par le GT est de 0,012 mg/kg pc/j. Aucune
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correction n'a été apportée concernant l'absorption orale, car elle est de 80% si on prend en
compte la dose faible de 1 mg/kg pc dans I'étude de pharmacocinétique.

Un niveau de confiance global moyen-faible a été attribué a cette AOEL en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

la nature et la qualité du corpus de données : concernant les études pertinentes
pour la dérivation d’'une AOEL, il existe une étude sur 2 générations chez le rat et des
études sur 28 et 90 jours chez le rat. Les études effectuées suivent les requis
réglementaires mais présentent un écart variable dans le choix des doses. Dans I'étude
sur 90 jours chez le rat, les doses d’exposition sont de 100, 750 et 1500 ppm, soit un
rapport de 7,5 et 2. De méme, pour I'étude sur 2 générations chez les rats, les doses
d’exposition sont de 25, 100 et 600 ppm, soit un rapport de 4 et 6.

le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques retenus pour
I’AOEL proposée par le GT sont des anomalies de la motilité des spermatozoides, une
augmentation de I'incidence du diestrus et la diminution du dépét de glycogéne dans
le foie. Le mode d’action n’est pas connu avec aucune donnée sur I'engagement de la
cible (inhibition de la SDH). Ces effets sont considérés par défaut comme
transposables a ’humain.

le choix de I'étude clé : I'étude clé est une étude sur 2 générations chez le rat. Bien
que de durée adaptée pour dériver une AOEL, elle présente des limites. Cependant le
GT a pris en compte des effets significatifs (poids de la rate, dépdt de glycogéne au
niveau hépatique) et des données en histopathologie (hypertrophie hépatocellulaire en
région centrolobulaire pour les générations P et F1, gouttelettes lipidiques hépatiques
pour les F1).

le choix du point de départ : 'étude clé a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 5 : Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

benzovindiflupyr

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet critique | Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique | d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg
(mg/kg | (absorption (mg/kg (mg/kg | (absorption pc/j)
pc/j) orale) pc/j) pc/j) orale) Niveau de
confiance
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| poids corporel, | 6,8 100 0,04 l motilité | 1,2 100 0,012
hypertrophie du foie, spermatique,

de I'hypophyse, et (60%) 1 incidence (pas . de

de la zone diestrus ﬁogrectlop de Moyen
glomérulaire des lactationnel, absorption faible
surrénales chez les ! dépbt orale)

parents glyocogéne

Sperme anormal, | hépatique

des follicules (étude sur 2

ovariens en générations

croissance et des chez le rat)

corporea lutéa et 1
incidence diestrus
lactationnel

Chez les petits: |
poids corporel, 1
poids du foie et
retard de maturation
sexuelle chez les
males

(étude sur 2
générations chez le
rat)

6.1.2.2 DJA

6.1.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de toxicité chronique et de
cancérogenése de 2 ans (OCDE 452) conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 52 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 25, 100 ou 600 ppm de benzovindiflupyr pour les males (correspondant a O ;
1,21 ;4,88 et 30,17 mg/kg pc/j) ou 0, 25, 100 ou 400 ppm de benzovindiflupyr pour les femelles
(correspondanta 0 ; 1,65 ; 6,66 et 27,44 mg/kg pc/j) pendant 104 semaines.

Les effets critiques (statistiquement significatifs) concernent une diminution du poids corporel,
des modifications biochimiques (diminution des ALP, ALAT et ASAT) et une hypertrophie
hépatique accompagnée d’une vacuolisation des hépatocytes centrolobulaires et des foyers
éosinophiles hépatiques chez les males ainsi que des hépatocytes pigmentés chez les
femelles. Une augmentation statistiquement significative des adénomes des cellules
folliculaires thyroidiennes est également rapportée chez les males. La LOAEL et la NOAEL
pour ces effets critiques sont de 400/600 ppm et 100 ppm chez les rats.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 4,88 mg/kg
pc/j. Apres application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,05 mg/kg pclj.

6.1.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remetire en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.
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En effet, elle se base sur la NOAEL la plus basse aprés une exposition chronique, les valeurs
de NOAEL étant Iégérement supérieures d’aprés I'étude de cancérogenése chez la souris ou
de toxicité chronique chez le chien.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

la nature et la qualité du corpus de données : concernant la toxicité chronique,
il existe des études sur 2 ans chez le rat, 1,5 an chez la souris et 1 an chez le chien.

le choix de I'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont une
diminution de poids corporel, une hypertrophie hépatique associée a des
modifications biochimiques ainsi que des adénomes thyroidiens. Les effets
hépatiques et sur le poids sont observés dans plusieurs études. Le mode d’action
n’est pas connu de méme que l'engagement de la cible (inhibition de la SDH). Ces
effets sont considérés par défaut comme transposables a 'humain.

le choix de I’étude clé : I'étude 2 ans chez le rat a été sélectionnée comme étude
clé. Elle est de durée adaptée pour dériver une DJA.

le choix du point de départ : I'étude clé a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 6 : Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le

benzovindiflupyr

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique | Dose Facteur DJA
" . . I " . .

(étude clé) critique | d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg

(mg/kg (mg/kg (mg/kg pc/j)

pclj) pclj) pclj) Niveau de

confiance
| gain de poids | 4,9 100 0,05 Maintien de la VTR actuelle
corporel, effets Ni d fi .
hépatiques (incluant iveau de confiance : moyen
hypertrophie et
vacuolisation) et
thyroidiens
(adénome)
(étude 2 ans chez le
rat)
6.1.2.3 ARfD

6.1.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'ARfD est une étude de neurotoxicité aigué (OCDE

424), conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont recu une dose unique de
0, 10, 30 ou 80 mg/kg pc par gavage. Les animaux ont été observés pendant 14 jours.
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L'effet critique (statistiquement significatif) correspond a des observations cliniques de
neurotoxicité chez les femelles telles qu’une diminution de force d’agrippement (« grip test »),
d’activité motrice et de la température corporelle. Une diminution statistiquement significative
du gain de poids corporel est également rapportée chez les femelles. La LOAEL et la NOAEL
pour ces effets critiques sont de 30 mg/kg pc et 10 mg/kg pc chez les rats femelles.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 10 mg/kg pc. Aprés application
d'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité
interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,1 mg/kg pc.

6.1.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. En effet, elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi
les études de toxicité aigué ou court terme.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : concernant la toxicité court terme,
il existe une étude de neurotoxicité en exposition aigué chez le rat et des études de
toxicité sur le développement prénatal chez le rat et le lapin. La NOAEL d’aprés les
effets neurotoxiques est de 10 mg/kg pc et celle pour la toxicité développementale
est de 15 mg/kg pc/j. Les études suivent les lignes directrices de 'OCDE.

- le choix de I’effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont des effets
neurotoxiques (effet sur le grip test, sur l'activité motrice et la température
corporelle) et une perte de poids. Une perte de poids est notée dans d’autres
études. Le mode d’action n’est pas connu de méme que l'engagement de la cible
(inhibition de la SDH). Ces effets sont considérés par défaut comme transposables
a ’lhumain.

- le choix de I’étude clé : I'étude de neurotoxicité en exposition aigué chez le rat a
été retenue comme étude clé. Elle est de durée adaptée pour dériver une ARfD. La
ligne directrice 426 de 'OCDE manque de criteres d’évaluation pour évaluer des
effets neurocomportementaux et neurodéveloppementaux.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 7 : Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le
benzovindiflupyr

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet critique | Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique | d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg pc)
é)n;)g/kg é)n;)g/kg én(:)g/kg Niveau de
confiance
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Observations 10 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
cliniques de ) . '
neurotoxicité (1 Niveau de confiance : moyen
force

d’agrippement,

activité motrice,

température), | gain
de poids corporel

(étude de
neurotoxicité aigué
chez le rat)

6.1.3 Points d’attention spécifiques a la substance
Effet prolifératif

Des adénomes de cellules folliculaires de la thyroide sont observés chez les rats (étude a 2
ans) a la plus forte dose (600 ppm, 30,17 mg/kg pc/j). Cet effet est dépendant de la dose et
observable dés la plus faible dose mais I'augmentation est non significative par rapport au
groupe contrdle.

Chez des rats exposés pendant 14 jours avec une phase de réversibilité de 63 jours, sont
notées une stimulation des enzymes hépatiques et une diminution du taux d’hormones
thyroidiennes. Néanmoins, I'augmentation de taille du tissu thyroidien est observée dés les
premiers jours avant la mise en évidence de la stimulation enzymatique hépatique et a des
doses inférieures. Ce résultat contredit I'’hypothése mécanistique des pétitionnaires sur un
effet thyroidien secondaire a une stimulation enzymatique hépatique. Ces résultats suggerent
des incertitudes sur le mécanisme d’action impliqué dans I'hyperplasie thyroidienne et invalide
en partie sa non-transposabilité des rongeurs aux humains.

De plus, I'étude de cancérogénicité chez la souris montre une augmentation des tumeurs de
la glande de Harder. Bien que la glande de Harder soit vestigiale chez I'humain, I'induction de
cette tumeur chez la souris témoigne d’'un effet cancérogéne corrélé avec la distribution du
benzovindiflupyr qui est retrouvé principalement dans cet organe.

Incertitude sur les données histologiques présentées dans I’étude sur 90 jours chez le
rat

Dans I'étude sur 90 jours, il est noté une absence de Iésions histologiques chez les rats males
et femelles exposés a la dose de 100 ppm (correspondant a 7,6 et 8,2 mg/kg pclj,
respectivement) contrairement aux nombreuses l|ésions histologiques constatées dans le
groupe contrble. Ce résultat inattendu n’a pas été commenté dans le dossier réglementaire,
que ce soit par I'Etat-membre rapporteur ou par I'EFSA.

Potentiel perturbateur endocrinien

Des effets en reprotoxicité et toxicité pour le développement prénatal ont été observés. Sur la
base de cette constatation, il est écrit dans le volume 3B6 : “the majority of the experts agreed
on a data gap for further assessment of the endocrine-mediated properties of
benzovindiflupyr’.
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6.2 Bixafen

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2011) et des conclusions de 'EFSA (2012). Aucune nouvelle publication, pouvant étre utilisée
comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.2.1 Partie toxicocinétique

Dans une étude de toxicocinétique, le bixafen est radiomarqué au "“C soit sur le noyau
diphényle, soit sur le noyau pyridine. L’étude est réalisée chez le rat par une exposition unique
a 2 ou 50 mg/kg pc par gavage dans une suspension contenant 0,5% de tragacanthe.

Le composé est fortement absorbé par le tractus gastro-intestinal (GIT), soit entre 86 a 89%,
48 heures aprés I'exposition. La demi-vie (T12) d’absorption est estimée a 45 minutes. En
comparant différentes doses d’exposition, il semble que le taux d’absorption soit dose-
dépendant, avec une saturation a des doses approchant 50 mg/kg pc.

Une fois absorbés, le bixafen et ses métabolites se distribuent dans tous les organes avec une
concentration maximale 1 heure aprés l'ingestion. Prés d’une trentaine de métabolites sont
formés.

Il est ensuite excrété a 97% sous forme de composés parents ou métabolites dans les
premiéres 48 heures pour une dose unique de 2 mg/kg pc comparé a 55% a 50 mg/kg pc
suggérant une saturation dans la formation des métabolites. La demi-vie dans le plasma est
de 5 heures. Ces résultats sont a prendre avec précaution, car la Tizest estimée en utilisant
le “C. Le composé parent et les métabolites sont éliminés dans le GIT majoritairement, via la
bile. Entre 88 et 94% de la dose administrée se retrouvent dans les féces, et environ 1,14 1,2
% dans I'urine aprés 48 heures. Moins de 0,1% de la dose administrée est exhalée sous forme
de CO: ou autre composé volatil. Entre 75 et 95 % des métabolites sont identifiés dans les
féces.

Finalement, le bixafen est un composé rapidement absorbé et distribué, qui reste trés peu de
temps dans sa forme parent et est éliminé rapidement, sans accumulation de la substance
dans les tissus biologiques.

6.2.2 Revue des valeurs de référence

6.2.2.1 AOEL

6.2.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de 90 jours (OCDE 408),
conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe, ont consommé des aliments
contenant 0, 50, 200, 800 ou 2000 ppm de bixafen dans I'aliment, correspondant a 0 ; 3,2 ;
12,9 ; 50,4 ; 130 mg/kg pcl/j pour les méles eta 0; 3,9 ; 15,0 ; 59,2 ; 153 mg/kg pc/j pour les
femelles.

Les effets critiques identifiés sont une hypertrophie des hépatocytes centrolobulaires et une
hypertrophie des cellules folliculaires thyroidiennes (statistique non renseignée dans le dossier
réglementaire). La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 800 ppm et 200 ppm
respectivement chez les rats.

Le point de départ pour I'élaboration de I'AOEL est la NOAEL de 12,9 mg/kg pc/j chez les
males. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
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10 pour la variabilité interindividuelle), TAOEL établie est de 0,13 mg/kg pc/j. Aucune correction
n’a été apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

6.2.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remetire en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

La justification du choix de I'étude clé parmi 'ensemble des études subchroniques et du
développement a été discutée par le GT. Si les sensibilités du rat et de la souris sont
considérées par le GT comme comparables, les données montrent cependant une sensibilité
moins importante du rat dans les études de 90 jours d’exposition (LOAEL = 50,4-59,2 mg/kg
pc/j) comparé a la souris (LOAEL = 34,3-42,9 mg/kg pc/j). Toutefois, dans les études de 28
jours ou a long terme (études de 18 mois ou de 2 ans), le rat semble plus sensible que la
souris. Le GT s’est interrogé sur le choix de I'étude de 90 jours plutét que celle de 28 jours
d’exposition chez le rat. Cette derniere étude montre en effet des NOAEL (3,5-4,12 mg/kg pc/j)
et LOAEL (24,6-27,7 mg/kg pc/j) notablement inférieures.

La discussion du GT a aussi porté sur I'interprétation de certaines modifications de paramétres
hépatiques et/ou biochimiques rapportées dans I'étude de 28 jours. Une Iégére augmentation
(~5 %) du poids relatif du foie et une diminution du taux de bilirubine (~ 30%), non
statistiquement significatives, sont rapportées a la NOAEL définie dans le dossier
réglementaire. Des critéres pour distinguer les effets hépatiques adaptatifs des effets néfastes
ont été utilisés par le GT pour conclure sur la pertinence de prendre en compte ou non
I’hypertrophie hépatocellulaire, a la lueur des modifications fonctionnelles éventuellement
associées, et prenant en compte la cohérence des résultats obtenus selon les durées
d’exposition (Hall et al. 2012; OMS 2015; HED TOXicology Science Advisory Council 2002).

Finalement, le choix de I'étude sur 90 jours plutdt que celle de 28 jours a été retenu par le GT
pour la détermination de 'AOEL en l'absence d’éléments fonctionnels ou/et lésionnels
statistiquement significatifs a la NOAEL et en prenant en compte le fait que la seule
modification fonctionnelle observée dans I'étude sur 28 jours était une diminution de la
bilirubine considérée comme réversible. En effet, dans I'étude de 90 jours, un groupe de rats
exposeé a 40 fois la NOAEL et soumis a une récupération d’'un mois aprés la fin de I'exposition,
a montré un taux de bilirubine revenu a la normale. Enfin, il est & noter que la NOAEL de
I'étude sur 90 jours est inférieure a la LOAEL de I'étude sur 28 jours.

Un niveau de confiance global moyen fort a été attribué a cette AOEL en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études (28 jours, 90
jours) sur 2 especes (rats et souris) sont disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'effet hépatique est un effet bien
identifié et reproductible entre méales et femelles. Les autres études disponibles
montrent également des atteintes hépatiques presque systématiques. Ces effets
sont considérés par défaut comme transposables a 'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé retenue est une étude de 90 jours chez le rat
de bonne qualité (6 doses, contréle négatif, 10 animaux par dose et par sexe) et
d’'une durée adaptée pour dériver une AOEL.

- le choix du point de départ : un couple NOAEL/LOAEL est disponible.

Tableau 8 : Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le bixafen

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
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Effet critique Dose Facteur AOEL Effet critique | Dose Facteur AOEL
» . . I " - .

(étude clé) critique | d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg

(mg/kg | (absorption (mg/kg (mg/kg | (absorption pc/j)

pc/j) orale) pc/j) pclj) orale) Niveau de

confiance
Hypertrophie du foie | 12,9 100 0,13 Maintien de la VTR actuelle
et des cellules . '
folliculaires (pas de Niveau de confiance : moyen fort
thyroidiennes correction
par

(étude 90 jours chez I'absorption
le rat) orale)

6.2.2.2 DJA

6.2.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de toxicité chronique et de
cancérogénése sur 2 ans (OCDE 453), conduite chez le rat par voie orale.

Dans I'étude originale, les rats males ont été sacrifiés prématurément a la suite d’effets
toxiques considérés reliés a une nourriture déficiente en vitamine K. Concernant les femelles,
des groupes de 70-80 animaux ont consommeé des aliments contenant 0, 50, 300 ou 2000
ppm de bixafen, ce qui correspond a des expositions de 0 ; 2,81 ; 17,4 ou 117 mg/kg pc/j. Une
étude complémentaire a été réalisée chez les rat méles. Des groupes de 60 animaux ont
consommé des aliments contenant 0, 50, 300 ou 2000 ppm de bixafen, ce qui correspond a
des expositions de 0 ; 2,0 ; 12, ou 80,5 mg/kg pc/j.

Les effets critiques sont les suivants :

- une augmentation statistiquement significative du poids absolu et relatif du foie,
associée a une augmentation du taux de cholestérol et d’ASAT (dont les
significativités statistiques varient en fonction du moment du prélévement), a une
diminution statistiquement significative du taux de bilirubine sanguin, ainsi que des
Iésions histologiques dont wune hypertrophie centrolobulaire hépatique
(augmentation statistiquement significative) ;

- Une hypertrophie des cellules folliculaires thyroidiennes et des altérations
thyroidiennes colloidales (augmentations statistiquement significatives).

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 300 ppm et 50 ppm chez les rats des
deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 2,0 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,02 mg/kg pc/j.

6.2.2.2.2 Analyse critique du GT

Il N’y a pas lieu de remettre en cause cette VTR selon le GT, sur la base des données
disponibles au moment de 'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :
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- la nature et la qualité du corpus de données : au moins 2 espéces (rat et souris)
ont été étudiées dans 3 études dont 2 de 2 ans (chez le rat, 'une chez des males
et 'autre chez des femelles) et une de 18 mois (chez la souris méle et femelle).

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : Les effets critiques identifiés sont
une hypertrophie folliculaire thyroidienne et des altérations de la colloide, ainsi
gu’une hypertrophie hépatique. Ces effets, observés chez la souris et le rat, sont
considérés par défaut comme transposables a 'lhumain.

- le choix de I'étude clé : Il s’agit de I'étude de cancérogénicité chez les rats.
L’étude chez la souris n’est pas retenue car méme si les effets sont similaires, les
doses sont légérement supérieures donc moins protectrices dans la détermination
de la DJA.

- le choix du point de départ : Un couple NOAEL/LOAEL est disponible.

Tableau 9 : Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le bixafen

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose Facteur DJA
(étude clé) critique | d’incertitude | actuelle (étude clé) critique d’incertitude (mg/kg
(mg/kg (mg/kg (mg/kg pclj) pclj)
pel) peh) Niveau de
confiance
Effets sur le foie | 2 100 0,02 Maintien de la VTR actuelle
(incluant une

hypertrophie ot Niveau de confiance : moyen

une augmentation
du cholestérol) et
sur la thyroide
(altération de Ia
colloide)

(étude 2 ans chez
le rat)

Une position divergente concernant la DJA retenue par le GT pour le bixafen est présentée en
annexe.

6.2.2.3 ARD

6.2.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'ARfD est une étude de toxicité développementale
(OCDE 414), conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 23 femelles ont recu 0, 20, 75 ou 250 mg/kg pc/j de bixafen
par gavage du 6 au 20°™¢ jour de leur gestation.

L'effet critique est une perte du poids maternel et une diminution du poids feetal,
statistiquement significatives. La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 75
mg/kg pcl/j et 20 mg/kg pc/j chez les rats, respectivement.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 20 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,02 mg/kg pc/j.
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6.2.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

La NOAEL de 20 mg/kg pc/j observée dans cette étude est supérieure a celle décrite dans
I'étude de 28 jours d’exposition chez le rat (3,5 mg/kg pc/j). Il est noté que I'étude sur le
développement ne comporte pas d’analyse nécropsique et fonctionnelle aussi approfondie que
dans I'étude de 28 jours. Cependant, les éléments rapportés dans I'étude de 28 jours, montre
'absence de modifications fonctionnelles irréversibles accompagnant les altérations
morphologiques hépatiques. Ceci ne justifie pas de retenir cette étude dans la détermination
de 'ARfD.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : au moins 2 espéces (rat, et lapin)
ont été étudiées dans de nombreuses études a court terme dont 4 sur le
développement (3 études chez les rats utilisant 2 souches (SD et Wistar) et 2
études chez les lapins). Les doses sont similaires dans les études.

- le choix de I’effet critique et le mode d’action : les effets critiques (diminution du
poids corporel parental et foetal) sont considérés comme transposable chez
’lhumain. Le mode d’action n’est pas connu.

- le choix de l'étude clé: l'étude clé est une étude sur la toxicité sur le
développement prénatal de bonne qualité (23 femelles gestantes par dose, 4
doses, exposition GD6-20) et d’'une durée adaptée pour dériver une ARfD.

le choix du point de départ : Un couple NOAEL/LOAEL est disponible.

Tableau 10 : Etablissement de I'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le bixafen

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique d’incertitude | (mg/kg pc) | critique | critique | d’incertitude (mglkg pe)
(mg/kg (étude | (mg/kg .
pl) e | pel) e
Diminution du | 20 100 0,2 Maintien de la VTR actuelle
i I . )
gf;itar}wateme Niveau de confiance : Moyen
(étude de
toxicité
prénatale chez
le rat)

6.3 Boscalid

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6 (2002
et 2018 [documents soumis a consultation publique]). Aucune nouvelle publication, pouvant
étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.
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6.3.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, le boscalid est marqué au “C sur le noyau pyridine ou
diphényle et solubilisé dans une solution aqueuse de 5% de carboxyméthylcellulose (CMC).
Une faible dose (50 mg/kg pc) et une forte dose (500 mg/kg pc) sont administrées chez le rat
dans des scénarios d’expositions uniques ou répétées pendant 15 jours.

La fraction de boscalid absorbée est variable en fonction de la dose d’exposition. Elle
correspond a 44% pour la dose de 50 mg/kg pc et a 12% pour la dose de 500 mg/kg pc. La
concentration sanguine maximale (Cmax) est similaire entre males et femelles. En revanche,
une augmentation de la dose d’un facteur de 10 conduit seulement a une augmentation du
Cmax ou de l'aire sous la courbe (AUC) d'un facteur 3, expliqué par la faible absorption a forte
dose. Le Tmax est relativement similaire (entre 0,5 et 1h) pour les deux doses de méme
qu’entre méales et femelles.

Le boscalid se distribue dans tous les organes. Les tissus adipeux et hépatique représentent
les tissus les plus chargés en boscalid, 8h aprés I'exposition. Globalement, il n’y a pas
d’accumulation dans des tissus spécifiques.

Les mécanismes impliqués dans le métabolisme sont principalement la glucuronidation, la
sulfoconjugaison et I'hydroxylation. Une caractérisation des métabolites montre que 38
métabolites sont formés.

La demi-vie d’élimination terminale semble légérement plus élevée a faible dose qu’'a forte
dose, suggérant une induction enzymatique ou encore une faible absorption.La Tiz
d’élimination terminale est de 35 heures et 24 heures pour la faible et forte dose,
respectivement. Les principaux métabolites excrétés dans I'urine sont le M510F01 (2%), et le
M510F02 (8%). Les féces représentent la voie majeure d’élimination via la bile, avec des
teneurs retrouvées en boscalid (33%), M510F01 (18%), et M510F20 (5%). A faible dose,
approximativement 20% de la dose administrée est retrouvé dans les urines et 80% dans les
féces aprés 7 jours. A forte dose, le pourcentage dans les urines est de 4,5% ce qui augmente
proportionnellement le pourcentage dans les féces. Ceci s’explique en partie par la diminution
de l'absorption intestinale a forte dose (a 12% et donc une élimination dans les féces plus
importante). L’excrétion biliaire est plus importante a la faible dose (40% aprés 48 heures) qu’a
la forte dose (11%).

6.3.2 Revue des valeurs de référence

6.3.2.1 AOEL

6.3.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée est une étude de toxicité sur 1 an (OCDE 452), conduite chez le chien par
voie orale. Dans cette étude, des groupes de 5 animaux de chaque sexe ont consommé des
aliments contenant 0, 200, 800, 2000 ou 20 000 ppm de boscalid, ce qui correspond a des
expositions de 0; 5,5; 21,8; 57,4 ou 544 mg/kg pc/j pour les males et 0; 5,8 ; 22,1 ; 58,3 ou
592,9 mg/kg pc/j pour les femelles.

Les effets critiques sont les suivants :

- une baisse du poids corporel (non statistiquement significative) et une baisse
transitoire mais significative du gain de poids chez les males.

- une augmentation statistiquement significative du poids relatif hépatique chez les
femelles. Bien que sans altérations microscopiques, celle-ci est associée a
plusieurs modifications de paramétres biochimiques, incluant une diminution de
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l'alanine aminotransférase (ALT) et une augmentation de la phosphatase alcaline
(PAL), statistiquement significatives chez les males a partir de 3 mois d’exposition.

- une augmentation statistiquement significative du poids absolu et relatif de la
thyroide chez les males.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 2000 ppm et 800 ppm chez les chiens
pour les deux sexes correspondant a 58 et 22 mg kg pc/j, respectivement.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL de 22 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle) et d’un facteur de correction de I'absorption par voie orale de 44%,
I’AOEL établie est de 0,1 mg/kg pc/j.

6.3.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de 'expertise.

Alissue d’expérimentations chez le chien (étude d’'1 an), le rat et la souris (études de 90 jours)
par voie orale, les NOAEL sont du méme ordre de grandeur (entre 22 et 34 mg/kg pc/j).
L’AOEL a été établie sur la base de I'expérimentation présentant les NOAEL et LOAEL les
plus faibles. Les comparaisons entre NOAEL/LOAEL restent cependant limitées par le choix
des doses utilisées dans les différentes espéces. En particulier, il est a noter que la NOAEL
déterminée lors de I'expérimentation de 90 jours chez le chien est plus faible (7,6 mg/kg pc/j)
que celle issue de I'expérimentation de 1 an (22 mg/kg pc/j), tandis que la LOAEL observée
reste sensiblement plus élevée (78,1 mg/kg pc/j dans I'étude sur 90 jours versus 57,4 mg/kg
pc/j dans I'étude sur 1 an).

Un niveau de confiance global moyen-fort été attribué a cette AOEL en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de 'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : cette substance dispose de
plusieurs études pour différentes durées d’expositions, ce qui conforte le niveau de
confiance.

- le choix de I’effet critique et le mode d’action : les effets critiques identifiés sont
une diminution du poids corporel ainsi qu’une augmentation du poids du foie et de
la thyroide. Il y a une convergence dans les effets critiques observés dans
différentes études. Ces effets sont considérés transposables a ’humain. Le mode
d’action n’est pas connu.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est considérée acceptable (5 animaux par dose
et par sexe, 5 doses incluant un contréle négatif) et d’'une durée adaptée pour
dériver une AOEL.

- le choix du point de départ : Un couple NOAEL/LOAEL a été identifié dans I'étude
clé. Il n’y a pas de différence de NOAEL entre les males et femelles.

Tableau 11 : Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le boscalid

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOCEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique | d’incertitude g’cr:/?)/kg critique | critique | d’incertitude (ma/kg pcli)
(mg/kg | (absorption (étude (mg/kg | (absorption . )
pclj) orale) clé) pclj) orale) Niveau de confiance
Perte de | 22 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
poids, effets
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hépatiques (44%) Niveau de confiance : moyen fort
(augmentation
du poids et
biochimie
altérée),
augmentation
du poids de la
thyroide

(étude 1 an
chez le chien)

6.3.2.2 DJA

6.3.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée est une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogénicité (OCDE
452), conduite chez le rat par voie orale. Les données de la partie sur la toxicité chronique et
de la partie sur la cancérogeénicité ont été présentées séparément dans le dossier
réglementaire.

Dans I'étude de toxicité chronique, des groupes de 20 animaux de chaque sexe ont consommé
des aliments contenant 0, 100, 500, 2500 ou 15000 ppm de boscalid dans I'aliment pendant
24 mois, correspondanta 0 ; 4,4 ; 22 ; 57,4 ; 110 ou 739 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 5,9 ;
30 ; 150 ou 1000 mg/kg pc/j pour les femelles. Des groupes de 50 animaux par dose ont été
utilisés pour I'étude de cancérogénicité avec les mémes doses.

Les effets critiques sont les suivants :

- une incidence accrue (significativité statistique non mentionnée) de foyers
d’infiltrations hépatiques de cellules éosinophiles chez les méles ;

- une anémie chez les males (statistiquement significative seulement a la plus forte
dose testée) ;

- une augmentation de l'activité de la gamma-glutamyltransférase (Y-GT) et des
phosphatases alcalines, atteignant la significativité statistique pour certains
prélévements intermédiaires ;

- une diminution statistiquement significative de la concentration de bilirubine chez
les males.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 500 ppm et 100 ppm correspondant
a 22/30 et 4,4/5,9 mg/kg pcl/j respectivement chez les rats des deux sexes (male/femelle).

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les méles de 4,4 mg/kg
pc/j. Aprés application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,04 mg/kg pc/j.

6.3.2.2.2 Analyse critique du GT

Il N’y a pas lieu de remettre en cause cette VTR selon le GT, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. |l est noté qu’elle se base sur la NOAEL la plus faible
parmi les études de toxicité chronique.

Un niveau de confiance global moyen-fort a été attribué a cette DJA en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : le corpus de données pour
l'investigation de la toxicité chronique comprend une étude sur 2 ans de toxicité
chronique et une étude de cancérogénicité chez le rat, ainsi qu’'une étude de
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canceérogénicité de 18 mois chez la souris. Ces études suivent les lignes directrices
de 'OCDE.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont une
incidence accrue de foyers d'infiltrations hépatiques de cellules éosinophiles ainsi
que des modifications biochimiques et hématologiques chez les males a 500 ppm.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est jugée de bonne qualité (total de 70 animaux
par dose et par sexe, 4 groupes incluant 3 doses d’exposition et le contréle non
exposé) et d’une durée de 24 mois compatible avec la dérivation d’'une DJA.

- le choix du point de départ : les doses d’exposition permettent de déterminer un
couple NOAEL/LOAEL. |l s’agit de la NOAEL la plus faible parmi celles issues des
études de toxicité chronique.

Tableau 12 : Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le boscalid

Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet Dose Facteur DJA
(étude clé) critique | d’incertitude (mg/kg critique critique d’incertitude (malkg pcli)
pc/j) , i .
(mg/kg (étude clé) | (mg/kg pclj) .
- Niveau de

pel)) confiance
Effets sur le 4.4 100 0,04 Maintien de la VTR actuelle
Lo;ﬁ;gfgg%oune Niveau de confiance : Moyen fort
et biochimique.
(étude 2 ans
chez le rat)

6.3.2.3 ARfD

6.3.2.3.1 Description de 'ARfD

Selon 'EFSA, le profil toxicologique du boscalid ne justifie pas la détermination d’'une ARfD.

6.3.2.3.2 Analyse critique du GT

Le GT est en accord avec cette conclusion.

6.3.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Effets thyroidiens et contréles historiques
La thyroide apparait comme un organe cible d’aprés les études de toxicité chronique et de

mg/kg pc/j pour les femelles. En effet, il est rapporté une augmentation du poids absolu et
relatif de la thyroide chez les males, ainsi qu’une hypertrophie diffuse et une hyperplasie focale
des cellules folliculaires pour les deux sexes. Une incidence accrue des adénomes thyroidiens
est observée a 2500 ppm chez les males et les femelles (5 et 3 cas respectivement issus des
deux études incluant au total 70 animaux, aucune analyse statistique n’est disponible dans le
DAR). Chez les méles, ces adénomes sont également observés a 500 ppm dans les deux
études de toxicité chronique (2 cas) et de cancérogénicité (1 cas). Chez les femelles, un cas
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isolé observé a 30 mg/kg pc/j (100 ppm) (versus 1 et 3 cas a 156 et 1024 mg/kg pc/j (500 et
2500 ppm) respectivement) est considéré dans le dossier réglementaire comme non lié a la
substance active, car situé dans les valeurs des contrdles historiques, bien qu’a leur limite
haute. Cependant, le GT s’interroge sur la validité de ces contrdles historiques réalisés sur la
période de 1981 a 2000, trés antérieure a I'étude, et sans indication de la souche considérée.
Ces contréles historiques ne sont présentés que pour les rats femelles. Les modifications
hépatiques adaptatives peuvent expliquer les altérations thyroidiennes
(hyperplasie/adénomes) par des modifications des enzymes de conjugaison hépatiques.
L’étude de cancérogénicité chez la souris exposée pendant 18 mois ne fait pas état
d’anomalies thyroidiennes.

6.4 Carboxine

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2006), des conclusions de I'EFSA (2010) et de I'opinion du RAC (2017). Aucune nouvelle
publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.4.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, la carboxine est marquée au “C sur le cycle diphényle et
solubilisé dans une solution de polyéthyléne glycol (PEG-400). Les études sont réalisées chez
le rat avec une exposition unique (de 5 ou 150 mg/kg pc) ou répétée (5 mg/kg pc/j) pendant
14 jours avec le composé non marqué suivi d’'une dose le 15¢ jour de 5 mg/kg pc marqué au
14C.

La carboxine est facilement absorbée a plus de 80% par le tractus gastro-intestinal. Aucune
information concernant la demi-vie d’absorption, le Cmax et le Tmax plasmatique n’est
apportée.

La distribution dans les tissus est rapide : 72 heures aprés I'administration, le foie (0,19%), les
hématies (0,08%), ou encore le plasma (0,02%) sont les principaux tissus ou I'on retrouve le
composeé parent ou des métabolites. Les niveaux les plus faibles sont retrouvés dans le tissu
adipeux, le cerveau, les gonades, les os et les muscles. L’ensemble de ces paramétres sont
similaires quel que soit le sexe ou la dose. La radioactivité résiduelle dans I'ensemble des
tissus représente entre 0,2 et 0,4 % de la dose initiale.

Les principaux métabolites sont le para-hydroxy carboxine sulfoxide, le 4-acétamidophenol
glucuronide et le 4-4-acétamidophenol. A cela s’ajoute trois autres métabolites mineurs, un
conjugué N-acétyl cystéine de I'aniline, la carboxine sulfone et I'acétanilide. Aucune différence,
qualitative ou quantitative, n’est observée entre les males et les femelles.

Aucun composé parent n’est présent dans les excréta, la carboxine étant largement
métabolisée par des processus d’oxydation, d’hydrolyse, de clivage de la fonction amide et de
glucuro-conjugaison. Bien que ces études conduites chez le rat Sprague Dawley aient montré
I'absence de composé parent dans les excréta, une étude publiée conduite chez la rate Wistar
et la lapine New Zealand White exposées par gavage a de la carboxine radiomarquée par le
14C sur le noyau oxathiine ou sur le noyau phényle (environ 235 mg/kg pc) montrent la
présence du composé parent dans les féces (représentant 41 et 10 % de la dose administrée
respectivement) (Waring, 1973, citée dans le volume 3B6).

Version finale page 68 /318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

Les métabolites de la carboxine sont largement éliminés dans les urines (65 a 77 % de la dose
administrée au cours des premiéres 24 heures et de 77 a 81 % a 72 heures). L’excrétion par
les féces représente 2 a 9 % de la dose administrée au cours des premiéres 24 heures et de
6 a 11% a 72 heures. |l est a noter cependant qu’entre 7 et 14 % de la dose administrée ne
sont pas retrouvés.

6.4.2 Revue des valeurs de référence

6.4.2.1 AOEL

6.4.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de toxicité de 90 jours (OCDE
408), conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 80, 160 ou 240 ppm de carboxine chez les méles ou 0, 80, 160 ou 480 ppm de
carboxine chez les femelles. Cela correspond a des expositions de 0 ; 5,5 ; 10,5 ou 16,1 mg/kg
pc/j pour les males et 0 ; 6,0 ; 12,1 ou 37,0 mg/kg pc/j pour les femelles.

L'effet critique est une augmentation statistiquement significative de Iincidence d’'une
néphropathie progressive chronique chez les males. La LOAEL et la NOAEL pour cet effet
critique sont de 160 ppm et 80 ppm chez les rats males.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les méles de 5,5 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), TAOEL établie est de 0,055 mg/kg pc/j. Aucune
correction n’a été apportée concernant l'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

6.4.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. Elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi les études
de toxicité subchronique.

Les lésions rénales sont retrouvées également dans I'étude de toxicité répétée par voie
cutanée chez les rats males (28 jours) et dans I'étude sur 2 générations chez les rats males
et femelles de la génération parentale.

Un niveau de confiance global moyen-fort a été attribué a cette AOEL en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études ont été conduites
a 28 et 90 jours chez plusieurs espéces pour les deux sexes (rat et chien).

- le choix de l'effet critique et le mode d’action: des atteintes rénales
(néphrite/néphropathie, atteintes tubulaires) sont retrouvées de fagon
statistiquement significative dans cette étude sur 90 jours chez le rat ainsi que dans
d’autres études (28 jours par voie cutanée et étude sur 2 générations chez le rat).
Ces effets sont considérés par défaut transposables a ’humain. Le mode d’action
n’est pas précisé.

- le choix de I’étude clé : I'étude retenue réalisée chez le rat, par voie orale, pour
une durée de 90 jours est de bonne qualité : 10 animaux par dose et par sexe, outre
le témoin négatif, 3 doses relativement rapprochées.

- le choix du point de départ : les doses d’exposition permettent de déterminer un
couple NOAEL/LOAEL.
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Tableau 13 : Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour la

carboxine
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique | d’incertitude | (mg/kg | critique | critique | d’incertitude (ma/kg pcli)
. pc/j) i .

(mg/kg | (absorption (étude (mg/kg | (absorption . )

pclj) orale) clé) pclj) orale) Niveau de confiance
Lésions 55 100 0,055 Maintien de la VTR actuelle
rénales . )
(néphropathie (pas de Niveau de confiance : moyen fort
chronique) correction

par
(étude 90 jours I'absorption
chez le rat) orale)
6.4.2.2 DJA

6.4.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude combinée de toxicité chronique
et de cancérogenése (OCDE 453), conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 60 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 20, 200 ou 400 ppm de carboxine chez les males ou 0, 20, 300 ou 600 ppm de
carboxine chez les femelles pendant 102 semaines. Cela correspond a des expositions de 0 ;
0,82 ; 8,65 ou 16,86 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 1,05 ; 15,68 ou 33,48 mg/kg pcl/j pour les
femelles. Dix animaux par sexe et par dose ont été sacrifiés aprés 52 semaines. Cette étude
a été arrétée aprés la 102°™ semaine de traitement en raison d’un taux de survie a 27% dans
le groupes des males exposeés a 400 ppm.

Selon I'Etat-membre rapporteur du DAR (Drug Assessment Report) initial (UK, 2006), les
effets critiques sont une augmentation de l'incidence des hyperplasies parathyroidiennes et
des ostéodystrophies (a la limite de la significativité statistique a 20 ppm, P=0,09 et P=0,11,
respectivement, Test exact de Fisher) chez les males. La LOAEL pour ces effets critiques est
de 20 ppm qui est la plus faible dose testée. Le mode d’action suspecté passerait par une
insuffisance rénale chronique responsable d’'une hyperphosphatémie et d’'une altération de
I'hnoméostasie calcique. Ces 2 altérations entraineraient une hyperparathyroidie, avec
hypersecrétion de parathormone, favorisant alors I'ostéodystrophie.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la LOAEL de 0,82 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 500 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I'humain, 5 pour tenir compte de I'extrapolation LOAEL-
NOAEL), la DJA établie par I'Etat-membre rapporteur est de 0,0016 mg/kg pclj.

Apreés prise en compte des contréles historiques, la LOAEL de 20 ppm proposée dans le DAR
initial a été reconsidérée en NOAEL par 'EFSA (2010). Ainsi, le point de départ pour
I'élaboration de la DJA en vigueur est la NOAEL chez les méales de 0,82 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I’'humain), la DJA établie est de 0,008 mg/kg pc/j.

6.4.2.2.2 Analyse critique du GT

Les experts du GT considerent que les contrbles historiques ne doivent pas étre utilisés pour
remettre en cause la pertinence des effets retrouvés. La comparaison avec le contréle de
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I'étude reste la plus appropriée. Ainsi, le GT considére que 'augmentation de I'incidence des
hyperplasies parathyroidiennes et des ostéodystrophies, méme a la limite de la significativité
statistique, doit étre pris en compte pour établir la LOAEL a 20 ppm. De plus, une tendance a
I'élévation du nombre de kystes ovariens est également observée dés 20 ppm (1,05 mg/kg
pc/j), a la limite de la significativité statistique a la dose de 300 ppm (15,68 mg/kg pc/j) (P=0,07,
Test exact de Fisher).

Le GT préconise donc de baser la DJA sur une LOAEL de 0,82 mg/kg pc/j avec un facteur
d’incertitude de 300 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle
et 3 pour I'extrapolation LOAEL-NOAEL), ce qui aboutit a une valeur de 0,0027 mg/kg pc/j.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : les études de toxicité chronique
ont été conduites chez plusieurs espéces pour les deux sexes (2 ans chez le rat,
18 mois chez la souris et 1 an chez le chien).

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : l'effet critique retenu est
I'augmentation des hyperplasies parathyroidiennes et d’ostéodystrophies du fémur,
en particulier chez les males, dés la plus faible dose utilisée (proche de la
significativité statistique). Le mode d’action suspecté impliquerait que l'insuffisance
rénale chronique serait responsable d’'une hyperphosphatémie et d’'une altération
de I'hnoméostasie calcique. Ces 2 altérations entraineraient une hyperparathyroidie,
avec hypersecrétion de parathormone, favorisant alors I'ostéodystrophie. Ces
effets sont considérés par défaut transposables a I'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude retenue réalisée chez le rat, par voie orale, pour
une durée de 2 ans est jugée de bonne qualité : 60 animaux par sexe et par dose ;
outre le témoin, 3 doses relativement rapprochées ont été testées.

- le choix du point de départ : seule une LOAEL a été déterminée.

Tableau 14 : Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour la

carboxine
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles

Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose Facteur DJA
(étude clé) critique | d’incertitude gg/%/kg (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg pcli)

(mg/kg (mg/kg .

ocl)) pcij) Niveau de

confiance
Ostéodystrophie | 0,82 100 0,008 Idem dossier | Remise | 300 0,0027
fibreuse du réglementaire | en M
fémur et cause oyen
hyperplasie de la
parathyroidienne NOAEL
(étude 2 ans de 0,82
he le rat mg/kg
chez le rat) pclj en
LOAEL
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6.4.2.3 ARD

6.4.2.3.1 Description de 'ARfD

Selon 'EFSA (2010), le profil toxicologique de la carboxine ne justifie pas la détermination
d’'une ARfD. Aucune ARfD n’est donc fixée actuellement.

6.4.2.3.2 Analyse critique du GT

Le GT note que le DAR initial fixe une ARfD a 0,055 mg/kg pc/j sur la base de néphropathies
chroniques retrouvées chez les rats méales dans une étude de 90 jours (détails de cette étude
dans la partie relative a ’AOEL).

Le point de départ pour I'élaboration de cette ARfD était la NOAEL chez les méles de 5,5
mg/kg pc/j. Aprés application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-
espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle), 'ARfD établie était de 0,055 mg/kg pc/j.

En raison de la non réapprobation de la carboxine, le GT n’a pas jugé pertinent de proposer
une nouvelle ARfD.

6.4.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Mutagenése

Le DAR initial (2006) conclut a des résultats équivoques quant au potentiel mutagéne de la
carboxine. En effet, 2 sur 4 tests réalisés in vitro et 1 sur 2 tests réalisés in vivo se sont révélés
positifs ou équivoques.

S’agissant des tests in vitro, le test dAmes (sur S. typhimurium) rapporte des résultats
négatifs, en présence et en absence d’'inducteurs enzymatiques (S9). Le test de mutagénicité
sur cellules de mammiféeres (test HGPRT' sur cellules ovariennes de hamster chinois (CHO))
s’est lui aussi montré négatif (avec ou sans S9). Le test de clastogénicité mené sur ces mémes
cellules CHO montre quant a lui une positivité en présence de S9, lors de 2 tests indépendants
successifs, avec une augmentation significative du nombre de cassures chromosomiques et
chromatiniennes pour des doses s’accompagnant d’'une cytotoxicité notable. Enfin, le test de
réparation des dommages a I'ADN (Unscheduled DNA synthesis ou UDS) mené dans des
hépatocytes primaires de rat montre une positivité a8 des concentrations modérées non
cytotoxiques. Deux tests de clastogénicité in vivo menés chez le rat montrent des résultats
équivoques : une augmentation du nombre d’aberrations chromosomiques dans les cellules
de la moelle osseuse des rats traités, mais I'absence de significativité statistique et de relation
dose-effet ne permet pas de conclure. Un test UDS dans des hépatocytes primaires isolés a
partir de foie de rats traités a la carboxine, s’est révélé négatif.

En conséquence, 'EFSA en 2010 et TECHA en 2017 (dans le cadre du réglement CLP) ont
considéré que, in vivo, la carboxine ne posséde pas de potentiel clastogéne ni génotoxique.

Une analyse de la bibliographie par le GT a permis de mettre en évidence une étude in vivo
non présente dans le dossier réglementaire (Adhikari et Graver 1988). Cette étude montre un
effet clastogéne de la carboxine sur la moelle osseuse de rats traités par une dose unique de
191 mg/kg pc. Ces effets sont statistiquement significatifs avec une relation dose-effet.

Les experts du GT soulignent que la classification de la carboxine comme non mutagéne
devrait étre ré-évaluée, compte tenu des différents tests positifs a la fois in vitro et in vivo.

Cancérogenése

Des études de cancérogenése ont été menées sur 2 ans chez le rat et 19 mois chez la souris.

4 Hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl-transférase
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Dans I'étude de 2 ans chez le rat décrite dans la section relative a I'élaboration de la DJA, il
est rapporté une augmentation non statistiquement significative de l'incidence des carcinomes
hépatocellulaires (HCC) chez les males a la plus forte dose testée de 400 ppm (16,86 mg/kg
pc/j). Néanmoins, cette augmentation (8%) d’HCC est nettement supérieure aux taux
retrouvés dans les contrdles historiques fournis par les industriels (moyenne : 0,9%, intervalle :
0-1,7%).

Dans I'étude sur 19 mois chez la souris, 50 animaux de chaque sexe ont consommé des
aliments contenant 0, 50, 2500 ou 5000 ppm, correspond a des expositions de 0 ; 8 ; 385 ou
752 mg/kg pc/j chez les males et 0 ; 9 ; 451 ou 912 mg/kg pcl/j chez les femelles. L’incidence
des HCC n’est pas significativement augmentée dans cette étude. Cependant, il est rapporté
une augmentation statistiquement significative de 'incidence des adénomes pulmonaires chez
les males (34% a la dose de 5000 ppm) (P=0,05, Test exact de Fisher).

Au vu de ces effets néoplasiques chez le rat et la souris, la conclusion du DAR initial (2006),
confirmée par ’EFSA (2010), a été de proposer une classification en tant que cancérogéne de
catégorie 3, R40 selon la directive n°67/548/CEE sur les substances dangereuses’'® pour la
carboxine, c'est-a-dire ayant «un effet cancérogéne suspecté ». En 2017, arguant
principalement (i) de I'absence d’effet chez les rates, (ii) de I'absence de significativité
statistique chez le rat et (iii) des effets toxiques concomitants importants a 400 ppm chez les
rats males (survie réduite, poids réduit, signes cliniques de toxicité), le comité d’évaluation des
risques (CER ou RAC en anglais) de TECHA"® a conclu que 'augmentation de la fréquence
de ces HCC n’était pas pertinente pour justifier un classement selon le réglement CLP. De
méme, les adénomes pulmonaires retrouvés chez les souris males ont été considérés comme
non reliés au traitement par la carboxine, en raison notamment d’une spécificité de sexe et
d’'une incidence dont le taux était assez proche de la limite supérieure retrouvée dans les
contréles historiques. Au final, le RAC, contrairement a 'EFSA, a conclu que ces données
n’étaient pas suffisantes pour classer la carboxine comme un potentiel agent cancérogéne
selon le réeglement CLP.

Au vu des effets observés, et en particulier chez la souris (augmentation statistiquement
significative des adénomes pulmonaires), les experts du GT ne sont pas en accord avec les
conclusions du RAC.

Effets sur la thyroide et les parathyroides

Il est a noter qu’'une augmentation statistiquement significative du poids absolu et relatif de la
thyroide et des parathyroides a été constatée dans I'étude de 90 jours a la dose de 37 mg/kg
pc/j (480 ppm) chez les femelles. Cet effet a également été retrouvé de facon statistiquement
significative dans I'étude de toxicité orale subchronique a 30 jours chez le chien male a la dose
de 19,3 mg/kg pc/j (600 ppm).

6.5 Cyflumetofen

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6 (2010
& 2021), des conclusions de 'EFSA (2012 & 2016), des conclusions du JMPR (2014) et de
I'opinion du RAC (2017).

15 Cette directive a été remplacée par le réglement CLP. Selon le tableau de conversion disponible dans
'annexe VII du reglement CLP, cette classification équivaudrait a une classification en tant que
cancérogéne de catégorie 2 (susceptible de provoquer le cancer) selon le réglement CLP.

6 Agence européenne des produits chimiques (European chemicals agency)
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De plus, plusieurs rapports d’études ont été consultés, incluant des études de toxicité répétée,
des études de toxicité sur le développement prénatal et des études de perturbation
endocrinienne.

Une publication portant sur le mode d’action et la sélectivité du cyflumetofen a été identifiée
(Hayashi et al. 2013). Une étude de toxicité sur 90 jours présentée dans le dossier
réglementaire a également été publiée (Yoshida et al. 2012).

6.5.1 Partie toxicocinétique

Le mode d’action SDHI du cyflumetofen passe par son métabolite AB-1 ((RS)-2-(4-tert-
butylphenyl)-3-oxo-3-(a,a,a-trifluoro-o-tolyl)propriononitrile), obtenu aprés hydrolyse puis
décarboxylation, qui porte I'action inhibitrice de la SDH (Hayashi et al. 2013).

Pour les études de toxicocinétique, le cyflumetofen est marqué au '“C sur le cycle A ou B. Des
rats méles et femelles sont exposés a une dose unique a faible dose (3 mg/kg pc) ou a forte
dose (250 mg/kg pc). Le pourcentage d’absorption du cyflumetofen est de 61-67% a faible
dose et de seulement 15-26% a forte dose aprés 72 h. Le Cmax plasmatique a faible dose est
d’environ 1 ug eq/g de tissu et a forte dose entre 10 et 15 ug eq/g de tissu. Le Tmax est d'1
heure a faible dose et de 2 a 4 heures a forte dose pour le marquage sur le cycle A. Il est d’1
heure pour la faible dose et 2 heures pour la forte dose pour le marquage sur le cycle B.

Le cyflumetofen et/ou ses métabolites sont largement distribués dans tous les tissus. Pour la
distribution, les plus fortes concentrations sont retrouvées dans le foie et les reins
respectivement a des niveaux supérieurs de 12 et 4 fois aux concentrations plasmatiques
aprés 24 heures. Avec le cyflumetofen marqué en cycle A, des concentrations plus élevées
que dans le plasma sont observées dans les érythrocytes (a la forte dose), le tissu adipeux, la
moelle et les glandes surrénales. Avec le marquage en cycle B, des concentrations plus
élevées que dans le plasma sont observées dans les érythrocytes et les glandes surrénales
(a forte dose). Cela est a mettre en lien avec les effets délétéres du cyflumetofen observés
dans toutes les espéces animales sur les glandes surrénales.

La demi-vie d’élimination va de 12 heures a 17 heures pour le marquage sur le cycle A et entre
17 heures et 22 heures pour le marquage sur le cycle B. Le cyflumetofen est éliminé dans
l'urine a faible dose (58-67%) et par les féces a forte dose (68-80%) aprés 72 heures.
L’absorption et I'excrétion de la radioactivité dans l'urine sont plus élevées chez les rats
femelles que chez les rats males pour les 2 doses.

Une étude distincte a été réalisée sur des rats ayant une canule dans le canal biliaire, aux
mémes niveaux de dose. D’aprés la radioactivité récupérée dans l'urine, la bile, les tissus et
la carcasse résiduelle, I'absorption orale est de 68-78% pour la faible dose et de 35-46% pour
la forte dose, sans différence entre les sexes. L’absorption de 68% est prise en compte lors
du calcul de 'AOEL.

Enfin, il existe une étude de pharmacocinétique réalisée chez la souris, postérieure au DAR
mais détaillée dans le rapport du JMPR (2014). Les doses orales testées sont de 0, 50, 250
et 1000 mg/kg pc/j avec un radio marquage sur son cycle B. L’absorption est rapide par le
tractus gastro-intestinal, avec une concentration plasmatique maximale a 0,5-1,0 heure.
L’absorption est plus importante chez les femelles. L’évolution temporelle de la radioactivité
difféere entre les deux sexes : les femelles présentent une seconde Cmax de 2 ou 8 heures
aprés I'administration. Une absorption plus élevée du cyflumetofen et une recirculation entéro-
hépatique chez les femelles conduisent a des doses internes plus élevées par rapport aux
males.
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6.5.2 Revue des valeurs de référence

6.5.2.1 AOEL

6.5.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de 90 jours (OCDE 408),
conduite chez le rat par voie orale, ainsi qu’une étude de cancérogénicité sur deux ans (OCDE
451), conduite chez le rat par voie orale.

Dans I'étude de 90 jours, des groupes de 10 animaux par sexe ont consommeé des aliments
contenant 0, 100, 300, 1000 ou 3000 ppm de cyflumetofen, ce qui correspond a des
expositions de 0 ; 5,4 ; 16,5 ; 54,5 ou 167 mg/kg pc/j chez les méles et 0 ; 6,28 ; 19,0 ou 193
mg/kg pcl/j chez les femelles.

Les effets critiques sont des altérations des corticosurrénales (vacuolisation chez les males et
hypertrophie du cortex surrénalien chez les femelles) et ovariennes (vacuolisation
interstitielle). La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1000 et 300 ppm chez
les rats des deux sexes. Cette étude a été publiée par Yoshida et al. 2012.

Dans I'étude de cancérogénicité, des groupes de 50 animaux par sexe ont consommé des
aliments contenant 0, 150, 500 ou 1500 ppm de cyflumetofen, ce qui correspond a des
expositions de 0 ; 4,9 ; 16,5 ou 49,5 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 6,1 ; 20,3 ou 61,9 mg/kg
pc/j pour les femelles.

Les effets critiques sont une hypertrophie du cortex surrénalien et une dilatation des structures
utérines'. La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1500 et 500 ppm pour les
rats des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL de 17 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle) et d’un facteur de correction de I'absorption par voie orale de 68%,
I’AOEL établie est de 0,11 mg/kg pc/j.

6.5.2.1.2 Analyse critique du GT

Le GT a identifié une étude sur deux générations (OCDE 416) dans le dossier réglementaire.
Il considére que cette étude conduite chez le rat par voie orale, doit étre prise en compte dans
I'élaboration de 'AOEL.

Dans cette étude, des groupes de 24 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 150, 500 ou 1500 ppm de cyflumetofen correspondant a 0 ; 10,4 ; 34,6 ou 100,3
mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 12,0 ; 39,7 ou 121,6 mg/kg pc/j pour les femelles, sur la base
de la consommation alimentaire des animaux de la génération parentale avant I'accouplement.

Une augmentation statistiquement significative du poids des surrénales et des changements
de coloration des surrénales ainsi qu'une hypertrophie et une vacuolisation des cellules du
cortex surrénalien sont observés chez les femelles dés 500 ppm. La NOAEL pour la génération
parentale est de 150 ppm. Ces signes se retrouvent chez les générations F1 et F2, également
a la dose de 500 ppm (pour les males), accompagnés d’un retard de maturité sexuelle. La
NOAEL développementale est donc de 150 ppm.

Le GT recommande de prendre I'étude de reproduction sur 2 générations comme étude clé
pour la dérivation de 'AOEL. Il s’agit de I'étude présentant la plus faible NOAEL pour des
études de durée subchronique. Cette NOAEL établie a 10 mg/kg pc/j est inférieure a la NOAEL
(17 mg/kg pclj) servant actuellement de base a 'AOEL. Elle se base sur 'observation d’effets

17 “luminal dilatation of the gland in the uterine horn”
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sur les surrénales qui sont rapportés de fagon cohérente dans la plupart des études réalisées
avec le cyflumetofen. Le mode d’action proposé dans le dossier réglementaire serait une
inhibition de la lipase hormonosensible et une inhibition de la stéroidogenése.

Ainsi, 'AOEL serait révisée a 0,07 mg/kg pc/j (au lieu de 0,11 mg/kg pc/j), en prenant en
compte un facteur d’incertitude total de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle) et une absorption orale a 68%.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : de nombreuses études ont été
conduites chez plusieurs espéces (rat, chien et souris). Plusieurs études ont des
durées pertinentes pour la détermination de 'AOEL.

- le choix de [l'effet critique et le mode d’action: les effets sur les
corticosurrénales retenus comme effets critiques sont observés dans I'étude clé et
également dans les 14 études de toxicologie réalisées dans 4 especes différentes.
La majorité montrent des effets sur les surrénales. Quelques études chez le rat
montrent des niveaux de doses similaires (10,4, 16,5, 17,4, 18,8, 49,5, 50 mg/kg
pc/j). Cette pathologie est pertinente pour ’lhumain. Le mode d’action proposé dans
le dossier réglementaire serait une inhibition de la lipase hormonosensible et une
inhibition de la stéroidogenése.

- le choix de I’étude clé : I'étude sur 2 générations chez le rat est retenue comme
étude clé. Cette étude est d’'une durée adaptée a la dérivation d’'une AOEL.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis didentifier un couple
NOAEL/LOAEL. La NOAEL est plus faible que celle retenue comme point de départ
dans le dossier réglementaire.

Tableau 15 : Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

cyflumetofen
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet critique Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique | d’'incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (malkg
(mg/kg | (absorption (mg/kg (mg/kg | (absorption pc/j)
pc/j) orale) pc/j) pc/j) orale) Niveau de
confiance
Altérations des | 17 100 0,11 Altération des | 10 100 0,07
corticosurrénales corticosurrénales
et des ovaires (68%) . (68%) Moyen
(étude sur 2
(études 90 jours et générations chez
2 ans chez le rat) le rat)

6.5.2.2 DJA

6.5.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de 90 jours (OCDE 408),
conduite chez le rat par voie orale, ainsi qu’une étude de cancérogénicité sur deux ans (OCDE
451), conduite chez le rat par voie orale.
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Dans I'étude de 90 jours, des groupes de 10 animaux par sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 100, 300, 1000 ou 3000 ppm de cyflumetofen, ce qui correspond a des
expositions de 0; 5,4 ; 16,5 ; 54,5 ou 167 mg/kg pc/j chez les méles et 0 ; 6,28 ; 19,0 ou 193
mg/kg pc/j chez les femelles.

Les effets critiques sont des altérations des corticosurrénales (vacuolisation chez les males et
hypertrophie du cortex surrénalien chez les femelles) et ovariennes (vacuolisation
interstitielle). La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1000 et 300 ppm chez
les rats des deux sexes. Cette étude a été publiée par Yoshida et al. 2012.

Dans I'étude de cancérogénicité, des groupes de 50 animaux par sexe ont consommeé des
aliments contenant 0, 150, 500 ou 1500 ppm de cyflumetofen, ce qui correspond a des
expositions de 0 ; 4,9 ; 16,5 ou 49,5 mg/kg pc/j pour les méles et 0 ; 6,1 ; 20,3 ou 61,9 mg/kg
pc/j pour les femelles.

Les effets critiques sont une hypertrophie du cortex surrénalien et une dilatation des structures
utérines. La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1500 et 500 ppm pour les
rats des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL de 17 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I'humain), la DJA établie est de 0,17 mg/kg pc/j.

6.5.2.2.2 Analyse critique du GT

Le GT a identifié une étude sur deux générations (OCDE 416) dans le dossier réglementaire.
Il considére que cette étude conduite chez le rat par voie orale, doit étre prise en compte dans
I'élaboration de la DJA.

Dans cette étude, des groupes de 24 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 150, 500 ou 1500 ppm de cyflumetofen correspondanta 0 ; 10,4 ; 34,6 ou 100,3
mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 12,0 ; 39,7 ou 121,6 mg/kg pc/j pour les femelles, sur la base
de la consommation alimentaire des animaux de la génération parentale avant 'accouplement.

Dans I'étude sur 2 générations chez le rat, une augmentation statistiquement significative du
poids des surrénales et des changements de coloration des surrénales ainsi qu’'une
hypertrophie et vacuolisation des cellules du cortex surrénalien sont observés chez les
femelles dés 500 ppm. La NOAEL de la génération parentale est de 150 ppm. Ces signes se
retrouvent chez les générations F1 et F2, également a la dose de 500 ppm (pour les méles),
accompagnés d’un retard de maturité sexuelle. La NOAEL développementale est donc de 150

ppm.

Le GT recommande de prendre I'étude de reproduction sur 2 générations comme étude clé
pour la dérivation de la DJA. Il s’agit de I'étude présentant la plus faible NOAEL pour des
études de durée subchronique et chronique. Cette NOAEL établie a 10 mg/kg pc/j est
inférieure a la NOAEL (17 mg/kg pc/j) servant actuellement de base a la DJA. Elle se base sur
I'observation d’effets sur les surrénales qui sont rapportés de fagon cohérente dans la plupart
des études réalisées avec le cyflumetofen. Le mode d’action proposé dans le dossier
réglementaire serait une inhibition de la lipase hormonosensible et une inhibition de la
stéroidogenése.

Ainsi, le point de départ pour I'élaboration de la DJA proposée par le GT serait la NOAEL de
10 mg/kg pc/j. Aprés application avec un facteur d’incertitude total de 100 (10 pour la variabilité
inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle, chez 'humain), la DJA serait révisée a
0,10 mg/kg pclj.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(Anses 2017) :
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- la nature et la qualité dans le corpus de données : de nombreuses études
conduites chez plusieurs espéces, respectant les lignes directrices de 'OCDE, sont
disponibles. Des expériences complémentaires auraient pu étre conduites pour
mieux caractériser les effets sur la stéroidogenése in vitro.

- le choix de [l'effet critique et le mode d’action: les effets sur les
corticosurrénales retenus comme effets critiques sont observés dans I'étude clé et
également dans les 14 études de toxicologie réalisées dans 4 espéces différentes.
Cette pathologie est pertinente pour 'lhumain. Le mode d’action proposé dans le
dossier réglementaire serait une inhibition de la lipase hormonosensible et une
inhibition de la stéroidogenése.

- le choix de I’étude clé : I'étude 2 générations chez le rat est retenue comme étude
clé. Cette étude est d’'une durée adaptée a la dérivation d’'une DJA.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL. La NOAEL est plus faible que celle retenue comme point de départ
dans le dossier réglementaire.

Tableau 16 : Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le

cyflumetofen
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose Facteur DJA
» - . I " - .
(étude clé) critique | d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg
(mg/kg (mg/kg (mg/kg pc/j)
pcfj) pcfj) pclj) Niveau de
confiance
Altération des | 17 100 0,17 Altération des | 10 100 0,1
corticosurrénales corticosurrénales M
et des ovaires ] oyen
(étude sur 2
(étude 90 jours et 2 générations chez
ans chez le rat) le rat)
6.5.2.3 ARD

6.5.2.3.1 Description de 'ARfD
A ce jour, il N’y a pas d’ARfD établie.

6.5.2.3.2 Analyse critique du GT

Etant donné les effets observés dans I'étude de toxicité prénatale, le GT considére qu’'une
ARfD doit étre fixée.

Dans cette étude, des groupes de 25 femelles ont regu 0, 50, 250 ou 1000 mg/kg pc/j de
cyflumetofen par gavage du 6™ au 19°™e jour de leur gestation (OCDE 414).

L’effet critique est un retard d’ossification au niveau du sternum (statistiquement significatif)
chez les foetus (9/315 et 9/305 foetus aux doses de 250 et 1000 mg/kg pc/j, respectivement).
La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 250 mg/kg pc/j et 50 mg/kg pc/j chez
les rats, respectivement. L’étude choisie permet de souligner également les troubles du
développement oculaire qui ont été identifiés a la dose la plus faible (mais non significatifs)
(voir points d’attention).
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Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 50 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,5 mg/kg pc/j.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études conduites chez
plusieurs espéces (rat, lapin), respectant les lignes directrices de 'OCDE, sont
disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : le retard d’ossification révéle un
retard de développement lié au traitement. Cet effet étant réversible, il n’est pas
considéré comme tératogéne. Cet effet est transposable a 'hnumain. Le mode
d’action est partiellement connu.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est d’'une durée adaptée a la dérivation d’'une
ARD.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis didentifier un couple
NOAEL/LOAEL pour le développement. Il est a constater que la NOAEL maternelle
de cette étude est également de 50 mg/kg pc/j pour les effets d’hypertrophie et de
vacuolisation des cellules surrénaliennes.

Tableau 17 : Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le

cyflumetofen
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet Dose Facteur ARfD Effet critique Dose Facteur ARfD
critique critique d’incertitude | actuelle (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg
(étude clé) | (mg/kg pc) (mg/kg (mg/kg pc)
pe) pe) Niveau de
confiance
Non dérivée Retard d’ossification | 50 100 0,5
(étude de toxicité Moyen
prénatale chez le rat)

Une position divergente concernant I'ARfD retenue par le GT pour le cyflumetofen est
présentée en annexe.

6.5.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Toxicité sur le développement oculaire

Dans I'étude de tératogénicité chez le rat, les auteurs du rapport d’étude ne commentent pas
l'apparition de deux malformations oculaires majeures et irréversibles, signe d'une
organogénése perturbée (Tableau 18 : Occurrence des malformations oculaires chez le rat
BriIHan:WIST@Tac(GALAS) dans I'étude de toxicité prénatale (0, 50, 250 et 1000 mg/kg pc/j) et dans
les données de contréles historiques de I'éleveur.). La rétine est un tissu dans lequel la voie du
succinate est majoritaire, suggérant que ce tissu serait particuliérement sensible aux
inhibiteurs de la SDH (Bisbach et al. 2020; Hass et al. 2022) (cf. section 0). En effet, sur des
foetus de rat, I'évaluation des globes oculaires et I'analyse de la structure rétinienne nécessite
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une approche spécifique en raison de la taille des structures et des paupiéres closes. En
I'absence d’étude plus poussée et spécifique, il est donc probable de passer a cbété de ces
malformations et de sous-estimer leur occurrence. De plus, des travaux antérieurs portant sur
les malformations spontanées dans la souche Wistar Hannover GALAS rats ne rapportent pas
de microphtalmie ou de replis rétiniens (Aoyama et al. 2002). De méme, ces malformations ne
sont pas répertoriées par I'éleveur Taconic dont sont issus les rats de cette étude, suggérant
la rareté de ces malformations spontanées’@.

Tableau 18 : Occurrence des malformations oculaires chez le rat BrIHan:WIST@Tac(GALAS) dans
I'étude de toxicité prénatale (0, 50, 250 et 1000 mg/kg pc/j) et dans les données de contrbles
historiques de I'éleveur.

Dose (mg/kg pclj) Contrdles historiques de I'éleveur
0 50 250 1000
Microphtalmie 0/293 1/288 0/315 0/305 0/787
Replis rétinien 0/293 1/288 0/315 0/305 0/787

Par précaution et a la vue des effets oculaires observés avec d’autres SDHI, le GT a envisagé
de considérer la valeur de 50 mg/kg pc/j comme une LOAEL pour établir une ARfD. Cependant
ces effets sont observés uniquement a la dose la plus faible et ne ressortent pas significatif a
I'analyse statistique, le groupe contréle étant vierge de toute malformation oculaire (Tableau
18 : Occurrence des malformations oculaires chez le rat BrIHan:WIST@Tac(GALAS) dans I'étude de
toxicité prénatale (0, 50, 250 et 1000 mg/kg pc/j) et dans les données de contrdles historiques de
I'éleveur.). Des investigations supplémentaires de la taille des globes oculaires, ainsi qu'une
étude de neurotoxicité du développement, permettraient de clarifier la pertinence de ces effets
(cf. recommandations).

Toxicité des métabolites du cyflumetofen

Métabolite AB-1 : responsable de ['action inhibitrice du cyflumetofen sur la SDH

Le métabolite actif du cyflumetofen est le métabolite AB-1. Il a une action inhibitrice de la SDH
supérieure a la molécule meére, et par ce biais, est neurotoxique pour les acariens (Hayashi et
al. 2013).

On peut déplorer 'absence de cette information dans le volume 3B6 du dossier réglementaire
pour plusieurs raisons :

- Ce métabolite n’est pas suivi en terme de toxicocinétique dans les études d’ADME
(absorption, distribution, métabolisme, élimination). Son accumulation dans certains
organes, notamment les cortico-surrénales, pourrait expliquer la toxicité observée.

- Ce métabolite étant majoritairement actif, sa production au sein des organismes
mammiféres devrait étre suivie pour évaluer la toxicité de la substance mére. En effet,
I'hydrolyse et la décarboxylation/ dé-estérification est un processus pertinent chez
I’lhumain.

- La réalisation d’'une étude de toxicité chez le rat et la souris pendant 90 jours sur ce
métabolite en particulier aurait été justifiée pour établir le profil toxicologique du
métabolite actif du cyflumetofen.

18 https://info.taconic.com/hs-fs/hub/355513/file-2458727415-
pdf/Technical_Library/Wistar_Hannover_data.pdf
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Néanmoins, ce métabolite apparait dans le schéma métabolique fourni dans le dossier
réglementaire.

A partir des données sur la molécule-meére radiomarquée, la radioactivité s’accumule
particulierement dans le foie, les reins et les cortico-surrénales. Le métabolite actif AB-1 libre
et conjugué est retrouvé essentiellement dans la bile, mais aussi les métabolites-fils AB-3 (libre
dans les urines et conjugué dans la bile) et AB-2 (libre dans les urines et la bile). Ces mesures
traduisent donc le fait qu’il y aurait bien une production du métabolite actif du cyflumetofen,
pouvant exercer alors des effets d’inhibition de la SDH.

Métabolite B3 et risque environnemental

Le métabolite B3 (2-(trifluoromethyl)benzamide) est un métabolite du cyflumetofen, retrouvé
dans I'eau de surface, les sols et sédiments. Selon 'EFSA (2016), le potentiel génotoxique de
ce métabolite ne peut étre exclu. Les concentrations prévisibles dans les eaux souterraines
pour ce métabolite dépassant le seuil réglementaire de 0,1 pg/l pour 'ensemble des scénarios
évalués au niveau européen ont conduit a n’autoriser le cyflumetofen que pour des usages
sous abri hors-sol.

Analyse des effets susceptibles d’étre expliqués par un mécanisme perturbateur
endocrinien

Le GT a identifié un nombre conséquent d’études réglementaires montrant des altérations des
corticosurrénales dans les 4 espéces testées (rat, souris, chien, lapin), peu importe la durée
d’exposition. En accord avec le GT, les conclusions de 'EFSA (2016) recommandent des
discussions approfondies sur le potentiel de perturbation endocrinienne du cyflumetofen.

6.6 Fluopyram

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2011), des conclusions de 'EFSA (2013) et de I'opinion du RAC (2014). De plus, plusieurs
rapports d’études inclus dans le dossier réglementaire, ont été consultés, incluant les études
de neurotoxicité aigué, les études sur 90 jours et les études de cancérogénicité. Aucune
nouvelle publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la
littérature.

6.6.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, le fluopyram est marqué au “C sur le noyau ([phenyl-UL-
14Cl]fluopyram et [pyridyl-2,6-14C]fluopyram). Au total cinq études ont été réalisées : deux
etudes d’ADME et deux études quantitatives d'autoradiographie du corps entier ainsi qu’une
étude de déplétion organique avec le [pyridyl-2,6-14C]fluopyram. Elles sont réalisées chez le
rat via une exposition unique de 5 ou 250 mg/kg pc par gavage dans une suspension aqueuse
de 0,5% de tragacanthe.

Une absorption de plus de 93 % est trouvée dans les 48 heures post-exposition. Les demi-
vies d'absorption sont de I'ordre de 0,1 - 0,5 heures [Phényle] et de 0,3 - 0,4 heures [Pyridyle].
Le Tmax varie de 11 a 15 heures. Le Cmax varie entre 1,5 et 2,2 ug eq/g de tissu a 5 mg/kg
pc et de 61 a 62 ug eq/g de tissu a 250 mg/kg pc.

Les voies d'excrétion sont [égerement différentes selon le marquage. Lorsque le fluopyram est
marqué sur le cycle phényle, I'excrétion dans les féces représente entre 47 % et 64 %, tandis
que l'excrétion rénale varie de 35 % a 45 % chez les deux sexes. Avec le marquage pyridyle,
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I'excrétion est de 53 % dans les féces et de 45 % dans les urines chez les rats méles, mais de
39 % dans les feces et de 60 % dans les urines chez les femelles. L'exhalation est négligeable
dans tous les essais de pharmacocinétique.

Des rats males ayant subi une canulation biliaire montrent que 61 % de la dose administrée
est excrétée par la bile dans les 24 heures suivant I'administration. Enfin, le composé marqué
au [phenyl-UL-"“C], montre une excrétion urinaire (7,3 %) et biliaire (78,5 %) et dans la
carcasse (7,6 %). Ces pourcentages sont plus importants avec le composé marqué au [pyridyl-
2,6-4C].

Une large distribution de la radioactivité est retrouvée dans I'organisme. Les concentrations
les plus élevées sont retrouvées dans le foie et les reins (avec le marquage phényle) et dans
les érythrocytes (avec le marquage pyridyle). Des résidus élevés sont également retrouvés
dans la glande de Harder, les surrénales, la thyroide, le tissu adipeux et les ovaires. Les
noyaux pyridyle et phényle se séparent lors d’'une étape de métabolisation du composé parent.

Chez le rat, le fluopyram est trés métabolisé par les enzymes de phase | (hydroxylation,
oxydation et clivage moléculaire donnant un dérivé benzamide), suivi d'une conjugaison
(phase Il) avec le glutathion, I'acide glucuronique ou le sulfate. On dénombre 26 métabolites
résultant de ces processus mais ceux-ci ne sont présents qu'en faibles quantités. Les
métabolites les plus abondants sont le benzamide de fluopyram, I'acide pyridylacétique de
fluopyram, le 7-OH-phénol de fluopyram, le 7- ou 8-OH de fluopyram et le glucuronide
d'éthyldiol de fluopyram représentant chacun 6 a 28 % de la dose administrée. Le composé
parent ne représente, a la fin de I'expérimentation (168 heures) dans les feces, que 0,4 % a
1,2 % de la dose administrée.

Trois principaux groupes de métabolites (avec dans chacun, deux isoméres des conjugués de
I'acide glucuronique fluopyram-7-OH-GA, -8-OH-GA et énol-GA) sont retrouvés dans la bile.
Aprés élimination biliaire, les métabolites conjugués sont clivés dans l'intestin gréle puis ces
métabolites déconjugués sont en partie excrétés dans les féces, et 'autre partie, réabsorbée.

6.6.2 Revue des valeurs de référence

6.6.2.1 AOEL

6.6.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de 90 jours (OCDE 408),
conduite chez la souris par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 30, 150 ou 1000 ppm de fluopyram, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
5,4 ; 26,6 ou 188 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 6,8 ; 32 ou 216 mg/kg pc/j pour les femelles.

L’effet critique est une augmentation statistiquement significative du poids relatif du foie,
accompagnée de changements biochimiques (diminutions statistiquement significatives du
cholestérol et de la bilirubine dans les deux sexes et diminutions statistiquement significatives
des protéines totales et de I'albumine chez les males) et histopathologiques (hypertrophie des
hépatocytes centrolobulaires). La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 150
ppm et 30 ppm chez les souris des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les males de 5,4 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), TAOEL établie est de 0,05 mg/kg pc/j. Aucune correction
n’a été apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.
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6.6.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n’y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, aprés obtention des rapports
complets de cette étude et de I'étude équivalente chez le rat.

Méme s’il existe chez les souris males traitées a la plus faible dose testée, une diminution
significative du cholestérol total, celle-ci est isolée et ne présente donc pas de pertinence
biologique. Ainsi, la VTR est basée sur la NOAEL la plus faible parmi les études
subchroniques.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : Plusieurs études de toxicité
subchroniques sont disponibles. Cependant, les données sont résumées
extrémement succinctement dans le volume 3B6 (pas de données
d’anatomopathologie autres qu’hépatique, pas de test statistique sur les effets
histologiques hépatiques, pas de données de biochimie) et les détails ne sont pas
toujours retrouveés dans les rapports d’études consultés.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'effet critique retenu est basé
principalement sur des hypertrophies des hépatocytes centrolobulaires a la dose
de 26,6 mg/kg pc/j chez la souris male. Le GT note qu’'une augmentation
statistiquement significative du poids relatif et absolu du foie (sans anomalie
histologique) est rapporté chez les femelles dés 6,8 mg/kg pc/j. Des effets
hépatiques (augmentation statistiquement significative du poids absolu et relatif du
foie, associée a une hypertrophie des hépatocytes centrolobulaires) sont
également observés dans une étude de 90 jours chez le rat & des doses plus
élevées (1000 ppm soit 60,5-70,1 mg/kg pc/j). Ces effets sont considérés par défaut
transposables a I'humain. Le mode d’action n’est pas précisé.

- le choix de I’étude clé : 'étude clé est résumée de maniére trés sommaire dans
le DAR et les détails ne sont pas toujours retrouvés dans le rapport d’étude. En
raison de ces éléments, le GT a eu des difficultés a se prononcer de fagon formelle
sur cette étude. Elle est néanmoins d’une durée adaptée pour élaborer une AOEL.

- le choix du point de départ : dans cette étude, il existe un couple NOAEL /
LOAEL.

Tableau 19 : Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

fluopyram
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique | d’incertitude gglgjg)/kg critique | critique | d’incertitude (malkg pci)
(mg/kg | (absorption (étude (mg/kg | (absorption . '
pclj) orale) clé) pclj) orale) Niveau de confiance
Effets 54 100 0,05 Maintien de la VTR actuelle
hépati . ) .
(iﬁgat;qnliesdes (pas de Niveau de confiance : faible
effets sur le correction
poids, sur la p?ar .
biochimie et 'absorption
en histologie) orale)
(étude 90 jours
chez la souris)
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6.6.2.2 DJA

6.6.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude combinée de toxicité chronique
et de cancérogénicité (OCDE 453), conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 60 animaux de chaque sexe ont consommé, pendant 104
semaines, des aliments contenant 0, 30, 150 ou 750/375 ppm de fluopyram chez les males ou
0, 30, 150 ou 1500 ppm chez les femelles. Cela correspond a des expositions de 0; 1,2 ; 6,0
ou 29 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 1,68 ; 8,6 ou 89 mg/kg pc/j pour les femelles. Concernant
le groupe de males exposés a la 750 ppm de fluopyram, cette dose a été diminuée a la 85¢m
semaine pour une dose de 375 ppm jusqu’a la 104ém semaine.

Les effets critiques sont les suivants :

- une augmentation statistiquement significative du poids absolu du foie, associée a
des changements biochimiques et histologiques (hypertrophie, foyers
éosinophiles),

- des Iésions histologiques de la thyroide : hypertrophie folliculaire et altération de la
colloide,

- des anomalies histologiques des reins (hypertrophie et dilatation tubulaire,
néphropathie chronique progressive, gouttelettes hyalines) chez les rats méles.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 150 ppm et 30 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 1,2 mg/kg
pc/j. Aprés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,012 mg/kg pc/j.

6.6.2.2.2 Analyse critique du GT

Cette étude montre une mortalité totale inexpliquée observée en cours d’étude (270 animaux
sur 560, soit 48%). Cette mortalité est considérée, dans le rapport d’évaluation européenne,
comme significativement liée au traitement chez les males a la plus haute dose. La mortalité
chez les femelles, bien que significativement augmentée a la plus faible dose, a été jugée
dans le dossier réglementaire non liée au traitement en raison de I'absence de relation dose-
réponse.

Tableau 20: Mortalité et taux de survie aprés 104 semaines (étude chez le rat, réalisée avec
le fluopyram ; partie cancérogénicité)

Sex Males Femelles

Dose (ppm) 0 30 150 750/375 | O 30 150 1500
Mortalité 37 44 34 49 19 32 25 30
totale

(61,7) | (73,3) (56,7) (81,7) (31,7) (53,3) (41,7) (50,0)
(% mortalité)

Taux de | 37,8 | 26,7 22,3 19,9* 68,3 46,7* 60,4 51,0
survie
ajustée (%)?

a: test de Kaplan-Meier ; * : p < 0,05
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L’étude de cancérogenicité chez la souris a également été examinée par le GT pour évaluer
si elle pouvait étre utilisée pour dériver la DJA. Les doses d’exposition étant plus élevées que
celles utilisées dans I'étude chez le rat, le GT ne recommande pas de se baser sur ces
observations car cela conduirait & une DJA moins protectrice.

Par conséquent, le GT maintient I'étude de cancérogénicité chez le rat comme point de départ
pour la DJA, comme retenu dans le dossier réglementaire. Cependant, le GT propose
d’appliquer a la NOAEL de 1,2 mg/kg pc/j, un facteur d’incertitude de 300 (10 pour la variabilité
inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 3 pour prendre en compte la mauvaise
qualité de I'étude due a la mortalité élevée chez le rat). Ceci conduit a une DJA, finalement
retenue par le GT, de 0,004 mg/kg pc/j.

Un niveau de confiance global faible a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : il existe des études long terme
chez les rats et souris. L'utilisation de doses trés différentes rend difficile la
comparaison de ces études et l'interprétation des résultats.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont des
changements biochimiques et/ou histopathologiques au niveau du foie, de la
thyroide et des reins. Des effets similaires sont observés dans I'étude de
cancérogénicité chez la souris mais a des doses d’exposition plus élevées. Ces
effets sont considérés par défaut transposables a ’humain. Le mode d’action n’est
pas précise.

- le choix de I’étude clé : bien qu’étant d’'une durée adaptée pour élaborer une DJA,
cette étude montre une mortalité inexpliquée en cours d’étude (270 animaux sur
560, soit 48%).

- le choix du point de départ : la dérivation de la DJA repose sur un couple
LOAEL/NOAEL.

Tableau 21 : Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le

fluopyram
Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles

Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose Facteur DJA
(étude clé) critique | d’incertitude gg/?)/kg (étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg pclj)

(mg/kg (mg/kg .

oclj) oclj) Niveau de

confiance

Effet sur le foie et | 1,2 100 0,012 Idem dossier | 1,2 300 0,004
la thyroide réglementaire Faibl
(incluant des aible
hypertrophies) et
sur les reins (effets
dégénératifs).
(étude 2 ans chez
le rat)

Des positions divergentes concernant la qualité des études chroniques et la DJA retenue par
le GT pour le fluopyram sont présentées en annexe.
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6.6.2.3 ARfD

6.6.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'ARfD est une étude de neurotoxicité aigué (OCDE
424), conduite chez le rat femelle par voie orale.

Dans cette étude, des femelles ont recu des doses uniques de 0, 25, 50 et 100 mg/kg pc de
fluopyram par gavage. Elle fait suite a une premiére étude de neurotoxicité aigué dans laquelle
des groupes de 12 rats des deux sexes ont regcu par gavage une dose unique de 0, 125, 500
ou 2000 mg/kg pc de fluopyram. Dans cette étude initiale, une diminution dose-dépendante
de l'activité motrice et de la température centrale est observée a toutes les doses chez les
femelles et a partir de 250 mg/kg pc chez les méles a JO (aucun effet n’est rapporté aux 7 et
14¢me jour d’observation).

L’effet critique de I'étude clé est une diminution de I'activité motrice et locomotrice. La LOAEL
et la NOAEL pour cet effet critique sont de 100 mg/kg pc et 50 mg/kg pc chez les rats femelles.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 50 mg/kg pc. Aprés application
d'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité
interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,5 mg/kg pc.

6.6.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. Elle se base sur le protocole d’étude le plus pertinent
pour la dérivation d’'une ARTD.

Le GT note que les données présentées dans le dossier réglementaire et dans le rapport
d’étude ne permettent pas une évaluation correcte de la neurotoxicité. Une expérience initiale
est réalisée (aux doses de 125 a 2000 mg/kg pc) et suivie d’'une étude complémentaire (aux
doses de 25 a 100 mg/kg pc) en raison d’effets marqués dés la plus faible dose testée de 125
mg/kg pc. Dans I'étude initiale, les tests ont été effectués 1 heure, 7 jours et 14 jours aprés
I'exposition. Par contre, I'étude complémentaire est menée uniquement chez les femelles et
les tests sont réalisés seulement a 1 heure post-exposition, ne permettant pas l'identification
d’effets pouvant se manifester ultérieurement (pas de mesure aprés 7 et 14 jours).

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : il existe plusieurs études de
toxicité aigué ou court terme. Cependant, les données relatives aux études de
neurotoxicité aigué sont résumées succinctement dans le volume 3B6 et les détails
pas toujours retrouvés dans le rapport d’étude.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont la
diminution de I'activité motrice et locomotrice dont le mode d’action n’est pas connu.
Ces effets sont considérés par défaut transposables a 'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé présente plusieurs limites telles que I'absence
d'exploration a distance de I'exposition (uniguement 1 h aprés administration), de
statistiques et de données d'histopathologie. L'étude a été réalisée uniquement
chez les femelles.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis didentifier un couple
LOAEL/NOAEL.

Tableau 22: Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le fluopyram
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Dossier réglementaire Conclusion du GT sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique | d’incertitude E)rg)g/kg critique | critique | d’incertitude (malkg pc)

gg)g/kg ((;él;de gg)g/kg Niveau de confiance

Diminution de | 5 100 0,5 Maintien de la VTR actuelle
lactivité Ni d fi M
locomotrice et iveau de confiance : Moyen
motrice
(étude de
neurotoxicité
aigué chez le
rat)

6.6.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Cancérogénicité

D’aprés I'étude de cancérogénicité chez le rat disponible dans le dossier réglementaire, le
fluopyram induit une augmentation statistiquement significative de I'incidence des adénomes
hépatiques et de I'incidence cumulée des adénomes et des carcinomes hépatiques chez la
femelle a la plus forte dose testée de 1500 ppm soit 89 mg/kg pc/j (11/59 versus 2/60 chez les
contréles). Dans I'étude de cancérogénicité chez la souris, une augmentation statistiquement
significative des adénomes thyroidiens des cellules folliculaires est rapportée chez les méales
(7/50 versus 1/50 dans le groupe contrdle) a la plus forte dose testée de 750 ppm (105 mg/kg
pc/j). Des tumeurs sont donc observées dans deux espéces différentes et deux sexes.

Du fait de la mauvaise qualité de I'étude chez le rat, le GT recommande la réalisation d’'une
nouvelle étude de cancérogénicité en vue du renouvellement de I'approbation du fluopyram.

Cette substance n’a actuellement pas de classification harmonisée pour cette propriété et
mériterait d’étre attentivement réexaminée quant a son potentiel cancérogéne.

6.7 Flutolanil

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent des volumes 1 et 3B6 (2018'° [documents
soumis pour consultation publique]) et des conclusions de I'EFSA (2008). Aucune nouvelle
publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.7.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, le flutolanil est marqué au “C sur le noyau aniline ou
pyrazole. Les études sont réalisées chez le rat exposé par gavage via une exposition a dose
unique de 20, 100 ou 1000 mg/kg pc ou une exposition répétée de 20 mg/kg pc/j pendant 14
jours, en suspension dans de I'huile d’olive, contenant 1% de Tween 80 ou de la carboxyméthyl
cellulose a 0,5%.

Le flutolanil est facilement absorbé par le tractus gastro-intestinal et I'absorption par voie orale
est comprise entre 50 a 70 % en fonction de la dose administrée. La concentration plasmatique

9 A ce jour, les conclusions de 'EFSA basées sur le dossier de 2018 ne sont pas disponibles
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maximale (Tmax) est atteinte 2 heures aprés administration de doses uniques de 20 et 100
mg/kg pc, et diminue de 50 % au bout de 6 a 8 heures. Le Cmax plasmatique est
respectivement de 4,18 et 12,48 ug eq./ml pour ces deux doses.

Au niveau tissulaire, la concentration maximale est également observée 2 heures aprés
administration, avec une distribution préférentielle dans le foie et le rein. Dans le tissu adipeux,
le flutolanil ne dépasse pas 1 % de la dose.

Les métabolites retrouvés correspondent a des processus d’hydroxylation du noyau aniline,
de glucurono- et sulfo- conjugaison et de clivage minoritaire de la fonction amide. Il n’existe
pas de différence significative en fonction du sexe a I'exception d’une étude montrant une
glucurono/sulfo conjugaison plus élevée chez la femelle. Par ailleurs, le métabolisme du
flutolanil a fait I'objet d’études in vitro en incubant la molécule a des concentrations de 1 et 50
MM dans des suspensions de microsomes de foie de rat, lapin, chien et humain en présence
ou absence de NADPH?. Globalement, les métabolites identifiés in vitro sont les mémes,
qualitativement et quantitativement, quelque que soit I'espéce et les concentrations étudiées.
De plus, ils sont identiques a ceux observés dans les études in vivo chez le rat.

Le flutolanil est principalement éliminé par les urines. Pour des doses de 20 et 100 mg/kg pc,
on retrouve respectivement 69,1 et 66,5 % de la radioactivité dans les urines et 26,4% et
29,6% dans les urines a 72 heures post exposition. L’excrétion par 'air expiré est négligeable.

6.7.2 Revue des valeurs de référence

6.7.2.1 AOEL

6.7.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de toxicité subchronique de 90
jours (OCDE 408) conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 500, 4000 et 20000 ppm de flutolanil, correspondant, respectivement, a 0, 37,
299 et 1512 mg/kg pcl/j pour les males et 0, 44, 339 and 1743 mg/kg pc/j pour les femelles.

L'effet critique correspond a l'augmentation significative du poids relatif des glandes
thyroidiennes et parathyroidiennes (rats males). La LOAEL et la NOAEL pour cet effet critique
sont respectivement de 4000 ppm et 500 ppm chez les rats males.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les males de 37 mg/kg pc/j
(500 ppm). Aprés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-
espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle) et d’'un facteur de correction de I'absorption
par voie orale de 70%, 'AOEL établie est de 0,26 mg/kg pc/j.

6.7.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. Elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi les études
de toxicité subchronique.

Le GT note cependant une élévation significative du poids relatif (+107%) et absolu (+110%)
du foie des rats femelles ainsi qu’'une augmentation significative de I'albuminémie (3.8 £ 0.1
g/dl vs 3.6 £ 0.1 g/dl dans le groupe témoin) a la LOAEL de 4000 ppm. Cet effet n’est pas
considéré comme un effet néfaste par I'Etat-membre rapporteur.

20 picotinamide adénine dinucléotide phosphate (forme réduite)
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Un niveau de confiance global moyen fort a été attribué a cette AOEL en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études conduites par
voie orale a 28 et 90 jours chez plusieurs espéces (rat, souris, chien) pour les deux
sexes sont disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'effet critique retenu est une
augmentation du poids relatif des glandes thyroides et parathyroides. Le mode
d’action n’est pas précisé. Ces effets sont considérés par défaut transposables a
'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé retenue est réalisée chez le rat, par voie orale,
pour une durée de 90 jours, durée adaptée pour la dérivation d’'une AOEL. Cette
étude est réalisée chez 10 animaux par sexe et par dose. Outre le témoin, 3 doses
assez éloignées ont été testées (intervalle supérieure ou égale a 5).

- le choix du point de départ : un couple NOAEL/LOAEL est disponible.

Tableau 23: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le flutolanil

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg critique critique d’incertitude (ma/kg
(mg/kg (absorption pclj) (étude clé) | (mg/kg pcfj) | (absorption pclj)
pclj) orale) orale) Niveau de
confiance
Augmentation du poids relatif | 37 100 0,26 Maintien de la VTR actuelle
des glandes thyroidiennes et . )
para?hyro'l'dienr}:es (males). (70%) Niveau de confiance : moyen fort
(étude 90 jours chez le rat)

6.7.2.2 DJA

6.7.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est I'étude de cancérogenése a 2 ans (OCDE
453) réalisée chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 50 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 40, 200, 2000 et 10000 ppm de flutolanil, correspondanta 0; 1,8 ; 8,7 ; 86,9 et
460,5 mg/kg kg pc/j pour les méles et 0; 2,1; 10,0 ; 103,1 and 535,8 mg/kg pc/j pour les
femelles.

Les effets critiques sont des altérations histologiques de la rate avec une diminution
significative du nombre de splénocytes chez les males, ainsi qu’une diminution significative de
I’'hémoglobinémie chez les femelles.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 2000 ppm et 200 ppm chez les rats
des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 8,7 mg/kg pc/j
(200 ppm). Aprés application d’'un facteur d’'incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-
espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,09 mg/kg pc/j.
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6.7.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. Elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi les études
de toxicité chronique.

Un niveau de confiance global moyen fort a été attribué a cette DJA en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études de toxicité
chronique conduites chez plusieurs espéces pour les deux sexes (2 ans chez le
rat, 18 mois chez la souris et 2 ans chez le chien) sont disponibles.

le choix de l'effet critique et le mode d’action : I'effet critique retenu est la
diminution du nombre de splenocytes dans la rate (rats males) et une diminution
de 'hémoglobinémie (rats femelles). Ces effets sont observés uniquement chez le
rat. Les modes d’action ne sont pas précisés. Ces effets sont considérés par défaut
transposables a 'humain.

le choix de I’étude clé : I'étude clé réalisée chez le rat, par voie orale, sur une
durée de 2 ans est jugée de bonne qualité. Cinquante animaux par sexe et par
dose ont été utilisés. Certains examens ont été réalisés sur un nombre d’animaux
restreint (n = 6/groupe). Outre le témoin, 4 doses adaptées ont été testées. A noter
qu’il n'a pas été réalisé d’examen ophtalmologique ni de mesure du temps de
coagulation.

le choix du point de départ : un couple NOAEL/LOAEL est disponible.

Tableau 24: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le flutolanil

histologique de la rate
avec diminution du
nombre de splénocytes
(males) et diminution de
I’'hémoglobinémie
(femelles)

Niveau de confiance : Moyen fort

(étude 2 ans chez le rat)

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet Dose Facteur DJA
(étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg critique critique | d’incertitude (malkg pcli)
(mg/kg pclj) (étude (mg/kg .
- . X Niveau de
per)) clé) per)) confiance
Modification 8,7 100 0,09 Maintien de la VTR actuelle

6.7.2.3 ARD

6.7.2.3.1 Description de 'ARfD

D’aprés les conclusions de 'EFSA de 2008, le profil toxicologique du flutolanil ne justifiait pas
la détermination d’'une ARfD. Néanmoins, dans le DAR de 2018 issu de la ré-évaluation du

flutolanil, une ARTD est établie.
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L’étude clé utilisée pour I'élaboration de L’ARfD est une étude de toxicité prénatale (OCDE
414) chez le lapin, réalisée par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 13 a 16 lapines gestantes ont regu 0, 40, 200 ou 1000 mg/kg
pc/j de flutolanil par gavage du 6™ au 18°™e jour de leur gestation.

L'effet critique est un nombre augmenté de morts et de résorptions feetales (non
statistiguement significatif mais avec une tendance positive : 1% chez les témoins, 3,8% a 200
mg/kg pc/j et 6,9% a 1000 mg/kg pc/j). La LOAEL et la NOAEL pour cet effet critique sont de
200 mg/kg pcl/j et 40 mg/kg pclj.

Ainsi, le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 40 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I'humain), 'ARfD établie est de 0,4 mg/kg pc.

6.7.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de l'expertise. En effet, les effets observés dans les études de
développement en I'absence de toxicité maternelle sont pertinents pour fixer une ARD.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études de tératogenése
conduites chez plusieurs espéces (1 étude chez le rat et 2 études chez le lapin)
sont disponibles.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action: l'effet critique retenu est
laugmentation non statistiquement significative du nombre de morts et de
résorptions foetales dans une étude chez le lapin. Cet effet est également retrouvé
dans une seconde étude chez le lapin. Cet effet n’est pas retrouvé chez le rat. Le
mode d’action n'est pas précisé. Ces effets sont considérés par défaut
transposables a 'humain.

- le choix de I'étude clé : I'étude clé est une étude de toxicité prénatale réalisée
chez le lapin, par voie orale. Treize a seize femelles par dose ont été utilisées.
Outre le groupe témoin, 3 doses adaptées ont été testées. La durée de I'étude
(administration du 6™ au 18°™e jour de la gestation) ne respecte pas la ligne
directrice actuelle de TOCDE (exposition requise jusqu’au 27°™ jour de gestation)
mais est adaptée pour la dérivation d’'une ARfD.

- le choix du point de départ : un couple NOAEL/LOAEL est disponible.

Tableau 25: Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le flutolanil

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose critique | Facteur ARfD Effet critique | Dose Facteur ARfD
(étude clé) (ma/kg pcl) d’incertitude ggl?)/kg (étude clé) critique d’incertitude (mglkg pcli)
(mg/kg .
oclj) Niveau
confiance
Résorption et | 40 100 0,4 Maintien de la VTR actuelle
mortalité foetale . )
Niveau de confiance : Moyen
(étude de
toxicité
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prénatale chez
le lapin)

6.7.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Immunotoxicité

S’agissant de l'immunotoxicité, un test TDAR?' a été réalisé chez le rat suite a une
administration pendant 4 semaines du flutolanil aux doses de 0, 750, 3000 et 12000 ppm dans
'alimentation. Un examen anatomopathologique de la rate a constaté une diminution du
nombre de cellules spléniques totales et viables a partir de 3000 ppm. Une NOAEL pour cet
effet a été proposée a la dose de 750 ppm correspondant a 61,1 mg/kg pc/j chez les males et
a 74,6 mg/kg pc/j chez les femelles.

Toxicité des métabolites

Des études de toxicité ont été réalisées sur les métabolites M-101 (2(trifluoromethyl)-
benzamide) et M-102 (2-(trifluoromethyl)-benzoic acid), issus du clivage de la fonction amide.
Ces métabolites sont retrouvés dans l'urine des rats, a hauteur de 0,05 — 0,08% de la
radioactivité aprés administration d’'une dose orale de 20 mg/kg de flutolanil. Ces métabolites
sont également observés avec le fluopyram, a des niveaux plus élevés qu’avec le flutolanil.
L’Etat-membre rapporteur considére que les données avec le flutolanil ne peuvent pas couvrir
la toxicité de ces métabolites.

Pour le M-101, I'étude a 28 jours chez le rat met en évidence des effets similaires a ceux
retrouvés pour le composé parent. En particulier, sont observés des effets sur le foie (élévation
des poids absolu et relatif, hypertrophie des hépatocytes centrolobulaires), une anémie chez
les femelles, ainsi une augmentation du poids de la thyroide, associée a une hypertrophie des
cellules folliculaires dans une minorité de méales testés. Ces effets apparaissent a la dose de
200 ppm (soit 17-18 mg/kg pc/j). Des effets rénaux (décrits comme des néphropathies avec
a-2 microglobuline) sont aussi observés chez les males mais considérés non pertinents pour
I’lhumain

Pour le M-102, I'étude a 28 jours chez le rat révele un profil similaire. Des effets sur le foie et
une anémie chez les femelles sont retrouvés a la dose de 15000 ppm (1316-1359 mg/kg pc/j).
La NOAEL est fixée a la dose de 3000 ppm (soit 252-296 mg/kg pc/j). Il apparait aux experts
du GT que ce choix de la dose de 252 mg/kg pc/j comme NOAEL est questionnable. A cette
dose sont retrouvées chez les males une augmentation statistiquement significative du poids
de la rate (non observées a la plus forte dose testée) et du poids relatif du foie.

6.8 Fluxapyroxad

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2011), des conclusions de I'EFSA (2012) et de I'opinion du RAC (2018). Aucune nouvelle
publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

21T cell dependant antibody response assay
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6.8.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, un marquage au '“C en position 4 du noyau pyrazole et
une forme marquée >N sont utilisés. L’étude de la toxicocinétique est réalisée par gavage
chez le rat en utilisant un mélange aqueux contenant 0,5% carboxymethyl cellulose (CMC) et
1% cremophor. Les doses utilisées vont de 7,5 a 500 mg/kg pc.

Le fluxapyroxad est rapidement absorbé au niveau du tractus gastro-intestinal. L’absorption
orale atteint 65% chez le méle et 67% chez la femelle pour la dose testée de 150 mg/kg pc/j.
Elle est de 68% chez le male et 80% chez la femelle a la dose de 7,5 mg/kg pc/j. Le Tmax
varie de 1 a 24 heures et le Cmax de 1,5 a 66 g eq/g pour les concentrations de 5, 50 et 500
mg/kg pc.

Le fluxapyroxad est largement distribué dans tous les tissus. Les concentrations maximales
sont généralement atteintes aux premiers temps échantillonnés (1 heure et 16 heures
respectivement pour les deux doses testées de 7,5 et 150 mg/kg pc), a I'exception des intestins
et du tissu adipeux a la dose de 7,5 mg/kg pc, pour lesquels le maximum est atteint aprés 8
heures chez les méales et 20 a 28 heures chez les femelles. Les concentrations les plus
importantes sont retrouvées dans le tractus gastro-intestinal, le foie et les surrénales, pour les
deux sexes et aux deux doses testées. De fortes concentrations sont également retrouvées
dans le tissu adipeux aprés 16 heures dans les deux sexes a la dose forte.

Le fluxapyroxad est métabolisé rapidement en une cinquantaine de métabolites. Chez le rat,
le composé parent est principalement métabolisé par hydroxylation du groupement diphényle,
N-déméthylation du noyau pyrazole, perte d’un fluor au niveau du noyau diphényle, sulfatation
ou glucuronidation au niveau des groupes hydroxyles ou conjugaison avec des dérivés de
glutathion. Un métabolite formé par les végétaux a été considéré dans ces études, sa
toxicocinétique est similaire a celle du composé parent. Aucune différence métabolique en
fonction du sexe n’est observée.

Les demi-vies terminales pour les trois doses sont similaires entre les males (34,3, 37,2 et
53,2 heures) et les femelles (30,1, 36,0 et 38,5 heures) sauf a forte dose a laquelle la demi-
vie est plus longue chez les males. La principale voie d’élimination est les feces (~90%) via la
bile (50 - 60%), suivi des urines (entre 3 - 9%), 7 jours post exposition. Le composé parent est
retrouvé uniquement dans les féces a hauteur de 30%.

6.8.2 Revue des valeurs de référence

6.8.2.1 AOEL

6.8.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de 90 jours (OCDE 408),
conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 100, 500, 2000 ou 6000 ppm de fluxapyroxad, ce qui correspond a 0 ; 6,1 ; 31 ;
126 ou 407 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 7,3 ; 35 ; 144 ou 424 mg/kg pc/j pour les femelles.

L’effet critique est une atteinte du foie chez les animaux des deux sexes : augmentation
statistiguement significative des poids relatif et absolu et hypertrophie centrolobulaire (chez
9/10 animaux de chaque sexe versus 0/10 chez les contrbles). La LOAEL et la NOAEL pour
cet effet critique sont de 500 ppm et 100 ppm chez les rats.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les males de 6,1 mg/kg
pc/j. Aprés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle) et d’'un facteur de correction pour I'absorption orale de
68%, 'AOEL établie est de 0,04 mg/kg pc/j.
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6.8.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. Elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi les études
de toxicité subchronique.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : plusieurs études de toxicité
répétée sont disponibles et respectent les lignes directrices de 'OCDE.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action: l'effet critique est une
hypertrophie hépatique sans information sur le mode d’action du fluxapyroxad. Le
foie est une cible de la toxicité du fluxapyroxad dans toutes les études et les Iésions
progressent en fonction de la dose. Ces effets sont considérés par défaut
transposables a 'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude de 90 jours est adaptée a la dérivation d’'une AOEL.

- le choix du point de départ : la dérivation de I'AOEL repose sur un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 26: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

fluxapyroxad
Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique d’incertitude (malkg critique critique | d’incertitude (malkg
(mg/kg (absorption pc/j) (étude clé) | (mg/kg | (absorption pc/j)
pclj) orale) pclj) orale) Niveau de
confiance
Effets hépatiques | 6 100 0,04 Maintien de la VTR actuelle
L%Lijg;nentanon du (68%) Niveau de confiance : moyen
hypertrophie)
(étude 90 jours
chez le rat)

6.8.2.2 DJA

6.8.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de 2 ans (OCDE 453) conduite
chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 60 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 50, 250, 1500 ou 3000 ppm de fluxapyroxad, ce qui correspond a des expositions
a0;2,1;11;68ou 145 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 2,7 ; 14 ; 82 ou 182 mg/kg pc/j pour
les femelles.
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L’effet critique est une atteinte hépatique (augmentation du poids du foie, hypertrophie
hépatocellulaire chez les deux sexes et adénomes hépatocellulaires chez les males). La
LOAEL et la NOAEL pour cet effet critique sont de 250 ppm et 50 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les méles de 2 mg/kg pc/j.
Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour
la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,02 mg/kg pc/j.

6.8.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise. Elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi les études
de toxicité chronique.

Un niveau de confiance global moyen fort a été attribué a cette DJA en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de 'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : plusieurs études de toxicité
chronique sont disponibles et respectent les bonnes pratiques de laboratoires et
les requis réglementaires de 'OCDE.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'effet critique est I'hypertrophie
hépatique sans information sur le mode d’action du fluxapyroxad. Le foie est une
cible de la toxicité du fluxapyroxad dans toutes les études et les Iésions progressent
en fonction de la dose. Ces effets sont considérés par défaut transposables a
’humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est jugée de bonne qualité et présente une
durée adaptée pour dériver une DJA.

- le choix du point de départ : La dérivation de la DJA repose sur un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 27: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour
le fluxapyroxad

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose critique | Facteur DJA Effet Dose Facteur DJA
(étude clé) (ma/kg pcli) d’incertitude (ma/kg critique critique | d’incertitude (ma/kg
pc/j) (étude (mg/kg pc/j)
1é j .
clé) per)) Niveau de
confiance
Effets sur le foie | 2,1 100 0,02 Maintien de la VTR actuelle
ﬂ;;leLjr?rrgphie ot 32‘: Niveau de confiance : Moyen fort
adénomes
hépatocellulaires)
(étude 2 ans chez le
rat)
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6.8.2.3 ARD

6.8.2.3.1 Description de 'ARfD

Les études clé utilisées pour I'élaboration de 'ARfD sont les études de toxicité prénatale
(OCDE 414) conduites chez le lapin et le rat par voie orale.

Dans I'étude chez le lapin, des groupes de 25 femelles gestantes ont regu 0, 10, 25 ou 60
mg/kg pc/j de fluxapyroxad par gavage du 6°™ au 28°™ jour de leur gestation. Les effets
critiques sont des effets développementaux chez le lapin (incluant des pertes post-
implantatoires) et une diminution du poids corporelle de la mére. La LOAEL et la NOAEL pour
ces effets critiques sont de 60 mg/kg pc/j et 25 mg/kg pcl/j.

Dans I'étude chez le rat, des groupes de 25 femelles gestantes ont recu 0, 25, 200 ou 1000
mg/kg pc/j de fluxapyroxad par gavage du 6™ au 19 jour de leur gestation. L’effet critique
est une diminution du gain de poids maternel chez le rat. La LOAEL et la NOAEL pour ces
effets critiques sont de 200 mg/kg pc/j et 25 mg/kg pclj.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 25 mg/kg pc/j. Aprés
I'application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,25 mg/kg pc.

6.8.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Elle se base sur la NOAEL la plus faible parmi les études pertinentes pour dériver une ARD.
En effet, une NOAEL plus élevée (125 mg/kg pc/j) est rapportée dans I'étude de neurotoxicité
aigué chez le rat.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : plusieurs études de toxicité
aigué ou court terme sont disponibles et respectent les bonnes pratiques de
laboratoires et les requis réglementaires de TOCDE.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont un retard
de gain de poids corporel maternel et une augmentation de I'incidence des pertes
post-implantatoires. Ces effets sont considérés par défaut transposables a
I’'humain. Le mode d’action n’est pas décrit.

- le choix de I’étude clé : les études clé sont jugées de bonne qualité. La fenétre
d’exposition des méres est adaptée a la dérivation de 'ARD.

- le choix du point de départ : la dérivation de 'ARfD repose sur un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 28: Etablissement de '’ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le

fluxapyroxad
Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique | d’incertitude gglgjg)/kg critique | critique | d’incertitude (malkg pci)
(mg/kg (étude (mg/kg
pclj) clé) pclj)
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Niveau de
confiance

Effets 25 100 0,25 Maintien de la VTR actuelle
développementaux
chez le lapin (pertes
post-implantatoires),
diminution du poids des
meéres et diminution du
gain de poids maternel
chez le rat

Niveau de confiance : Moyen

(étude de toxicité
prénatale chez le rat et
le lapin)

6.9 Isofetamid

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2014) et des conclusions de 'EFSA (2015). Aucune nouvelle publication, pouvant étre utilisée
comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.9.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, I'isofetamid est marqué au “C sur le noyau phényle ou sur
le groupement thiophéne. L’étude est réalisée chez le rat par une exposition unique a 5 mg/kg
pc ou 200 mg/kg pc par gavage ou encore par exposition répétée a 5 mg/kg pc/j pendant 14
jours (les deux utilisant une suspension 3% en masse dans de I’hydroxypropyle cellulose avec
ajout de Tween).

Une absorption moyenne de 89% est estimée. Le Tmax plasmatique varie entre 1,8 et et 8,5
heures pour les femelles et 5,5 et 7,8 heures pour les males en fonction de la dose
d’administration et du type de radiomarquage. Le Cmax plasmatique varie entre 1235 et 13054
ng eq/g pour la femelle et entre 1263 et 28332 ng eq/g pour les males. Des valeurs similaires
sont retrouvées pour le marquage thiophéne.

L’isofetamid est trés largement distribué dans le corps. Les plus fortes concentrations de
radioactivité ont été retrouvées dans le tractus gastro-intestinal et le foie.

L’isofetamid est largement métabolisé (> 80%) aprés administration orale, avec 7 métabolites
principaux retrouvés dans les urines et les féces. Les mécanismes impliquent des O-
désalkylation, glucuronidation, oxydation, hydroxylation, sulfatation.

Plus de 80% de la radioactivité est excrétée en 48 heures chez les femelles et les males. La
radioactivité est mesurée dans les urines (6-15%), dans la bile (83-88%) et dans la carcasse
(0,5-2,1%). La position du marquage n’affecte pas les voies d’excrétion. Une différence
d’absorption/excrétion est cependant notée entre les femelles et les males, avec une excrétion
urinaire 5 fois plus élevée chez les femelles. Il n’y a pas d’exhalation significative de “C-CO.
et par conséquent de métabolisme pulmonaire significatif.
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6.9.2 Revue des valeurs de référence

6.9.2.1 AOEL

6.9.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude d’1 an (OCDE 452) conduite
chez le chien par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 4 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 60, 200 ou 6000 ppm d’isofetamid, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
1,61; 5,35 ou 166 mg/kg pc/j pour les males et 0; 1,57 ; 5,58 ou 178 mg/kg pc/j pour les
femelles.

Les effets critiques de cette étude sont une diminution du poids corporel et une diminution de
la prise de poids. La LOAEL et la NOAEL pour ces effets sont de 200 ppm et 60 ppm chez les
chiens des deux sexes.

Cependant, les effets critiques (statistiquement significatifs) retenus pour I'établissement de
I’AOEL a partir de cette méme étude sont une augmentation de l'activité de la phosphatase
alcaline et du poids du foie ainsi qu’une hypertrophie des hépatocytes centrolobulaires dans
les deux sexes, associées a une augmentation de [lactivitt de la gamma-
glutamyltranspeptidase et de la cholestérolémie, chez les males. La LOAEL et la NOAEL pour
ces effets critiques sont de 6000 ppm et 200 ppm chez les chiens des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les méles de 5,35 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), ’AOEL établie est de 0,05 mg/kg pc/j. Aucune correction
n’a été apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

L’étude de 90 jours chez le chien est utilisée pour justifier I'utilisation de la NOAEL sur les
effets hépatiques d’apres I'étude d’1 an chez le chien pour établir ’TAOEL. En effet, dans I'étude
de 90 jours, des effets sur le foie sont rapportés a la dose de 1000 ppm conduisant a une
NOAEL de 100 ppm, inférieure a la NOAEL pour ces mémes effets sur le foie (200 ppm) dans
une étude de plus long terme, en raison des intervalles de doses choisis (voir tableau ci-
dessous). Ainsi, 'EFSA a jugé pertinent de prendre en compte la NOAEL pour les effets
hépatiques issue de I'étude d’1 an chez le chien comme point de départ de 'AOEL.

Tableau 29 : NOAEL et LOAEL pour les effets hépatiques dans les études de 90 jours et d’1
an chez le chien

ppm 100 200 1000 6000 10000
mg/kg pc/j 2,95 5,34 29,3 166 301
Etude 90 jours, | NOAEL LOAEL

chien

1 PAL, 1 poids du
foie, 1 hypertrophie

Etude 1 an, chien NOAEL LOAEL
1 PAL, 1 poids du foie

LOAEL/NOAEL NOAEL LOAEL
globales a 90
jours pour les
effets hépatiques
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6.9.2.1.2 Analyse critique du GT

Une étude de 90 jours réalisée chez le chien (OCDE 409) est disponible dans le dossier
réglementaire.

Dans cette étude, des groupes de 4 animaux de chaque sexe ont consommeé des aliments
contenant 0, 100, 1000 ou 10000 ppm d’isofetamid, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
2,95; 29,3 ou 301 mg/kg pc/j pour les males et 0; 3,07 ; 32,7 ou 314 mg/kg pc/j pour les
femelles.

Les effets critiques sont une augmentation des phosphatases alcalines (statistiquement
significative chez les femelles), une augmentation du poids absolu et relatif du foie
(statistiquement significative chez les femelles) et une hypertrophie des hépatocytes
centrolobulaires (2/4 femelles versus 0/4 dans les contrbles).

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1000 ppm et 100 ppm. Il existe donc
une NOAEL plus faible que celle servant de base a la VTR actuelle, pour des mémes effets et
issue d’'une étude de 90 jours (durée adaptée pour dériver une AOEL).

Le GT propose de retenir comme étude clé, I'étude a 90 jours chez le chien, en prenant en
compte les effets sur le foie conduisant @ une NOAEL de 2,95 mg/kg pc/j chez les males.
Apreés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour
la variabilité interindividuelle), TAOEL proposée est de 0,03 mg/kg pc/j. Aucune correction n’'a
été apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : de nombreuses études sur au
moins 3 espéces sont disponibles.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : 'hépatotoxicité est retrouvée
dans plusieurs études mais le mode d’action est inconnu sur ce paramétre. Cet
effet est considéré par défaut transposables a I'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé suit les requis réglementaires, mais présente
a trop grand espacement de doses (x10). Cette étude est d’'une durée adaptée pour
la dérivation d’'une AOEL.

- le choix du point de départ : il existe un couple NOAEL/LOAEL.

Tableau 30: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour l'isofetamid

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose critique Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) (ma/kg pcli) d’incertitude (ma/kg critique critique | d’incertitude (ma/kg
pc/j) (étude clé) (mg/kg pc/j)
pel) Niveau de
confiance
Baisse du poids corporel. 5,34 100 0,05 Mémes 2,95 Idem dossier | 0,03
Effets hépatiques (incluant (pas de ﬁggtastiques réglementaire Moyen
une augmentation du poids correction retenus
du foie, une augmentation par
des PAL et une I'absorption (étude 90
hypertrophie) orale) jours chez
le chien)
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(étude 1 an chez le chien) ‘ ‘ | ‘

6.9.2.2 DJA

6.9.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude d’1 an (OCDE 452) conduite
chez le chien par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 4 animaux de chaque sexe ont consomme des aliments
contenant 0, 60, 200 ou 6000 ppm d’isofetamid, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
1,61; 5,35 ou 166 mg/kg pc/j pour les males et 0; 1,57 ; 5,58 ou 178 mg/kg pc/j pour les
femelles.

L’effet critique est une diminution statistiquement significative du poids corporel et de la prise
de poids. La LOAEL et la NOAEL pour cet effet critique sont de 200 ppm et 60 ppm chez les
chiens des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les femelles de 1,57 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,02 mg/kg pclj.

6.9.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remetire en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études sur plusieurs
espéces (chiens et rongeurs) sont disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : une diminution du poids corporel
et de la prise de poids est notée dans plusieurs études a des doses parfois trés
différentes et essentiellement chez le chien. Le mécanisme d’action est inconnu.
Ces effets sont considérés par défaut transposables a 'humain.

- le choix de I’étude clé : |l s’agit d’'une étude de bonne qualité, dans un contexte
réglementaire. L’utilisation d’'une étude de 1 an chez le chien pour dériver une DJA,
versus 2 ans chez le rongeur par exemple, peut étre discutée. Cependant, cette
étude conduit a retenir une NOAEL plus faible.

- le choix du point de départ : il existe un couple NOAEL/LOAEL.

Tableau 31: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour I'isofetamid

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet Dose Facteur DJA
. ) critique d’incertitude critique critique d’incertitude )

(étude clé) (mg/kg (mg/kg pclj)
(mg/kg pc/j) (étude clé) | (mg/kg pclj) Niveau de
pell) confiance

Diminution du | 1,57 100 0,02 Maintien de la VTR actuelle

poids et du gain
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de poids
corporel

Niveau de confiance : Moyen

(étude 1 an chez
le chien)

6.9.2.3 ARD

6.9.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de I'ARfD est une étude de de toxicité pour le
développement prénatal (OCDE 414) réalisée chez le lapin.

Dans cette étude, des groupes de 25 femelles ont recu des doses de 0, 100, 300 ou 1000
mg/kg pcl/j d’isofetamid par gavage entre le 6°™ et le 27°™e jour de gestation.

Les effets critiques sont une diminution statistiquement significative de la consommation
alimentaire ainsi qu’'une augmentation dose dépendante des variations squelettiques
(vertébres présacrales) chez les foetus (18/196 foetus versus 7/198 feetus).

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 300 mg/kg pc/j et 100 mg/kg pclj.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 100 mg/kg pc/j. Aprés
application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I'humain), 'ARfD établie est de 1 mg/kg pc.

6.9.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen fort a été attribué a cette ARfD en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de 'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études sur plusieurs
espéces (chiens et rongeurs) sont disponibles.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques retenus
sont une diminution de la consommation alimentaire chez la mére et des anomalies
squelettiques chez le foetus. Ces effets sont considérés par défaut transposables a
’lhumain. Le mécanisme d’action est inconnu.

- le choix de I’étude clé : I'étude de toxicité du développement prénatal chez le lapin
est de bonne qualité et adaptée pour dériver une ARD.

- le choix du point de départ : il existe un couple NOAEL/LOAEL.

Tableau 32: Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour l'isofetamid

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet critique | Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique d’incertitude (mglkg | (étude clé) critique d’incertitude (mg/kg pc)
(mg/kg pcfj) (mg/kg pc) Niveau de
pe) confiance
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Diminution
consommation
alimentaire chez les

meéres.

Augmentation des

variations
squelettiques chez
les foetus.

(étude de toxicité
prénatale chez le
lapin)

de la | 100 100 1 Maintien de la VTR actuelle

Niveau de confiance : Moyen fort

6.9.3 Points d’attention spécifique a la substance

Les effets suivants reportés comme non-reliés au traitement dans le dossier réglementaire
pourraient étre en lien avec une inhibition de la SDH :

1)

2)

Dans 'étude d'1 an chez le chien, 1/4 femelle traitées a la plus forte dose de 166 mg/kg
pc/j a été euthanasiée compte tenu de son état moribond en semaine 34. Cet animal
présentait une position latérale, une activité spontanée trés réduite avant la mort, une
bradypnée (ralentissement de la respiration), une augmentation du nombre de cellules
nucléées de la moelle osseuse, une augmentation des phosphatases alcalines et du
poids du foie, un cedéme pulmonaire, une dégénérescence du muscle cardiaque et
une hypertrophie hépatocellulaire (le GT déplore que le tractus gastro-intestinal n’ait
pas été investigué (cf point #2). Le pétitionnaire considére que, bien que les effets
hépatiques puissent étre reliés au traitement, ces derniers n’ont pas pu provoquer I'état
moribond de I'animal. Il conclut que la mort était spontanée et vraisemblablement liée
a un trouble circulatoire spontané??. L’Etat-membre rapporteur note dans le DAR
gu’aucune justification n’est fournie pour étayer cette déclaration et qu'il ne faut pas
exclure que la mort puisse étre reliée au traitement. Cette position est aussi supportée
par le GT. En effet, parmi différentes causes possibles pouvant expliquer la mort de
lanimal, 'ensemble des observations pourrait aussi évoquer une inactivation du
complexe I, qui peut se caractériser par une défaillance multi-viscérale avec entre
autres : détresse respiratoire, syndrome de Leigh, hépato-splénomégalie,
cardiomégalie, spasticité (contraction muscle, perte de mobilité...).

Des signes cliniques gastro-intestinaux sont rapportés chez les chiens males et
femelles dans les études sur 90 jours et 1 an: vomissements, incluant du liquide
mousseux, selles molles avec une incidence plus élevée chez les femelles traitées dés
les faibles doses. Du fait de I'absence de relation dose-réponse, ces manifestations
sont considérées comme sporadiques par le déclarant. Le GT note que ces signes
cliniques évoquent une atteinte gastro-intestinale a rapprocher de la distribution
tissulaire de l'isofetamid.

6.10Isopyrazam

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2010), des conclusions de I'EFSA (2012) et de I'opinion du RAC (2020). Aucune nouvelle
publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

22 spontaneous circulatory disorder
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L'isopyrazam existe sous la forme d’'isoméres syn (CAS 683777-13-1) et anti (CAS 683777-
14-2). Le pétitionnaire déclare que les deux isomeéres sont biologiquement actifs.

La spécification de l'isopyrazam couvre une gamme en isoméres de 70% syn:30% anti a 100%
syn. Cependant, la plupart des études de toxicocinétique et de toxicité chez les mammiféres
est réalisée avec le racémique contenant 93% (p/p) de l'isomere syn et 7% (p/p) de l'isomére
anti. Des études sont également conduites avec le racémique 70% syn:30% anti afin de
comparer leur profil toxicocinétique et de justifier I'utilisation du racémique 93% syn:7% anti
pour prédire la toxicité de I'isopyrazam contenant jusqu’a 30% d’isomére anti.

6.10.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, l'isopyrazam est marqué au “C sur le noyau [Pyrazole -5-
syn-14C]J-Isopyrazam. Les études de la toxicocinétique sont réalisées chez le rat par une
exposition unique a des concentrations de 2,5 et 250 mg/kg pc ou 1 et 75 mg/kg pc par gavage,
en fonction des études, dans une suspension a 0,5% de carboxyméthylcellulose (CMC). Une
étude par exposition répétée a la dose de 1 mg/kg pc/j est également disponible chez le rat
male.

L’absorption est estimée entre 63 et 73 % de la dose administrée, 48 heures aprés gavage
d’'une dose de 1 et 75 mg/kg pc, respectivement. Le Tmax est de 6 heures pour les males et
de 3 heures pour les femelles a la dose de 1 mg/kg pc et entre 3 et 4 heures pour les deux
sexes a la dose de 75 mg/kg pc. Le Cmax varie entre 0,16 a 17,7 ug eq/g pour les femelles et
0,0857 a 7,56 ug eq/g pour les males a des doses de 1 et 75 mg/g pc respectivement.

Une autoradiographie du corps entier, aprés administration d’'une dose unique de 2,5 ou 250
mg/kg pc, montre que la distribution de la radioactivité est observée dans tous les organes, 2
heures aprés I'exposition, avec un pourcentage plus important dans I'estomac, le tractus
gastro-intestinal, le foie et les reins et des niveaux plus faibles dans le tissu adipeux abdominal,
le tissu adipeux brun et la glande de Harder. Trés peu de radioactivité est retrouvée dans le
corps des rats 48 heures aprés I'exposition. La majorité de la radioactivité restante se trouve
dans le tractus gastro-intestinal et I'estomac, avec un faible pourcentage dans le foie et les
reins. Dans les autres études de distribution, les concentrations les plus élevées sont
observées dans le foie, les reins et les glandes surrénales chez les males et les femelles aux
deux doses testées, avec un pic de concentration entre 6 et 10 heures aprés I'administration.
Les concentrations dans tous les tissus diminuent ensuite avec des demi-vies entre 3 et 90
heures. Il n’y a pas d’accumulation de radioactivité dans les tissus.

Le métabolisme de l'isopyrazam ne comporte pas de clivage, ce qui indique que les niveaux
de radioactivité détectés dans les différents organes incluent la molécule parent et les
métabolites. Le métabolisme de I'isopyrazam donne lieu a plus de 25 métabolites avec un
potentiel d'isomeres multiples dans la plupart des groupes. Le mécanisme propose inclut une
étape d’hydroxylation dans la région bicyclo-isopropyle, suivie d'une oxydation pour former
I'acide carboxylique et/ou générer de multiples fragments hydroxyle avec formation ultérieure
d'acide glucuronique ou de conjugués sulfate. Ce processus oxydatif se produit également
aprés la N-déméthylation de l'isopyrazam, donnant lieu a un ensemble de métabolites N-oxo-
déméthylés et a leurs conjugués.

Les métabolites non conjugués sont éliminés dans l'urine et les métabolites conjugués dans
la bile. Quarante-huit heures aprés administration d’'une dose unique d’isopyrazam, 48 a 58 %
de la dose administrée est retrouvée dans la bile, 21 & 36 % dans les féces et 7 a 16 % dans
les urines. La demi-vie d'élimination dans le sang aprés I'administration d’'une dose unique
varie entre 4,5 et 7,5 heures. Aprés une administration répétée de 14 doses, elle est estimée
a 251 heures, sans qu’aucune explication de la différence entre ces valeurs ne soit fournie.
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6.10.2 Revue des valeurs de référence

6.10.2.1 AOEL

6.10.2.1.1 Description de '’AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude réalisée sur 2 générations
(OCDE 416) chez le rat par voie orale.

Pour cette étude, des groupes de 26 animaux de chaque sexe ont consommé, a partir de la
5¢me semaine de vie des aliments contenant 0, 100, 500 ou 3000 ppm d’isopyrazam de ratio
syn:anti 93%:7% et accouplés aprés 10 semaines de traitement. De méme, des groupes de
26 animaux de chaque sexe de la génération F1 ont été sélectionnés pour recevoir les mémes
traitements et étre accouplés aprés 10 semaines. L’étude s’est terminée a la 4™ semaine de
vie de la génération F2. Les équivalences des doses d’exposition en mg/kg pc/j sont détaillées
dans le tableau suivant.

Tableau 33 : Moyenne des expositions en mg/kg pc/j

Males Femelles
100 ppm 500 ppm 3000 ppm 100 ppm 500 ppm 3000 ppm

Période pré-accouplement

Génération FO 8 41 250 9 41 277
Génération F1 9 48 288 10 50 301
Période de gestation

Génération FO - - - 7 37 217
Génération F1 - - - 8 41 239
Période de lactation

Génération FO - - - 25 119 700
Génération F1 - - - 24 129 774

Les effets critiques sont, chez les parents des générations FO et F1 :

- une diminution du gain de poids corporel et de la consommation alimentaire (effets
statistiquement significatifs chez la femelle a certains points de mesure),

- une augmentation statistiquement significative du poids relatif du foie et une
hypertrophie hépatocytaire centrolobulaire (incidence et significativité statistique
non reportées dans le dossier réglementaire).

Chez les nouveau-nés des générations F1 et F2, I'effet critique est une augmentation
statistiquement significative du poids relatif du foie au moment du sevrage.

La LOAEL et la NOAEL pour tous ces effets critiques sont de 500 ppm et 100 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL de 8 mg/kg pc/j pour la toxicité
parentale et les effets dans la descendance. Aprés application d’'un facteur d’incertitude de
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100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle) et d’'un facteur
de correction de I'absorption par voie orale de 64%, 'AOEL établie est de 0,05 mg/kg pc/j.

6.10.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remetire en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : plusieurs études de
toxicologie sont disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : la réduction du gain de poids
corporel et de la consommation alimentaire, 'augmentation du poids du foie et
I'hypertrophie des hépatocytes centrolobulaires, ainsi que 'augmentation du poids
du foie dans les descendances F1 et F2 en réponse a une exposition a I'isopyrazam
ne présentent pas de mode d’action connu. Ces effets sont considérés par défaut
transposables a ’humain.

- le choix de I'étude clé : I'étude clé est une étude de reprotoxicité et toxicité
développementale sur 2 générations chez le rat. L’étude est de qualité correcte et
d’'une durée adaptée pour dériver une AOEL.

- le choix du point de départ : un couple LOAEL/NOAEL est disponible.

Tableau 34: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour

lisopyrazam

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL | Effet critique | Dose critique | Facteur AOEL
(étude clé) critique dincertitude (mg/kg | (étude clé) (mg/kg pclj) dincertitude (mg/kg pclj)

(mg/kg (absorption pclj) (absorption .

pc/j) orale) orale) vae.au de

confiance
Effets sur le poids | 8 100 0,05 Maintien de la VTR actuelle
I . )
Ezgﬁirgu es et (64%) Niveau de confiance : moyen
(augmentation  du
poids et
hypertrophie)
(étude
multigénérationnelle
chez le rat)
6.10.2.2 DJA

6.10.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de cancérogénicité sur 2 ans
(OCDE 453) conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 52 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 100, 500 et 3000 ppm d’'isopyrazam, de ratio syn:anti 93%:7%, ce qui correspond
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a des expositions a 0, 5,5, 28 ou 173 mg/kg pc/j pour les méles et 0, 7, 35 ou 233 mg/kg pc/j
pour les femelles.

Les effets critiques sont une augmentation du poids du foie (non statistiquement significatif),
ainsi qu’une augmentation statistiquement significative de l'incidence de I'hypertrophie des
hépatocytes (deux sexes) et d’'une hyperplasie des canaux biliaires (males).

Cette étude ne permet pas d’identifier une NOAEL. La LOAEL pour ces effets critiques est de
100 ppm chez les rats des deux sexes.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la LOAEL chez les méles de 5,5 mg/kg pc/j.
Aprés application d’un facteur d’incertitude de 200 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour
la variabilité interindividuelle, 2 pour avoir utilisé une LOAEL au lieu d'une NOAEL comme
point de départ), la DJA établie est de 0,03 mg/kg pc/j.

6.10.2.2.2 Analyse critique du GT

Le GT considére que, puisque la VTR est dérivée sur la base d’'une LOAEL, le facteur
d’incertitude doit étre pondéré d’'un facteur de 3 par défaut et non 2, en cohérence avec la
méthodologie européenne et le guide méthodologique de I'Anses.

Le GT préconise donc une valeur de DJA de 0,018 mg/kg pc/j en considérant la méme étude
clé et les mémes effets critiques mais en appliquant un facteur de sécurité de 300 et non de
200.

Un niveau de confiance global moyen faible a été attribué a cette DJA en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : le corpus de données comprend
une étude chez le rat (2 ans) et une étude chez la souris (80 semaines).

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les effets critiques retenus sont
une augmentation du poids du foie et une hypertrophie des hépatocytes
centrolobulaires, précédant la survenue, aux doses supérieures, d’autres
altérations du parenchyme hépatique. Ces effets sont considérés par défaut
transposables a ’humain. Le mode d’action n’est pas explicité.

- le choix de I'étude clé : I'étude clé réalisée chez le rat, avec une exposition par
voie orale sur une durée de 2 ans est jugée de bonne qualité et présente une durée
adaptée pour dériver une DJA.

- le choix du point de départ : la dose utilisée pour la dérivation de la DJA est une
LOAEL (absence de NOAEL).

Tableau 35: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour l'isopyrazam

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose critique Facteur DJA
(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg (étude clé) (ma/kg pcli) d’incertitude (ma/kg pcli)
k j .
én;/?)/ 9 per)) Niveau de
confiance

Effet sur le | Pas de | 200 0,03 Idem dossier | [dem dossier | 300 0,018
foie (incluant | NOAEL réglementaire | réglementaire .
une (LOAEL- Moyen faible
hypertrophie) ;%AEL B NOAEL)
(étude 2 ans ,
chez le rat)
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6.10.2.3 ARfD

6.10.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de I'ARfD est une étude de de toxicité pour le
développement prénatal (OCDE 414) réalisée chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 24 femelles ont regu des doses de 0, 20, 75 ou 200 mg/kg
pc/j d’isopyrazam, de ratio syn:anti 70%:30%, par gavage entre le 4™ et le 20°™ jour de
gestation.

L’effet critique est une diminution du poids maternel statistiquement significative. La LOAEL et
la NOAEL pour cet effet critique sont de 75 mg/kg pc/j et 20 mg/kg pc/j. Une diminution
statistiguement significative du poids foetal et une augmentation statistiquement significative
de l'incidence des variations squelettiques (non ossification de la troisi€me vertébre cervicale)
sont observées chez les foetus également a la dose de 75 mg/kg pclj.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 20 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I'humain), ’ARfD établie est de 0,2 mg/kg pc.

6.10.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de 'expertise.

Si les discussions du GT n’ont pas remis en cause cette VTR, il est a noter que des effets
critiques apparus dans d’autres études développementales, a des doses certes plus fortes,
n‘ont pas été rapportés dans I'étude retenue (malformations cardiaques, ophtalmiques). La
convergence des effets oculaires retrouvés dans 5 études sur 6 souléve un point d’attention
(voir ci-dessous dans la section points d’attention).

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : il existe plusieurs études court
terme disponibles.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : I'effet critique retenu est la
diminution du gain de poids corporel maternel chez les rats dans les premiers jours
de I'administration de la substance. Le mode d’action impliqué pour cet effet critique
est inconnu. Cet effet est considéré par défaut transposable a 'humain. D’autres
effets retrouvés a la méme dose n’‘ont pas été retenus comme effets critiques
(diminution du poids feetal, retard d’ossification).

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est adéquate pour dériver une ARfD. Sa qualité
est correcte.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis d’identifier un couple
LOAEL/NOAEL.

Tableau 36: Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour l'isopyrazam

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
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Effet critique Dose Facteur ARfD Effet Dose Facteur AOEL

(étude clé) critique d’incertitude (malkg pc) c’rlthue ’ critique d’incertitude (malkg pc)
(mg/kg pc) (étude clé) | (mg/kg pc) Niveau de

confiance

Diminution du | 20 100 0,2 Maintien de la VTR actuelle

?naaln?ergzl poids Niveau de confiance : Moyen

(étude de

toxicité

prénatale chez
le rat)

6.10.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Cancérogénicité et utilisation inappropriée des controles historiques

Dans I'étude de cancérogénicité chez le rat, a la plus forte dose d’exposition (3000 ppm soit
environ 173-233 mg/kg pclj), des tumeurs hépatiques (adénomes), utérines
(adénocarcinomes) et thyroidiennes (adénomes) ont été observées chez les femelles, et des
tumeurs thyroidiennes (adénomes) chez les méles.

Les effets hépatiques et thyroidiens sont décrits dans les sections 8.1 et 0.

Concernant les tumeurs thyroidiennes, leur incidence est un peu au-dessus des contrbles
historiques mais restent dans la gamme des contréles de la base de données RITA (Registry
of Industrial Toxicology Animal-data) fournis par les industriels. Le recours aux contréles
historiques dans ce type d’analyses est utilisé pour augmenter la taille du groupe contrdle, et
de fait, a pour conséquence d’exclure du seuil de significativité certaines observations. Le GT
n’est pas favorable a cette maniére de faire et s’interroge sur sa pertinence et sur sa validité:
elle constitue selon lui une maniére d’augmenter artificiellement le nombre de sujets contrdles.
La problématique des contrdles historiques et du recours a la base de données RITA a été
tres discutée car réguliérement retrouvée dans différents dossiers de substances actives
SDHI. Il est a noter qu’un projet de 'EFSA est actuellement en cours pour une bonne utilisation
des controles historiques dans les études d’(éco)toxicologie 'EFSA?3,

Concernant les adénocarcinomes utérins, le mode d’action proposé par I'Etat membre
soumissionnaire du dossier de classification repose sur une diminution de la leptine
plasmatique rendant compte de la diminution du poids corporel des animaux exposés et d’'une
diminution de la signalisation dopaminergique au niveau hypothalamique, induisant une
diminution de la prolactinémie liée a I'age qui se produit au niveau pituitaire. Ces signaux
pourraient altérer la transition vers une sénescence reproductive au niveau de cellules
ovariennes et utérines, avec pour conséquence une hyperprolifération des cellules utérines,
conduisant a une augmentation de lincidence des adénocarcinomes utérins. Un certain
nombre de ces hypothéses ont été confortées par des expériences complémentaires menées
in vitro et in vivo. Toutefois, le RAC conclut a une probable absence de transposabilité de ce
mode d’action entre les rongeurs et I’humain en raison de différences dans le cycle hormonal
chez I'humain par rapport au rongeur.

Il est a noter que du fait de 'ensemble de ces effets et ces argumentaires (mentionnés ici et
dans la partie 0), le RAC a classé, en 2020, la substance cancérogéne de catégorie 2 selon le
réglement CLP. Cette classification a été implémentée dans le réglement CLP en 2022. La

2 https://en.bpi.gr/inewsdet.aspx?id=1035
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substance n’est actuellement plus approuvée comme substance active phytopharmaceutique
(réglement d’exécution du 18/05/2022).

Toxicité reproductive et développementale

Le dossier réglementaire conclut a I'absence de toxicité sur la fertilité et les capacités de
reproduction sur la base d’'une absence d’effet sur les paramétres de la reproduction, sur la
taille des portées ou en terme de malformation et de survie des petits dans I'étude sur deux
générations. Cependant, cette étude montre une diminution statistiquement significative du
poids absolu et relatif des ovaires et de I'utérus chez les femelles FO et F1 a la plus forte dose
testée de 3000 ppm. Le GT considére que ces observations évoquent des effets toxiques pour
la reproduction. Le GT note aussi I'absence de recherche d’effets neurodéveloppementaux
dans la descendance.

Deux études chez le rat et quatre études chez le lapin se sont intéressées aux effets de
I'isopyrazam sur le développement.

Les études chez le rat mettent principalement en évidence des malformations oculaires et des
retard d’ossification a partir de la concentration de 75 mg/kg pc/j. Chez le lapin, des
malformations cardiaques, oculaires et des retards d’ossification sont également rapportés a
des doses plus élevees. Il est a noter que la mise en place du systéme oculaire est compléte
a partir de la deuxiéme semaine apres la naissance alors que les animaux sont sacrifiés avant
dans ces études.

Ces effets néfastes sur le développement oculaire et cardiaque sont détaillés dans les sections
0 et 8.8.1. Il est a noter que la substance a été classée par le RAC en 2020 comme Repr. 1B
sur la base des effets observés sur le développement du squelette et de I'ceil. Cette
classification a été implémentée dans le réglement CLP en 2022. La substance n’est
actuellement plus approuvée comme substance active phytopharmaceutique (réglement
d’exécution du 18/05/2022).

6.11 Penflufen

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6 (2011
& 2016), des conclusions de 'EFSA (2016) et de I'opinion du RAC (2018). De plus, le rapport
d’étude de la neurotoxicité aigué a été consulté. Aucune nouvelle publication, pouvant étre
utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.11.1 Partie toxicocinétique

Selon le dossier réglementaire, le penflufen est un mélange racémique (1:1) de deux
énantioméres (R, S) biologiquement actifs.

Pour les études de toxicocinétique, le penflufen est marqué au '“C sur le noyau pyrazole ou
phényle. Les études de toxicocinétique sont réalisées chez le rat via une exposition unique
par gavage a des doses de 2 et 200 mg/kg pc ou de 3,7 et 5,1 mg/kg pc, selon les expériences,
par gavage dans une suspension aqueuse de 0,5% de tragacanthe.

Le penflufen est une substance trés bien absorbée aux doses d’exposition utilisées (> 90%).
A la dose de 200 mg/kg pc, le pic plasmatique de radioactivité est observé aprés 1,5 heures,
avec une concentration environ 25 fois supérieure a celle retrouvée pour la dose de 2 mg/kg
pc. Les résultats sont similaires entre les deux types de marquage.

La distribution dans les organes est établie par autoradiographie (marquage phényle) suite a
une exposition de 3,7 mg/kg pc pour les males et 5,1 mg/kg pc pour les femelles sur une
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période de 1 a 168 heures. Les concentrations les plus fortes sont observées dans le foie
(4,5/4,6 ug eq/g pour les males et les femelles, respectivement), le rein (2,8/2,9 ug eq/g, pour
les méles et les femelles, respectivement) et les surrénales (1,2/3 ug eq/g pour les males et
les femelles, respectivement) 1 heure aprés traitement. Aprés 24 heures, il est retrouvé une
valeur inférieure a 0,32 ug eqg/g dans les organes et tissus. Le marquage du noyau pyrazole
aboutit a des résultats similaires. Les concentrations diminuent rapidement et il n'y a pas
d’accumulation dans les organes.

Concernant le métabolisme, de nombreux métabolites sont observés mais aucun ne dépasse
10% de la radioactivité administrée. Avec le marquage sur le noyau pyrazole, les principaux
métabolites sont des produits déméthylés : 68% de la dose administrée représentent des
métabolites identifiés, 20% des métabolites non-identifiés et 0,47% est retrouvée sous forme
du parent dans les féces. Avec le marquage sur le noyau phényle, la plupart des métabolites
sont pour partie des produits de déméthylation et I’hydroxylation est aussi un processus majeur
du métabolisme : 58 a 94% de la dose administrée sont retrouvés dans des métabolites
identifiés et moins de 2% du parent est détecté dans le plasma, le foie et le rein.

Chez les rats méales canulés, I'excrétion biliaire est rapide (37% en 4 heures) ce qui suggére
un effet de premier passage hépatique susceptible de réduire I'exposition post-hépatique du
penflufen et/ou de ces métabolites. Cependant, en fin d’étude, la radioactivité résiduelle
retrouvée dans le corps est de 0,3% pour les deux sexes, 72 heures apres traitement.

Le penflufen est trés rapidement éliminé (37% dans les 4 heures post-traitement). A la dose
de 2 mg/kg pc (marquage phényle), une différence est observée entre les males et femelles
avec une excrétion dans les urines et feces de 28 et 67 % pour les males et de 47 et 49% pour
les femelles. Le pic de radioactivité plasmatique est observé a 0,67 et 1 heure aprés le
traitement chez les méles et femelles. L’exposition a la dose de 200 mg/kg pc conduit a une
élimination de 34% dans les urines et 61% dans les féeces chez les males. Aprés 72 heures,
0,6% de la radioactivité reste associée au corps (en excluant le tractus digestif).

6.11.2 Revue des valeurs de référence

6.11.2.1 AOEL

6.11.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude d’1 an (OCDE 452) conduite
chez le chien par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 4 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 200, 1000 ou 10000 ppm de penflufen, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
6,8 ; 32 ou 357 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 7,7 ; 38 ou 425 mg/kg pc/j pour les femelles.

Les effets critiques sont une augmentation du poids absolu du foie (statistiquement significatif
chez les femelles) ainsi qu'une hypertrophie hépatocellulaire centrolobulaire diffuse (1/4
femelle). La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1000 ppm et 200 ppm chez
les femelles (10000 et 1000 ppm chez les males).

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les femelles de 7,7 mg/kg
pc/j. Aprés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), 'AOEL établie est de 0,077 mg/kg pc/j. Aucune
correction n’a été apportée concernant l'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

6.11.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.
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Bien qu'une étude a 90 jours (durée adaptée pour la dérivation d’'une AOEL) chez le chien
aboutisse a une NOAEL de 6,1 mg/kg pc/j (180 ppm), la valeur de 7,7 mg/kg pc/j (200 ppm)
est obtenue dans I'étude sur 1 an. Ceci peut s’expliquer par les gammes et les écarts de doses
dans ces études (180, 1800, 18000 ppm dans I'étude sur 90 jours versus 200, 1000, 10000
ppm dans I'étude sur 1 an).

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études de toxicologie
sont disponibles. Cependant, il y a beaucoup d’'imprécisions et des études déviant
des lignes directrices dans ce dossier.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les atteintes hépatiques sont
retrouvées dans toutes les études et espéces investiguées, les Iésions progressant
avec la dose. Ces effets sont considérés par défaut transposables a I'humain,
conclusion renforcée d’une part par une atteinte observée chez différentes espéces
et d’autre part par une activation du récepteur nucléaire CAR/PXR et de son
dialogue avec différents récepteurs nucléaires (GR, PPARa, LXR, ER).

- le choix de I'étude clé : I'étude sur un an chez le chien est sélectionnée. Celle-ci
est jugée de qualité suffisante pour dériver une AOEL (4 chiens par dose) malgré
des écarts importants entre les doses.

- le choix du point de départ
LOAEL/NOAEL.

: 'étude clé a permis d’identifier un couple

Tableau 37: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le penflufen

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur AOEL Effet critique | Dose critique | Facteur AOEL
(étude clé) critique d’incertitude (malkg pcli) | (étude clé) (malkg pcli) d’incertitude (ma/kg
(mg/kg (absorption (absorption | pc/j)
pc/j) orale) orale) Niveau de
confiance
Hypertrophie 7,7 100 0,077 Maintien de la VTR actuelle
hépatique (pas de Niveau de confiance : moyen
(étude 1 an chez correction
le chien) par
I'absorption
orale)
6.11.2.2 DJA

6.11.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de cancérogénicité sur 2 ans
(OCDE 453) conduite chez le rat.

Dans cette étude, des groupes de 60 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 100, 2000 et 7000 ppm de penflufen, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
4 ;79 ou 288 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 5,6 ; 113 ou 399 mg/kg pc/j pour les femelles.

Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont :
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- une atteinte hépatique chez les deux sexes, incluant une hypertrophie
hépatocellulaire centrolobulaire a panlobulaire, des pigments bruns et des focis
éosinophiles ;

- une altération de la colloide au niveau de la thyroide chez les femelles.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 2000 ppm et 100 ppm pour les méles
et les femelles.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les méles de 4 mg/kg pclj.
Aprées application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour
la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,04 mg/kg pc/j.

6.11.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de 'expertise.

Il'y a cependant un questionnement sur le faible taux de survie chez les rats males dans I'étude
a 2 ans soit 31% pour les controles et 40%, 35% et 43% pour les animaux exposés a 100,
2000 et 7000 ppm de penflufen. Cette forte mortalité n’est pas commentée dans le dossier
réglementaire.

Un niveau de confiance global moyen-fort a été attribué a cette DJA en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (Anses 2017) :

- lanature et la qualité du corpus de données : il existe deux études de toxicologie
en exposition chronique, soit 2 ans chez le rat et 18 mois chez la souris.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont une
altération de la colloide des follicules thyroidiens et une hypertrophie hépatique.
Ces effets sont considérés transposables a ’humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude long terme est pertinente pour dériver cette DJA.
L’étude rapporte une forte mortalité sans recherche d’'une cause sous-jacente.

- le choix du point de départ : I'étude clé a permis d’identifier un couple
LOAEL/NOAEL. Il s’agit de la NOAEL la plus basse observée dans des études
chroniques.

Tableau 38: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le penflufen

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet Dose Facteur DJA
(étude clé) critique | d’incertitude (ma/kg critique critique d’incertitude (ma/kg
(mg/kg pc/j) (étude clé) | (mg/kg pc/j)
per)) per)) Niveau de
confiance
Effets sur le | 4 100 0,04 Maintien de la VTR actuelle

foie (incluant
une
hypertrophie)
et sur la
thyroide
(incluant une
altération de la
colloide)

Niveau de confiance : Moyen fort
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(étude 2 ans
chez le rat)

6.11.2.3 ARfD

6.11.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'ARfD est une étude de neurotoxicité aigué (OCDE
424) réalisée chez le rat par voie orale.

Dans I'étude initiale, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont regu une dose unique
de 0, 100, 500 ou 1000 mg/kg pc de penflufen par gavage. Dans une étude complémentaire
(« follow-up study »), des groupes de 12 femelles ont regu des doses de 0, 25 ou 50 mg/kg pc
de penflufen par gavage.

Dans I'étude initiale, I'effet critique est une baisse statistiquement significative de I'activité
locomotrice le jour de I'exposition. La LOAEL pour cet effet critique est fixée a 500 mg/kg pc
pour les males et 100 mg/kg pc pour les femelles. Cette étude ne permet donc pas d’identifier
une NOAEL pour les femelles.

L’étude complémentaire, faites a des doses inférieures ne rapporte pas d’effet neurotoxique a
la dose maximale testée de 50 mg/kg pc/j.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 50 mg/kg pc. Aprés application
d'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité
interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,5 mg/kg pc.

6.11.2.3.2 Analyse critique du GT

Le rapport d’étude a été revu par le GT pour une meilleure compréhension des résultats
consignés dans le DAR. Suite a I'étude initiale qui aboutit a une LOAEL chez les femelles a la
plus faible dose (100 mg/kg pc), I'étude complémentaire (« follow-up study ») a été réalisée
seulement chez les femelles aux doses de 25 et 50 mg/kg pc. L’étude secondaire ne montre
aucun effet aux deux doses testées conduisant a une NOAEL équivalente a 50 mg/kg pc.
Cependant, les 12 femelles par dose ont été sacrifiées un a deux jours apres le traitement ce
qui ne correspond pas a la ligne directrice de TOCDE n°424. Aucune nécropsie n’a été réalisée
et les tests fonctionnels inhérents a ce type d’étude n’ont pas été effectués au-dela du jour
d’exposition comme il est requis par la ligne directrice. Le GT considére que cette étude
complémentaire ne peut pas étre prise en compte dans I'établissement de 'ARfD.

Le GT recommande d'utiliser la LOAEL pour la diminution de I'activité locomotrice a partir de
I’étude de neurotoxicité aigué initiale (100 mg/kg pc) et d’appliquer un facteur d’incertitude de
300 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 3 pour
I'utilisation d’'une LOAEL comme point de départ). La valeur de 'ARfD serait donc fixée a 0,33
mg/kg pc au lieu de 0,5 mg/kg pc, telle qu’établie actuellement.

Un niveau de confiance global moyen faible a été attribué a cette ARfD en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de 'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études de toxicologie
sont disponibles dans le dossier.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'effet critique retenu est une
baisse de I'activité locomotrice aprés exposition aigué par gavage. Ces effets sont
considérés par défaut comme transposables a I'humain. Le mode d’action n’est pas
décrit.
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- le choix de I’étude clé : le type d’étude est adapté pour dériver une ARfD.
Cependant, I'étude complémentaire est menée avec des déviations par rapport a
la ligne directrice de 'OCDE. C’est la raison pour laquelle seule I'étude principale
est retenue par le GT.

- le choix du point de départ : seule une LOAEL est identifiée dans I'étude initiale.

Tableau 39: Etablissement de I'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le penflufen

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet critique | Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique d’incertitude (mgkg | (tude clé) critique d’incertitude (mg/kg pc)
(mg/kg pc) (mg/kg pc) Niveau de
pe) confiance
Effets cliniques, | 50 100 0,5 Diminution Pas de | 300 0,33
diminution de de lactivité | NOAEL
lactivité et de la locomotrice LOAEL = ﬁl‘gﬁél_‘ ]Ic\/l%)llen
température  dans ‘tud de | 100 - ) aible
létude initiale de (Stude 2
neurotoxicité aigué neurofoxicite
chez le rat aigué chez le
rat — étude
(étude de initiale)
neurotoxicité aigué
chez le rat — follow-
up)

6.11.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Différence de toxicité entre les énantioméres

Un article rapporte une toxicité différentielle des énantioméres. Il est montré qu’il y a une
différence de toxicité (50 fois) entre S-(+) et R-(-) sur la base des DLs¢** pour différentes
espéces (Danio rerio et 4 phytopathogénes) avec une explication reposant sur une analyse de
docking moléculaire (Di et al. 2021).

Quantité et qualité des données

Concernant les données produites par les industriels, celles-ci sont sujettes aux constatations
suivantes :

- Dans certaines études, des déviations méthodologiques ont été constatées (par
exemple, déviations par rapport a la ligne directrice de 'OCDE 424, non respect
des écarts de doses dans les expérimentations chroniques...).

- lIn’y asouvent pas d’analyse des effets des métabolites et des énantioméres. Dans
le cas présent, il n’y a pas de données toxicologiques sur le métabolite MO1
(penflufen-3-hydroxy-butyl-glycoside) bien qu'il soit susceptible de dépasser la
valeur réglementaire dans les eaux souterraines.

Toxicité hépatique

Pour le foie, des effets sont observés dans plusieurs études a des doses qui sont inférieures
aux seuils de classification selon le réglement CLP. En effet, dans une étude de 28 jours chez

24 Dose induisant 50% de létalité chez les animaux testés
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le rat, une augmentation statistiquement significative du poids relatif chez le méle et une
hypertrophie des hépatocytes en région centrolobulaire (2/5 males versus 0/5 chez les
contrbles) sont observées dés la dose de 154 mg/kg pc/j. Les mémes effets sont observés
dans I'étude de 28 jours chez le chien a une dose de 244 mg/kg pc/j. Pour cette durée d’étude,
le seuil de classification selon le réglement CLP pour la toxicité spécifique pour certains
organes cibles aprés exposition répétée (STOT RE) de catégorie 2 est entre 30 et 300 mg/kg
pc/j. Dans I'étude de 90 jours chez le chien, une hypertrophie hépatique est observée chez
50% des chiens (1/4 méle et 3/4 femelles versus 0 chez les contréles) exposés a la dose de
1800 ppm (soit 55,77 - 63,1 mg/kg pc/j). Cependant il est difficile de conclure en raison du
faible nombre d’animaux par groupe. Pour cette durée d’étude, le seuil de classification pour
STOT RE 2 est entre 10 et 100 mg/kg pc/j. L’étude de 2 ans par gavage chez le rat montre
une augmentation statistiquement significative de [I'hypertrophie hépatocellulaire
centrolobulaire chez les males dés 4 mg/kg pc/j. En comparaison le seuil de classification est
entre 1,25 et 12,5 mg/kg pc/j pour cette durée d’étude. La conclusion du RAC (2018) est qu’il
ne s'agissait pas d’effets néfastes séveres mais de réponses adaptatives et qu'une
classification n’est pas justifiée. Le GT s’interroge sur une absence de classification STOT RE
2 pour le foie.

Neurotoxicité

Pour la neurotoxicité, I'étude en dose unique par gavage chez le rat montre une atteinte
locomotrice dés 100 mg/kg pc/j pour les femelles, 500 mg/kg pc/j chez les males, une ataxie,
une démarche anormale et une réduction de I'activité a 500 mg/kg pc/j chez les femelles. Ces
effets disparaissent dans les 3 jours. La conclusion du RAC (2018) est qu’il n’y a pas de preuve
convaincante de neurotoxicité aigué et qu'une classification n’est pas justifiee. Le GT
s’'interroge sur une absence de classification STOT SE32° qui aurait pour objectif de couvrir
des atteintes transitoires du systéme nerveux central.

Cancérogénése

Des études chez le rat a 2 ans et sur la souris a 1,5 an ont été réalisées. Chez le rat, on
observe des adénomes hépatocellulaires et des adénomes ovariens chez les femelles, des
astrocytomes et des sarcomes histiocytaires chez les méles. Chez la souris, on observe des
adénomes et des carcinomes hépatocellulaires chez les males. Ces différents effets sont
statistiquement significatifs et/ou observés avec une incidence supérieure a celle des controles
historiques.

L’étude de cancérogenése chez le rat pose la question de sa conduite. En effet, la survie des
males dans les contrbles est de 25/60 (42%) a 2 ans, et elle est similaire aux différentes doses
testées (42, 38 et 42%). Chez les femelles, la mortalité est plus élevée dans le groupe contréle
(31/60, soit 51% de survivantes) que dans les groupes traités aux différentes doses testées
(62, 73 et 72% de survivantes). Les valeurs des survies de 73% et 72% (exposition 2000 et
7000 ppm) sont significativement différentes du contréle. Il n’y a pas d’explication fournie pour
cette mortalité excessive qui en outre est plus importante dans le groupe contrdle femelle que
dans les groupes traités.

Sur la base des résultats chez le rat et la souris, le penflufen est classé cancérogéne de
catégorie 2 (susceptible de provoquer le cancer). Le GT note que lors de la consultation
publique préliminaire sur la proposition de classification, deux Etats-Membres ont soutenu
cette classification mais auraient considéré le classement en catégorie 1B plus approprié.

25 peut provoquer somnolence ou vertiges
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6.12Penthiopyrad

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2012), des conclusions de 'EFSA (2013 & 2022) et de I'opinion du RAC (2015). De plus, les
rapports des études sur deux générations et de tératogénicité ont été consultés. Aucune
nouvelle publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la
littérature.

6.12.1 Partie toxicocinétique

Pour les études de toxicocinétique, le penthiopyrad est marqué au “C sur le noyau pyrazole
ou thiennyl. Elles sont réalisées chez le rat via une exposition unique a la dose de 10 ou 100
mg/kg pc par gavage dans une suspension aqueuse de 10% de tween 80.

Le penthiopyrad est absorbé a plus de 83%. Le Tmax plasmatique se situe entre 30 et 80 min
et les Cmax varient de 3,60 a 32,88 ug-eq/g pour les femelles et de 1,35 a 12,43 ug-eq/g pour
les méles aux doses de 10 et 100 mg/kg pc, respectivement. Des valeurs comparables sont
retrouvées pour les deux molécules marquées.

Le penthiopyrad est largement distribué dans I'organisme. La concentration maximale est
atteinte aprés une heure dans le foie principalement, ainsi que dans le tissu adipeux, les
ganglions lymphatiques, les corticosurrénales, le pancréas, les reins, la vessie et le tractus
gastro-intestinal. Les concentrations dans ces tissus sont supérieures a la concentration
plasmatique.

Le penthiopyrad est trés métabolisé. On retrouve prés d’'une quarantaine de métabolites
oxydés, réduits, conjugués et clivés. Certains de ces métabolites ont été identifiés notamment:
PAM (1-methyl-3-trifluoromethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide), PCA (1-methyl-3-
trifluoromethyl-1H-pyrazole-4-carboxylic acid), DM-PCA (3-trifluoromethyl-1H-pyrazole-4-
carboxylic acid ), 753-A-OH (N-[2-(3-hydroxy-1,3-dimethyl-butyl) thiophen-3- yl]-1-methyl-3-
trifluoromethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide), 753T-DO (N-[5-hydroxy-5-(1,3-dimethylbutyl)-2-
oxo-2,5-dihydrofuran-4-yl]-1- methyl-3-trifluoromethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide) (ces 2
derniers étant particulierement présents dans la bile).

Le temps de demi-vie sanguin est indépendant de la dose et du sexe et varie de 13,6 heures
a 21,4 heures. L’élimination du penthiopyrad et de ses métabolites se fait essentiellement par
voie biliaire et fécale avec des pourcentages variant de 62,8 a 81% dans les deux sexes en
72h. La voie urinaire est minoritaire et varie entre 5,0 a 18,3%.

6.12.2 Revue des valeurs de référence

6.12.2.1 AOEL

6.12.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude réalisée sur 2 générations
(OCDE 416) chez le rat par voie orale.

Pour cette étude, des groupes de 24 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 200, 1000 ou 5000 ppm de penthiopyrad. Les équivalences en mg/kg pc/j sont
détaillées dans le tableau suivant.

Tableau 40 : Moyenne des expositions en mg/kg pc/j

Males Femelles

Version finale page 116 / 318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

200 ppm 1000 ppm 5000 ppm 200 ppm 1000 ppm 5000 ppm
Génération P 11,0 54,0 278 18,1 90,5 439
Génération F1 12,8 64,2 340 19,0 95,6 480

Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont :

- une diminution du gain de poids corporel chez les méles de la génération F1,

- une augmentation du poids relatif du foie chez les femelles des générations P et
F1,

- une augmentation du poids relatif des surrénales avec une hypertrophie corticale
des surrénales chez les femelles de la génération F1 (10/24).

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1000 ppm et 200 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL de 11 mg/kg pc/j pour la toxicité
parentale. Aprés application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-
espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle), TAOEL établie est de 0,1 mg/kg pc/j. Aucune
correction n’a été apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

6.12.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR selon le GT, sur la base des
données disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : les études conduites chez
plusieurs especes respectent les lignes directrices de 'OCDE.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : il s’agit d’effets sur le poids
corporel, les surrénales et le foie chez la génération P et F1. Ces effets sont
extrapolables a '’humain par défaut.

- le choix de I’étude clé : I'étude sur deux générations est d’une durée adaptée pour
dériver une AOEL. Cette étude suivant les requis réglementaires est de qualité
acceptable.

- le choix du point de départ : I'étude clé permet d’identifier un couple

LOAEL/NOAEL.

Tableau 41: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

penthiopyrad
Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose critique Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) (malkg pci) d’incertitude (malkg pci) critique critique d’incertitude (malkg
(absorption (étude clé) | (mg/kg (absorption | pcl/j)
orale) pclj) orale) Niveau de
confiance
Effets sur le poids, | 11 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle
le foie et les
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surrénales dans la (pas de Niveau de confiance : Moyen
génération P et F1. correction par
I i
(étude absorption
P orale)
multigénérationnelle
chez le rat)

6.12.2.2 DJA

6.12.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude réalisée sur 2 générations
(OCDE 416) chez le rat par voie orale.

Pour cette étude, des groupes de 24 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 200, 1000 ou 5000 ppm de penthiopyrad. Les équivalences en mg/kg pc/j sont
détaillées dans le tableau suivant.

Tableau 42 : Moyenne des expositions en mg/kg pc/j

Males Femelles

200 ppm 1000 ppm | 5000 ppm | 200 ppm 1000 ppm | 5000 ppm

Génération P 11,0 54,0 278 18,1 90,5 439

Génération F1 12,8 64,2 340 19,0 95,6 480

Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont :

- une diminution du gain de poids corporel chez les méles de la génération F1,

- une augmentation du poids relatif du foie chez les femelles des générations P et
F1

- une augmentation du poids relatif des surrénales avec une hypertrophie corticale
des surrénales chez les femelles de la génération F1 (10/24).

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 1000 ppm et 200 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL de 11 mg/kg pc/j pour la toxicité
parentale. Aprés application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-
espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,1 mg/kg pc/j.

6.12.2.2.2 Analyse critique du GT

Une étude de cancérogénicité a été réalisée chez le rat (OCDE 451). Pour cette étude, des
groupes de 50 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments contenant du
penthiopyrad pendant 2 ans avec des doses cibles de 0, 9, 27, 83 ou 250 mg/kg pclj.

Le GT constate que les rats males présentent des altérations de la fonction rénale, a savoir
une augmentation statistiquement significative de I'incidence de pyélite (8/50 animaux) et des
signes de néphropathie chronique (41/50 animaux) dés la plus faible dose testée de 9 mg/kg
pc/j. La néphropathie chronique étant irréversible, elle doit étre prise en compte comme effet
critique selon le GT. L’analyse de cette étude a conduit le GT a retenir une LOAEL a 9 mg/kg
pc/j, dose plus basse que celle issue de I'étude clé choisie pour la dérivation de la DJA. Il est
a noter que, dans le dossier réglementaire, la dose de 27 mg/kg pc/j a été retenue comme
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NOAEL pour cette étude car les effets rénaux n’ont pas été retenus comme effet adverse. La
dose de 9 mg/kg pc/j est la plus faible ayant été testée dans cette étude de cancérogénicité,
mais aussi dans I'ensemble des autres études présentées dans le dossier réglementaire.

Dans ce contexte, I'étude de cancérogénicité est plus protectrice que celle retenue pour la
DJA actuelle. Ainsi, le GT recommande de réviser la DJA pour une valeur de 0,03 mg/kg pc/j
sur la base de la LOAEL de 9 mg/kg pcl/j pour les effets rénaux et issue de I'étude de
cancérogénicité chez le rat, avec application d’un facteur d’incertitude total de 300 (10 pour la
variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 3 pour l'utilisation d’une
LOAEL comme point de départ).

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : les études conduites chez
plusieurs espéces respectent les lignes directrices de 'OCDE. Des expériences
complémentaires sur les effets rénaux plus sensibles (voir RECO 1) auraient pu
étre conduites pour caractériser plus finement la néphrotoxicité.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action: deux paramétres de
néphrotoxicité (pyélite et néphropathie chronique) sont statistiquement
significativement plus élevés a la dose la plus faible de 9 mg/kg pc/j comparés au
groupe témoin. La néphrotoxicité s’amplifie, avec une augmentation des
parameétres affectés, a plus fortes doses. Sachant le caractére irréversible de la
néphropathie, cet effet néfaste est a prendre en compte pour I'établissement de
I'AOEL. Cette pathologie est pertinente pour I'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude de cancérogénicité chez le rat est retenue comme
étude clé. Sa durée est adaptée pour dériver une DJA. Cette étude suivant les
requis réglementaires est de qualité suffisante pour dériver une DJA malgré un
choix des doses discutables et un manque de caractérisations fonctionnelles de la
néphropathie chronique.

- le choix du point de départ : I'étude clé permet d’identifier uniquement une
LOAEL. Il n’y a pas de NOAEL car la néphrotoxicité est rapportée dés la plus faible
dose testée.

Tableau 43: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le penthiopyrad

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique Dose Facteur DJA
(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg (étude clé) critique d’incertitude (ma/kg
(mg/kg pclj) (mg/kg pclj)
pel) pel) Niveau de
confiance
Effet sur le poids | 11 100 0,1 Effets sur les | Pas de | 300 0,03
corporel, les surrénales reins NOAEL
et le foie chez les . (LOAEL- Moyen
(étude sur 2 | LOAEL = | NOAEL)
parents.
ans chez le | 9
(étude rat)
multigénérationnelle
chez le rat)
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6.12.2.3 ARfD

6.12.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de I'ARfD est une étude de toxicité pour le
développement prénatal réalisée chez le lapin (OCDE 414).

Dans cette étude, des groupes de 24 femelles ont regu des doses de 0, 25, 75 ou 225 mg/kg
pc/j de penthiopyrad par gavage entre le 6°™ et le 28°™ jour de gestation.

L’effet critique est une réduction du poids corporel du feetus (statistiquement significative chez
les femelles). La LOAEL et la NOAEL pour cet effet critique sont de 225 mg/kg pc/j et 75 mg/kg

pc/j.
Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 75 mg/kg pc/j. Aprés

application d’'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle chez I'humain), 'ARfD établie est de 0,75 mg/kg pc.

6.12.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen fort a été attribué a cette ARfD en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de 'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : les études conduites chez
plusieurs especes (rat, lapin) respectent les lignes directrices de 'OCDE.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : la baisse du poids corporel fcetal
est I'effet critique retenu. Cet effet est transposable a 'humain.

- le choix de I’étude clé : I'étude sur le développement chez le lapin, retenue
comme étude clé, est jugée de bonne qualité et présente une durée adaptée pour
dériver une ARfD.

- le choix du point de départ : I'étude permet d’identifier un couple NOAEL/LOAEL

Tableau 44: Etablissement de I'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le penthiopyrad

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles

Effet critique Dose Facteur ARfD Effet critique | Dose Facteur ARfD

(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg (étude clé) critique d’incertitude (malkg pc)
(mglkg pc) pc) (mglkg pc) Niveau de

confiance

Diminution du | 75 100 0,75 Maintien de la VTR actuelle

poids foetal. Niveau de confiance: Moyen fort

(étude de

toxicité

prénatale chez

le lapin)

Une position divergente concernant 'ARfD retenue par le GT pour le penthiopyrad est
présentée en annexe.
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6.12.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Toxicité sur la reproduction et le développement

Dans I'étude sur deux générations chez le rat, des effets sur le poids corporel, un Iéger retard
dans la séparation préputiale, une hypertrophie corticale des surrénales et une diminution du
poids du thymus sont observés dans la descendance a la plus forte dose de 5000 ppm (278
mg/kg/day).

Dans I'étude de toxicité prénatale chez le lapin New Zealand, exposé par gavage a 0, 25, 75
ou 225 mg/kg pc/j, des malformations oculaires sont rapportées (voir tableau). La rétine est un
tissu dans lequel la voie du succinate est majoritaire, suggérant que ce tissu serait
particulierement sensible aux inhibiteurs de la SDH (Bisbach et al. 2020; Hass et al. 2022)(cf
section 0). Uniquement a la dose la plus faible de 25 mg/kg pcl/j, 4 feetus issus de 2 portées
différentes, présentaient des yeux partiellement ouverts, dont 'un des 4 présentant une
hydrocéphalie et une microphtalmie avec des replis rétiniens bilatéraux associés. Il est conclu
dans le dossier réglementaire que les malformations des paupiéres sont dans la gamme des
contréles historiques et donc, sans lien avec le traitement.

Tableau 45 : Occurrence des malformations oculaires chez le lapin New Zealand dans les
différentes conditions de traitement (0 a 225 mg/kg pc/j) et en relation avec les données de
la littérature (a : Ema et al., 2012 et b : contrOles historiques de I'éleveur).

Données
0 25 75 225 controles
Paupiéres ouvertes 6/225 4/206 0/207 0/195 0,292 -2%?®°
Microphtalmie 0/225 1/206 0/207 0/195 2/47722
Replis rétinien 0/225 1/206 0/207 0/195 NR

Cependant, dans une étude pilote réalisée a 0, 250, 500 or 1000 mg/kg pc/j, la présence de 6
foetus avortés (aucun détail n’est disponible sur le nombre total de foetus dans le dossier
réglementaire) avec des paupiéres ouvertes avait déja été rapportée pour la dose a 500 mg/kg
pc/j conduisant au choix de la gamme de concentrations utilisée dans les études ultérieures.

L’incidence importante des paupiéres ouvertes chez les contréles de I'étude principale (2,7%)
pose donc question. Méme si celle-ci est dans la gamme de contréle historique de I'éleveur
(2%), elle est supérieure a celles retrouvées dans d’autres études sur cette souche de lapin
(moyenne : 0,29%) (Ema et al. 2012).

De plus, et indépendamment des paupiéres ouvertes, une microphtalmie associée a des replis
rétiniens est présente chez 1 feetus exposé a la dose la plus faible. Cette malformation n’est
pas observée chez les contréles. La prise en compte de la littérature suggére que la
microphtalmie est un événement spontané rare chez le lapin New Zealand (0,02% selon Ema
et al., 2012). Les replis rétiniens ne sont pas rapportés dans les données historiques (Ema et
al., 2012).

Une deuxiéme étude réalisée chez le rat Wistar par gavage a 0, 62,5, 250 et 1000 mg/kg pcl/j,
met en évidence chez le groupe témoin, des yeux de taille réduite chez 2 foetus issus de 2
portées différentes (sur un total de 127 foetus et 22 portées). A la dose la plus forte de 1000
mg/kg pclj, 3 foetus de 3 portées différentes présentent des yeux de taille réduite (sur un total
de 108 foetus et 21 portées). Ces éveénements néfastes ne sont pas relevés ni commentés
dans le dossier réglementaire. Sur des foetus de rat, I'évaluation des globes oculaires et
'analyse de la structure rétinienne nécessite une approche spécifique en raison de la taille
des structures et des paupiéres closes.
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Ces effets ne sont pas dose-reliés et ne ressortent pas significatif a 'analyse statistique.
Cependant, par précaution et a la vue des effets oculaires observés avec d’autres SDHI, des
investigations supplémentaires (par exemple, taille des globes oculaires, étude de
neurotoxicité du développement), permettraient de clarifier la pertinence de ces effets (voir
RECO1- Mise en place d’une approche intégrée de I'évaluation de la mitotoxicité en général
et de Il'inhibition du complexe Il en particulier dans le cadre d’'une évaluation réglementaire
pour les substances chimiques).

6.13 Pydiflumetofen

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2018), des conclusions de I'EFSA (2019) et de I'opinion du RAC (2019). Aucune nouvelle
publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.13.1 Partie toxicocinétique

Ce composé est présent sous Ila forme de deux énantioméres 50/50
(SYN546968/SYN546969) actifs.

Pour les études de toxicocinétique, le pydiflumetofen est marqué au “C sur le noyau pyrazole
ou phényl. Les études sont réalisées chez le rat et la souris via une exposition unique a 5, 100,
300 ou 1000 chez le rat ou la souris, par gavage dans une suspension aqueuse de 0,5% de
tween 80.

Le pydiflumetofen est absorbé a un pourcentage de 90%. Ce pourcentage d’absorption
diminue a mesure qu’augmente la dose, avec 50-55% a la dose de 100 mg/kg pc et 19-24%
a 300 mg/kg pc. Ceci suggére que 'augmentation de la dose administrée limite I'absorption.
Le Tmax plasmatique se situe entre 0,5 a 1 heure pour une dose de 5 mg/kg et entre 24 et 30
heures pour 1000 mg/kg pc. La Cmax chez le rat est de 418 - 472 ug-eq/g et de 20200 - 20600
Mg-eq/g pour des doses de 5 et 1000 mg/kg pc, respectivement, sans impact du sexe.

La distribution se fait dans tous les organes. Les plus fortes concentrations de radioactivité
sont observées dans le foie et les reins a tous les points d'échantillonnage entre 0,5 heure et
120 heures. A certains points d’échantillonnage, des niveaux de radioactivité, supérieurs a
ceux retrouvés dans le sang, sont observés dans les surrénales, la graisse rénale, le pancréas,
la thyroide et les poumons.

Chez le rat, des administrations orales répétées journaliéres sur une semaine ne montrent pas
d’accumulation du pydiflumetofen a des doses entre 3 et 10 mg/kg pc/j. La méme tendance
est observée chez la souris.

Sur la base des résultats de plusieurs études, le métabolisme est quantitativement important
avec plus de 95 % de la radioactivité totale correspondant a des métabolites. Chez le rat
exposeé a la dose de 5 mg/kg pc, le composé parent représente moins de 3,9 % dans I'urine.
Les principales voies métaboliques sont : la déméthoxylation, la N-déalkylation, la mono et la
dihydroxylation, la O-déméthylation et la déchloration oxydative et réductrice. La majorité de
ces métabolites sont également mono et di-hydroxylés et, dans de nombreux cas, conjugues
avec du glucuronide ou du glutathion.

Aprés une dose unique administrée par gavage chez les rats méles et les femelles, environ
91 % de la radioactivité totale est excrétée dans les 48 heures. L'excrétion est compléte a 168
heures, principalement dans les féces via excrétion biliaire. Le profil d'excrétion montre que
moins de 7,9 % d'une dose orale de 5 mg/kg pc est excrétée sous forme inchangée dans les
féces et le composé parent n’est pas présent dans la bile. Ce schéma d’excrétion est le méme
aprés injection intraveineuse de 1 mg/kg pc. La Ti. est inférieure a 2 heures aprés une
administration intraveineuse. Chez la souris, la principale voie d'excrétion est les feces (63-79
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% a 10 mg/kg pc et 76-94 % a 300 mg/kg pc), I'élimination urinaire représentant le reste de la
dose.

6.13.2 Revue des valeurs de référence

6.13.2.1 AOEL

6.13.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de I'AOEL est une étude de toxicité pour le
développement prénatal (OCDE 414) conduite chez le lapin par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 24 femelles ont regu des doses de 0, 10, 100 ou 500 mg/kg
pcl/j de pydiflumetofen par gavage entre le 6™ et le 27 jour de gestation.

L’effet critique est I'incidence accrue de variations squelettiques (cartilage costal interrompu ;
effet statistiquement significatif en tenant compte de la portée) chez les foetus. La LOAEL et
la NOAEL pour cet effet critique sont de 100 mg/kg pc/j et 10 mg/kg pclj.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL de 10 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle), 'AOEL établie est de 0,1 mg/kg pc/j. Aucune correction n’a été
apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

6.13.2.1.2 Analyse critique du GT

Le GT considére qu’il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études réalisées dans
plusieurs especes (lapin, rat) sont disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'incidence accrue de variations
squelettiques observée dans I'étude de toxicité développementale chez le lapin est
retenue comme effet critique. Cet effet est considéré comme transposable a
I’humain. Le mode d’action est inconnu.

- le choix de I'étude clé : I'étude de tératogénicité chez le lapin met en évidence
des variations mais le volume 3B6 manque de précisions quant a la description de
leur nature.

- le choix du point de départ : Il existe un couple LOAEL/NOAEL et le choix des
doses était approprié.

Tableau 46: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

pydiflumetofen
Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles
Effet critique Dose Facteur AOCEL Effet critique Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique d’incertitude (malkg peli) | (étude clé) critique d’incertitude (ma/kg
(mg/kg (absorption orale) (mg/kg (absorption pc/j)
pc/j) pc/j) orale)
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Niveau de
confiance

Augmentation 10 100 0,1 Maintien de la VTR actuelle

de variants . )

squelettiques (pas de Niveau de confiance : moyen

chez le foetus. correction par

I'absorption

(étude de orale)

toxicité

prénatale chez

le lapin)

6.13.2.2 DJA

6.13.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de cancérogénicité sur 18 mois
(OCDE 451) conduite chez la souris par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 50 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 75, 375 et 2250 ppm de pydiflumetofen, ce qui correspond a des expositions a
0;9,2; 45,4 ou 287,9 mg/kg pc/j pour les méles et 0 ; 9,7 ; 48,4 ou 306,2 mg/kg pc/j pour les
femelles.

Les effets critiques sont :

- une diminution statistiquement significative du poids corporel chez les méles,
- une augmentation statistiquement significative de l'incidence de I'hypertrophie
hépatocellulaire et des adénomes hépatocellulaires multiples chez les males.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 375 ppm et 75 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 9,2 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,09 mg/kg pclj.

6.13.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR selon le GT, sur la base des
données disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : il existe plusieurs études de
toxicologie dans le dossier.

- le choix de I’effet critique et le mode d’action : les effets critiques retenus sont
une diminution du poids corporel et une augmentation de l'incidence des lésions
hépatiques dans I'étude de cancérogenése chez la souris. Il n’existe pas une
convergence formelle avec les études long terme chez le rat. Ces effets ont un
mode d’action inconnu.

- le choix de I’étude clé : I'étude de cancérogénicité présente une durée adaptée
et une qualité suffisante pour dériver une DJA.

- le choix du point de départ : l'étude a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL.
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Tableau 47: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le

pydiflumetofen
Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet Dose critique Facteur DJA
(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg critique (mglkg pclj) d’incertitude (ma/kg pcli)
(mg/kg pclj) (étude clé) Niveau de
pel) confiance
Diminution du poids | 9,2 100 0,09 Maintien de la VTR actuelle
corporel et effets sur le Ni d fi M
foie (Iésions iveau de confiance : Moyen
histologiques)
(étude 18 mois chez la
souris)
6.13.2.3 ARfD

6.13.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de I'ARfD est une étude de de toxicité pour le
développement prénatal (OCDE 414) conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 24 femelles ont regu des doses de 0, 10, 30 ou 100 mg/kg
pcl/j de pydiflumetofen par gavage entre le 6™ et le 19 jour de gestation.

Les effets critiques sont une diminution statistiquement significative du gain de poids maternel
et une réduction de la consommation alimentaire entre les 6™ et 10°™ jour de gestation. La
LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 100 mg/kg pc/j et 30 mg/kg pc/j.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 30 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,3 mg/kg pc.

6.13.2.3.2 Analyse critique du GT

Les contréles historiques ont été utilisés dans le dossier réglementaire pour justifier la non
pertinence d’effets sur le développement (malformations diverses) alors qu'il est d’'usage de
ne pas les utiliser dans ce but (sauf en génotoxicité) mais uniquement afin d’éclairer les
résultats des groupes traités et témoin de I'étude. Ainsi, le GT considére que la NOAEL établie
dans cette étude n’est pas suffisamment fiable. A la place, I'étude de toxicité
développementale chez le lapin ayant servi a fixer 'AOEL serait plus appropriée pour dériver
I'ARfD.

Le GT propose donc de fixer TARfD a 0,1 mg/kg pc, sur la base d’'une NOAEL de 10 mg/kg
pc/j pour lincidence accrue des variations squelettiques dans I'étude de toxicité
développementale chez le lapin, et en tenant compte d’un facteur d’incertitude total de 100 (10
pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle).

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études réalisées dans
plusieurs especes (lapin, rat) sont disponibles.
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- le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'incidence accrue de variations
squelettiques observée dans I'étude de toxicité développementale chez le lapin,
dont le mode d’action est inconnu, est retenu comme effet critique. Ces effets sont
considérés comme transposables a 'humain. Leur mode d’action est inconnu.

- le choix de I’étude clé : I'étude de toxicité développementale met en évidence des
variations mais le volume 3B6 manque de précisions quant a la description de leur
nature.

- le choix du point de départ : il existe un couple LOAEL/NOAEL et le choix des
doses était approprié.

Tableau 48: Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le pydiflumetofen

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur ARfD Effet critique | Dose Facteur ARfD
(étude clé) critique d’incertitude (malkg (étude clé) critique d’incertitude (mglkg pc)
(mg/kg pc) (mg/kg pc) Niveau de
pc) :
confiance
Diminution du | 30 100 0,3 Variations 10 100 0,1
gain de poids squelettique
maternel et de la chez les Moyen
consommation foetus
alimentaire. (étude de
(étude de toxicité toxicité
prénatale chez le prénatale
rat) chez le lapin)
6.14 Sedaxane

Les études présentées ci-dessous proviennent du dossier réglementaire. Les informations
rapportées et commentées ci-dessous proviennent principalement des volumes 1 et 3B6
(2012) et des conclusions de 'EFSA (2013) et de I'opinion du RAC (2019). Aucune nouvelle
publication, pouvant étre utilisée comme base d’'une VTR, n’a été identifiée dans la littérature.

6.14.1 Partie toxicocinétique

Ce composeé est présent sous la forme d’'isoméres : le cis (84,6%) et le trans (15,4%) dont les
propriétés pharmaco- et toxicocinétiques sont comparables, selon le dossier réglementaire,
sur la base d’'un nombre limité de tests.

Pour les études de toxicocinétique, le sedaxane est marqué au “C sur le noyau pyrazole ou
phényle. Ces études sont conduites chez le rat via une exposition unique a 1 ou 80 mg/kg pc,
par gavage dans de I'huile de mais. Une étude d’exposition répétée avec une dose de 1 mg/kg
pc/j est conduite pendant 14 jours.

La fraction absorbée varie entre 87 et 94%, celle-ci ne semble pas étre influencée par la
position du marquage, par la dose ou par le sexe. Le Tmax varie entre 1 a 5 heures et ne
semble pas influencé par le sexe ni étre saturable aux doses utilisées. Le Cmax varie de 0,11
a 11 ug eq./g de tissu pour les doses de 1 et 80 mg/kg pc, respectivement.
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Dans 'étude par dose unique a la dose de 1 mg/kg pc, la substance se distribue dans tout
'organisme dans les 1,5 heures. Les concentrations les plus élevées sont retrouvées dans le
foie (1,03 pg eq./g de tissu) et le rein (0,21 ug eq./g de tissu), 1,5 heure aprés I'exposition. Des
résultats similaires sont retrouvés aprés une exposition unique a 80 mg/kg pc (71,74 ug eq./g
de tissu pour le foie et 35,18 ug eq./g de tissu pour les reins, 5 heures aprés I'exposition).
Aucun impact du sexe n’est noté. Le niveau de radioactivité est négligeable aprés 168 h post-
exposition.

Le sedaxane est largement métabolisé chez le rat. Les mécanismes impliqués sont la
déméthylation, I'hydroxylation, I'oxydation et la conjugaison. Pas moins de 19 métabolites sont
identifiés.

La demi-vie d’élimination terminale est estimée a 22 et 28,8 heures aux doses d’exposition de
1 et 80 mg/kg pc, respectivement, pour les deux sexes. L’excrétion biliaire est estimée entre
75-88% de la radioactivité administrée aprés 48 heures. Le sedaxane, ou ses métabolites,
sont excrétés principalement dans les selles a 75-88% de la radioactivité administrée aprés
96 heures. L’excrétion urinaire varie de 12-20% de la radioactivité administrée aprés 96
heures.

Enfin, aprés administration répétée, la distribution se fait dans la plupart des tissus
(principalement le foie et les reins) avec un plateau observé aprés 14 jours. A I'exception du
foie, des reins et de la rate, les concentrations tissulaires ne sont plus détectables, 48 jours
aprés I'exposition.

6.14.2 Revue des valeurs de référence
6.14.2.1 AOEL

6.14.2.1.1 Description de 'AOEL

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'AOEL est une étude de 90 jours (OCDE 408)
conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 10 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 300, 2000 ou 4000 ppm de sedaxane, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
24,8 ; 168 ou 325 mg/kg pcl/j pour les males et 0; 28,3 ; 186 ou 349 mg/kg pc/j pour les
femelles.

Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont :

- une diminution du poids corporel chez les femelles,
- une diminution de la force d’agrippement (« fore grip strength ») chez les femelles (effet
aussi retrouvé chez les males a cette dose mais pas a la dose supérieure).

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 2000 ppm et 300 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de 'AOEL est la NOAEL chez les femelles de 28,3 mg/kg
pc/j. Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), ’AOEL établie est de 0,28 mg/kg pc/j. Aucune correction
n’a été apportée concernant I'absorption orale, car elle est supérieure a 80%.

6.14.2.1.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette AOEL en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(Anses 2017) :
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la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études sur différentes
espéces sont disponibles.

le choix de I'effet critique et le mode d’action : I'effet retenu comme effet critique
est une diminution du poids corporel et de la force d’agrippement. Des effets
partiellement comparables sont observés dans plusieurs espéces (rat, chien,
souris). Ces effets sont considérés comme transposables a I'humain. Leur
mécanisme d’action n’est pas connu.

le choix de I’étude clé : I'étude de toxicité subchronique (90 jours) chez le rat, par
voie orale, réalisée dans les conditions prévues par les lignes directrices est
retenue comme étude clé. Sa durée est adaptée pour dériver une AOEL.

le choix du point de départ : il existe un couple LOAEL/NOAEL.

Tableau 49: Etablissement de 'AOEL actuelle et de celle retenue par le GT pour le

sedaxane
Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles

Effet critique Dose Facteur AOEL Effet Dose Facteur AOEL
(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg critique critique d’incertitude (malkg pcli)

(mg/kg (absorption orale) | pclj) (étude clé) | (mg/kg (absorption .

pclj) pclj) orale) N'Ve.au

confiance
Diminution du | 28 100 0,28 Maintien de la VTR actuelle
gi%diriu(’ii%rr? or:(l_:,‘ (pas de Niveau de confiance : moyen
la force correction par
S I'absorption
d’agrippement. orale)
(étude 90 jours
chez le rat)
6.14.2.2 DJA

6.14.2.2.1 Description de la DJA

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude de cancérogénicité sur 2 ans
(OCDE 453) conduite chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes de 52 animaux de chaque sexe ont consommé des aliments
contenant 0, 200, 1200 ou 3600 ppm de sedaxane, ce qui correspond a des expositions a 0 ;
11; 67 ou 218 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 14 ; 86 ou 261 mg/kg pc/j pour les femelles.

Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont :

une diminution du poids et du gain de poids corporel chez les femelles,

une augmentation du poids absolu et/ou relatif du foie dans les deux sexes,
associée a des effets histologiques (hypertrophie des hépatocytes centrolobulaires)
chez les méles,

des altérations de la thyroide : hypertrophie des cellules folliculaires chez les males
a 52 semaines, colloide basophile et desquamation de I'épithélium folliculaire chez
les femelles a 104 semaines.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets sont de 1200 ppm et 200 ppm pour les deux sexes.
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Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL de 11 mg/kg pc/j chez les males.
Apres application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour
la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,11 mg/kg pc/j.

6.14.2.2.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il 'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de I'expertise.

Un niveau de confiance global moyen faible a été attribué a cette DJA en se basant sur
différents critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de 'Anses (Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : plusieurs études sur plusieurs
espéces sont disponibles. Néanmoins, le corpus de données est de faible qualité
avec des effets non pris en compte et une utilisation des contrdles historiques
inappropriée. Ces points ont été relevés par I'Etat membre rapporteur et arbitrés.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les effets critiques retenus sont
une diminution du poids corporel et des lésions hépatiques et thyroidiennes. Les
effets hépatiques sont également observés dans d’autres études. Ces effets sont
considérés par défaut comme transposables chez I'humain. Leur mécanisme
d’action est inconnu.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est de faible qualité. Sa durée est adaptée a la
dérivation d’'un DJA.

- le choix du point de départ : cette étude a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL.

Tableau 50: Etablissement de la DJA actuelle et de celle retenue par le GT pour le sédaxane

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données actuelles
Effet critique Dose Facteur DJA Effet critique | Dose Facteur DJA
(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg (étude clé) critique | d'incertitude (ma/kg pcli)
g(r:]/{f)/ kg peh) gg/?)/ kg Niveau de
confiance
Diminution du poids | 11 100 0,11 Maintien de la VTR actuelle
lceorr;(())iréel, eetffestjr Sll'lar Niveau de confiance : Moyen faible
thyroide
(étude 2 ans chezle
rat)
6.14.2.3 ARfD

6.14.2.3.1 Description de 'ARfD

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de 'ARfD est une étude de neurotoxicité aigué (OCDE
424) réalisée chez le rat par voie orale.

Dans cette étude, des groupes 10 animaux de chaque sexe ont recu des doses uniques de O,
30, 250 ou 2000 mg/kg pc de sedaxane par gavage.
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Les effets critiques (statistiquement significatifs) sont une augmentation des observations
cliniques (ex. réduction de I'activité et des redressements) chez les deux sexes le jour de
I'exposition ainsi une baisse de I'activité locomotrice et de la force d’agrippement chez les
femelles. La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 250 mg/kg pc et 30 mg/kg
pc.

Le point de départ pour I'élaboration de 'ARfD est la NOAEL de 30 mg/kg pc. Aprés application
d'un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité
interindividuelle), 'ARfD établie est de 0,3 mg/kg pc.

6.14.2.3.2 Analyse critique du GT

Selon le GT, il n'y a pas lieu de remettre en cause cette VTR, sur la base des données
disponibles au moment de 'expertise.

Le GT note qu’au cours de cette étude, 3 femelles et 4 méles du groupe exposé a la dose
maximale ont été sacrifies aprés 6 heures en raison d’'une trés forte toxicité (animaux
moribonds).

Le GT note que la dose de 30 mg/kg pc est déja associée a des effets statistiquement
significatifs (diminution du poids corporel entre le premier jour et le 8™ jour d’observation chez
les males, diminution de la force d’agrippement des pattes postérieures au 15°™e jour
d’observation chez les femelles). Ces effets n’ont pas été retenus, notamment, en raison de
I'absence de relation dose-réponse et d’un constat d’une activité locomotrice déja augmentée
chez les femelles lors de la phase d’acclimatation avant le début du traitement.

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(Anses 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : il s’agit du corpus habituel dans
un dossier réglementaire.

- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets retenus sont une
réduction de I'activité locomotrice et de la force d’agrippement ainsi que des effets
cliniques.Ces effets sont considérés par défaut comme transposable a I'humain.
Leur mécanisme d’action n’est pas connu.

- le choix de I’étude clé : I'étude clé est une étude de neurotoxicité aigué. Elle
présente une mortalité importante dans le groupe des animaux exposés a la plus
forte dose. De plus, la batterie de tests neurologiques est jugée limitée. Sa durée
est adaptée pour dériver une ARfD.

- le choix du point de départ : il existe un couple LOAEL/NOAEL.

Tableau 51: Etablissement de 'ARfD actuelle et de celle retenue par le GT pour le sedaxane

Dossier réglementaire Conclusion du GT SDHI sur la base des données
actuelles

Effet critique Dose Facteur ARfD Effet Dose Facteur ARfD

(étude clé) critique d’incertitude (ma/kg critique | critique | d’incertitude (ma/kg pc)

(mg/kg pc) pc) (egude (mg/kg Niveau
clé) pc) !
confiance

Signes cliniques, | 30 100 0,3 Maintien de la VTR actuelle

diminution de [l'activité Ni d fi M

locomotrice et de la force Iveau de confiance . Vioyen

d’agrippement
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(étude de neurotoxicité
aigué chez le rat)

6.14.3 Points d’attention spécifiques a la substance

Cancérogénicité

La cancérogénicité, largement discutée lors de I'étude réglementaire du dossier du sedaxane,
est considérée comme possible, notamment en raison des adénocarcinomes utérins, et a
conduit a une classification Carc.2 selon le reglement CLP.
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6.15 Synthése du GT concernant la
toxicocinétique et les VTR des SDHI

Observations transversales de la toxicocinétique

Les SA SDHI ont des taux d’absorptions variables, mais sont majoritairement bien absorbées
dans une proportion variant de 50 a 95%. Pour certains, la fraction absorbée semble
dépendante de la dose, cest a dire saturable en fonction de l'augmentation de la
concentration. La partie non absorbée reste dans le tractus gastro-intestinal pour étre éliminée
dans les feces et contribue au pourcentage du composé parent mesuré dans les féces.

La fraction absorbée de radioactivité est rapidement distribuée dans tous les tissus de
I'organisme. La distribution comprend a la fois les parents et les métabolites, car ces derniers
n’ont pas été identifiés et quantifiés durant les études de toxicocinétique. De plus, la position
du "C sur le cycle des molécules parents demeure intacte sur les métabolites. La distribution
se fait suivant le degré de liposolubilité des composés. Pour les composés parents, le log Kow
varie de 2,3 a 4,4 (cf. annexe Annexe 4) ce qui signifie qu’ils auront tendance a se distribuer
préférentiellement dans les tissus riches en graisse. Les données toxicocinétiques dans les
dossiers réglementaires montrent que les molécules radiomarquées (parents et métabolites)
se distribuent rapidement dans tous les organes de I'organisme, que ces molécules soient
liposolubles ou hydrosolubles. Par exemple, pour le bixafen, le pic de radioactivité est atteint
1 heure aprés I'exposition ou encore pour le boscalid, le Tmax plasmatique est d’une heure.
Toutefois, les organes dans lesquels on retrouve le plus de radioactivité sont en général le
foie, les reins suivis du tractus gastro-intestinal.

La quantité métabolisée peut varier suivant les composés SDHI. On peut généraliser en disant
gu’ils sont trés métabolisés en raison de la présence de nombreux métabolites identifiés dans
les urines et les féces. A titre d’exemple, la présence de bixafen dans les féces, est de 4% et
de 8,5% dans les urines, confirmant la formation importante de métabolites. Cette observation
se retrouve dans la majorité des dossiers réglementaires. Des pourcentages plus importants
de SDHI dans les feces peuvent s’expliquer par la fraction non absorbée du composé parent
a de fortes concentrations.

Plus de 80% de la radioactivité est éliminée dans les 48 a 72 heures suivant I'exposition, ce
qui suggeére une élimination importante et rapide de I'organisme. La radioactivité est éliminée
préférentiellement dans les féeces entre 80 et 90% et entre 10 et 15% dans les urines.
L’élimination pour certains SDHI est dose dépendante, mais il est impossible de distinguer si
cela est d0 a la saturation métabolique ou encore a une Yélimination limitée par une rétention
tissulaire.

En conclusion, les SDHI sont rapidement absorbés, métabolisés et distribués dans tous les
tissus. lls sont aussi rapidement éliminés de I'organisme et sont donc peu accumulés dans les
tissus. Le foie, les reins et le tractus gastro-intestinal sont les organes ou I'on retrouve le plus
de radioactivité mesurée. Ceci peut s’expliquer par I'élimination biliaire dans le tractus gastro-
intestinal ou encore la non-absorption du parent et I'élimination urinaire. Pour des composés
comme les SDHI ayant en général de courtes demi-vies plasmatiques, on considére la
concentration maximale dans les tissus cibles comme paramétre lié a la toxicité. Finalement,
on constate que la concentration des SA SDHI dans les tissus est relativement faible aux
doses d’exposition utilisées.
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VTR

Un état des lieux des VTR existantes pour les pesticides SDHI considérés et des VTR révisées
par le GT est présenté dans le Tableau 52 : Synthése des conclusions du GT sur les VTR des
SDHI considérés sur la base des données actuelles.

Sur les 39 VTR disponibles pour les 14 substances analysées, le GT a remis en cause 11
VTR qui sont :

- les AOEL pour le benzovindiflupyr, le cyflumetofen, l'isofetamid ;

- les DJA pour la carboxine, le cyflumetofen, le fluopyram, lisopyrazam et le
penthiopyrad ;

- les ARfD pour le cyflumetofen, le penflufen et le pydiflumetofen.

Les raisons pour proposer des nouvelles valeurs portent principalement sur une remise en
question du choix de I'étude clé ou de la dose critique (par exemple, une NOAEL établie dans
le dossier et considérée comme une LOAEL selon le GT) mais aussi sur le choix de l'effet
critique ou des incertitudes liées a la qualité de I'étude clé.

Parmi ces substances, le GT note que la carboxine et I'isopyrazam ne sont plus des
substances actives approuvées dans le reéglement No 1107/2009 et que la demande
d’approbation du pydiflumetofen est toujours en cours d’évaluation. De plus, des signalements
PE ont été soulevés pour certaines substances qui, s’ils étaient confirmés dans le cadre de la
ré-évaluation de ces substances, conduiraient a leur non ré-approbation.
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Tableau 52 : Synthése des conclusions du GT sur les VTR des SDHI considérés sur la base des données actuelles

Substance

AOEL (mg/kg pclj)

DJA (mg/kg pclj)

ARfD (mg/kg pclj)

Benzovindiflupyr

Proposition nouvelle valeur : 0,012
(Valeur réglementaire actuelle : 0,04)
Niveau de confiance : moyen faible

Maintien de la VTR actuelle : 0,05
Niveau de confiance : moyen

Maintien de la VTR actuelle : 0,1
Niveau de confiance : moyen

Niveau de confiance : moyen fort

(Valeur réglementaire actuelle : 0,008)
Niveau de confiance : moyen

Bixafen Maintien de la VTR actuelle : 0,13 Maintien de la VTR actuelle : 0,02 Maintien de la VTR actuelle : 0,2
Niveau de confiance : moyen fort Niveau de confiance : moyen Niveau de confiance : moyen
Boscalid Maintien de la VTR actuelle : 0,1 Maintien de la VTR actuelle : 0,04 /
Niveau de confiance : moyen fort Niveau de confiance : moyen fort
Carboxin Maintien de la VTR actuelle : 0,055 Proposition nouvelle valeur : 0,0027 /

Cyflumetofen

Proposition nouvelle valeur : 0,07
(Valeur réglementaire actuelle : 0,11)
Niveau de confiance : moyen

Proposition nouvelle valeur : 0,1
(Valeur réglementaire actuelle : 0,17)
Niveau de confiance : moyen

Proposition nouvelle valeur : 0,5
(Pas de valeur réglementaire actuelle)
Niveau de confiance : moyen

Niveau de confiance : moyen fort

Niveau de confiance : moyen fort

Fluopyram Maintien de la VTR actuelle : 0,05 Proposition nouvelle valeur : 0,004 Maintien de la VTR actuelle : 0,5
Niveau de confiance : faible (Valeur réglementaire actuelle : 0,012) | Niveau de confiance : moyen
Niveau de confiance : faible
Flutolanil Maintien de la VTR actuelle : 0,26 Maintien de la VTR actuelle : 0,09 Maintien de la VTR actuelle : 0,4

Niveau de confiance : moyen

Fluxapyroxad

Maintien de la VTR actuelle : 0,04
Niveau de confiance : moyen

Maintien de la VTR actuelle : 0,02
Niveau de confiance : moyen fort

Maintien de la VTR actuelle : 0,25
Niveau de confiance : moyen

Isofetamid

Proposition nouvelle valeur : 0,03
(Valeur réglementaire actuelle : 0,05)
Niveau de confiance : moyen

Maintien de la VTR actuelle : 0,02
Niveau de confiance : moyen

Maintien de la VTR actuelle : 1
Niveau de confiance : moyen fort
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Niveau de confiance : moyen

Niveau de confiance : moyen fort

Substance AOEL (mg/kg pclj) DJA (mg/kg pclj) ARfD (mg/kg pclj)
Isopyrazam Maintien de la VTR actuelle : 0,05 Proposition nouvelle valeur : 0,018 Maintien de la VTR actuelle : 0,2
Niveau de confiance : moyen (Valeur réglementaire actuelle : 0,03) Niveau de confiance : moyen
Niveau de confiance : moyen faible
Penflufen Maintien de la VTR actuelle : 0,077 Maintien de la VTR actuelle : 0,04 Proposition nouvelle valeur : 0,33

(Valeur réglementaire actuelle : 0,5)
Niveau de confiance : moyen faible

Penthiopyrad

Maintien de la VTR actuelle : 0,1
Niveau de confiance : moyen

Proposition nouvelle valeur : 0,03
(Valeur réglementaire actuelle : 0,1)
Niveau de confiance : moyen

Maintien de la VTR actuelle : 0,75
Niveau de confiance : moyen fort

Niveau de confiance : moyen

Niveau de confiance : moyen faible

Pydiflumetofen Maintien de la VTR actuelle : 0,1 Maintien de la VTR actuelle : 0,09 Proposition nouvelle valeur : 0,1
Niveau de confiance : moyen Niveau de confiance : moyen (Valeur réglementaire actuelle : 0,3)
Niveau de confiance : moyen
Sedaxane Maintien de la VTR actuelle : 0,28 Maintien de la VTR actuelle : 0,11 Maintien de la VTR actuelle : 0,3

Niveau de confiance : moyen
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7 Dysfonctionnement de la SDH, pathologies et
organes cibles

Ce chapitre a pour but d’identifier des organes cibles suite a une inactivation génétique de la
SDH ou wune inhibition chimique par des inhibiteurs pharmacologiques non
phytopharmaceutiques. Dans une premiére partie, sont rapportés les effets des mutations
SDHx qui renseignent sur les effets et les maladies associées a une inactivation de la SDH.
Ces connaissances permettent de faire des analogies entre les effets d’'une inactivation par
mutation de la SDH et les effets d’une inhibition chimique de la SDH.

Ce raisonnement par analogie est schématisé dans la Figure 16 : Identification des organes cibles
des SDHI par analogie mais ne permet pas d’extrapoler les effets et maladies associés a une
inactivation de la SDH directement aux effets induits par les SDHI, en raison de plusieurs
limitations, d’une part, une inhibition transitoire de 'enzyme lors des périodes d’exposition aux
SDHI, d’autre part, le caractére pléiotropique des atteintes observées lors d’une inactivation
génétique de la SDH.

Complexe SDH inactivé D‘aprés Fatima Djouadi

Mutation des

génes SDHx chez . —>  Activité SDH \ _—
I’humain

Organes cibles
connus

Complexe SDH inhibé par des
inhibiteurs pharmacologiques

3-NP

Animaux
exposés au 3-NP,
au malonate ou

alaTTFA

malonate | N Activité SDH \ N Organes cibles

connus

TTFA

RRQ

Animaux exposés

oralement Complexe SDH inhibé
de maniére aigue, par les SDHi ?
sub-chronique SDHi > Activité SDH ? > Effets sur les organes
ou chronique cibles?
a des SDHi

Figure 16 : Identification des organes cibles des SDHI par analogie

7.1 Mutations rares observées

Chez I'humain, des mutations affectant un géne codant pour l'une des sous-unités du
complexe Il peuvent aboutir a un dysfonctionnement mitochondrial et & des pathologies
associées. Ces mutations, qui induisent une inactivation partielle ou totale de la SDH,
conduisent a un panel de pathologies humaines dont les signes cliniques peuvent renseigner
sur les organes cibles et les effets délétéres potentiels d’une inhibition chimique de la SDH par
les pesticides SDHI.
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Des mutations ou variants pathogénes, qui affectent les génes SDHx et provoquent une
inhibition du complexe Il, peuvent donner soit :

- un déficit primaire en complexe I, c'est-a-dire un déficit héréditaire avec des mutations
germinales transmises a la descendance. Il s’agit de maladies rares appartenant a la
grande famille des maladies mitochondriales ;

- une susceptibilité a certains cancers qui se développent lorsque une mutation
héréditaire hétérozygote dans un des génes SDHXx est associée a une mutation ou
deélétion du second alléle somatique.

7.1.1 Déficits héréditaires isolés en complexe Il chez I’étre humain

Les déficits héréditaires isolés en complexe Il appartiennent au groupe des maladies
mitochondriales (prévalence chez les personnes agées de moins de 16 ans : 1/5000). Ces
maladies sont cliniquement hétérogénes et peuvent se déclarer a n'importe quel age. Elles
peuvent se manifester avec une grande étendue de symptémes, dans n’importe quel organe
ou tissu, la plupart du temps avec des défaillances multiples (Dard L. et al, 2020). Méme si les
maladies mitochondriales touchent principalement les tissus fortement consommateurs
d’énergie comme les muscles, dont le cceur et le systéme nerveux central, il existe des
atteintes multi-tissulaires et des pathologies d’organes encore inexpliquées.

En ce qui concerne TOXPHOS, les mutations nucléaires ou mitochondriales touchent des
génes qui codent soit pour des protéines impliquées dans la structure des différents complexes
(complexes | a V), soit leur assemblage, ou encore des protéines participant au bon
fonctionnement de la chaine respiratoire.

Contrairement aux autres complexes de la phosphorylation oxydative, le complexe Il est le
seul dont les 4 sous-unités sont codées uniquement par le génome nucléaire. Les complexes
I, lll, IV et V incluent quant a eux des sous-unités codées par le génome mitochondrial. On
retrouve souvent une diminution de l'activité enzymatique du complexe Il associée a une
diminution des activités enzymatiques d’autres complexes de la chaine respiratoire, comme
dans les déficits du complexe | par exemple, mais seuls les déficits isolés du complexe Il sont
examinés dans ce chapitre.

Les déficits mitochondriaux isolés en complexe Il sont donc des maladies rares qui
représentent approximativement 2% des maladies mitochondriales diagnostiquées. La revue
la plus récente recense 61 patients atteints et 32 variants génétiques différents sur les génes
SDHXx (Fullerton et al. 2020). Les mutations se transmettent principalement selon un mode
autosomique récessif, c’est-a-dire qu’il faut que les deux alléles soient mutés pour que la
maladie se manifeste. Seul un variant particulier sur le géne SDHA (c.1351C>T
p.(Arg451Cys)) a été rapporté avec un mode autosomique dominant.

La vaste majorité des patients développe des symptédmes durant I'enfance et présente un
syndrome de Leigh, qui est une encéphalopathie sévére caractérisée par des lésions
neurologiques avec une atteinte des noyaux gris centraux (ou ganglions de la base) et du tronc
cérébral (Fullerton et al. 2020). Méme si la plupart des patients porte des mutations sur le géne
SDHA, des variants pathogénes ont aussi été rapportés sur les génes SDHB, SDHD et
SDHAF 126 (Tableau 53).

La mesure de l'activité enzymatique de la SDH participe, entre autres, au diagnostic des
déficits isolés. Cette mesure est réalisée soit sur des homogénats ou des préparations de
mitochondries isolées a partir de biopsies des organes atteints, soit sur des coupes de tissus

%6 e géne SDHAF1 code I'une des 4 protéines d’assemblage (SDH assembly factor 1-4 : SDHAF1-4)
indispensable a la stabilisation des sous-unités et a I'incorporation des groupements prosthétiques.
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par histochimie enzymatique. La révélation histochimique de l'activité SDH est informative et
trés utilisée en particulier quand le muscle est atteint.

On peut penser qu’une inactivation compléte de la SDH n’est pas compatible avec la vie, car
aucun patient avec une activité enzymatique nulle n’a été rapporté. Il est intéressant de noter
que les modéles de souris knock-out homozygotes pour la SDH sont Iétaux (Lussey-Lepoutre
et al. 2018).

En résumé, les génes SDHx mutés, les organes/tissus atteints ainsi que les principaux signes
cliniques sont présentés ci-dessous.

Tableau 53: Organes cibles et signes cliniques des déficits héréditaires isolés en complexe Il
(Fullerton et al. 2020)

. - Syndrome de Leigh/ataxie
SDHA 32 B ﬁgrs\fgumxe - Retard de développement ou régression
central - Atrophie optique/nystagmus
-y - Cardiomyopathie
eux - Dystonie/hypotonie/crampes
- Coeur - Détresse respiratoire
- Muscle - Autres : hépato-splénomégalie/difficulté
- Poumon d’alimentation
_ . - Ataxie/troubles coordination/spasticité
SDHB R ngjg?xe - Retard/régression du développement/retard
central des fonctions cognitives
- Yeux - Atrophie optique/strabisme (27%)
- Coeur - Cardiomyopathie (18%)
- Muscle - Dystonie/hypotonie/problémes musculaires
- Poumon ou des membres
- Détresse respiratoire (18%)
. - Ataxie
SDHD 2 © SUEEmS - Retard/régression du développement
nerveux
central - Nystagmus
- Yeux - Cardiomyopathie (50%)
-~ G - Dystonie/hypotonie
- Muscle - Autres : Microcéphalie
. - Ataxie/Tétraparésie/Spasticité
DHAF1 1 -
S 6 Systéme - Retard/Régression du développement
nerveux .
central - Dystonie
- Muscle - Autres: Leucoencéphalopathie/Retard de
croissance
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7.1.2 Régulation de I’expression de la SDH

Les déficits en SDH ne sont pas uniquement liés a des mutations dans les génes SDHXx. lls
peuvent également étre le fait d’'une régulation négative de I'expression des genes SDHXx, via
la méthylation de leur promoteur. Ainsi, chez certains sujets porteurs de tumeurs stromales
gastro-intestinales (GIST) ne présentant aucune mutation dans les génes SDHx, une
hyperméthylation des ilots CpG sur le promoteur du géne SDHC est observée dans les
tumeurs (Lussey-Lepoutre et al. 2017; MacFarlane et al. 2020). Cette hyperméthylation
entraine une diminution de I'expression de la sous-unité SDHC, avec pour conséquence, un
désassemblage complet du complexe SDH et une absence d'activité enzymatique. Une
diminution de I'expression d ARNm de génes SDHx non mutés peut également étre observée,
en lien avec des mutations non-sens survenant pendant I'édition du messager ou encore avec
I'expression de microARN (miR) ciblant les ARNm SDHx (Bora E. Baysal et al. 2013; Eichner
et al. 2010; Lee et al. 2016; Tsang et al. 2014). Par exemple, le microARN-210 est surexprimé
dans les stades tardifs du cancer du poumon non a petites cellules. Des travaux réalisés in
vitro dans les cellules d'adénocarcinome pulmonaire A549 montrent que le miR-210 cible
I'ARNm SDHD, ce qui s’accompagne d’une activation de HIF1 en accord avec des effets bien
décrits des mutations « perte de fonction » des génes SDHXx, et d’'une augmentation de la
production de lactate (Puisségur et al. 2011). Les travaux de Lee et al. dans des cellules
cellules souches pluripotentes induites (iPSC) montrent que TARNm de SDHA est une cible
pour le miR-31. La diminution de I'expression de la SDHA entraine alors une altération de la
respiration au profit de la production de lactate, une augmentation de la production de ROS et
une diminution du potentiel de membrane mitochondrial (Lee et al. 2016). Dans des cellules
cancéreuses mammaires humaines, le miR-378 cible 'ARNm de SDHB favorisant la
prolifération cellulaire et un changement métabolique favorisant la glycolyse aux dépens de la
respiration cellulaire (Eichner et al. 2010). De plus, en utilisant des algorithmes de prédiction
de cible, Kelly et al. ont montré que les miR-127, -154, -433, -485-3p, et -539 peuvent cibler
des génes connus pour étre impliqués dans la pathogenése des GIST, incluant les génes
SDHx (Kelly et al. 2013).

7.1.3 Diminution de I’expression de la SDH et cancers

L’analyse de données récentes de transcriptome a haut débit obtenues a partir de cohortes
de patients atteints de différents cancers montre une relation entre une diminution de
I'expression de la SDH dans les tumeurs et la survie des patients.

En effet, en 2018, Tseng et al. ont montré que I'expression de la protéine SDHB, analysée par
immunohistochimie (n = 96), était souvent diminuée dans les tumeurs hépatiques, par rapport
au tissu sain adjacent. lls ont également établi que cette expression diminuée de SDHB était
associée a un stade tumoral avancé et a une survie générale des patients significativement
plus faible (Tseng et al. 2018). Ces résultats ont été complétés et confirmés, en 2019, par la
mise en évidence d’'une diminution de I'expression des ARNm et des protéines des 4 sous-
unités de la SDH dans les tumeurs hépatiques (n = 30) par rapport au tissu péri-tumoral, les
patients avec une expression faible de la SDH ayant un moins bon pronostic vital, dans une
cohorte de 244 patients (J. Li et al. 2019).

Une analyse de la base de données « TCGA-KIRC » correspondant a 573 patients atteints de
carcinome rénal a cellules claires (ccRCC) a montré que les SDHB, SDHC et SDHD avaient
des niveaux d’expression génique réduits dans les tumeurs ccRCC comparées au tissu rénal
normal, et que la survie générale des patients était nettement moins favorable lorsque
I'expression de ces sous-unités était diminuée (Aggarwal et al. 2021). Ces résultats ont été
corroborés en 2022 par Jing Yang et al., qui ont montré que, comme les 3 autres sous-unités,
I'expression de la SDHA était également plus faible dans les tumeurs des patients. De fagon
intéressante, ces auteurs ont étendu leur recherche bio-informatique a 32 autres types de
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cancers incluant 10897 échantillons de la base de données TCGA (The Cancer Genome
Atlas). Cette analyse a révélé que I'expression des génes d’au moins 2 sous unités de la SDH,
pas toujours les mémes, était diminuée dans les tumeurs par rapport au tissu sain dans les
cancers du coblon (COAD [adénocarcinomes]), du rein (KICH [carcinome a cellules
chromophobes], KIRC [carcinome rénal a cellules claires], KIRP [carcinome papillaire]), du foie
(LIHC [carcinome hépatocellulaire]), du rectum (READ [adenocarcinome]), dans les
mélanomes (SKCM [mélanomes cutanés]) et dans les cancers de la thyroide (J. Yang et al.
2022). Ces données s’avérent particulierement pertinentes au regard des organes cibles de
toxicité des SDHI comme il sera vu dans la suite du document.

7.1.4 Mutations de la SDH chez I’étre humain et susceptibilité a certains
cancers

Au début des années 2000, les premiéres mutations de génes de la SDH responsables de
formes familiales de cancers ont été identifiées (B. E. Baysal et al. 2000; Astuti et al. 2001).
Par la suite, on a pu décrypter les bases génétiques du déficit en SDH associé a certains
cancers et montrer que les génes SDHXx étaient des génes suppresseurs de tumeurs qui
suivent le modéle que I'on appelle I'hypothése des « two hits » de Knudson. Dans ce modéle,
pour les cancers héréditaires, les patients ont généralement hérité de leurs parents une 1¢e
mutation germinale a I'état hétérozygote dans I'un génes SDHXx puis le processus tumoral a
été initié par une 2°™¢ mutation somatique qui survient de fagon aléatoire, aboutissant a une
perte d’hétérozygotie. Ces deux événements conduisent a une inactivation compléte de la
SDH dans une cellule (Figure 17 : Théorie des deux « hits » de KnudsonFigure 17). Ce modéle
pose la question de la sensibilité particuliére aux SDHI des sujets portant une mutation a I'état
hétérozygote, dont seul un alléle SDHx fonctionne (cf. section 7.1.5).

Cancer non-héréditaire (assez commun)

Parent sain Parent sain

« Hit1» «Hit2»
1ére mutation 2éme mutation
" ~ somatique au somatique au
Génes non hasard hasard —— CANCER
mutés hérités - 5 g
des parents

Cancer héréditaire (rare)

Parent hétérozygote Parent sain

P 2¢me mutation
« Hit1» somatique au
1ére mutation hasard —— CANCER
héritée d’un
parent

Figure 17 : Théorie des deux « hits » de Knudson

Les mécanismes cellulaires impliqués dans I'expansion clonale de la cellule déficitaire en SDH
en tumeur (accumulation de succinate, ROS, ...) sont détaillés dans le paragraphe 7.1.6.
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Des mutations touchant les génes SDHXx et les génes codant les facteurs d’assemblage
SDHAF2 et SDHAF3 ont été identifiées et reconnues responsables d’'une susceptibilité accrue
a différents cancers rares (Favier, Amar, et Gimenez-Roqueplo 2015; Bayley et al. 2010;
Dwight et al. 2017) tels que les :

paragangliomes (PGL)?" et phéochromocytomes (PCC),
- tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST),
- carcinomes rénaux (RCC),

- adénomes hypophysaires (AH).

Tableau 54: Fréquence des mutations sur les différents génes codant la SDH (MacFarlane et

al. 2020)
Géne PCC PGL PGL PGL GIST RCC AH
SDHXx téte/cou | thoracique [ abdominal
SDHA + + + + +++ + +
SDHB + ++ ++ +++ ++ +++ +
SDHC + ++ + ++ ++ + +
SDHD ++ +++ + + + + +
SDHAF2 |+ i i &

Les PGL et PCC sont les tumeurs les plus communes chez les patients porteurs de mutations
germinales des génes SDHXx, et les mutations dans 'un des génes SDHx rendent compte de
30 a 40% des cas héréditaires de PGL et PCC (MacFarlane et al. 2020; Buffet et al. 2020).
Les mutations germinales prédisposant aux PGL et PCC sont transmises selon un mode
autosomique dominant pour les génes SDHA, SDHB et SDHC et selon un mode autosomique
dominant avec empreinte maternelle pour les génes SDHD et SDHAF2.

La plupart des PCC et des PGL sont des tumeurs bénignes, mais 40% des PGL et 10% des
PCC présentent un phénotype agressif, avec des métastases et une diminution importante de
la survie a cinq ans (50%) (Lussey-Lepoutre et al. 2017). Un risque plus élevé de métastases
a été rapporté chez les patients porteurs d’'une mutation de la SDHB (Gimenez-Roqueplo et
al. 2003). On peut néanmoins souligner que des formes malignes de PGL/PCC ont été
associées a des mutations sur tous les génes SDHx (MacFarlane et al. 2020).

27 Les PGL sont des tumeurs neuroendocrines rares qui se développent & partir des ganglions qui
constituent le systéeme nerveux autonome sympathique (au niveau du thorax, de I'abdomen, ou du
pelvis) et parasympathique (au niveau de la téte et du cou). Les PCC sont des tumeurs qui se
développent aux dépens des cellules chromaffines de la médullo-surrénale (Lussey-Lepoutre et al.
2017; Buffet et al. 2020).
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Les mutations du géne SDHB sont plus souvent associées avec les PGL abdominaux,
thoraciques et de la téte et du cou, avec un risque plus faible de développer des PCC, comparé
aux mutations de la SDHD (Tableau 54). Le géne SDHD, est quant a lui, le géne le plus
fréquemment muté dans les PGL de la téte et du cou mais avec un risque de métastases plus
faible que lorsque le géne SDHB est muté. Ainsi, plus de 60% des patients présentant des
PGL et des PCC ont des mutations sur les génes SDHB et SDHD et beaucoup plus rarement
sur les génes SDHC et SDHA. Des mutations sur le géne d’assemblage SDHAF2 ont été
rapportées chez de rares patients atteints de PGL de la téte et du cou (Lussey-Lepoutre et al.
2017; Buffet et al. 2020).

Chez I'étre humain, d’autres types de tumeurs sont associées a des mutations de la SDH,
telles que les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST). Les mutations de la SDH sont
rares dans le groupe des GIST puisqu’elles représentent moins de 10% des génes mutés. La
plupart des GIST liés a un déficit en SDH sont associés a des mutations germinales de la
SDHA (47%) (Tableau 54).

Des mutations germinales sur les génes SDHXx sont également impliquées dans des cancers
des cellules rénales (RCC). Les mutations trouvées rendent compte de 0,05% a 0,2% des
cancers du rein avec une prédominance de mutations sur le géne SDHB (Tableau 54). Les
carcinomes rénaux liés a un déficit de la SDH ont une morphologie particuliere, avec des
tumeurs irréguliéres rouges/marrons ayant un aspect solide et sont composés de cellules
éosinophiles avec des inclusions cytoplasmiques claires ou vacuolisées (R. Kumar et al.
2018).

Enfin, des mutations de la SDH ont été associées a quelques rares cas d’adénomes
hypophysaires, de cancers de la thyroide, de neuroblastomes, de tumeurs neuroendocrines
du pancréas, et de lymphomes (MacFarlane et al. 2020).

Compte tenu de la complexité génétique des PGL et des PCC, mais aussi des autres types
de tumeurs (GIST, RCC...), et de I'existence de nombreux variants des génes SDHx dont on
ne peut pas prédire les conséquences, des analyses immunohistochimiques (IHC) de la SDHA
et SDHB en particulier, ont été développées ces dernieres années pour affiner et compléter
les analyses génétiques. Il a pu ainsi étre montré que I'inactivation bi-allélique de n’importe
quel géne de la SDH déstabilise le complexe enzymatique et aboutit toujours a la dégradation
protéolytique de la protéine d’ancrage SDHB qui est visualisé avec un marquage IHC négatif
de la SDHB (van Nederveen et al. 2009). En revanche, le marquage IHC de la SDHA est
négatif uniquement lorsque le géne SDHA est muté, mais positif lorsque les autres génes sont
mutés. Les marquages IHC de la SDHB, reconnus fiables et reproductibles, sont utilisés en
clinique, en particulier pour le diagnostic des PGL, GIST et RCC (MacFarlane et al. 2020). Au
final, dans le cadre du cancer, tous les génes codant pour les sous-unités de la SDH (SDHXx)
sont considérés comme suppresseurs de tumeurs, et l'inactivation somatique de la SDH
constitue un mécanisme cellulaire reconnu intervenant dans la susceptibilité a certains
cancers rares chez I'étre humain.

7.1.5 Hypothése d’une sensibilité particuliere aux SDHI des sujets portant
une mutation a I’état hétérozygote

Des mutations affectant 'un des génes codant pour une des sous-unités de la SDH peuvent
donner :
e soit un déficit héréditaire, trés rare, lié a des mutations germinales transmises a la
descendance (section 7.1.1),
e soit des cancers dans lesquels 2 événements doivent survenir (section 7.1.4) pour
déclencher le processus tumoral.
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Les mutations ont pour conséquence de déstabiliser les protéines ce qui conduit, en général,
a une diminution de l'activité enzymatique de la SDH, variable d’un individu a l'autre. La
relation entre le degré d’inactivation de I'enzyme et le degré d’inhibition de la respiration
mitochondriale n’est pas connue.

Dans le cas des mutations de la SDH prédisposant a développer certains cancers, les individus
hétérozygotes, qui ont une protéine SDH altérée mais sans aucun phénotype, pourraient
constituer une population sensible aux SDHI. Selon cette hypothése, les individus
hétérozygotes possédent a la fois une forme mutée du complexe enzymatique SDH et une
forme normale, avec pour conséquence une activitt SDH diminuée. Chez ces sujets,
I'altération de 'activité SDH résiduelle pourrait étre accentuée par une inhibition par les SDHI,
et conduire, comme chez les individus porteurs d’'une mutation a I'état homozygote, a une
accumulation de succinate, événement majeur dans I'établissement du phénotype tumoral.
Cette hypothése est schématisée dans la Figure 18.

D'aprés Fatima Djouadi
'Hit 2"
2éme mutation °
somatique au hasard Complexe SDH FacibiaiE
‘ inactivé Pas d'activité
. SDH
par mutation
i |
Accumulation
Chuonasome de succinate
| parent 1
CANCER (PGL, PCC, ...)

Chromosome T 2

parent 2 *
Accumulation
\_Sc — de succinate

) ;3‘:30 Complexe SDH
. . < i 2
18 Hit 1 " N inactivé T :
ére mutation 3
héritée NE TOIcAEo) 2 Diminution de
d'un parent Complexe SDH > lactivité SDH
actif résiduelle
SDHi

Figure 18: Schématisation de I'hypothése d’une sensibilité aux SDHI pour des individus
porteurs de mutations a I'état hétérozygote a développer des cancers.

Cette hypothése pourrait également s’appliquer a d’autres mitochondriopathies, notamment
celles affectant I'activité du complexe | de la chaine respiratoire des mitochondries. Dans ce
cas, chez des sujets présentant une activité altérée de la respiration mitochondriale, la
diminution de I'activité du complexe Il pourrait aggraver le phénotype.

7.1.6 Effets moléculaires et cellulaires d’une inactivation génétique de la
SDH

Les mécanismes cellulaires et moléculaires consécutifs a une inactivation génétique d’un des
genes SDHx ont été particulierement étudiés dans le contexte des PGL/PCC liés a une perte
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d’hétérozygotie sur I'un des génes SDHXx et dans des modéles cellulaires dans lesquels cette
inactivation génétique a été reproduite. La principale conséquence de I'inactivation de la SDH
est le blocage du cycle de Krebs entrainant I'accumulation du substrat de la SDH, le succinate
(Pollard et al. 2005). Le profilage métabolique des PGL mutés sur les génes SDHx montre que
les concentrations de succinate y sont jusqu'a 100 fois supérieures a celles des tumeurs sans
mutations SDHx tandis qu’on y observe des niveaux trés faibles de fumarate. Cet événement
est considéré comme un élément fondateur des processus oncogéniques liés a la SDH.

7.1.6.1 Pseudo-hypoxie liée a une inhibition de la SDH

Comme indiqué précédemment, une premiére conséquence qui découle d’une inactivation de
la SDH est une augmentation du niveau de succinate qui peut étre interprétée comme un
signal d’hypoxie car le succinate est un inhibiteur des prolyl-hydroxylases, des dioxyénases
responsables de I'hydroxylation des facteurs de transcription de la famille HIF (Hypoxia
Inducible Factor).

La famille des facteurs de transcription hétérotrimériques HIF, formée de trois sous-unités a
(HIF1 a, HIF2 a et HIF3 a) et d’'une sous-unité B (HIF1pB), est aussi appelée ARNT (pour aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator). Les deux facteurs de transcription actifs (HIF1a et
HIF2a) sont régulés par l'action de trois prolyl 4-hydrogénases dépendantes de I'oxygéne
(PHD1-3). En situation de normoxie, les PHD hydroxylent les sous-unités HIFa sur des résidus
prolyl spécifiques, formant ainsi un site de reconnaissance pour un complexe de E3 ligase
contenant le facteur von Hippel-Lindau (pVHL), lequel se lie et induit la polyubiquitylation
impliquée dans l'adressage de HIFa vers le protéasome et sa dégradation. En condition
d’hypoxie, les PHD sont inactives et HIFa est stabilisé et I'hétérodimére HIFo/HIFB active
'expression de génes impliqués dans l'adaptation métabolique a I'absence d’oxygéne, qui
inclut notamment des génes codant des enzymes de la glycolyse. Cette activation de la
glycolyse aux dépens des phosphorylations oxydatives est connue sous le nom d’effet
Warburg, une reprogrammation métabolique connue pour étre un “hallmark” du cancer. Ainsi,
'accumulation anormale de succinate dans les tumeurs liées a une mutation a I'état
homozygote des génes SDHXx induit un phénotype de pseudo-hypoxie, via l'inhibition de
l'activité PHD (Selak et al. 2005; Letouzé et al. 2013). Ce phénotype de pseudohypoxie est
impliqué dans un remodelage métabolique et transcriptomique qui favorise I'angiogenése, le
développement de métastases et la chimiorésistance (Kluckova et Tennant 2018). Le modéle
de I'induction d’'un état pseudo-hypoxique lié a un dysfonctionnement de la SDH est renforcé
par I'association d’un effet pathologique semblable a celui dépendant de la SDH avec une
mutation gain de fonction de HIF2A (EPAS1) (Zhuang et al. 2012).

7.1.6.2 Déréqulation des marques épigénétiques liés a une inhibition de
la SDH

Le succinate est un inhibiteur de plusieurs dioxygénases dépendantes de I'a-cétoglutarate,
telles que les déméthylases d'histone contenant le domaine Jumoniji (JMHD-déméthylases) et
les déméthylases de 'ADN de la famille Translocation Ten-eleven (TET-déméthylases) ou de
déméthylases des histones (KDM, histone lysine demethylase). Ainsi, une augmentation de la
concentration de succinate liée a l'inactivation de la SDH peut entrainer un remodelage
profond du profil épigénétique (Moog et Favier 2022).

La méthylation de 'ADN est une modification chimique des cytosines dans les ilbts CpG des
promoteurs sans altération de I'appariement des bases et qui permet de réguler la transcription
en réponse a divers signaux hormonaux, nutritionnels ou environnementaux. La méthylation
de 'ADN est associée a une répression transcriptionnelle. Chez les patients présentant des
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tumeurs PCC et PGL associées a des mutations dans un des génes codant une sous-unité de
la SDH, une hyperméthylation de 'ADN au niveau du génome entier a été observée, affectant
les promoteurs de plus de 4000 génes. Cette hyperméthylation de 'ADN a été reproduite dans
des cellules chromaffines de souris dans lesquelles le géne SDHB a été inactivé (Morin et al.
2020; Letouzé et al. 2013). Parmi les génes réprimés, on trouve des génes impliqués dans la
synthése des catécholamines comme PNMT (phényléthanolamine N-méthylfransférase), des
génes suppresseurs de tumeurs tels que RBP1 (retinol-binding protein 1), des génes
participant a la réparation de I'ADN notamment MGMT (O(6)-méthylguanine-DNA-
méthyltransférase), ou des génes associés a la transition neuroendocrino-mésenchymateuse,
tels que KRT19 (kératine 19) (Letouzé et al. 2013; Loriot et al. 2015).

La méthylation des histones est une modification post-traductionnelle qui affecte les résidus
lysine et arginine, principalement a I'extrémité N-terminale de la séquence protéique. Les
résidus peuvent étre mono-, di-, ou triméthylés, modulant ainsi le degré de compaction de la
chromatine et par conséquent, I'accessibilité de 'ADN a la machinerie transcriptionnelle. Dans
les tumeurs liées a une mutation a I'état homozygote dans un des génes codant la SDH, une
augmentation de la méthylation de H3K9 triméthylés a été observée (Letouzé et al. 2013).
Cette hyperméthylation des histones est retrouvée dans différents modéles cellulaires dans
lesquelles les génes codant SDHA ou SDHB ont été inactivés par ARN interférence (M. Xiao
etal. 2012; Letouzé et al. 2013; Aspuria et al. 2014) et dans des cellules exposées a I'inhibiteur
pharmacologique de la SDH, le TTFA (Cervera et al. 2009).

7.1.6.3 Stress oxydant

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) jouent un role essentiel dans la régulation de voies
de signalisation et métaboliques. La production continue de ROS a bas bruit contribue
notamment a maintenir le contréle de la prolifération et de la différenciation cellulaires. Les
enzymes antioxydantes contrélent étroitement la production de ROS afin de protéger les
cellules des dommages oxydatifs et d'autres processus pathologiques, incluant la
tumorigenése.

Bien que la plupart des ROS mitochondriaux soient produits par les complexes | et Ill de la
chaine respiratoire des mitochondries, le complexe Il peut également en produire, de maniére
directe ou indirecte (Guzy et al. 2008; Brand 2016). L’étude de la production indirecte de ROS
par le complexe Il est plus largement décrite. Elle repose sur I'observation ancienne que les
mitochondries isolées produisent de grandes quantités de ROS en présence de concentrations
élevées (= 5 mM) de succinate, le substrat du complexe Il (Boveris, Cadenas, et Stoppani
1976). La premiére preuve de l'existence d'un lien entre la production de Oz, H,O- et I'activité
du complexe Il a été établie in vitro, dans des préparations de mitochondries dérivées de coeur
de beeuf, en utilisant le TTFA et le malonate, deux inhibiteurs du complexe Il (Ksenzenko et
al. 1984). Cette observation a également été faite en présence de I'atpénine A5, un inhibiteur
du site Quinone (site Q) de la SDH, ou lorsqu'un autre blocage en aval de la chaine respiratoire
se produit (Siebels et Drose 2013). La diminution de consommation d’oxygéne associée a la
production de ROS est décrite dans les lignées cellulaire d’hépatocarcinomes humains HepG2
et de fibroblastes humains BJ exposées au bixafen et au boscalid. Dans les cellules BJ, les
ROS mitochondriaux sont augmentés en réponse au bixafen mais pas au boscalid (d’'Hose et
al. 2021). Une production de ROS est observée lors d’'un syndrome d’ischémie reperfusion
lors des accidents cardio-vasculaires. L’accumulation de succinate représente la signature de
l'ischémie in vivo ainsi que le facteur responsable d’'une production de ROS (Chouchani et al.
2014). Des études fonctionnelles dans des organismes unicellulaires ou pluricellulaires
complexes ont également montré qu'une production accrue de ROS se produit suite a
l'inactivation de SDH induite par une délétion ou des mutations ponctuelles dans les
orthologues des génes humains SDHA, SDHB, SDHC ou SDHD (E. H. Smith, Janknecht, et
Maher 2007; Szeto et al. 2007; Goffrini et al. 2009; Ishii et al. 1998; Senoo-Matsuda et al.
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2001; Guzy et al. 2008; Goncalves et al. 2021; J. Li et al. 2019; Paranagama et Kita 2018). Le
mécanisme de production de ROS de maniére indirecte se produit lorsque la quantité de
succinate est excessive. Le flux d’électrons dérivés de la réduction du pool d'ubiquinone par
le succinate augmente et produit un engorgement lors de leur transfert vers le complexe i,
qui les force a retourner vers le complexe |, ou de grandes quantités de ROS sont alors
formées (Hagerty et al. 2021). La production directe de ROS par le complexe |l est restée
longtemps méconnue. Par exemple, lorsque les complexes | et Il sont bloqués et que la
concentration de succinate est basse (£100uM), des ROS sont produits (Quinlan et al. 2012).
En présence de l'inhibiteur du site Q (TTFA), d’'une concentration élevée de succinate (5 mM)
et de roténone, le complexe | ne contribue pas seul a la production de ROS en comparant les
facteurs d’inhibition avec le mélange glutamate + malate + rotenone (Moreno-Sanchez et al.
2013). Le site primaire de production de ROS dans le complexe Il, est le FAD au sein de la
sous-unité SDHA. Il ne génére pas de ROS lorsque la concentration de succinate est élevée
(= 5 mM). Le mécanisme de l'inhibition de la production de ROS par le succinate au niveau du
FAD n'est pas entiérement clair, mais il a été suggéré que le succinate pouvait bloquer 'accés
de l'oxygéne au FAD (Hagerty et al. 2021). Les mesures de l'activité de respiration des
mitochondries sont classiquement effectuées a des concentrations de succinate de l'ordre de
5a 10 mM, ce qui pourrait masquer la contribution du FAD 4 la production de ROS. A 0,5 mM
de succinate, concentration similaire aux niveaux physiologiques de succinate intracellulaire,
la contribution du FAD a la production de ROS peut étre substantielle lorsque le transport
d'électrons a travers le complexe Il est bloqué au niveau du site Q ou plus en aval (au niveau
du complexe Il par exemple), ce qui suggére que des ROS sont produits lorsque le FAD est
réduit, mais que le site actif n'est pas occupé. Dans des conditions spécifiques, la génération
de ROS a également été observée au niveau du site Q. Cependant, ceci est probablement
peu fréquent dans le complexe || des mammiféres (Hagerty et al. 2021).

7.1.6.4 Déséquilibre de la balance fer-cuivre

Dans les cellules chromaffines de souris invalidées pour le géne SDHD, on observe une
transition neuroendocrino-mésenchymateuse, ainsi qu’'une hyperméthylation de 'ADN et un
statut pseudo-hypoxique beaucoup moins marqué que lorsque les mémes cellules sont
invalidées dans le géne SDHB, alors que I'accumulation de succinate se produit dans les 2
types de cellules de maniere similaire. Ces observations indiquent que dans les cellules
SDHB-/-, Iinhibition des dioxygénases responsables de la déméthylation de 'ADN et de la
stabilisation des facteurs HIF est plus importante que dans les cellules SDHD-/-. Dans le cas
de la perte de SDHB, une sous-unité qui posséde des centres fer-soufre, il est observé une
dérégulation de ’homéostasie du cuivre et du fer, une augmentation du cuivre mitochondrial
et une augmentation du Fe?* cytosolique, associées a une élévation de la production de ROS
mitochondriaux qui participe a augmenter le niveau d’inhibition des dioxygénases (Goncalves
et al. 2021). Ces observations suggérent que dans les tumeurs porteuses d’'une mutation sur
le géne SDHB, la concomitance de niveaux de succinate et de ROS élevés conduit & un
blocage plus stringent de l'activité des dioxygénases et a une agressivité tumorale plus
marquée (Goncalves et al. 2021).

7.1.6.5 Reprogrammation métabolique

A c6té de 'augmentation du niveau de succinate et de la diminution du niveau de fumarate,
d’autres métabolites du cycle de Krebs sont également significativement impactés dans les
PGL porteurs de mutations dans les génes SDHYX, incluant une diminution de l'isocitrate, du
cis-aconitate (Richter et al. 2014), de I'aspartate et du glutamate (Imperiale et al. 2015). La
perte de l'activité enzymatique de la SDH causée par les mutations dans les génes SDHx
entraine un switch métabolique caractérisé par une diminution de la respiration cellulaire et
une augmentation de la glycolyse, activée notamment par la mise en place du phénotype de
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pseudohypoxie (Tseng et al. 2018). Toutefois, le phénotype métabolique peut différer d’'un
modele cellulaire a 'autre. En effet, alors que la respiration et l'activité du complexe | de la
chaine respiratoire des mitochondries sont plus faibles dans les cellules déficientes en SDH
par rapport aux cellules non déficientes dans le cas des fibroblastes de surrénales (Kluckova
et al. 2020) et des cellules épithéliales rénales (Cardaci et al. 2015; Lorendeau et al. 2017) et
mammaires (Bezawork-Geleta et al. 2017), ce n'est pas le cas dans un modéle dérivé des
cellules chromaffines. Ce modele conserve la fonction du complexe | et une activité respiratoire
comparable a celle des cellules non déficientes avec une capacité intacte a oxyder le NADH
au sein de la chaine de transport des électrons (Kluckova et al. 2020)). L’inactivation génétique
de la SDH induit l'interruption du cycle de Krebs. Dans ce contexte métaboliquement altéré,
un remodelage du métabolisme des cellules déficientes en SDH se met en place pour soutenir
la prolifération cellulaire, avec une consommation du pyruvate extracellulaire, une activation
de la pyruvate carboxylase qui convertit le pyruvate en oxaloacétate pour se réapprovisionner
en aspartate, un précurseur essentiel pour la biosynthése des protéines et des acides
nucléiques (Lussey-Lepoutre et al. 2015).

7.1.6.6 Promotion de la transition épithélio-mésenchymateuse

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT en anglais) permet aux cellules épithéliales
cancéreuses d'adopter les caractéristiques mésenchymateuses nécessaires a I'acquisition de
capacités de motilité et d'invasion accrues pour la dissémination des cellules tumorales et la
propagation métastatique. Dans des biopsies de PCC et de PGL, la présence de la mutation
du géne SDHB est corrélée a I'augmentation de I'expression de marqueurs de 'EMT tels que
LOXL2, TWIST1, TCF3 et certaines métalloprotéases, et la diminution de I'expression de
KRT19 et CDH2 (Loriot et al. 2012). Les auteurs suggerent que ce profil transcriptionnel
pourrait participer a I'acquisition des propriétés métastatiques particulieres du PCC et du PGL.
En accord avec cette hypothése, l'inactivation (« knockdown ») du géne SDHB favorise la
prolifération, I'invasion et la migration dans plusieurs lignées de cellules tumorales dérivées de
PGL et de PCC (Letouzé et al. 2013; Rapizzi et al. 2014), d'adénocarcinome ovarien (L. Chen
et al. 2014) et de carcinome hépatocellulaire (Tseng et al. 2018), dans des sphéroides de
phéochromocytome (D’Antongiovanni et al. 2017), et dans des modeéles de xénogreffe de
souris (Tseng et al. 2018). Dans les tumeurs mammaires humaires, I'expression de marqueurs
de 'EMT est associée avec une réduction de I'expression de SDHC (Rgsland et al. 2019). De
méme dans la lignée MCF7, I'atténuation de I'expression de SDHC par CRISPRcas9 ou
l'inhibition de l'activité SDH par le malonate entrainent des modifications morphologiques
typiques de marqueurs de 'EMT (diminution de I'E-cadhérine, augmentation de la vimentine
et des facteurs de transcription Snail et Twist) (Rasland et al. 2019).

D'autres travaux montrent que le succinate extracellulaire est capable d’'induire la migration
ces cellules hépatiques stellaires (Park 2018) et des cellules souches mésenchymateuses (Ko
et al. 2017). Ce mécanisme implique l'activation du récepteur au succinate SUCNR1, qui
déclenche la phosphorylation de PKC et lactivation de la voie de signalisation
mésenchymateuses (Ko et al. 2017).

7.1.7 Mutations de la SDH dans des modéles expérimentaux eucaryotes

La présence de PGL et de PCC est également rapportée chez le chien, ces tumeurs
représentant respectivement 0,01-0,1% et 0,2% de toutes les tumeurs trouvées dans cette
espéce (Galac et Korpershoek 2017). Dans prés de 20% des PGL et des PCC diagnostiqués
chez le chien, des métastases ont été mises en évidence dans les ganglions lymphatiques, le
foie, la rate, le pancréas, les poumons, le cceur, les os et le rein (Galac et Korpershoek 2017).
Dans une série de huit cas (six PCC et deux PGL carotidiens), des mutations des génes SDHB
ou SDHD ont été trouvées dans 50% d'entre eux (Holt et al. 2014). Ces mutations
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comprenaient une mutation germinale SDHB (Arg38Gin) et trois mutations SDHD (Lys122Arg,
deux mutations germinales et une mutation somatique).

D’autres organismes modéles ont contribué a une meilleure compréhension des
dysfonctionnements induits par des mutations dans les génes SDHx. Chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, l'inactivation du géne SDHB entraine une augmentation de la
production de ROS et une accumulation de succinate, responsable de I'inhibition d’enzymes
de la famille des dioxygénases dépendantes de I'a-cétoglutarate, avec pour conséquence, une
augmentation de la méthylation des histones (E. H. Smith, Janknecht, et Maher 2007). Ce
modele de levure a également été utilisé pour introduire des mutations de génes SDHx
identifiées chez des patients porteurs de PGL ou PCC. Les souches de levure mutées dans
SDHB présentent une altération de leurs capacités oxydatives sévére ou modérée, associée
a une diminution de l'activit¢ SDH d’amplitude similaire. Elles présentent également une
hypersensibilité & un stress oxydant induit par la ménadione (Panizza et al. 2013). Des
mutations dans les génes codant des protéines d’assemblage, tels que SDHAF1, SDHAF2 et
SDHAF4, induisent également un déficit en SDH, une accumulation de succinate et une
diminution de la respiration cellulaire (Ghezzi et al. 2009; Van Vranken et al. 2014; Hao et al.
2009).

Chez le ver Caenorhabditis elegans, les mutations P211H ou P211F du géne SDHB,
équivalentes a celle causée par une substitution P197S dans les PGL humains, entrainent une
altération de l'assemblage de la SDH et de son activité, une diminution de la respiration
cellulaire, une augmentation de la production de ROS, une hypersensibilité au stress oxydant
et une diminution de I'espérance de vie (J. Huang et Lemire 2009). La mutation Arg230His,
également retrouvée dans les formes familiales de PGL chez I'étre humain, conduit a une
diminution du nombre de mitochondries, I'acquisition d’'un phénotype glycolytique de type
Warburg avec une augmentation des niveaux de pyruvate et de lactate. Elle s’laccompagne
d’un retard de développement et d’'une diminution de I'espérance de vie (Saskéi et al. 2020).

Chez la mouche Drosophila melanogaster, I'inactivation du géne SDHB est responsable d’'un
syndrome progéroide incluant une altération comportementale liée a I'age et une mortalité
prématurée. Les muscles impliqués dans le vol, qui comptent parmi les tissus les plus
énergétiques du régne animal, présentent des anomalies des mitochondries. Les mutants sont
déficients en complexe Il de la chaine respiratoire des mitochondries et la chaine de transport
des électrons est altérée. Ces défauts sont associés a une augmentation de la production
d’H.O- (Walker et al. 2006).

Chez le poisson Danio rerio, la mutation homozygote du géne SDHB est viable mais conduit
a une réduction de I'espérance de vie. Des modifications morphologiques sont observées,
incluant une altération du gonflement des vessies natatoires, entrainant une réduction
significative de I'activité ambulatoire. La muqueuse intestinale est également anormale avec
des repliements muqueux plus courts et une densité accrue de cellules en gobelet indiquant
une inflammation intestinale. Sur le plan biochimique, I'activité du complexe Il est diminuée et
s’accompagne d'une accumulation de succinate, comme cela est observé dans les PGL liés a
une inactivation du géne SDHB (Dalla Pozza et al. 2020).

Plusieurs équipes ont tenté de développer des modéles de PGL associés a des mutations du
géne SDHB chez les rongeurs dans le but de mieux comprendre ['étiologie et la
physiopathologie de la maladie chez I'étre humain, et de développer des thérapies ciblées
(Lepoutre-Lussey et al. 2016; Lussey-Lepoutre et al. 2018). Des rongeurs porteurs d’'une
mutation hétérozygote d’'un géne SDHx ne présentent aucune prédisposition au cancer
comparable a celle décrite chez I'étre humain. L'inactivation homozygote et donc compléte de
SDHB quant a elle, entraine une |étalité embryonnaire chez la souris, ce qui est également le
cas chez le rat (Powers et al. 2020). La mise en culture de PGL et PCC humains n’a pas abouti
a lisolement de lignées cellulaires stables (Bayley et al. 2022). Un modeéle cellulaire a
cependant été construit a partir de PCC induits chez des rats hétérozygotes pour SDHB et
irradiés aux rayons gamma (5 Gy) (Powers et al. 2020). Les tumeurs ont été greffées chez
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des souris NGS et une lignée RS0 a été dérivée de ces xénogreffes. Cette lignée présente les
caractéristiques des phéochromocytomes humains et constitue un modéle d'intérét.

7.2 Inhibition : effets neurologiques  de
’exposition expérimentale aux SDHIs non
pesticides

L’objet de ce paragraphe est d’évaluer si/lcomment les observations faites avec les inhibiteurs
non-pesticides (malonate, 3-NP et TTFA) peuvent permettre de reconnaitre et d’anticiper les
conséquences attribuables a I'inhibition de la SDH par les pesticides SDHI.

Le 3-NP, inhibiteur pharmacologique irréversible de la SDH, est un composé initialement
identifie comme responsable de foyers de pathologie des ganglions de la base due a
l'ingestion de sucre de canne infecté par le champignon Arthrinium fungus en Chine, se
manifestant notamment par une dystonie (He et al. 1995). De trés nombreux travaux
expérimentaux ont exposé le rat ou la souris au 3-NP comme un modéle de maladies
neurodégénératives affectant le striatum telles la maladie de Huntington (MH) ou la
dégénérescence nigro-striée (Brouillet et al. 1998; Fernagut et al. 2002). Les aires cibles
recouvrent en partie celles affectées par des mutations des complexes de la chaine
respiratoire, une cible étant le striatum. Chez le rat exposé au 3-NP, Blum et al., ont montré
une diminution significative de l'activit¢ SDH dans toutes les zones du cerveau (striatum et
cortex cérébral) et la diminution d’activitt¢ SDH était maximale dans la partie latérale du
striatum coincidant avec les Iésions observées a I'examen histologique (D. Blum et al. 2001).
Dans une étude ultérieure, Blum et al., ont montré, en contraste avec la perte spécifique des
terminaisons neuronales dopaminergiques, la méme densité de neurones immunoréactifs
pour la tyrosine hydroxylase (TH), I'enzyme impliquée dans la synthése des
neurotransmetteurs catécholamines, dont la dopamine, dans la substance noire (David Blum
et al. 2004). Akopian et al., ont montré, chez le rat, des altérations précoces de la plasticité
synaptique cortico-striatale, sans perte neuronale (Akopian et al. 2012). Chez la souris,
Saydoff et al., ont montré aussi que le 3-NP entrainait une diminution de l'activité des
complexes Il et lll, une altération des neurones et une diminution de 'activité des souris et de
leurs performances motrices évaluées par le test Rotarod (Saydoff et al. 2003). Le modéle
d’exposition au 3-NP a enfin fait 'objet de nombreux travaux chez des primates non humains
relatifs a la MH (Dautry et al. 1999).

Le malonate, inhibiteur réversible de la SDH, administré chez le rat induit également une
dégénérescence nigro-striée (Connop et al. 1996).

Par ailleurs, une étude récente a montré, parmi une série d’inhibiteurs chimiques des
complexes mitochondriaux | a V examinés, la capacité du TTFA, inhibiteur du site de liaison
de l'ubiquinone, a induire une dégénérescence du systéme nerveux dopaminergique au
niveau cérébral et intestinal, aprés exposition subchronique répétée par voie orale, y compris
chez des souris non transgéniques (Ahn et al. 2021).

Les mécanismes impliqués dans le développement des dommages neurologiques associés a
I'utilisation des inhibiteurs non-pesticides de la SDH s’apparentent a ceux mis en évidence
lors de I'excitotoxicité (Beal et al. 1993; Fernagut et al. 2002; Greene et al. 1993; Subramaniam
2020). La séquence d’excitation d’'un neurone menant a I'excitoxicité peut étre schématisée
ainsi : 1) le neurone au repos maintient un potentiel de membrane plasmique expliqué par de
grands déséquilibres ioniques Na+/K+, 2) : I'excitation cause I'ouverture de canaux ioniques,
et des mouvements de charges (flux ioniques selon leurs gradients électrochimiques) initiant
un potentiel d’action (dépolarisation), 3) la fermeture de canaux dépolarisant et 'ouverture de
canaux repolarisant permettent le retour du potentiel de membrane au potentiel de repos
(repolarisation), 4) si les capacités énergétiques du neurone sont insuffisantes, il ne peut
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rétablir ou maintenir la situation ionique initiale, car les différences de gradients
électrochimiques au repos sont maintenues par des 'pompes ioniques’ contre les gradients
électrochimiques et dépendantes de 'ATP. Dans ce cas, la dépolarisation est prolongée ce
qui augmente le risque d’'activité électrique anormale spontanée. Cela peut aggraver les
conséquences déléteres d’'un défaut du métabolisme. La mort neuronale peut étre immédiate
mais surtout le déséquilibre calcique peut initier une séquence d’événements menant avec un
certain délai a une mort certaine (Ludhiadch et al. 2022; Angelova et al. 2019; Bano et Nicotera
2007; Doble 1999). Le stress oxydant est une composante de cette séquence (Ferger et al.
1999; P. Kumar et al. 2014; Maragos et al. 2004; Liot et al. 2009; Lim et al. 2008; Subramaniam
2020; Ahn et al. 2021; Colle et al. 2013).

L’ensemble des données concernant le 3-NP et le malonate montrent globalement la
vulnérabilité particuliére du striatum et la symptomatologie motrice associée a son atteinte, qui
parait au moins partiellement liée a I'inhibition de l'activité SDH. La spécificité striatale de la
neurotoxicité n’est cependant pas absolue, comme en témoignent, par exemple, pour le 3-NP
des données récentes montrant une atteinte corticale et hippocampique chez la souris C57BI/6
exposée au 3-NP, associée a une pathologie de la protéine tau, protéine impliquée dans les
tauopathies chez I’humain, et a une réaction neuroinflammatoire microgliale (Lahiani-Cohen
et al. 2019).

Le TTFA, plus proche des fongicides SDHI que le 3-NP et le malonate, en termes de cible
moléculaire dans la chaine mitochondriale, induit des atteintes du systéme nerveux
dopaminergique chez des souris (Ahn et al. 2021).

7.3 Atteinte des complexes mitochondriaux lors
des maladies neurodégénératives chez I’étre
humain

Les travaux expérimentaux réalisés sur les inhibiteurs non pesticides de la SDH, comme le 3-
NP et le malonate, montrent leur effet néfaste sur le systéme nerveux central. Par ailleurs, un
grand nombre de données épidémiologiques et expérimentales ont indiqué une association
entre exposition a des pesticides et maladie de Parkinson, une maladie le plus souvent
sporadique, d’étiologie multifactorielle, ciblant particulierement les neurones dopaminergiques
du systéme nigro-strié (substance noire et striatum). Ce vaste ensemble d’études disponibles
a permis a 'EFSA de conduire des travaux pour construire en particulier deux AOP (Adverse
Outcome Pathway) a partir des exemples du paraquat et de la roténone (Terron et al. 2018;
EFSA et al. 2017). Dans I'exemple de la roténone, ainsi que celui d’un autre agent chimique,
le MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), la liaison au complexe | mitochondrial
est considérée comme I'événement moléculaire clé initiateur des mécanismes moléculaires a
l'origine de la maladie. L’inhibition du complexe | et la dysfonction mitochondriale qui en
résultent conduisent a la neuro-dégénérescence, dans un contexte ou la déficience du
complexe | mitochondrial a été rapportée dans la maladie de Parkinson (Schapira et al. 1989;
1990). En réalité, d’autres complexe mitochondriaux, notamment Il et IV, peuvent aussi étre
impligués dans la dysfonction mitochondriale (J.-L. Li et al. 2021). La séquence des
événements moléculaires mis en jeu a partir de la dysfonction mitochondriale aboutirait en tout
cas a l'effet néfaste clinique le plus spécifique de la maladie de Parkinson, représenté par les
troubles moteurs caractéristiques (bradykinésie, rigidité, tremblements au repos). Cette
séquence implique également de fagon importante des altérations de ’homéostasie protéique,
dont participe en particulier 'accumulation d’'une protéine, I'alpha-synucléine, sous une forme
mal repliée. Cette protéine représente ainsi le constituant protéique majeur des Iésions
cellulaires caractéristiques de la maladie, dans les cytoplasmes (corps de Lewy) et les
prolongements (neurites de Lewy) neuronaux. Une réaction neuro-inflammatoire (microgliose
et astrogliose) participe aussi de fagon majeure au processus Iésionnel. Alors qu’il existe trés
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souvent des interactions réciproques entre ces différents mécanismes moléculaires, qui les
exacerbent, le choix de la liaison au complexe | comme événement initiateur dans la
construction de 'AOP associé aux exemples de la roténone et du MPTP est motivé par le
caractere majeur de I'inhibition du complexe | qui résulte de leur action, mais n’exclut pas
d’autres évéenements moléculaires initiateurs possibles. Le role initiateur et causal de la
dysfonction mitochondriale peut ainsi étre discuté, dans cette maladie qui apparait a la fois
comme une mitochondriopathie et une protéinopathie (J.-L. Li et al. 2021). A titre d’exemple,
deux études récentes in vitro ont montré, pour l'une, l'induction directe par la roténone
d’anomalies de repliement de I'alpha-synucléine, associée a sa cytotoxicité (Srivastava et al.
2020), et pour l'autre, une association préférentielle de I'alpha-synucléine sous sa forme mal
repliée avec la mitochondrie (X. Wang et al. 2019), a l'origine d’'un déficit fonctionnel
mitochondrial. De fagon intéressante, plaidant en revanche pour un role initiateur de la
dysfonction mitochondriale, une autre étude récente a montré chez la souris que la délétion
dans les neurones dopaminergiques du géne Ndufs2 codant pour une sous unité essentielle
du complexe | (NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2) entrainait une perte
progressive de leur phénotype, d’abord axonale, associés a des déficits moteurs progressifs
(Gonzalez-Rodriguez et al. 2021).

Alors que la maladie de Huntington présente un déterminisme génétique, il est important de
souligner que les travaux historiques conduits avec le 3-NP (et le MPTP) représentaient plus
largement I'une des voies d’approche, chez la souris (Stefanova et al. 2003) ou les primates
non humains (Ghorayeb et al. 2000), dans la recherche difficile de modéles animaux d’'une
autre maladie le plus souvent sporadique, I'atrophie multisystématisée (AMS). Pouvant étre
de forme parkinsonienne (AMS-P) ou cérébelleuse (AMS-C) selon la localisation préférentielle
des lésions cérébrales (dégénérescences nigro-striée ou olivo-ponto-cérébelleuse), cette
maladie differe de la maladie de Parkinson par ses caractéristiques lésionnelles et sa
physiopathologie moléculaire. Elle est, en effet, fondamentalement caractérisée sur le plan
Iésionnel par des inclusions contenant I'alpha-synucléine mal repliée dans les cytoplasmes
des oligodendrocytes, associée a une composante neuro-inflammatoire. Des données
récentes paraissent impliquer le complexe Il mitochondrial dans cette maladie.

Des mutations dans le géne codant CoQ2 ont été décrites dans des cas génétiques d’AMS,
plus particulierement en Asie ou les formes cérébelleuses prédominent. Indépendamment
d’'une origine génétique, des niveaux réduits de co-enzyme Q10 ont par ailleurs été décrits
dans le cervelet de patients atteints de formes sporadiques d’AMS-P et C (Barca et al. 2016;
Schottlaender et al. 2016). Une déficience de CoQ10 est connue comme associée a une
réduction de quantité/activité du complexe Il dans d’autres pathologies (Monzio Compagnoni,
Kleiner, Bordoni, et al. 2018).

Deux études, liées, ont été publiées par Monzio Compagnoni et al. en 2018, portant sur la
biologie mitochondriale dans 'AMS. Elles soulignent I'importance potentielle du complexe Il
mitochondrial dans cette maladie particuliére.

La premiére étude porte sur la caractérisation de cultures primaires de fibroblastes issues de
biopsies cutanées provenant de patients dAMS-P (n = 7) ou C (n = 7), ainsi que de 6 sujets
appariés en age (Monzio Compagnoni, Kleiner, Bordoni, et al. 2018). L’analyse
spectrophotométrique de 'ensemble des enzymes respiratoires montre une réduction de la
succinate CoQ réductase (complexe Il) chez les patients, et une tendance, non significative, a
la réduction d’'activité succinate déshydrogénase (complexe IlI) et succinate ¢ réductase
(complexe lI+lll). Les analyses respirométriques montrent une tendance a la réduction de
consommation d‘O, dans les mesures impliquant le complexe Il. L’évaluation par Western blot
des complexes | a V montre une réduction uniquement significative pour le complexe Il. Une
réduction significative de coenzyme Q est observée par HPLC chez les patients (AMS-P et
MSA-C), tandis qu’'une augmentation de I'expression de 2 des 9 enzymes de biosynthése
examinées (COQS5 dans les ASA-P et C, COQ7 dans la AMS-C) est observée, qui pourrait
refléter un mécanisme de compensation.
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La seconde étude porte sur des neurones dopaminergiques produits a partir d'iPSC issues de
fibroblastes cutanés de 4 patients atteints d’AMS-P (n = 2) ou C (n = 2) (Monzio Compagnoni,
Kleiner, Samarani, et al. 2018). L’étude montre une altération des mécanismes d’autophagie
et une atteinte mitochondriale dans les cellules issues des patients, plus importante chez les
patients atteints ’AMS-P. Cette derniére se traduit, aprés analyse spectrophotométrique, par
une altération de l'activité de la chaine respiratoire au niveau des complexes Il et II+11l dans
les cellules issues des patients, par comparaison a celle issues des 5 sujets contrdles, incluant
une sceur jumelle de 'une des patientes. Une tentative de compensation de cette atteinte est
indiquée par 'augmentation de masse mitochondriale, les quantités accrues des complexes Il
(SDHA et SDHB) et lll, ainsi que de plusieurs enzymes impliquées dans la synthése de
CoQ10.

Ainsi, a I'instar des données associant la maladie de Parkinson a un déficit mitochondrial et
qui peuvent impliquer des substances neurotoxiques affectant de fagon majeure le complexe
I mitochondrial, un lien entre 'AMS, maladie neuro-dégénérative beaucoup moins fréquente,
et une déficience du complexe Il mitochondrial est plausible ((Monzio Compagnoni, Kleiner,
Bordoni, et al. 2018 ; Monzio Compagnoni, Kleiner, Samarani, et al. 2018).
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8 Toxicité par organes

L’analyse des 14 SA permet la comparaison de leur toxicité par organe ou par systéme. Des
effets toxiques communs ont été identifiés et sont décrits ci-dessous. Néanmoins, des effets
retrouvés pour une substance en particulier sont décrits dans les sections « points d’attention
spécifiques a la substance », dans les chapitres dédiés aux substances (section 6).

8.1 Toxicité hépatique

Sur les 14 composés de la famille des SDHI revus dans le cadre de cette saisine, plusieurs
d’entre eux ont expérimentalement induit une hépatomégalie (augmentation du volume et du
poids du foie) chez des animaux traités. La majorité des hépatomégalies identifiées se
caractérisait par une hypertrophie des hépatocytes avec des changements biochimiques. Au
total, 11 composés sur 14 ont induit une atteinte hépatique, retenue comme effet critique
(Tableau 55). Trois SDHI (isofetamid, isopyrazam et pydiflumetofen) induisent une
hypertrophie des hépatocytes, principalement centrolobulaire, associée a des anomalies
biochimiques (augmentation de la bilirubine et/ou élévation de lactivité des enzymes
hépatiques). Huit composés (benzovindiflupyr, bixafen, boscalid, fluopyram, fluxapyroxad,
penflufen, penthiopyrad, et sedaxane) ont induit une atteinte hépatique associée a une atteinte
thyroidienne. Des effets hépatiques ont également été observés dans des études n’ayant pas
servi de base a la construction des VTR (ex. carboxine). Plusieurs substances SDHI ont induit
des tumeurs hépatiques a des doses supérieures a celles retenues pour établir les VTR
(notamment carboxine, fluxapyroxad, penflufen, penthiopyrad, pydiflumetofen, sedaxane).

D’aprés les dossiers réglementaires revus par le GT, I'induction des enzymes du métabolisme
hépatique suite a une exposition aux SDHI repose sur l'activation de récepteurs et tout
particuliecrement CAR (constitutive androstane receptor) / PXR (pregnane X receptor).
L’expression de CAR est trés majoritairement retrouvée dans le tissu hépatique mais il est
également présent au niveau du systéme nerveux central, de I'intestin, du rein et des poumons
(Daujat-Chavanieu et Gerbal-Chaloin 2020). Son role extra-hépatique a été assez peu étudié.

Jusqu’a présent, les récepteurs impliqués dans un mode d’action (MOA) responsable de
I'hépatocarcinogenése chez les rongeurs sont CAR, PXR, PPARa (peroxisome proliferator-
activated receptor alpha) et AhR (aryl hydrocarbon receptor) (Lake 2018; Yamada, Cohen, et
Lake 2021). De nombreuses études rapportent des interactions entre CAR et PXR, activés par
un méme agent avec un effet variable selon le récepteur. L'activation du récepteur CAR est
'un des contréles de I'activité des enzymes CYP1A, CYP2B, CYP3A et CYP4A, d’autres
récepteurs nucléaires étant aussi impliqués dans I'expression des enzymes hépatiques.

L’induction de mCAR chez les rongeurs comme mécanisme d’hépatocarcinogenése et de la
stimulation secondaire de la glande thyroide est invoquée pour qualifier ces effets comme non
pertinents pour I’humain (cf. section 0). Cette hypothése repose sur la comparaison avec le
phénobarbital qui est un activateur de CAR chez les rongeurs. Le réle de CAR a été démontré
dans le processus de la cancérogenese hépatique chez les rongeurs alors que ce mécanisme
ne serait pas retrouvé chez 'humain (L. Li et al. 2019; Ross et al. 2010). Le phénobarbital est
cependant classé par le CIRC comme cancérigéne possible (2B) en 2001, notamment au
niveau cérébral chez I'humain (CIRC 2001). Les approches MOA liées aux approches « PB-
like effects » sont donc a prendre avec précaution.

Afin de procéder a I'analyse de la toxicité des SDHI sur le foie, le GT a examiné les dossiers
réglementaires au regard de la littérature scientifique.
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Une étude sur le boscalid chez le poisson-zébre décrit une hépatotoxicité associée a une
baisse de l'activit¢ SDH, de la synthése d’acides gras et de la gluconéogenése et une
augmentation de la glycogénogenése a 0,1 mg/L. A la dose plus faible de 0,01 mg/L, la beta-
oxydation des acides gras serait augmentée. Ces altérations hépatiques ont des
conséquences sur la concentration sanguine de glucose (Qian et al. 2021), qui est plus basse
chez les animaux exposés.

En dehors des SDHI revus par le GT, une étude chez le poisson-zébre avec le thifluzamide,
un SDHI non autorisé en UE, montre des dommages hépatiques chez I'adulte aprés 21 jours
d’exposition, avec une vacuolisation dans les hépatocytes, de la nécrose, des congestions de
la veine centrale, une stase des sinusoides hépatiques (Yang Yang et al. 2016). Ces effets
sont visibles dés 0,19 mg/L avec une relation dose-effet. Ces altérations s’accompagnent
d’une baisse de l'activité SDH aprés 28 jours d’exposition (Yang Yang et al. 2016; 2020). En
2017, une étude supplémentaire portant sur une fonction hépatique majeure, la régulation
glycémique, démontre une inhibition de la glycolyse aérobie et anaérobie, avec une
augmentation de la glycogénogenése et une stimulation de la voie des pentoses phosphate
(Yang Yang et al. 2017). En 2018, il est noté également une baisse des triglycérides et du
cholestérol total, associée a une baisse des activités de la lipase hépatique de la lipoprotéine
lipase, de I'Acide Gras Synthase et de la carnitine palmitoyltransferase (CPT-I) (Yang Yang et
al. 2018). D’autre part, le malonate, qui inhibe pharmacologiquement la SDH est également
capable d’induire la NASH (Non-Alcoholic Steato Hepatitis) par accumulation de succinate et
I'activation de GPR91 dans les cellules étoilées, selon un mécanisme dépendant de la sirtuin
3 (Li 2016).

En résumé, les études expérimentales analysées dans les dossiers réglementaires indiquent
que I'exposition a la plupart des SDHI induit des effets hépatiques. Ces effets se caractérisent
principalement par une hypertrophie des hépatocytes avec une augmentation de l'activité des
enzymes hépatiques.

Une position divergente concernant cette partie est présentée en annexe.

8.2 Effets sur la thyroide

Des effets identifiés impliquant I'exposition aux SDHI étudiés dans le cadre réglementaire ont
été étudiés sur une ou plusieurs espéces principalement : rat, souris, chien. La mise en
évidence d’'un possible effet sur la régulation de la fonction thyroidienne repose sur les
analyses suivantes : (i) poids relatif de la thyroide, (ii) cytologie et histopathologie de la glande,
(iii) dosages d’enzymes du métabolisme hépatique et dosages hormonaux (T3, T4 et TSH).
En rapport avec I'implication des hormones thyroidiennes (HT) dans de nombreuses fonctions
et métabolismes, les conséquences d’une dysthyroidie peuvent se manifester par des signes
cliniques (poids, comportement, cardiaques...), des modifications de certains paramétres
sanguins (cholestérol, calcémie...) et des effets sur le neurodéveloppement qui peuvent étre
observés selon le type d’expérimentation et le modéle animal.

Les perturbations de la fonction thyroidienne par des agents chimiques résultent d’'une action
a des niveaux différents :

(i) régulation hypothalamo-hypophysaire,

(i) synthése des HT par la glande thyroide,

(iii) liaison aux transporteurs et distribution des HT aux différents tissus,
(iv) métabolisme périphérique des HT (déiodation, conjugaison),

(v) meétabolisme cellulaire des HT et liaison aux récepteurs.
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Dans les dossiers réglementaires relatifs aux SDHI, il est généralement mis en avant un
mécanisme d’action chez les rongeurs passant par 'activation du récepteur nucléaire CAR,
comme pour le phénobarbital, pour justifier de la non pertinence des effets thyroidiens pour
’humain (McClain 1989). L’activation du récepteur nucléaire CAR déclenche linduction
transcriptionnelle d’enzymes du métabolisme hépatique de phase | (famille des
cytochromes...), de phase |l (UDPGT ou uridine diphospho-glucuronyltransférases,
sulfotransférases...) et de phase lll (transporteurs intervenant dans I'élimination de substances
exogénes et endogénes). L'induction de UDPGT1A1 (UDPGT 1 polypeptide A1) participe a la
clairance des HT (T3 et T4) par glucuro-conjugaison et élimination biliaire. La baisse des taux
plasmatiques d’'HT conduit a un rétrocontrdle sur I'axe hypothalamo-pituitaire-thyroidien avec
une production compensatrice de TSH.

L’activation du récepteur nucléaire CAR participe au processus d’hyperplasie, ce qui peut
faciliter le développement de tumeurs bénignes ou malignes hépatiques, mais aussi de
tumeurs de la thyroide du fait de 'augmentation du catabolisme des hormones thyroidiennes
(adénomes, voire carcinomes) (Figure 19).

Ce mécanisme est généralement considéré comme non transposable a I'étre humain. En effet,
’humain exprime la TBG (thyroxine binding globulin) sérique, une protéine qui assure le
transport plasmatique des HT. La TBG est absente chez le rat, avec pour conséquence une
demi-vie des HT plus courte chez le rat. De plus, chez I'humain, la glande thyroide stocke une
quantité élevée de thyroglobuline, ce qui limite le risque de déplétion en HT et I'induction par
la TSH d’hyperplasie compensatrice (Hurley 1998).

Exposition SDHi

Activatigh des récepteurs Hypertrophie/hyperplasie
nucléaires CAR/PXR hépatocytes
| 1 UDPGT hépatique |
| | 13etTa |
hypertrophie cellules folliculaires
| f Toh | —— hic el :
augmentation poids de la thyroide
Hyperplasie des cellules adénome/carcinome cellules
. . . — . .
folliculaires thyroidiennes folliculaires
Evénement clé Evéenement associé Tumorigenése

Figure 19 : Toxicité thyroidienne des SDHI et MoA

8.2.1 Effets thyroidiens comme effets critiques des VTR

Les études clés pour la détermination des VTR mentionnent diverses perturbations de la
thyroide qui sont retrouvées isolées ou associées : augmentation du poids relatif de la glande,
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hypertrophie et/ou hyperplasie, altération du colloide... Ces effets critiques sont présentés
avec ceux du foie dans le Tableau 54: .

La majorité des SDHI étudiés présentent des effets sur la thyroide, seuls ou en présence
d’effets hépatiques, décrits dans les dossiers réglementaires. Pour 7 SDHI sur les 14 étudiés,
les effets thyroidiens apparaissent comme étant les effets les plus sensibles (effets
critiques) dans les études disponibles dans les dossiers réglementaires et sont utilisés pour la
dérivation de VTR : 3 SDHI (bixafen, boscalid, flutolanil) pour la dérivation d’AOEL et 5 SDHI
(benzovindiflupyr, bixafen, fluopyram, penflufen, sedaxane) pour la dérivation de DJA. Pour 6
SDHI (benzovindiflupyr, bixafen, boscalid, fluopyram, penflufen, sedaxane), I'effet thyroidien
est retrouvé en présence d'un effet hépatique.

En premiére approximation, une présence simultanée d’une induction de TSH et d’'un effet
d’hypertrophie/hyperplasie hépatique peut évoquer un mode d’action partagé.

Tableau 55 : Effets critiques des SDHI sur la thyroide et le foie retenus dans la détermination
des VTR retenues par le GT

Etude clé Effet critique
SDHI AOEL DJA AOEL DJA
Benzovindiflupyr Rat 2G Rat 2 ans Foie (hypertrophie du foie), ... Foie (incluant hypertrophie et
vacuolisation), thyroide

(adénome), ...

Bixafen Rat 90j Rat 2 ans Foie (hypertrophie) et thyroide Foie (incluant hypertrophie et 1
(hypertrophie des cellules cholestérol) et thyroide
folliculaires) (altération colloide)
Boscalid Chien 1 an Rat 2 ans Foie (1 poids et biochimie Foie
altérée), thyroide (1 poids), ...
Carboxin Rat 90j Rat 2 ans Autres effets Autres effets
Cyflumetofen Rat 2G Rat 2G Autres effets Autres effets
Fluopyram Souris 90j Rat 2 ans Foie (effets sur le poids, sur Foie, thyroide (hypertrophies
biochimie et en histologie) folliculaire et altération de la
colloide), ...
Flutolanil Rat 90j Rat 2 ans Thyroide (1 poids relatif des Autres effets
glandes thyroidiennes)
Fluxapyroxad Rat 90j Rat 2 ans Foie (1 poids, hypertrophie) Foie (hypertrophie, adénomes
hépatocellulaires)
Isofetamid Chien 1an | Chien 1 an Foie (1 poids du foie, 1 ALP et Autres effets
(éval 90j) hypertrophie),...

Isopyrazam Rat 2G Rat 2 ans |Foie (1 poids et hypertrophie), ... Foie (incluant hypertrophie)
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Penflufen Chien 1 an Rat 2 ans Foie (hypertrophie) Foie (incluant hypertrophie) et

thyroide (incluant altération de la
colloide)
Penthiopyrad Rat 2G Rat 2 ans Foie (1 poids relatif), ... Autres effets
Pydiflumetofen Lapin Souris 1,5 Autres effets Foie (1 poids et Iésions
(développem ans histologiques), ...
ent)
Sédaxane Rat 90j Rat 2 ans Autres effets Foie (1 poids absolu et/ou relatif,

hypertrophie des hépatocytes
centrolobulaires) et thyroide
(hypertrophie des cellules
folliculaires, colloide basophile et
desquamation de I'épithélium
folliculaire), ...

2G : 2 générations ; [...] : autres effets associés
8.2.2 Effets hépatiques et thyroidiens observés dans les études réglementaires

Les résultats des études impliquant les inter-relations entre le foie et la thyroide sont rapportés
dans le Tableau 57. Toutes les modifications histologiques, enzymatiques ou biologiques
associées a un effet toxique sur le foie et la thyroide ne sont pas rapportées dans ce tableau.
L’intérét est porté sur une induction des enzymes hépatiques de conjugaison (UDPGT),
dépendante de I'activation du récepteur nucléaire CAR, afin de valider le mode d’action des
dysthyroidies, proposé dans les dossiers réglementaires.

L’exposition des rongeurs ou du chien par voie orale aux SDHI a conduit & une augmentation
statistiquement significative du poids de la thyroide et de celui de la parathyroide pour 11
d’entre eux. Pour les trois SDHI n’induisant pas d’augmentation de poids (benzovindiflupyr,
bixafen, penflufen), 'exposition est associée a des modifications histologiques de la glande
thyroide avec de plus, pour le benzovindiflupyr et le bixafen, des modifications des
concentrations plasmatiques d’hormones (T3, T4, TSH) qui signent une atteinte de la
régulation thyroidienne. En revanche, parmi les SDHI qui sont associés a une augmentation
du poids de la thyroide plus celui de la parathyroide, quatre d’entre eux (carboxine,
cyflumetofen, flutolanil, isopyrazam) n’ont pas induit de modifications histologiques de la
glande thyroide, ou de variation des concentrations plasmatiques des hormones thyroidiennes
quand celles-ci sont dosées.

Des tumeurs thyroidiennes sont rapportées pour 4 SDHI a des doses supérieures au point de
départ d'une VTR :

- l'exposition au cyflumetofen est associée a une augmentation statistiquement
significative de l'incidence de carcinomes des cellules C (ou parafolliculaires) de la
thyroide a la dose de 220 mg/kg pc/j chez le rat (30,6%). Cette observation n’a pas été
prise en compte dans I'analyse du RAC sur la base des arguments suivants : (i) les
tumeurs sont observées dans une seule espéce et un seul sexe (males), (i) une
incidence plus élevée des tumeurs bénignes est retrouvée aux fortes doses
d’exposition mais les valeurs entrent dans la gamme des contrbles historiques), (iii)
l'incidence chez les contréles (18%) correspond a la valeur la plus élevée des controles
historiques (RAC, 2017). En outre, il n’est pas observé d’effets sur le foie dans cette
étude. Cependant, l'incidence observée chez les rats exposés est hors des HCD
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(données de contrdles historiques) et il n’est pas exclu que I'effet cancérogéne puisse
étre extrapolé a '’humain, ce qui a conduit au classement Carc. 2 (H351) de la
substance active. Une étude sur 2 générations chez le rat montre, chez les femelles
de la génération parentale (F0), une augmentation relative du poids de la thyroide a la
dose de 121,6 mg/kg pc/j, sans effet histologique associé. Le foie n’est pas non plus
atteint.

- L’exposition a lisofetamid ou au pydiflumetofen est associée au développement
respectivement d’adénomes des cellules C ou d’adénomes de la thyroide chez le rat.
La valeur de l'incidence entre dans la gamme des contréles historiques présentés dans
le dossier. Des effets hépatiques sont également retrouvés de maniére simultanée. En
outre, une induction des UDPGT a conduit I'Etat membre rapporteur du pydiflumetofen
a considérer cet agent avec un MOA similaire a celui du phénobarbital. Cependant, le
pydiflumetofen est classé Carc. 2 (H351).

- P'exposition chronique a l'isopyrazam est associée au développement d’adénomes de
la thyroide (12% chez les méles a la dose de 173 mg/kg pc/j) mais I'incidence est
proche de celles des contrdles historiques du laboratoire (16-9,6%, 3 études 2007-
2009), et une absence de relation dose-effet a été invoquée pour ne pas prendre en
compte cet effet. Cependant, I'isopyrazam est classé Carc. 2 (H351).

De plus, les personnes portant des mutations sur I'un des 4 génes codant la SDH
présentent un risque augmenté de cancers papillaires de la thyroide (Ni et al. 2015).

8.2.3 Incertitudes sur un mode d’action « phenobarbital-like » des
SDHI

Si le MoA chez les rongeurs mentionné dans les dossiers réglementaires rappelle celui du
phénobarbital, cette conclusion peut étre discutée sur la base de :

(i) lacunes expérimentales ou de résultats incohérents
(i) d’effets sur la glande thyroide observés chez le chien

Une synthése de résultats expérimentaux est présentée dans le tableau 56.

Tableau 56. Schéma récapitulatif des données correspondant a un effet sur la glande
thyroide
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PARAMETRES

1 cvezs
CYP3A

SDHI l T3 ‘ T4 T TSH CAR TUDPGT

Benzovindiflupyr

Bixafen

Boscalid

Carboxin

Cyflumetofen

Fluopyram

Flutolanil

Fluxapyroxad

Isofetamid

Isopyrazam

Penflufen

Penthiopyrad

Pydiflumetofen

Sedaxane

Absence de donnée

Valeurs significatives et cohérentes
Valeurs significatives mais incohérentes avec I'endocrinologie

o Mode d’action validé au plan expérimental

Des données mécanistiques sont disponibles dans les dossiers réglementaires du boscalid et
du benzovindiflupyr confirmant ce mécanisme d’action. En effet, les événements clés observés
chez les rongeurs (concentrations circulantes des hormones thyroidiennes, hépatomégalie
associée a une augmentation d’activité des enzymes de phase Il, hypertrophie/hyperplasie
des thyréocytes) sont rapportés pour ces 2 SDHI. L’induction des enzymes hépatiques aprés
exposition aux SDHI est probablement contrélée par le récepteur CAR, bien que ce ne soit
pas le seul régulateur d’expression des enzymes de phase |, Il et lll du métabolisme hépatique.
L’hypothése d’une perturbation endocrinienne du benzovindiflupyr a été soulevée tenant
compte des effets reprotoxiques et de toxicité sur le développement périnatal. Un lien entre
une perturbation de la régulation thyroidienne et un effet sur le neurodéveloppement pourrait
étre évoqué.

Le boscalid est inducteur des enzymes hépatiques de phase | et Il chez les rats males et
femelles exposés pendant 28 jours. Cette induction des enzymes hépatiques est associée a
une diminution de T4, une augmentation de TSH ainsi qu’a une augmentation de l'incidence
des adénomes des cellules folliculaires chez les rats males.

o Mode d’action incomplétement validé au plan expérimental

Pour 11 SDHI, il existe des données dans les dossiers réglementaires permettant de confirmer
partiellement ce mode d’action :

- L’exposition au bixafen a conduit & une augmentation de la TSH chez le rat (a 130
mg/kg pc/j) dans une étude de 90 jours. Une étude mécanistique de 14 jours conduite
chez le rat (a la dose de 150 mg/kg pc/j) montre chez les femelles, une augmentation
de la TSH dés le 3°™e jour d’exposition, avec une faible diminution de T3 au méme jour.
Cet effet n’est pas retrouvé au 7™M et 14°™e jour et il n’y a pas d’effet sur T4. Chez les
maéles, il est rapporté une faible diminution de T4 au 14®™e jour, pas d’effet sur T3 et
une augmentation de TSH au 14®™e jour. L’étude de toxicité chronique 2 ans chez le
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rat montre des effets sur la thyroide (altération du colloide) chez les males et les
femelles aux doses intermédiaires (12,1 et 17,4 mg/kg pc/j).

- L’exposition au cyflumetofen est associée au développement de carcinomes des
cellules C thyroidiennes chez le rat mais aucun dosage des enzymes du métabolisme
hépatique n’a été réalisé pour valider le mode d’action impliquant I'activation de CAR.

- Pour le fluopyram, le fluxapyroxad, I'isofetamid, le penthiopyrad et le sedaxane, une
induction des enzymes hépatiques de phase | et Il est observée mais les dosages de
TSH, T3 et T4 donnent des résultats incohérents (voir Tableau 57: par exemple une
augmentation du taux sanguin de TSH avec une augmentation contemporaine de T4).

- L’activité des enzymes hépatiques de phase | et Il est induite par le pydiflumetofen
mais aucun dosage des HT n’est rapporté.

- Pour le penflufen, seules les activités des enzymes de phase | sont rapportées et aucun
dosage des HT n’a été rapporté.

- Pour l'isopyrazam, I'effet est considéré comme fortuit dans le dossier réglementaire et
en conséquence les dosages (HT, enzymes de phase Il, activation de CAR) n’ont pas
été réalisés.

- Pour le flutolanil, seule une augmentation du poids de la thyroide chez le rat est
observée, sans modification histologique, ni augmentation de TSH. Cette substance
active n’est pas considérée comme toxique pour la thyroide. Cependant, une étude
chez le poisson zeébre montre que l'exposition aigué au flutolanil entraine des
altérations de biomarqueurs signataires d’une perturbation de la régulation
thyroidienne : TRH (thyroid releasing hormone), TSHR (thyroid stimulating hormone
receptor), TPO (thyroid peroxidase), Dio1 (dioxigenase 1), TRa (thyroid hormone
receptor alpha) et UGT1ab. Ce résultat illustre I'intérét de tester plusieurs modéles pour
répondre a la question d’un effet perturbateur thyroidien (Teng et al. 2018).

Afin de tester 'hypothése mécanistique sous-jacente, des expérimentations complémentaires
ont été réalisées pour certains SDHI, avec le dosage de la TPO (thyroxine peroxydase) ainsi
que l'utilisation de souris KO pour CAR/PXR et humanisées exprimant hCAR/hPXR (Tableau
56Tableau 57).

e Effets sur la thyroide du chien

Des expérimentations ont été conduites chez le chien (90 jours, 1 an) avec les résultats
suivants :

- Une augmentation du poids de la thyroide, une hypertrophie diffuse et une
hyperplasie focale des cellules folliculaires suite a une exposition au boscalid, au
penthiopyrad et au pydiflumetofen. Dans ces études, aucun dosage des HT n’est
rapporté.

- Des maodifications cytologiques et histopathologiques sont observées, sans
augmentation de poids de la thyroide, chez des chiens exposés au fluopyram, a
l'isofetamid, au penflufen et au sedaxane. Comme pour les composés précédents,
aucune recherche d’'un MOA n’a été envisagée.

L’enchainement des événements commengant par une induction enzymatique au niveau du
foie et conduisant a une dérégulation de la thyroide est spécifique aux rongeurs. En
conséquence, si un effet est observé sur la thyroide des chiens, le mécanisme devrait étre
différent et aurait dG conduire a une investigation additionnelle.

Version finale page 160/ 318 Avril 2023



Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

Tableau 57 : Effets des SDHI sur la thyroide et le foie d’aprés les études court ou long terme chez les rongeurs et/ou le chien

Thyroide Foie
1 enz " )
, | histolo Cibles - fenz Explication d'une
SDHI Etude 1 Poids . Hormones Tumeur Toxicité phase absence d’extrapolation Remarques
gie enzyme phase Il s .
I a I’lhumain
Benzovindiflupyr | Rat 28j, 90j, 2 | non Oui 1 T3, T4 TPO nég | Thyroide : 1 poids nd UDPGT |Adénome chez rat mais | Adénome rat/souris : résultat inverse
. . Cfoie > . )
ans + TSH adénome cytologie pas fourls , UGT : foie >|avec le phénobarbital
cellules thyroide
folliculaires
Bixafen Rat90j, 2 ans | non Oui 1+ TSH nd adénome, poids BROD, |nd Foie > thyroide ; légére |Alimentation déficitaire en vit K.
. . . PROD incertitude; valeur cancéro | Mortalit¢ env 50% étude 2 ans
Souris 1,5 an carcinome | cytologie ] .
(rat F) (rat F) dans valeur haute | (2008). Données de mauvaise]
HCD qualité. HCD non acceptable (2002)
Boscalid Chien 1 an Oui (chien|Oui rat nd adénome poids EROD, |pNP-GT, |HCD (20 ans) rat F, non|HCD non acceptable. Non
et rat) (chien (rat) . PROD, | MUF- génotoxique, non | génotoxique mais effets
Rat 2 ans et rat) LT3, T4 cytologie BROD |GT, mutagéne épigénétiques.
1+ TSH HOBI-
GT
Carboxin Rat90j, 2 ans|oui chien|Non nd nd nd poids nd nd nd DJA basée sur étude 2 ans raf
Souris 1.5 an male,. 4 cytologie nephrotO).(.|C|te, hyperplasie
semaines parathyroide
Cyflumetofen Rat 28j, 2 ans | Oui Non nd nd Carcinome | poids (M et |nd nd nd Absence de conclusion en histologie
(28j,#1) cellules C|F), pour les études (expérience #1 ,rats|
(M) cytologie M et 2G) : aucun effet ?
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Thyroide Foie
1 enz " )
, | histolo Cibles - fenz Explication d'une
SDHI Etude 1 Poids . Hormones Tumeur Toxicité phase absence d’extrapolation Remarques
gie enzyme phase Il ™ .
I a ’lhumain
non (rat
#2)
oui (2G
FO)
Fluopyram Rat 90j, 2 ans | Oui (rat) Oui Rat TPO neg | Adénome Poids, BROD, |UDPGT |Souris CAR/PXR KO et|Taux sanguin des HT en
Souris 1.5 an (rat, TSH (rat et|cytologie |PROD, |(souris) |cellules > effet activation |contradiction avec le mécanisme de
’ chien 1 souris) EROD CAR. MoA : PB-like rétro-controle de T3/T4 versus TSH
Chien 1 an M) 1 T3, T4 carcinome
Souris (souris M)
T4, TSH =
Flutolanil Rat 90j Oui (rat,|Non TSH = (rat) |nd nd Poids nd nd Poids (rat) pris en compte | PE chez poisson zébre. Absence
Chien 90j chien) Cytologie pour AOEL. relation poids/histologie
(chien) Pas extrapolation pour
I'humain
Fluxapyroxad Rat 28j, 90j, |Non (28], |Oui 1 TSH, T3 et| TPO neg | Carcinome | Poids BROD, | T4-UDP- |[Non cancérogéne chez|Taux sanguin des HT en
2ans 90j) oui (2|(28j, T4 cellules Cviologie PROD, |GT souris. contradiction avec le mécanisme de
ans M) 90j) folliculaires ylolog EROD Hypertrophie/hyperplasie | rétro-controle de T3/T4 versus TSH
(M) thyroide secondaire a
activation d’'UGT.
Isofetamid Rat 28], 90j, 2| Oui (rat 1|Oui 1 T4 nd Cellules C|Poids CYP- |UDPGT |UGT: foie > thyroide, |HCD sur 10 ans, incidence adénome
ans, 2G et 2 ans, P | (rat, adenome 450 (rat M |adénome cellules C dans|cellules C 9,8% M et 11,8% F au-
28j) HCD, pas dose-réponse dela des valeurs HCD.
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Thyroide Foie
1 enz " )
. | histolo Cibles -y tenz Explication d’'une
SDHI Etude 1 Poids . Hormones Tumeur Toxicité phase absence d’extrapolation Remarques
gie enzyme phase Il ™ .
I a ’lhumain
Souris 90j et F1 rat|souris, |TSH et T3 = Cytologie |(rat M Absence de dosages HT. Effet
Chien 90j 2G) chien) |(rat M 28j) (rat) 28j) hyperossification dans étude 2G,
Dosage HT ?
Isopyrazam Rat 28j, 90j, 2| Oui (90j) |Non nd nd Adénome Poids BROD, |nd Forte dose (12%), pas effet | Absence étude KO CAR/PXR,
ans, 2G Carcinome | Cvtologie PROD, dose ; HCD (3 études) 1,6- | thyroide adénome forte dose mais
(M) ytolog EROD 9% mais valeur dans RITA |carcinome  dose  intermédiaire.
(1983-2003). PB-like Absence dosage UDPGT. Absence
relation poids/histologie
Penflufen Rat 90j, 2 ans | non Oui (rat|nd Nd Adénome Poids, BROD, (nd PB-like Absence dosage UDPGT, HT. Effet
Souris 2}, 90j, 90j, 1 (souris F) Cytologie |PROD chgz le chien: h|§tolog|e ’t’hyr0|de.
an et (3 Faible taux de survie dans 'étude rat
1,5an . |
chien espéeces) 2 ans.
Chien 8j, 90j, 28j, 1 Adénome
1an an) (rat,
souris)
carcinome
(souris)
Penthiopyrad Rat 90j, 2 ans, | Oui Oui 1 T4, 1 TSH |Nd Adénome Poids PROD |UDPGT |Valeur légérement | Dosages hormonaux : une seule
2G (souris, (rat, (rat M) Adénome/ supérieure HCD, seuls M |étude. | T4 (7 et 14)) a forte dose ef
Souris 90i. 1.5 chien F | souris, carcinome sont affectés, UGT =|augmentation de TSH (7j). Phase
an b 90j) chien (rat foie>thyroide ; PB-like récupération T4 taux normal et TSH
90j F) . taux * 2.5 fois (n.s). Dosage HT ?
. . souris)
Chien 18j, 1
an (90)) Tumeurs
(chien)
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Thyroide Foie
1 enz " )
, | histolo Cibles - fenz Explication d'une
SDHI Etude 1 Poids . Hormones Tumeur Toxicité phase absence d’extrapolation Remarques
gie enzyme phase Il ™ .
I a ’lhumain
Pydiflumetofen |Rat90j, 2 ans, | Oui (rat FO|oui (rat|nd TPO neg | Adénome Poids PROD |UDPGT |Valeur incidence adénome | Doses faibles pour étude
2G et F1, 2G;|90j, FO (FO rat F, Cviologie | BROD (rat M) |dans HCD (7 études 2009- | cancérogenése 2 ans. Etude
Souris 901 1 5| chien M et 2G) ylolog (sours 2015); PB-like UDPGT chez M, tumeurs chez F.
b1 90j) F1,2G) 3 MoA sur cellules humaines mais
an R ) , .
espéces) d'un seul donneur. Possible
Chien 90j, 1 carcinome implication en cancérogenese du
an métabolite 2,4,6-TCP
adénome
(souris M)
Sédaxane Rat 90j, 2 ans, | Oui (rat) Oui 1 T3, T4 TPO neg | Adénome Poids PROD |UDPGT |Induction enzymes phase | | Absence d’étude sur CAR/PXR KO,
2G (rat, cellules cytologie (rat) et Il, induction phase S|Essai de prolifération a partir d’'un
. TSH = . . BROD X . . o
Souris 90i. 1 chien folliculaires | (rat) (rat hépatocytes (rat), induction | seul donneur d’hépatocytes|
an )1 90j) (rat M) Adénome sou,ris) CAR et PXR (génes|humains. | T3aJ2,4,8, 15 (rat) mais
(rat rapporteurs in vitro) T4 seulement a J2. Etude 28j (rat)
Chien 90j, 1 sou’ris) PB-like pas d’effet sur les taux d’HT (FT3,
an TT3, FT4, TT4 et TSH). Effet chez le
Carcinome chien a 90j (mais pas a 1 an).
(souris M)

TPO : thyroid peroxydase ; PB : phénobarbital ; enzymes hépatiques de phase | : BROD : benzyloxyrésorufin O-déalkylation, PROD: pentoxyrésorufin O-déalkylation; BROD
et PROD sont des biomarqueurs d’'une induction de CYP2B et CYP3A ; EROD : éthoxyrésorufin O-dééthylation est un biomarqueur d’'une induction de CYP1A1; enzyme
hépatique de phase Il : UDPGT : uridine 5'-diphospho-glucuronyltransférase ; F : femelles ; M : méles ; 2G : étude sur 2 générations ; n.s : non statistiquement significatif ;
nd: non déterminé
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e Autres résultats

On ne peut pas exclure que certains SDHI soient des perturbateurs thyroidiens
indépendamment de l'inhibition de la SDH, comme cela est suggéré par les travaux de 'EPA
a travers leur programme (U.S. EPA Endocrine Disruptor Screening Program).

En résumeé, concernant la toxicité sur la thyroide, le GT considére que la transposabilité des
effets observés chez les rongeurs a I'étre humain ne peut pas étre exclue sur la base des
données disponibles. En effet, I'hypothése généralement avancée dans les dossiers
réglementaires est basée sur une induction enzymatique hépatique, mode d’action similaire a
celui du phénobarbital. Cependant, cette hypothése n’a pas été systématiquement investiguée
en particulier lorsque les résultats des dosages ne validaient pas ce mode d’action. De plus,
pour certains SDHI, des effets sont retrouvés chez le chien, dont la régulation de la fonction
thyroidienne est proche de celle de 'humain. Cela constitue des informations qui mériteraient
des investigations complémentaires sur la régulation thyroidienne chez le chien. Ainsi, chez
’humain, des incertitudes persistent sur une potentielle perturbation de la régulation
thyroidienne.

Une position divergente concernant cette partie est présentée en annexe.

8.3 Effets sur les surrénales

Les effets des SDHI sur les glandes surrénales ont particulierement retenu I'attention du GT
car c'est a partir des cellules chromaffines de la zone interne de la glande surrénale
(médullosurénale) que peuvent se développer des phéochromocytomes lorsqu’un des génes
SDHx est muté a I'état homozygote, entrainant une inactivation de I'enzyme.

D’aprés les données de la littérature, les phéochromocytomes peuvent apparaitre avec une
fréquence relativement élevée lors du vieilissement chez le rat male. Ainsi, Greim et al.
rapportent des études montrant une incidence d’environ 10 % et 29 % chez le rat Wistar aprés
24 et 30 mois, respectivement (Greim et al. 2009). Cette revue générale indique également
que les phéochromocytomes apparaissent avec une fréquence relativement élevée chez le rat
male exposé a certaines substances chimiques, particulierement lorsque sont impliqués
certains processus incluant I'hypoxie, le découplage de la phosphorylation oxydative ou les
perturbations de I'homéostasie calcique. Ces mécanismes ont été clairement identifiés comme
impligués dans le développement de phéochromocytomes chez I'humain lors d’une
inactivation génétique de la SDH. lls pourraient donc étre également attendus aprés son
inhibition chimique par les SDHI, en fonction de leurs propriétés toxicocinétiques. Le GT
considére donc que I'augmentation de l'incidence de cette forme de tumeurs, méme si non
significative (en raison d’'un nombre d’animaux par groupes insuffisant) est particulierement
pertinente a souligner.

Dans la plupart des dossiers analysés, les études d’ADME montrent une distribution marquée,
plus ou moins transitoire, dans les glandes surrénales.

Des effets sur les surrénales sont rapportés dans les dossiers réglementaires pour la majorité
des SDHI considérés. En particulier, des altérations histologiques (statistiquement
significatives et/ou observées dans la majorité des animaux testés si le résultat statistique n’est
pas spécifié dans le DAR) sont rapportées avec le benzovindiflupyr, le cyflumetofen, le
fluopyram, le fluxapyroxad, I'isofétamid, le penthiopyrad. Les effets sur les surrénales sont
utilisés pour I'élaboration de 'AOEL et de la DJA pour le cyflumetofen. Pour les autres
substances, ces effets apparaissent a des doses supérieures aux NOAEL retenues pour
I'élaboration des VTR.

Le détail des effets est présenté ci-dessous :
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- Benzovindiflupyr : dans I'étude réalisée sur 2 générations chez le rat exposé dans
I'alimentation a des doses entre 25 et 600 ppm chez les males ou 25 et 250 ppm chez les
femelles, une augmentation de lincidence d'hypertrophie de la zone glomérulaire des
surrénales est observée chez les femelles de la génération F1 (11/25 versus 4/25 chez
les contréles) a la plus forte dose testée (250 ppm correspondant a 40 mg/kg pc/j). La
significativité statistique n’est pas rapportée dans le DAR. L'effet apparait a une dose
supérieure a la NOAEL (25 ppm correspondant a 1,2 mg/kg pc/j) retenue par le GT pour
dériver 'AOEL a partir de cette méme étude.

- Bixafen : dans I'étude de toxicité chronique et de cancérogénése sur 2 ans chez le rat
exposé dans l'alimentation a des doses entre 50 et 2000 ppm, divers effets sur les
surrénales sont observés. Une augmentation statistiquement significative du poids relatif
et absolu des surrénales est rapportée chez les rats méles a 12 mois (effet non retrouvé
a 24 mois) a la plus forte dose testée (2000 ppm correspondant a 80,5 mg/kg pc/j). Des
phéochromocytomes bénins et malins sont également rapportés chez les rats males dans
cette étude (voir tableau ci-dessous). L’augmentation d’incidence dans les 3 groupes
exposés (1,67 a 5 % de leffectif) n’est pas statistiquement significative, avec une
puissance statistique limitée (42 %) compte-tenu des effectifs d’animaux disponibles?.

Tableau 58 : Tumeurs surrénaliennes chez le rat male exposé pendant 24 mois au bixafen

Dose (ppm) 0 50 300 2000
Phéochromocytomes bénins 0/60 3/60 1/60 2/60
Phéochromocytomes malins 0/60 0/60 0/60 1/60
Adénomes (zone fasciculée) 0/60 2/60 1/60 1/60

Tableau : Tumeurs surrénaliennes chez le rat male exposé pendant 24 mois au bixafen

- Boscalid : dans I'étude de 90 jours réalisée chez le rat par voie orale a des doses
comprises entre 100 et 15000 ppm, le poids absolu et relatif des surrénales est
statistiguement diminué chez les males dés la dose de 5000 ppm (347-395 mg/kg pc/j). A
contrario, le poids absolu et relatif des surrénales est statistiquement augmenté chez les
males a toutes les doses testées dans I'étude de 18 mois chez la souris réalisée par voie
orale a des doses comprises entre 80 et 8000 ppm (80 ppm correspondant a 13-
18 mg/kg pc/j). Ces effets sur le poids des surrénales ne sont pas cohérents entre les
deux études et ne sont pas associés a des effets histopathologiques.

- Cyflumetofen : une hypertrophie et une vacuolisation des corticosurrénales sont
observées dans toutes les espéces testées (souris, rat, lapin, chien), quelle que soit la
durée de I'exposition (courte et longue) (voir tableau ci-dessous). Ces effets sont soit
statistiguement significatifs, soit retrouvés chez la majorité des animaux testés (quand le
résultat statistique n’est pas spécifié dans le DAR). La plus faible LOAEL est de
34,6 mg/kg pcl/j, issue de I'étude sur deux générations chez le rat. Ces effets servent de
base pour I'élaboration de 'AOEL et de la DJA.

Tableau 59: Résumé des effets observés sur les surrénales avec le cyflumetofen

28 Pour mettre en évidence une différence de proportion attendue de 5 % entre un groupe témoin dont la proportion
de tumeurs est de 0 % et le groupe exposé, avec un seuil de significativité de 5 % et une puissance de 80 %, un
échantillon de 152 individus par groupe serait nécessaire. Calculs réalisés avec la fonction power.prop.test du
package stats sous R (R Core Team (2022). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.).
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Effet et incidence a la LOAEL LOAEL Etude

Vacuolisation corticale diffuse (12/12 animaux atteints a la | 1000 ppm 14 jours chez le rat, voie

LOAEL) (981-1000 orale (6/sexe/groupe)
mg/kg pc/) 0, 1000, 10000 ppm

Vacuolisation corticale diffuse (12/12 animaux atteints a la | 1000 ppm 28 jours chez le rat, voie

LOAEL) (75.1-79.8 orale (6/sexe/groupe)

Hypertrophie corticale (6/6 femelles atteintes a la LOAEL)

mg/kg pc/j)

0, 100, 500, 1000, 5000
ppm

Vacuolisation corticale diffuse (1/6 male et 5/6 femelles
atteintes a la LOAEL)

Hypertrophie corticale (4/6 méale et 6/6 femelles atteintes a la
LOAEL)

Hyperplasie des cellules subcapsulaires (1/6 femelle atteinte
ala LOAEL)

5000 ppm

(663-763 mg/kg
pc/j)

28 jours chez la souris,
voie orale
(6/sexe/groupe)

0, 100, 500, 1000, 5000
ppm

Fines vacuoles des cellules corticales dans les zones
fasciculaires et réticulées (2/3 méles et 3/3 femelles atteintes
ala LOAEL)

Fines vacuoles des cellules corticales dans la zone
glomérulaire (1/3 male et 0/3 femelles atteintes a la LOAEL)

300 mg/kg pcij

28 jours chez le chien,
voie orale
(3/sexe/groupe)

0, 100, 300, 1000 mg/kg
pc/j

Vacuolisation corticale diffuse (6/10 males atteints a la
LOAEL)

Hypertrophie corticale diffuse (10/10 femelles atteintes a la
LOAEL)

Vacuolisation des cellules interstitielles (1/10 femelles atteinte
a la LOAEL)

1000 ppm

(54,5-62,8
mg/kg pc/j)

13 semaines chez le rat,
voie orale (10/sexe/dose)

0, 100, 300, 1000, 3000
ppm

Vacuolisation corticale diffuse (2/10 femelles atteintes a la
LOAEL)

Hypertrophie corticale diffuse (1/10 males atteints a la LOAEL)

3000 ppm

(348-447 mg/kg
pclj)

13 semaines chez la
souris, voie orale
(10/sexe/dose)

0, 300, 1000, 3000, 10000
ppm

Fines vacuoles des cellules corticales dans les trois zones
(4/4 males et 1/4 femelles atteintes a la LOAEL)

Fines vacuoles des cellules corticales dans les zones
fasciculées et réticulées (0/4 male et 1/4 femelles atteintes a
la LOAEL)

Larges vacuoles des cellules corticales dans la zone
fasciculée (3/4 male et 3/4 femelles atteintes a la LOAEL)

1000 mg/kg pclj

13 semaines chez le
chien, voie orale
(4/sexeldose)

0, 30, 300, 1000 mg/kg
pclj

Infiltrats cellulaires (1/4 méale et 2/4 femelles atteintes a la
LOAEL)

Fibroses interstitielles (0/4 male et 2/4 femelles atteintes a la
LOAEL)

Fines vacuoles des cellules corticales (8/8 animaux atteints a
la LOAEL)

Larges vacuoles des cellules corticales (2/4 male et 2/4
femelles atteintes a la LOAEL)

Dégénérescence des cellules corticales (1/4 méle et 2/4
femelles atteintes a la LOAEL)

Macrophages chargés en pigment (1/4 méle et 0/4 femelles
atteintes a la LOAEL)

300 mg/kg pclj

12 mois chez le chien,
voie orale (4/sexe/dose)
0, 30, 300, 1000 mg/kg
pc/j

Vacuolisation des cellules corticales (8/19 males atteints a la
LOAEL)

1500 ppm

12 mois chez le rat, voie
orale (20/sexe/dose)

Version finale

page 167 / 318

Avril 2023



Anses o Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

Hypertrophie des cellules corticales (1/19 méle et 20/20 | (56,8-69,2 0, 50, 150, 500, 1500 ppm
femelles atteints a la LOAEL) mg/kg pclj)
Hypertrophie corticale (16/41 males et 22/45 femelles atteints | 1500 ppm 24 mois chez le rat, voie
ala LOAEL) (49.5-61,9 orale (50/sexe/dose)
mg/kg pc/j) 0, 150, 500, 1500 ppm
Vacuolisation corticale (8/52 males et 26/52 femelles atteints | 5000 ppm 18 mois chez la souris,
ala LOAEL) (483-537 mglkg voie orale (52/sexe/dose)
pclj) 0, 150, 1500, 5000 ppm
Hypertrophie de la zone glomérulaire dans la génération | 500 ppm 2 générations chez le rat,
parentale (4/24 males et 13/24 femelles atteints a la LOAEL) (34.6-39.7 voie orale (24/sexe/dose)

Hypertrophie de la zone fasciculaire dans la génération | mg/kg pc/j) 0, 150, 500, 1500 ppm
parentale (0/24 males et 10/24 femelles atteints a la LOAEL)

Vacuolisation de la zone fasciculaire dans la génération
parentale (9/24 males et 0/24 femelles atteints a la LOAEL)

Hypertrophie de la zone glomérulaire chez les petits F1 (6/23
males et 3/23 femelles atteints a la LOAEL)

Hypertrophie de la zone fasciculaire chez les petits F1 (8/23
maéles et 7/23 femelles atteints a la LOAEL)

Hypertrophie de la zone glomérulaire chez les F1 adultes
(9/24 males et 7/24 femelles atteints a la LOAEL)

Hypertrophie de la zone fasciculaire chez les F1 adultes (0/24
males et 7/24 femelles atteints a la LOAEL)

Vacuolisation de la zone fasciculaire chez les F1 adultes (3/24
males et 0/24 femelles atteints a la LOAEL)

Hypertrophie de la zone glomérulaire chez les petits F2 (6/21
maéles et 0/21 femelles atteints a la LOAEL)

Hypertrophie de la zone fasciculaire chez les petits F2 (8/21
males et 4/21 femelles atteints a la LOAEL)

Vacuolisation cytoplasmique diffuse (2/25 femelles atteintes a | 250 mg/kg pc/j Tératogénicité chez le rat,
la LOAEL) voie orale (25
femelles/dose)

0, 50, 250, 1000 mglkg
pcj

Fluopyram : dans une étude sur 28 jours realisée chez la souris exposée dans
I'alimentation a des doses comprises entre 150 et 5000 ppm, une hypertrophie de la zone
fasciculaire est rapportée chez les femelles (3/5) dés la dose de 1000 ppm (soit
197 mg/kg pc/j). Une augmentation statistiquement significative du poids relatif des
surrénales chez les males et une vacuolisation corticale chez les femelles (10/10) sont
observées a la dose de 1000 ppm (188-216 mg/kg pc/j) dans I'étude par voie orale sur 90
jours réalisée chez des souris exposées entre 30 et 1000 ppm. Ces effets apparaissent a
des doses supérieures a celles utilisées dans I'élaboration des VTR.

Flutolanil : une diminution statistiquement significative du poids absolu et relatif des
glandes surrénales est observée dans I'étude d’exposition cutanée sur 28 jours chez le
rat, réalisée a la dose de 1000 mg/kg pc/j. Une augmentation statistiquement significative
du poids absolu des surrénales est notée chez les femelles a la plus forte dose testée
dans I'étude sur 2 ans chez le chien, réalisée par voie orale, a des doses comprises entre
50 et 1250 mg/kg pcl/j. Ces effets sur le poids des surrénales ne sont pas cohérents entre
les deux études et ne sont pas associés a des effets histopathologiques. Quelques
phéochromocytomes (non statistiquement significatif) sont rapportés chez le rat male dans
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'étude sur 2 ans réalisée a des doses entre 40 et 10000 ppm (soit une dose maximale
comprise entre 460,5-535,8 mg/kg pc/j).

- Fluxapyroxad : dans I'étude sur 2 générations réalisée chez le rat par voie orale a des
doses comprises entre 10 et 300 mg/kg pc/j, une augmentation statistiquement
significative des hypertrophies corticales est observée a la fois dans les générations FO et
F1 a la plus forte dose testée. Ces effets apparaissent a des doses supérieures a celles
utilisées dans I'élaboration des VTR.

- Isofetamid : des effets sur les surrénales sont retrouvés dans plusieurs études réalisées
sur plusieurs espéces. Dans I'étude sur 90 jours, réalisée chez le rat a des doses
comprises entre 100 et 10 000 ppm, il est observé une augmentation statistiquement
significative du poids absolu et relatif des surrénales (dés 1000 ppm chez les femelles et
a la plus forte dose testée dans les deux sexes). Elle est associée a une augmentation
statistiguement significative de I'hypertrophie des cellules corticales de la zone fasciculaire
chez les femelles a la plus forte dose testée (637-741 mg/kg pc/j). Une augmentation
statistiquement significative du poids relatif des surrénales, associée a une augmentation
de I'hypertrophie corticale (6/12 femelles) est aussi observée chez les femelles a la plus
forte dose testée (1067-1306 mg/kg pc/j) dans I'étude de toxicité orale sur 90 jours chez
la souris, réalisée a des doses entre 100 et 8000 ppm. Dans I'étude sur 90 jours chez des
chiens exposés par voie orale a des doses comprises entre 100 et 10 000 ppm, une
hypertrophie des cellules corticales est rapportée chez 2/4 males a la plus forte dose
testée (301 mg/kg pc/j). Enfin, des effets similaires sont rapportés dans I'étude long terme
chez la souris exposée par voie orale a des doses comprises entre 100 et 4000 ppm,
incluant une augmentation statistiquement significative du poids des surrénales chez les
males, associée a une augmentation non statistiquement significative de I'hypertrophie
des cellules corticales (4/51 males versus 0/48 chez les contrbles) et de I'hyperplasie
focale sous capsulaire (16/51 males versus 10/48 chez les contrbles) a la plus forte dose
testée (431-502 mg/kg pclj). Ces effets apparaissent a des doses supérieures a celles
utilisées dans I'élaboration des VTR.

- Penflufen : dans I'étude de 90 jours réalisée chez le chien, par voie orale, a des doses
comprises entre 180 et 18000 ppm, il est observé une augmentation statistiquement
significative du poids absolu des surrénales chez les méles a la plus forte dose testée
(532 mg/kg pclj). Celle-ci s’accompagne d’'une légére hypertrophie/hyperplasie des
cellules corticales chez 2/4 males (statistique non spécifiée). Ces effets apparaissent a
des doses supérieures a celles utilisées dans I'élaboration des VTR.

- Penthiopyrad : des effets sur les surrénales sont retrouvés dans plusieurs études
réalisées sur différentes espéces. Dans I'étude de 90 jours chez le chien, réalisée par voie
orale a des doses entre 300 et 30 000 ppm, une hypertrophie des cellules corticales est
rapportée chez tous les méales a la plus forte dose testée (811 mg/kg pc/j). Cet effet,
associé a une augmentation du poids absolu et relatif des surrénales, est retrouvé chez
tous les chiens exposés a la plus forte dose testée (445-461 mg/kg pc/j), dans I'étude sur
un an, réalisée par voie orale des doses comprises entre 310 et 15000 ppm. Des effets
sur les surrénales sont observés dans une étude de 52 semaines chez le rat, réalisée par
voie orale a des doses comprises entre 6,25 et 400 mg/kg pc/j. Les effets (statistiquement
significatifs deés 100 mg/kg pc/j) incluent une augmentation du poids relatif des surrénales,
une hypertrophie cellulaire dans la zone glomérulaire et une vacuolisation lipidique
corticale. Des modifications du contenu en graisse (« fatty change ») (statistiquement
significatives), ainsi que des hypertrophies de la zone glomérulaire (non statistiquement
significatives), sont observées chez les femelles a la plus forte dose testée dans I'étude
de cancérogeénicité chez le rat, réalisée par voie orale a des doses comprises entre 9 et
250 mg/kg pcl/j. Des effets sur les surrénales sont aussi rapportés dans l'étude de
reprotoxicité sur 2 générations chez le rat, réalisée par voie orale a des doses comprises
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entre 200 et 5000 ppm. lIs consistent en une augmentation statistiquement significative
des hypertrophies corticales (avec augmentation du poids relatif et absolu des surrénales)
chez les femelles des générations FO (a la dose de 439-480 mg/kg pc/j) et F1 (a la dose
de 90,5-95,6 mg/kg pc/j). Des hypertrophies corticales sont aussi rapportées chez les
males mais pas de fagon statistiquement significative. Ces effets apparaissent a des
doses supérieures a celles utilisées dans I'élaboration des VTR.

- Pydiflumetofen : dans I'étude sur deux générations réalisée chez le rat par voie orale a
des doses comprises entre 150 et 4500 ppm, une augmentation du poids des surrénales
dans la zone corticale est observée a la plus forte dose testée chez les méles et les
femelles de la génération FO (276,6 mg/kg pc/j pour les males et 290,8 mg/kg pc/j chez
les femelles) et chez les males de la génération F1 (363,8 mg/kg pc/j). Ces effets
apparaissent a des doses supérieures a celles utilisées dans I'élaboration des VTR.

- Sedaxane : dans I'étude de 90 jours chez le rat, réalisée par voie orale a des doses
comprises entre 300 et 5000 ppm, une augmentation statistiquement significative du poids
relatif des surrénales est notée chez les males a la plus forte dose testée (325 mg/kg pc/j).
Cet effet n’est pas associé a des effets histopathologiques.

Il n’est pas fait état d’effet sur les surrénales dans le dossier réglementaire pour le boscalid
et 'isopyrazam.

En résumé, concernant les surrénales, des effets (histologiques et/ou sur le poids) sont
rapportés pour la majorité des SDHI analysés par le GT. A part pour le cyflumetofen, ces effets
apparaissent a des doses supérieures a celles utilisées dans le cadre de I'élaboration des
VTR. Néanmoins, la toxicité surrénalienne est a considérer avec attention a travers le prisme
du mode d’action de ces molécules. Dans ce sens, bien que cet effet apparaisse comme un
événement non significatif, le développement de phéochromocytomes observés en réponse a
une exposition au bixafen et au flutolanil est considéré par le GT comme un signal d’alerte, en
raison du mécanisme d’action des SDHI (inhibition de la SDH) et de la susceptibilité que
confére l'inactivation de la SDH a développer ce type de tumeurs neuroendocrines chez
'humain.

8.4 Effets oculaires

Les mutations de la SDH affectent le développement oculaire (cf. Tableau 53) et des articles
récents (Tableau 60) décrivent des effets délétéres sur I'ceil en lien avec I'exposition a certains
SDHI dans des espéces non mammiféres. En conséquence, le GT a recensé les observations
oculaires rapportées dans les études réglementaires, y compris lorsque celles-ci n’étaient pas
statistiquement significatives. En effet, les malformations oculaires sont des événements rares
avec une incidence naturelle faible qui sont observées ponctuellement dans diverses études
des dossiers reéglementaires de plusieurs SDHI. Etant donné leur rareté, il est difficile de
trancher sur leur lien ou non avec les traitements. C’est la répétition de ces événements a
faible incidence rapportés a travers les divers dossiers réglementaires, associés a la littérature
académique et aux effets significatifs observés avec l'isopyrazam qui motivent cette section
sur les effets des SDHI dans le systéme visuel. Enfin, les effets oculaires discutés ici ne
concernent pas les irritations mais spécifiquement les atteintes du globe oculaire et de la
rétine.
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Tableau 60 : Résumé des atteintes oculaires décrites dans les dossiers réglementaires et
rapportées dans la littérature pour les 14 SDHI évalués par le GT

Benzovindiflupyr

Bixafen

Boscalid

Carboxin

Cyflumetofen

Fluopyram

Flutolanil

Fluxapyroxad

Isofetamid

Isopyrazam

Penflufen

Penthiopyrad

Pydiflumetofen

NR

Paleur rétinienne

(étude de cancérologie sur deux ans,
rats males et femelles)

NR

NR

Microphtalmie, replis de la rétine
(étude toxicité développementale, rat)

Atrophie rétinienne, dégénérescence
du cristallin (étude 2 ans, rat)

NR

NR

NR

Microphtalmie, replis rétiniens (études
développementales, lapin)

NR

Microcéphalie, microphtalmie, replis
rétiniens (études de  toxicité
développementale, rat et lapin)

NR

NR

Microphtalmie, défauts de lamination,
dépigmentation de la rétine (xénope et
poisson zebre) (P. Xiao et al. 2021;
Wu et al. 2018; Brenet, Hassan-Abdi,
et Soussi-Yanicostas 2021)

Défauts de différentiation neuronale
(photorécepteurs),  déficit  visuel,
malformations cérébrales (poisson
zebre) (Qian et al. 2021; H. Wang et
al. 2020)

NR

NR

NR

NR

Microphtalmie, défauts de lamination
de la rétine (poisson zébre) (Qiu et al.
2022)

NR

Microcéphalie, microphtalmie,
dépigmentation oculaire,
malformations du cristallin (poisson
zébre et xénope) (Yao, Xu, et al. 2018;
Wu et al. 2018)

NR

NR

NR
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Sedaxane NR Microcéphalie (poisson zébre) (Yao,
Yu, et al. 2018)

N/A : non applicable ; NR : non reporté

8.4.1 Effets oculaires reportés dans les dossiers
réglementaires

Il n’est pas fait état d’atteintes oculaires dans le dossier réglementaire pour le benzovindiflupyr,
le boscalid, la carboxine, le flutolanil, le fluxapyroxad, lisofetamid, le penflufen, le
pydiflumetofen et le sedaxane. Pour les autres SDHI, les effets sont décrits ci-dessous.

Bixafen : Dans I'étude de cancérogénicité sur 2 ans, les rates traitées présentent une paleur
du fond d’ceil dans tous les groupes (contréle : 3/30; 2,81 mg/kg pc /j : 6/40; 17,4 mg/kg pc/j :
6/33; 117 mg/kg pc/j : 10/40). Cet effet n’est pas dose-relié et ne présente pas de significativité
statistique par rapport au groupe contréle. De plus, il n'y a pas de signes histo-pathologiques
au niveau du cristallin et de la rétine. Dans une étude équivalente sur les rats males, la
présence d’'une paleur rétinienne dans I'examen du fond d’ceil est relevée uniquement a la
dose la plus forte (80,5 mg/kg pc/j).

Une péaleur rétinienne peut étre le signe de plusieurs pathologies : une atrophie optique avec
une perte des axones des cellules ganglionnaires qui composent le nerf optique, une rétinite
pigmentaire avec un amincissement de la couche des photorécepteurs (les rats étant de
souche Wistar, ils sont albinos et donc dépigmentés, une rétine amincie apparait donc plus
pale et non pas noiratre comme classiquement dans les rétinites pigmentaires), ou un défaut
de vascularisation de la rétine (ischémie) (Chalupa et Williams 2008; R. S. Smith et al. 2001).
Cette observation nécessiterait des examens complémentaires pour identifier I'origine de la
paleur (mort des photorécepteurs et/ou des cellules ganglionnaires, ischémie) et définir son
lien ou non avec le traitement.

Cyflumetofen : Dans I'étude de toxicité développementale sur le rat, une microphtalmie et
des replis rétiniens sont rapportés a la dose la plus faible (50 mg/kg pc/j) (cf. points d’attention
du cyflumetofen). Il apparait donc que deux feetus présentent des malformations oculaires
majeures impactant gravement la fonction visuelle.

Fluopyram : Le DAR indique que I'ceil est un organe cible du fluopyram, avec I'observation
d’'une atrophie rétinienne, d’'une dégénérescence lenticulaire (atteinte du cristallin) et une
atrophie rétinienne périphérique chez la femelle a la dose d’exposition la plus élevée (89 mg/kg
pc/j) dans I'étude sur 2 ans chez le rat. L'incidence de ces anomalies ophtalmiques portent sur
une diminution des vaisseaux, une paleur anormale du fond et une hyper-réflexivité de la rétine
et sont a relier a celles observées en réponse a I'exposition a d’autres membres de la famille
des SDHI (cf bixafen). Elles pourraient constituer un signe caractéristique et aisément
analysable pour mettre en évidence des effets neurotoxiques critiques.

Isopyrazam : Les études de toxicité développementale ont mis en évidence des perturbations
de l'organogénése du systeéme visuel, en particulier des microphtalmies chez le lapin (voir
points d’'attention de I'isopyrazam). Dans une premiére étude, deux foetus sur 57 présentent
des yeux de taille sensiblement réduite a la concentration la plus élevée (400 mg/kg pc/j) avec,
pour I'un d’eux, la présence de replis de la rétine observés lors d’examens microscopiques. Il
est a noter qu’un animal sur 43 du groupe contréle présente également un ceil de taille réduite.
Des manifestations oculaires sont également mises en évidence dans une deuxiéme étude a
plus forte dose. Ainsi, 2/27 foetus et 5/32 foetus présentent des yeux de taille réduite a 600 et
1000 mg/kg pc/j respectivement, alors que 9/27 foetus, 5/23 foetus et 10/32 foetus présentent
des yeux légérement plus petits a 600, 800 et 1000 mg/kg pc/j, respectivement. De plus, des
malformations intraoculaires sont retrouvées lors de 'examen microscopique des yeux chez
15/21, 9/16 et 17/29 foetus a 600, 800 et 1000 mg/kg pc/j, respectivement et seulement chez
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1/20 feetus contréle. Dans la troisieme étude, 5/76 foetus présentent une malformation oculaire
(microphtalmie et anophtalmie) a la dose la plus forte (1000 mg/kg pc/j) contre 1/95 dans les
animaux contrbles. Cette étude et notamment les effets oculaires observés ont conduit au
classement de la substance comme reprotoxique présumé (1B). Dans la quatriéme étude, un
seul cas de microphtalmie est observé parmi 72 foetus a la concentration la plus forte (500
mg/kg pcl/j). Ces études suggérent fortement que I'ceil est un organe cible de I'isopyrazam et
qu’il y a un effet tératogéne du composé sur cette structure.

Penthiopyrad : Dans 'étude de toxicité développementale chez le rat Wistar, 3/108 fcetus
présentent une microphtalmie a la concentration testée la plus élevée (1000 mg/kg pc/j) pour
2/127 chez les contrdles. Dans I'étude de toxicité développementale chez le lapin, 4/206 foetus
des animaux traités aux doses les plus faibles (25 mg/kg pc/j) sont nés avec des yeux ouverts
suggérant une malformation des paupiéres lors de 'organogénése du globe oculaire versus
6/225 feetus contrdles. Enfin, 1/206 foetus présente une microphtalmie avec des replis
rétiniens, associée a une hydrocéphalie a la dose de 25 mg/kg pc/j (cf. points d’attention du
penthiopyrad).

En résumé, des effets oculaires sont retrouvés dans les dossiers réglementaires de 5 SDHI.
Ces effets sont principalement identifiés dans l'organogénése oculaire (cyflumetofen,
isopyrazam, penthiopyrad) mais d’autres atteintes a I'dge adulte sont également retrouvees
(bixafen, fluopyram). Concernant la microphtalmie, celle-ci est liée a la perturbation des
signaux développementaux entre, d’'une part, les vésicules optiques provenant du diencéphale
en formation qui donneront la rétine, I'épithélium pigmentaire et le nerf optique et d’autre part
I'ectoderme qui donnera la cornée et le cristallin. Ces perturbations conduisent a la formation
d’'un globe oculaire imparfait de petite taille (microphtalmie), ou absent (anophtalmie) auquel
peuvent étre associées des malformations du cristallin et de l'iris (colobome) ou de la cornée
(kératocdne). Des malformations plus larges peuvent également étre associées lorsque les
perturbations touchent des génes clefs dans l'organogénése du SNC (systéeme nerveux
central) : microcéphalie (téte et cerveau de taille réduite), acéphalie (absence de plusieurs
structures céphaliques), hydrocéphalie (cerveau aminci avec de larges ventricules cérébraux)
(Cardozo, Sanchez-Bustamante, et Bovolenta 2023).

Le systéme visuel est une cible pour I'isopyrazam et le fluopyram. Ces effets oculaires sont
retrouvés a des doses d’exposition supérieures a celles ayant permis d’établir les VTR
actuelles. Pour d’autres SDHI, ces malformations oculaires sont souvent isolées et ne
ressortent pas comme significatives lors des tests statistiques menés et ce, méme si les
contréles sont exempts de ces malformations. Cependant, I'étude transversale sur les 14 SDHI
souligne la répétition de ces événements dans les dossiers réglementaires de plusieurs
substances et constitue un point d’attention.

8.4.2 Effets oculaires reportés dans la littérature

Dans la littérature, des effets oculaires sont retrouvés dans des espéces non mammiféres pour
plusieurs SDHI et sont décrits ci-dessous.

Les traitements au bixafen sur des modéles embryonnaires aquatiques (xénope et poisson
zébre) induisent des microphtalmies, des microcéphalies, des défauts de lamination de la
rétine ainsi qu’'une dépigmentation rétinienne (P. Xiao et al. 2021; Wu et al. 2018; Brenet,
Hassan-Abdi, et Soussi-Yanicostas 2021).

Des effets délétéres sur la différenciation des neurones rétiniens (photorécepteurs) ainsi
gu’une atteinte de 'acuité visuelle sont rapportés avec le boscalid chez le poisson zébre (Qian
et al. 2021; H. Wang et al. 2020).

L’apparition de microphtalmie et des défauts de lamination de la rétine sont associés a
I'exposition au fluxapyroxad chez le poisson-zébre (Yu et al. 2022; Qiu et al. 2022).
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Deux études conduites avec l'isopyrazam sur le poisson zébre et sur le xénope mettent en
évidence des malformations oculaires mais également des malformations cérébrales majeures
(microcéphalie, acéphalie) (Yao, Xu, et al. 2018; Wu et al. 2018).

Des effets délétéres du sedaxane sur 'organogénése du systéme nerveux sont rapportés sur
poisson zebre (microcéphalie) (Yao, Yu, et al. 2018).

Ainsi, les données de la littérature scientifique suggeérent un effet tératogéne sur le systeme
visuel dans des modéles d’amphibien et de poisson pour 5 des pesticides évalués (bixafen
boscalid, fluxapyroxad, isopyrazam, sedaxane).

C’est également le cas pour deux inhibiteurs de la SDH non évalués dans ce rapport et pour
lesquels la littérature décrit des malformations oculaires et/ou cérébrales (isoflucypram et
triclosan). Pour l'isoflucypram, bien que I'opinion du RAC (RAC, 2022) ne reléve pas d’atteinte
oculaire, la littérature fait état de microphtalmie et de défauts de lamination de la rétine (X.
Chen et al. 2022). Le triclosan n’est pas une substance phytopharmaceutique mais un
composé utilisé dans de nombreux produits (textiles, jouets, produits d’hygiéne etc) et qui
inhibe 'activité du complexe Il (Teplova, Belosludtsev, et Kruglov 2017). Dans la littérature, il
est fait état de microphtalmie et de défauts de lamination de la rétine (Kim et al. 2018).

Dans ces modéles xénopes et poissons zebres, les modalités et doses d’exposition sont non
comparables avec une exposition humaine, cependant elles permettent d’alerter sur des
altérations spécifiques et majeures et justifient de conduire des analyses plus détaillées des
effets induits par les SDHI, utilisés seuls ou en combinaison, sur le systeme visuel et le SNC.

Au final, ces éléments d’alerte imposent de progresser dans la caractérisation des effets des
SDHI sur le systéme visuel et en particulier sur leur mécanisme d’action qui est, pour I'instant,
largement inconnu.

Plusieurs hypothéses peuvent cependant étre évoquées pour expliquer les atteintes
observées au cours du développement et a 'adge adulte :

- les SDHI altérant 'homéostasie lipidique, une perturbation du cholestérol pourrait étre
évoquée. Or ce stérol est essentiel a I'activité de la protéine « sonic hedgehog » (shh), un
des facteurs clef dans I'organogénése du tissu nerveux dont une perturbation conduit a
des malformations majeures : holoproencéphalie, microphalmie et anophtalmie
(Cavodeassi, Creuzet, et Etchevers 2019) ;

- larétine est sensible aux perturbations de la respiration mitochondriale et des pathologies
spécifiques sont associées a des mutations de la chaine respiratoire comme dans la
neuropathie optique congénitale de Leber (Howell 1998). Les SDHI pourraient donc
spécifiquement affecter des neurones rétiniens plus sensibles a une atteinte
mitochondriale tels que les cellules ganglionnaires dont les axones forment le nerf
optique ;

- enfin il a été démontré que la rétine est un tissu dans lequel la voie du succinate est
majoritaire, avec un important trafic de ce composé dans les différents compartiments
rétiniens (Bisbach et al. 2020; Hass et al. 2022) suggérant que ce tissu serait
particulierement sensible aux inhibiteurs de la SDH.

Une atteinte du systéme visuel, en particulier de la rétine, est observée pour plusieurs SDHI,
de facon significative pour I'isopyrazam (a des doses d’exposition supérieures a celles ayant
permis d’établir les VTR actuelles) ou ponctuellement pour d’autres composés et sans
significativité statistique (bixafen, cyflumetofen, fluopyram, penthiopyrad). La majorité des
atteintes est retrouvée dans les études de toxicité développementale. Il s’agit principalement
de microphtalmies et de replis rétiiens. Des atteintes ponctuelles sont également mises en
évidence a 'age adulte (paleur du fond de I'ceil), suggérant une sensibilité du systéme visuel
tout au long de la vie. Ceci constitue un signal qui nécessiterait des investigations
supplémentaires, notamment de la taille des globes oculaires, ainsi qu'une étude de

Version finale page 174 / 318 Avril 2023




Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

neurotoxicité du développement, pour clarifier la pertinence de ces effets (cf.
recommandations).

8.5 Effets neurologiques

Les effets neurologiques des SDHI décrits dans les dossiers réglementaires ont été examinés
notamment a la lueur des connaissances sur les effets des SDHI non pesticides (3-NP,
malonate et TTFA). Ces substances montrent un effet néfaste sur le striatum ou/et la
substance noire chez les rongeurs et les primates, associé a leur mode d’action ciblant le
complexe |l mitochondrial.

Ces manifestations sont le plus souvent été observées chez le rat, dans des études de
neurotoxicité aigué ou aprés exposition répétée pendant 90 jours.

8.5.1 VTR et effets critiques neurologiques observés dans les études
réglementaires

Les effets critiques utilisés pour la détermination des VTR reposent, pour 4 des 14 SDHI
examinés, sur des manifestations neurologiques : le benzovindiflupyr, le fluopyram, le
penflufen et le sedaxane (Tableau 61 et chapitre 6).

Pour ces 4 substances, la détermination des ARfD repose sur des études de neurotoxicité
aigué chez le rat. Les effets observés, généralement représentés par une diminution de
l'activité locomotrice, restent trés transitoires et essentiellement observés le jour de
I'exposition. Dans le seul cas du sedaxane, 'AOEL a été établie sur la base d’'une diminution
de la force dans une étude de toxicité subchronique chez le rat exposé pendant 90 jours.

Benzovindiflupyr : I'étude de neurotoxicité aigué chez le rat montre une diminution de la force
d’agrippement (« grip test ») et de 'activité motrice, ainsi qu’une diminution du gain de poids
et de la température corporelle, suite a une exposition a 30 ou 80 mg/kg pc/j chez les femelles
et males, respectivement. Ces effets sont observés le jour de I'exposition et sont réduits aprés
une semaine. Ces effets sont absents a la dose de 10 mg/kg pc.

Fluopyram : une étude de neurotoxicité aigué chez le rat rapporte une diminution de I'activité
motrice et locomotrice a 100 mg/kg pc. Cet effet est absent a la dose de 50 mg/kg pc.
Cependant les tests ont été réalisés seulement le jour de I'exposition, sans que les effets a 7
et 14 jours n’aient été explorés. Une expérience initiale avait été réalisée dans laquelle les
tests ont été effectués 1 heure, 7 jours et 14 jours aprées I'exposition a 0, 125, 500 ou 2000
mg/kg pc. Une réduction d‘activité locomotrice et une température corporelle abaissée sont
observées le jour du traitement a 500 mg/kg pc chez les males, alors qu’une réduction
d’activité motrice et locomotrice est également observée dés la dose la plus faible de 125
mg/kg pc chez les femelles.

Penflufen : une étude de neurotoxicité aigué chez le rat montre une atteinte locomotrice dés
100 mg/kg pc pour les femelles ou 500 mg/kg pc/j chez les males, une ataxie, une raideur des
membres postérieurs et une réduction de I'activité a 500 mg/kg pc/j chez les femelles. Ces
effets disparaissent dans les 3 jours. Dans une seconde étude chez le rat femelle exposé a 25
ou 50 mg/kg pc, aucun effet n’est observé a 50 mg/kg pc mais ces animaux ont été sacrifiés
un ou deux jours aprés le traitement, en l'absence de tests fonctionnels et d'examen
nécropsique.

Sedaxane : une étude de neurotoxicité aigué, utilisée dans la détermination de 'ARfD, montre
une diminution d’activité locomotrice et du nombre de redressements a des doses égales ou
supérieure a 250 mg/kg pc, le jour de I'exposition. Une étude de toxicité pendant 90 jours chez

Version finale page 175/ 318 Avril 2023



Anses o Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

le rat, utilisée dans la détermination de 'AOEL, montre une diminution de la force (« fore grip
strength »), dés la dose de 2000 ppm (soit 168-186 mg/kg pc/j).

Tableau 61: Effets critiques neurologiques des SDHI utilisés dans la détermination de VTR

SDHI VTR Etude clé Effets neurologiques

Benzovindiflupyr | ARfD Neurotoxicité aigué — | Diminution de la force d’agrippement (« grip
Rat test »), de l'activité motrice, du gain de poids
et de la température corporelle suite a une
exposition a 30 ou 80 mg/kg pc chez les
femelles et males, respectivement. Ces effets
sont observés essentiellement le jour de
I'exposition et absents a 10 mg/kg pc.

Fluopyram ARfD Neurotoxicité aigué — | Diminution de I'activité motrice et locomotrice
Rat le jour de I'exposition a 100 mg/kg pc (NOAEL

de 50 mg/kg pc).
Penflufen ARfD Neurotoxicité aigué — | Atteinte locomotrice dés 100 mg/kg pc pour
Rat les femelles ou 500 mg/kg pc chez les males,

ataxie, raideur des membres postérieurs et
réduction de I'activité a 500 mg/kg pc chez les
femelles. Ces effets disparaissent dans les 3
jours. Dans une seconde étude chez le rat
femelle exposé a 25 ou 50 mg/kg pc, aucun
effet observé a 50 mg/kg pc mais ces animaux
ont été sacrifiés un ou deux jours aprés le
traitement, en l'absence de tests fonctionnels
et d'examen nécropsique.

Sedaxane ARfD Neurotoxicité aigué — | Réduction de [I'activité locomotrice et du
Rat nombre de redressements a = 250 mg/kg pc
le jour de l'exposition

AOEL | Rat-90 jours Diminution de la force (« fore grip strength »),
a la dose 2000 ppm (soit 168-186 mg/kg pc/j)

8.5.2 Effets neurologiques observés dans les études réglementaires a des
doses supérieures a celles utilisées pour les VTR

Des manifestations neurologiques sont observées avec d’autres SDHI a des doses plus
élevées que celles utilisées dans la détermination de VTR (Tableau 62).

Etudes de neurotoxicité aigué chez le rat

Des études de neurotoxicité aigué chez le rat sont disponibles pour 12 des 14 SDHI étudiés
(aucune étude n’est disponible pour le bixafen et la carboxine). Trois de ces SDHI n’induisent
pas de signe de neurotoxicité (boscalid, cyflumetofen, isofetamid). Pour 4 substances, des
signes neurologiques sont utilisés dans I'établissement des ARfD. Des signes neurologiques
sont rapportés a des doses supérieures a celles utilisées pour les VTR pour 5 autres
substances.

Flutolanil : dans une étude de neurotoxicité aigué, le flutolanil a été administré chez le rat a
des doses uniques de 125, 500 et 2000 mg/kg pc. Cette administration a été suivie d’'une
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période d’observation de 14 jours. Aucun des signes cliniques couverts par la « Functionnal
Observational Battery » (FOB) n'a été constaté, ainsi qu’aucune modification du poids
corporel, de la consommation alimentaire, de 'activité locomotrice, du poids des organes et
des examens anatomopathologiques des divers organes.

Fluxapyroxad : une étude de neurotoxicité aigué a été menée chez le rat aux doses de 0,
125, 500 et 2000 mg/kg pc. L’exposition aigué montre une NOAEL de 125 mg/kg pc au-dela
de laquelle (= 500 mg/kg pc) des effets comportementaux mineurs et transitoires
(augmentation du nombre de redressements chez les males, diminution de I'activité motrice)
ont été observés le jour de I'exposition.

Isopyrazam : dans une étude de neurotoxicité aigué (0, 30, 250 et 2000 mg/kg pc) par gavage,
I'évaluation européenne conclue a I'absence d’effet neurotoxique alors que des modifications
ont été mises en évidence aux deux doses les plus fortes uniquement au premier jour de
I'observation, avec une diminution de la distance totale parcourue, du temps passé en zone
centrale (pouvant refléter une anxiété) et du nombre de redressements. L’évaluation
européenne argue du fait qu’il s’agit d’effets relevant d’une toxicité générale et ne sont pas
spécifiques d'un effet neurotoxique pour retenir une NOAEL a 2000 mg/kg pc pour la
neurotoxicité.

Penthiopyrad : une étude de neurotoxicité aigué a été menée chez le rat aux doses de O,
125, 500 et 2000 mg/kg pc. L'exposition aigué conduit a une NOAEL de 125 mg/kg pc chez le
rat, au-dela de laquelle (= 500 mg/kg pc) des effets transitoires (posture vo(tée, démarche
instable, évasement des pieds a latterrissage, motricité réduite, température corporelle
réduite) sont observés le jour de I'exposition.

Pydiflumetofen : deux études de neurotoxicité aigué ont été menées chez le rat : 'une chez
les méles (M) et les femelles (F) aux doses de 0, 100(F)/300(M), 1000 et 2000 mg/kg pc et
'autre uniquement chez les femelles aux doses de 0, 100, 300 et 1000 mg/kg pc. Elles
montrent une absence d’effets jusqu’a 2000 mg/kg pc chez le rat male mais montrent des
signes cliniques (piloérection, posture voltée, démarche anormale, température corporelle
réduite) et une diminution d’activité motrice et du nombre de redressements a 1000, voire dés
100 mg/kg pc chez les femelles le jour de I'exposition.

Effets neurologiques chez le rat exposé par voie orale pendant 90 jours

Parmi les 14 SA étudiées, 10 d’entre elles n’ont induit aucun signe clinique suggérant une
neurotoxicité dans les études de neurotoxicité sub-chronique chez le rat exposé pendant 90
jours. Outre I'étude réalisée avec le sedaxane utilisée dans la détermination de 'AOEL, des
signes neurologiques sont rapportés dans ces études pour 3 autres SDHI.

Cyflumetofen : une étude de 90 jours chez le rat, menée a 0, 100, 300, 1000 et 3000 mg/kg
de nourriture montre une augmentation d’activité motrice a 1000 mg/kg de nourriture (54,5 -
62,8 mg/kg pc/j chez les méles et femelles respectivement) et une diminution de la force
d’agrippement a 300 mg/kg de nourriture (16,5 mg/kg pc/j) chez les males.

Flutolanil : dans une étude de neurotoxicité chez le rat exposé a des concentrations a 0, 62,6,
250 et 1000 mg/kg pc/j pendant 13 semaines, des observations isolées et sans aucune relation
dose-effets ont été rapportées, telles qu’une diminution du nombre de redressements, une
moindre force d’agrippement des membres postérieurs et une diminution de la température
rectale.

Isopyrazam : dans une étude de neurotoxicité chez le rat exposé a des doses de 20-25, 98-
114, 382-468 mg/kg pcl/j chez les males et femelles respectivement pendant 90 jours, des
modifications de I'activité locomotrice ont été mises en évidence a la dose la plus forte, avec
une distance totale réduite pour les femelles et un nombre de redressements diminué pour les
males et les femelles. Cependant I'évaluation européenne considére ces changements
comme relevant de la toxicité générale et non pas spécifiquement d’une neurotoxicité. Les
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analyses macro et microscopiques des cerveaux n’ont pas mis en évidence d’effet lié au
traitement. La NOAEL a été établie a 382-468 mg/kg pc/j pour les males et femelles

respectivement pour la neurotoxicité.

Tableau 62 : Effets neurologiques des SDHI non impliqués dans la détermination des VTR
d’aprés les études court ou long terme chez les rongeurs et/ou le chien

SDHI

Etude clé

Effets neurologiques

Benzovindiflupyr

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité  (locomotion, force
d’agrippement) jusqu'a 51-38 mg/kg pc/j chez les méles et
femelles respectivement

Bixafen

Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité (activité motrice, réflexes
sensoriels, force d’agrippement) jusqu'a 130-153 mg/kg pc/j
chez les méles et femelles respectivement

Boscalid

Neurotoxicité
aigué - Rat

Aucun signe de neurotoxicité jusqu'a 2000 mg/kg pc

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité jusqu'a 1050-1273 mg/kg pclj
chez les males et les femelles respectivement

Carboxin

Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité jusqu’a 16,1 - 37 mg/kg pclj
chez les males et femelles respectivement

Cyflumetofen

Neurotoxicité
aigué - Rat

Aucun signe de neurotoxicité jusqu'a 2000 mg/kg pc

Rat - 90 jours

Augmentation d’activité motrice a 54,5 - 62,8 mg/kg pc/j chez
les males et femelles respectivement et diminution de la
force d’agrippement a 16,5 mg/kg pc/j chez les méles

Rat - 28 jours

Pour le métabolite B3, diminution du poids relatif du cerveau,
de la capacité exploratoire chez les males et des capacités
d’agrippement chez les méles et les femelles exposés a 85,3
- 88,2 mg/kg pclj respectivement

Fluopyram

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité jusqu’a 164-197 mg/kg pclj
chez les méles et femelles respectivement

Flutolanil

Neurotoxicité
aigué - Rat

Aprés exposition a 0, 125, 500 et 2000 mg/kg pc, un nombre
diminué de redressements a été observé chez les méles au
septiéme jour et a la dose de 125 mg/kg pc puis une
tendance a I'augmentation du nombre de redressements au
quatorzieme jour chez les animaux traités a la dose de 2000
mg/kg pc, non considérés liés au traitement dans le dossier
réglementaire

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Chez le rat exposé jusqu'a 1000 mg/kg/j, des observations
isolées et sans aucune relation dose-effets ont été
rapportées, telles qu’une diminution du nombre de
redressements, une moindre force d’agrippement des
membres postérieurs et une diminution de la température
rectale
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Fluxapyroxad

Neurotoxicité
aigué - Rat

NOAEL de 125 mg/kg pc au-dela de laquelle (=500 mg/kg
pc) des effets comportementaux mineurs et transitoires
(augmentation du nombre de redressements chez les males,
diminution d’activité motrice) sont observés le jour de
I'exposition

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité jusqu’a 302-338 mg/kg pclj
chez les males et femelles respectivement

Isofetamid

Neurotoxicité
aigué - Rat

Aucun signe de neurotoxicité jusqu’a 2000 mg/kg pc

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité jusqu’a 1049-1213 mg/kg pc/j
chez les males et femelles respectivement

Isopyrazam

Neurotoxicité
aigué - Rat

Modifications aux deux doses les plus fortes (250 et 2000
mg/kg pc) uniquement au premier jour aprés l'exposition,
avec diminution de la distance totale parcourue, du temps
passé en zone centrale (pouvant refléter une anxiété) et du
nombre de redressements

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Modifications a la dose la plus forte (382-468 mg/kg pc/j chez
les méles et femelles respectivement) considérées comme
relevant d‘une toxicité générale, avec diminution de la
distance totale parcourue pour les femelles et du nombre de
redressements pour les méles et les femelles. Les analyses
macro et microscopiques des cerveaux ne mettent pas en
évidence d’effets du traitement

Rat - 2 ans

La force musculaire des membres postérieurs est
significativement réduite chez les femelles exposées a la
dose la plus forte (233 mg/kg pc/j) en semaine 50, les
auteurs avancent I'absence de signes histopathologiques et
d’autres observations similaires dans d’autres études de
toxicité chronique pour suggérer qu'il s'agit d'un événement
aléatoire sans lien avec le traitement

Chien - 90 jours

Dans une étude par gavage chez le chien (0, 30, 100, 300
mg/kg pcl/j), des tremblements et des mouvements
incontrélés de la téte ainsi que des problémes d’équilibre
sont rapportés a la dose de 300 mg/kg pc/j sur 3 des 4 males
et de 100 mg/kg pc/j sur 1 des 4 méles. Dans cette étude la
NOAEL est établie a 30 mg/kg pc/j.

Dans une deuxieme étude chez le chien (0, 10, 30, 250
mg/kg pc/j), des tremblements similaires mais persistants
associés a dautres signes cliniques (comportement
anormal, flexion des membres postérieurs, sédation,
mouvements non coordonnés, ptosis) ont été observés chez
1 des 4 males de I'étude a la dose la plus forte de 250 mg/kg
pc/j ainsi qu’'une activité locomotrice réduite chez un autre a
la méme dose.

Penflufen

Neurotoxicité
Rat - 90 jours

Aucun signe de neurotoxicité jusqu'a 516-609 mg/kg pc/j
chez les males et femelles respectivement

Penthiopyrad

Neurotoxicité
aigue - Rat

Modifications transitoires a = 500 mg/kg pc (posture voitée,
démarche instable, évasement des pieds a I'atterrissage,
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motricité  réduite, température corporelle réduite)
uniqguement le jour de I'exposition

Neurotoxicité Aucun signe de neurotoxicité jusqu’a 640 mg/kg pc/j
Rat - 90 jours

Neurotoxicité du | Effets transitoires chez les descendants de méres exposées
développement - | a 250 et 500 mg/kg pc (tremblements a 500 mg/kg pc/j et
Rat augmentation d’activité motrice a 250 et 500 mg/kg pc/j),
sans altérations neuropathologiques

Pydiflumetofen Neurotoxicité Modifications a 1000, voire a 100 mg/kg pc chez les femelles
aigue - Rat le jour de [I'exposition (piloérection, posture voitée,
démarche anormale, température corporelle réduite) et
diminution d’activité motrice et du nombre de redressements

Rat - 90 jours Aucun signe de neurotoxicité jusqu'a 1000 mg/kg pc/j chez
les méles et femelles respectivement

Sedaxane Neurotoxicité Diminution transitoire d’activité locomotrice a la dose la plus
. élevée étudiée de 260 mg/kg pc/j chez les méales
Rat - 90 jours

8.5.3 Analyse des conclusions établies par ’'EFSA

De fagon générale, dans les dossiers réglementaires, la neurotoxicité des SDHI ne fait pas
l'objet d’investigations spécifiques et approfondies au regard de I'hypothése d’une
neurotoxicité chronique qui pourrait résulter d’'une atteinte mitochondriale. Un tel lien possible
entre neurotoxicité chronique et une atteinte mitochondriale a, par exemple, été largement
étayé dans le cas du complexe | mitochondrial dont I'atteinte est impliquée dans la maladie de
Parkinson (Terron et al. 2018; EFSA et al. 2017). Concernant les SDHI, cette absence d’études
spécifiques dans les dossiers réglementaires est explicitement liée a I'absence d’'impératifs
réglementaires portant sur la famille chimique de ces pesticides et a sa neurotoxicité
potentielle, contrairement par exemple aux substances de la famille des organophosphorés.
Certains dossiers concluent cependant a I'absence de preuves de neurotoxicité (bixafen,
boscalid, carboxin, isofetamid) dans les études par exposition aigué ou sub-chronique. De
nombreux dossiers font état de signes cliniques d’ordre neurologique, notamment suite a une
exposition aigué a forte dose (benzovindiflupyr, cyflumetofen, fluopyram, flutolanil,
fluxapyroxad, isopyrazam, penflufen, penthiopyrad, pydiflumetofen, sedaxane), qui peuvent
concerner frequemment des modifications de l'activité motrice, de la force d’agrippement ou
du nombre de redressements. Ces signes cliniques sont généralement transitoires, en
particulier observés le jour de I'exposition dans les protocoles d’étude de la neurotoxicité aigué,
et sont ainsi souvent associés a une toxicité systémique. Globalement ces signes restent
cependant peu informatifs et ne permettent pas de définir leur origine précise (signes
généraux ? signes neurologiques ou musculaires ? ...). Il est aussi rare que des éléments
fonctionnels précis soient fournis sur des protocoles d’exposition chronique (90 jours a 2 ans)
et, aucun dossier réglementaire ne fait état d’'investigations neuropathologiques appropriées
au regard de pathologies humaines spécifiques liées a un déficit mitochondrial, n’étant pas
requises dans le cadre réglementaire actuel, en particulier dans les protocoles d’exposition
subchronique (90 jours) ou chronique (2 ans).

Comme lindiquent les travaux expérimentaux d’exposition de rongeurs ou de primates a des
SDHI non pesticides (3-NP, malonate), un effet néfaste théoriquement plausible de I'exposition
aux fongicides SDHI pourrait étre représenté par une atteinte nigro-striée, telle que présente
dans la maladie de Parkinson et les maladies apparentées (cf. 7.2). Il doit étre souligné que
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les signes cliniques moteurs caractéristiques de ces maladies ne surviennent que lorsque les
niveaux de dopamine striatale sont réduits d’environ 80 %, correspondant a une perte
neuronale dopaminergique d’environ 50-70 %. Chez ['humain, les signes cliniques
caractéristiques, moteurs (akinésie, hypertonie, tremblement au repos), sont toutefois trés
fréquemment précédés, des années avant, par d’autres signes cliniques (déficits olfactifs,
troubles du transit intestinal, troubles du sommeil paradoxal), plus ou moins spécifiques mais
parfois trés prédictifs. Ainsi, la seule réalisation de tests fonctionnels dans les études
réglementaires, fondés principalement sur I'évaluation du comportement, de l'activité générale
et locomotrice, ne permettrait d’'identifier que des atteintes majeures et tardives, en I'absence
d’investigations neuropathologiques approfondies.

Il est a noter que la ligne directrice 424 de 'OCDE concernant les études de neurotoxicité
souligne que les changements de comportement ne sont pas tous spécifiques du systéme
nerveux, et que si des changements sont observés, ils doivent étre évalués par rapport a des
données histopathologiques, hématologiques ou biochimiques et a des résultats d’autres
études de toxicité systémique. Elle précise que comme il est impossible de construire un seul
ensemble d’essais permettant de faire une évaluation approfondie du potentiel neurotoxique
de toutes les substances, il peut étre nécessaire de mettre en oeuvre d’autres essais in vivo
ou in vitro qui sont adaptés au type spécifique de neurotoxicité observé ou escompté.

A limage de l'expertise conduite par 'EFSA concernant les liens entre complexe |
mitochondrial ou stress oxydatif et parkinsonisme (Terron et al. 2018; EFSA et al. 2017),
l'identification d’'une neurotoxicité chronique de cette nature nécessiterait, non seulement des
études fonctionnelles (tests appropriés de motricité en particulier) mais aussi des
investigations neuropathologiques dédiées permettant d’évaluer, dans la substance noire et le
striatum, la mort neuronale, en particulier des neurones dopaminergiques tyrosine hydroxylase
positifs, le statut neurochimique (dopamine et ses métabolites), la présence de signes
d’agrégation de la protéine alpha-synucléine, centrale dans ces pathologies, et la
neuroinflammation. Par ailleurs, une évaluation des dangers devrait prendre en compte la
littérature concernant la neurotoxicité subchronique du TTFA (Ahn et al. 2021).

En résumé, les dossiers réglementaires des SDHI mettent en évidence des troubles
neurologiques comportementaux ou moteurs, le plus souvent transitoires et dans des
protocoles d’exposition courts. Les études d’exposition sub-chronique ou chronique chez la
souris ou le rat ne comportent pas d’études approfondies au regard d’'une éventuelle
neurotoxicité chronique, qui nécessiteraient non seulement la recherche de déficits
comportementaux et moteurs, mais également des investigations neuropathologiques
spécifiques. Celles-ci devraient en particulier étre de nature a identifier une éventuelle atteinte
du systéme nerveux dopaminergique, atteint de fagcon ciblée par plusieurs substances
chimiques inhibitrices de la SDH.

8.6 Effets rénaux

Plusieurs SDHI sont capables d’induire des néphropathies lors d’exposition de modéles
animaux par voie alimentaire. La toxicité rénale représente l'effet critique dans I'élaboration
des VTR actuelles pour 2 substances (carboxine, fluopyram). De plus, le GT a considéré cet
effet pour remettre a jour la DJA du penthiopyrad.

Benzodiflupyr : la substance administrée pendant 28 jours chez la souris cause a la forte
dose (500 ppm, 78 mg/kg pc/j) une néphrite tubulo-interstitielle chez les males (2/5 animaux
touchés) et 1 femelle sur 5. Cela est caractérisé par une basophilie tubulaire et une infiltration
de cellules inflammatoires. Chez les males, il est également noté une dilatation minimale des
tubules, non observée chez la femelle. De telles altérations rénales n’ont pas été observées
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dans I'étude chez la souris sur 90 jours, mais la dose de 500 ppm a d0 étre abandonnée en
raison d’une trop forte toxicité.

Boscalid : dans les deux études a long-terme (2 ans chez le rat et 18 mois chez la souris),
des incidences élevées de néphropathies chroniques sont observée chez les méles et les
femelles dans tous les groupes testés, y compris les groupes témoins. Ces incidences ne
montrent aucune tendance dose-reliee. Les niveaux trés élevés de ces altérations rénales
posent question quant aux conditions d’élevage et a la conduite expérimentale de ces études.
Chez les rats femelles, une baisse du poids absolu des reins aux doses de 500 et 2500 ppm
(30 et 156 mg/kg pcl/j) est associée a la présence et a la sévérité de néphropathies
glomérulaires chroniques. Cet effet est considéré comme non lié a la substance en raison de
la baisse de poids corporel observée a ces doses.

Carboxine : La toxicité rénale de la carboxine est reconnue et a conduit au classement de la
substance dans la classe de danger STOT REZ2 ; H373 : Risque présumé d'effets graves pour
les organes (reins) a la suite d'expositions répétées ou d'une exposition prolongée. Dans le
dossier réglementaire, trois études chez le rat (une étude de 28 jours?® et 2 études de 90
jours?%) révelent des atteintes rénales importantes : augmentation du poids, lésions tubulaires,
kystes rénaux, néphrite chronique et néphropathie progressive. Les males sont plus sensibles
a ces effets que les femelles. Ces Iésions constituent un facteur majeur de mort prématurée.
Une ostéodystrophie fibreuse au niveau du fémur, qui pourrait étre reliée a la défaillance rénale
de la régulation minérale a été décrite par I'Etat-membre rapporteur. Des effets ont également
été observés chez le chien et la souris a des doses supérieures aux doses néphrotoxiques
chez le rat. L’étude d’exposition répétée (6h/jour pendant 28 jours) de rats par voie cutanée
montre une néphrotoxicité (dégénération/régénération tubulaire) a partir de 400 mg/kg pcl/j
uniquement chez les males.

Cyflumetofen : il n’a pas été rapporté d’effets néphrotoxiques avec le cyflumetofen. Une étude
de 28 jours d’exposition alimentaire chez le rat a été conduite avec le métabolite B-3. Chez les
males, il a été observé des altérations rénales, avec des signes macro et histopathologiques
de dégénération/régénération tubulaire et des casts granulaires, dés la plus faible dose testée
(75 ppm, équivalent a 6 mg/kg pc/j). Il y a également une accumulation de gouttelettes
éosinophiliques (autrement nommée gouttelettes hyalines dans la littérature) au niveau des
convolutions des tubules proximaux, observée également dans les animaux témoins. La
présence de ces gouttelettes hyalines dans les groupes témoins et traités questionne le fait
que les atteintes rénales soient les conséquences de l'accumulation de ces gouttelettes
hyalines. De plus, les analyses d’urine montrent la présence d’hématurie chez les males
exposés a 300 et 1200 ppm (24 mg/kg pc/j et 85 mg/kg pc/j), ainsi que la présence de cellules
épithéliales, granulées et des casts de cellules épithéliales dans les urines de tous les animaux
exposés. Le pH urinaire est également plus bas dans les groupes exposés a 300 ppm et le
volume d’urine est plus important dans les animaux traités a la plus forte dose. Les effets
rénaux observés sont liés a I'exposition a la substance mais ne sont observés que chez les
rats méales.

Fluopyram : des altérations rénales sont décrites dans plusieurs études. Dans I'étude court-
terme sur 28 jours chez le rat, il est noté une augmentation du poids rénal, ainsi que des
gouttelettes hyalines au niveau tubulaire proximal et des casts granulaires au niveau de la
médulla, dés 31 mg/kg pc/j chez les males. Des observations similaires sont faites dans I'étude
sur 90 jours chez le rat, chez les méles, avec une incidence de casts cellulaires dans les urines
dose reliée dans tous les groupes traités (de 3,05 a 204 mg/kg pc/j) et une augmentation du
poids absolu et relatif des reins et de 'incidence de néphropathies avec gouttelettes hyalines

29 Effets a partir de 90 mg/kg pc/j pour les males, 270 mg/kg pc/j pour les femelles.

30 Dans la 1¢™ étude : effets a 200 ppm (~10 mg/kg pc/j) pour les méales et a 800 ppm pour les femelles.
Dans la 2¢™ étude : 7/9 animaux avec des néphropathies progressives a 10,5 mg/kg pc/j pour les males
et 1/10 a la dose de 37 mg/kg pc/j pour les femelles.
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a partir de 60,5 mg/kg pc/j. Un mois aprés l'arrét de I'exposition, les effets rénaux sont
partiellement diminués chez les males a la plus forte dose.

Les études long-terme chez la souris et le rat confirment les altérations rénales induites par
I'exposition au fluopyram. Dans I'étude de 2 ans chez le rat, il est noté, chez les méales, une
augmentation dose reliée de l'incidence de casts cellulaires dans les urines pendant les 6
premiers mois d’exposition. Cet effet est temporaire, les casts cellulaire n’étant plus observés
a 18 et 24 mois. Chez les femelles, les urines ont une couleur orange a rouge a la plus forte
dose testée de 89 mg/kg pc/j. Au bout des 2 ans d’exposition, une néphropathie chronique est
caractérisée, avec également une dilatation tubulaire, une accumulation de pigments or ou
bruns au niveau tubulaire (essentiellement chez les femelles) et une hyperplasie des canaux
collecteurs a la plus forte dose testée (29 mg/kg pc/j pour les méles, 89 mg/kg pc/j pour les
femelles). Chez les males, des gouttelettes hyalines au niveau tubulaire et des calculs rénaux
sont également observés. Dans I'étude sur 18 mois chez la souris, une diminution du poids
rénal est observée chez les deux sexes a la forte dose (750 ppm équivalent a 105 mg/kg pc/j
pour les males et 129 mg/kg pc/j pour les femelles) mais qui n’est associée a I'observation de
Iésions que chez les femelles.

Enfin, dans I'étude de reprotoxicité sur 2 générations chez le rat, il est rapporté une
néphrotoxicité parentale (P et F1) chez les méles a la forte dose (83,1 mg/kg pc/j). Une
augmentation du poids absolu et relatif du rein, associée a une augmentation de I'incidence
d’'une néphropathie liée a des gouttelettes protéiques est observée. Au niveau biochimique,
une augmentation de la créatininémie, de I'urémie et une protéinurie sont observés.

Flutolanil : la substance administrée a des rats pendant 2 ans conduit a une augmentation de
néphrose, chez les males et les femelles. Elle est observable dés la plus faible dose
(équivalent a 1,8 et 2,1 mg/kg pc/j chez les méles et femelles, respectivement). Elle est
statistiquement significative uniquement a I'analyse intérimaire de 12 mois. Un taux élevé de
cette maladie est également présent dans le groupe témoin en fin d’étude (16 animaux sur 21
chez les males).

Dans une étude a 28 jours chez le rat, le métabolite M-101 a montré des effets rénaux (décrits
comme des néphropathies avec a2u-globuline) chez les males a la dose de 4,2 mg/kg pc/j. lls
ont été considérés non pertinents pour 'humain dans le dossier réglementaire.

Isofetamid : des effets rénaux sont rapportés dans les études sur un an et deux ans chez le
rat. A la plus forte dose testée chez les rats males (5000 ppm soit 237 mg/kg pc/j) dans I'étude
sur 1 an, il est noté des altérations basophiliques au niveau tubulaire, dont la signification
histopathologique est difficile a saisir. En raison d’'une incidence élevée de néphropathie
chronique dans les groupes témoins (31 animaux sur 51 chez les males) de I'étude sur 2 ans,
il n’est pas possible de conclure sur les résultats de cette étude.

Isopyrazam : des altérations rénales de type a2u-globuline sont prédites pour le métabolite
CSCD459488 selon la méthode QSAR. Aucune étude plus poussée n’a été conduite pour
vérifier ce point sur des expositions a long-terme.

Penflufen : dans une 1¢¢ étude de 90 jours chez le rat, une augmentation des gouttelettes
hyalines au niveau tubulaire est observé chez les méales a partir de 457 mg/kg pc/j. Dans une
2¢me étude de 90 jours chez le rat, les mémes effets sont décrits chez les rats males a une
dose plus faible de 228 mg/kg pc/j. La pertinence de ces observations pour '’humain est
considérée comme douteuse dans le dossier réglementaire.

Penthiopyrad : des effets rénaux observés dans I'étude chez le rat sur 2 ans chez les méles
(pyélites et signes de néphropathie chronique) ont conduit le GT a prendre en compte ces
effets pour établir la DJA sur la base d’'une LOAEL a 9 mg/kg pc/j (cf. section 6.12.2.2).

Bixafen, fluxapyroxad, isopyrazam, penflufen, pydiflumetofen, sedaxane : aucun effet
rénal néfaste n’est rapporté.
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Le rein est le 2°™e organe a avoir la plus forte densité en mitochondries et est fortement irrigué.
Leur métabolisme doit répondre a une forte demande énergétique impliquant une forte
phosphorylation oxydative, de la beta-oxydation des acides gras et une utilisation mineure de
glucose et majoritaire de glutamine. Elles sont sensibles a I'hypoxie. Au niveau des tubules
contournés distaux (médulla), cette zone faiblement vascularisée engendre un métabolisme
glycolytique quasi anaérobique, avec une expression constitutionnelle de HIF1, et une
résistance relative a I'hypoxie (Girard 2013).

Enfin, la littérature met en évidence des néphropathies liées a des atteintes de la SDH et des
mitochondries et de I'accumulation de succinate (Cardaci et al. 2015; Yang Yang et al. 2016;
Le Qian et al. 2019; Tang et al. 2021).

En résumé, les dossiers réglementaires du benzovindiflupyr, du boscalid, de la carboxine, du
cyflumetofen pour son métabolite B-3, du fluopyram, du flutolanil, de lisofetamid et du
penthiopyrad indiquent des atteintes rénales a des degrés variables. A I'exception de la
carboxine, ces effets rénaux n'ont pas été considérés pertinents pour I’humain sur la base de
I'observation d’'une accumulation d’a2u-globuline chez le rat méle. Pour autant, certains effets
sont observés dans d’autres espéces (souris et pour la carboxine, chien) et dans les deux
sexes.

8.7 Toxicité sur les organes reproducteurs, la
reproduction et le développement

Des effets sur les organes reproducteurs, la reproduction et le développement ont été
rapportés dans plusieurs dossiers réglementaires des SDHI et décrits ci-dessous. Seuls les
effets pris en compte pour I'élaboration de I'une des VTR sont recensés ici.

Benzovindiflupyr : une étude sur deux générations ayant servi a établir TAOEL, proposée
par le GT, a montré qu’a la dose de 100 ppm soit 6,8 mg/kg pc/j, les méles de la génération
parentale P présentent une diminution significative de la mobilité progressive ainsi qu'une
augmentation de la mobilité stationnaire ou non progressive des spermatozoides. Méme si cet
effet n'est pas retrouvé a la dose supérieure (600 ppm), la substance induit des altérations de
la morphologie spermatique. Cependant, ces effets n’entrainent pas de modification des
capacités reproductives et ne sont pas observés sur la génération F1. Chez les femelles de la
génération parentale P ainsi que de la génération F1, une augmentation de l'incidence du
diestrus lactationnel a été constatée.

Bixafen : une étude de toxicité prénatale chez le rat montre une diminution du poids feetal a
la dose de 75 mg/kg pclj, cet effet critique ayant servi a établir 'ARfD.

Cyflumetofen : I'étude sur deux générations, ayant servi a établir 'TAOEL et la DJA proposées
par le GT, a montré chez les femelles de la génération F1 une vacuolisation des cellules
interstitielles ovariennes a une dose supérieure a la dose critique (NOAEL = 10 mg/kg pc/j) et
sans entrainer de modification des capacités reproductives. De plus, a des doses supérieures
a la dose critique, il a été observé un retard de maturation sexuelle (séparation préputiale,
ouverture vaginale) dans les deux sexes de la génération F1.

Flutolanil : des études de toxicité prénatale chez le lapin ont montré une augmentation des
résorptions et de mortalité foetale a la dose de 200 mg/kg pc/j, cet effet critique ayant servi a
établir TARfD.

Fluxapyroxad : une augmentation des pertes post-implantatoires a été observé chez le lapin
a la dose de 60 mg/kg pc/j, effet ayant servi a établir 'ARD.

Isofetamid : une augmentation des variations squelettiques a été observée chez le lapin a la
dose de 300 mg/kg pcl/j, effet critique ayant servi a établir TARfD.
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Isopyrazam : 'ARfD a été établie a partir d’'une étude de tératogénese chez le rat qui montre
a la dose de 75 mg/kg pc/j des retards d’ossification, et a plus forte dose, des malformations
oculaires (cf. section 8.4). Ces observations ont conduit le RAC (2020) a classer I'isopyrazam
comme toxique pour la reproduction de catégorie 1B pour le développement.

Penthiopyrad : 'ARfD a été établie a partir d’'une étude de tératogenése chez le lapin qui
montre a la dose de 225 mg/kg pc/j, une réduction du poids corporel des foetus et a plus forte
dose, des malformations oculaires (cf. section 8.4).

Pydiflumetofen : une augmentation des variations squelettiques chez le lapin a été observée
a la dose de 100 mg/kg pclj, effet critique ayant servi a établir 'ARfD proposée par le GT ainsi
que 'AOEL actuellement en vigueur. Dans I'étude sur deux générations, un retard pubertaire
a été observé (retard de I'ouverture vaginale et de la séparation préputiale). Cet effet apparait
a une dose supérieure a celles utilisées pour dériver les VTR. Cette observation a conduit le
RAC (2019) a classer le pydiflumetofen comme toxique pour la fertilité de catégorie 2.

Aux doses ayant servi a établir les différentes VTR, certains effets sur la reproduction et le
développement ont été constatés: diminution de la mobilit¢ des spermatozoides
exclusivement pour le benzovindiflupyr, diminution du poids fcetal pour le bixafen et
penthiopyrad, pertes implantatoires et résorptions foetales pour le flutolanil et le fluxapyroxad,
variations squelettiques pour l'isofetamid et le pydiflumetofen. S’agissant de I'isopyrazam, des
retards d’ossification et des malformations oculaires sont a 'origine du classement 1B pour la
toxicité sur le développement. Concernant le pydiflumetofen, cette substance est classée
toxique pour la reproduction de catégorie 2 sur la base des retards pubertaires retrouvés dans
I'étude sur 2 générations. En conclusion, les effets délétéres pour la reproduction et le
développement, lorsqu’ils sont présents, sont variables en fonction des SDHI et ne permettent
pas d’identifier un ou des effets communs aux SDHI.

8.8 Autres
8.8.1 Cardiotoxicité développementale

Des effets sur le développement cardiaque ont été rapportés uniquement dans le dossier
réglementaire de I'isopyrazam. Des malformations cardiaques ont été mises en évidence
chez 7 foetus sur 57 a la concentration la plus forte testée (400 mg/kg pc/j) dans une étude
développementale chez le lapin. Ces effets significatifs apparaissent a des doses supérieures
a celles ayant servi de base aux VTR. Cependant, ces effets sont considérés comme
accidentels dans le dossier réglementaire car n’apparaissant que dans une seule étude sur 4.
Il est a noter que les effets observés sur la morphologie cardiaque (hypertrophie) et
péricardique (cedéme) pourraient aussi résulter de la compensation physiologique d’une
atteinte bioénergétique cardiaque, sans nécessairement résulter dun effet sur le
développement du coeur.

Il est rapporté dans la littérature que I'exposition des foetus de poissons-zébres a des
concentrations croissantes d’isopyrazam (0,025 a 0,5 mg/L) induit une mortalité accrue dés la
dose de 0,15 mg/L et un rythme cardiaque perturbé dés 0,05 mg/L (Yao, Xu, et al. 2018).

Pour les autres SDHI, il n’y a pas d’effet sur le développement cardiaque rapporté dans les
dossiers réglementaires. Dans la littérature, des données supplémentaires existent sur les
effets de certains SDHI sur les embryons de poissons zebres.

Le bixafen induit une dysplasie cardiaque et un cedéme cardiaque, une diminution de la
fréquence cardiaque chez les embryons de poissons zébres exposés a des concentrations
comprises entre 0,1 et 0,9 uM (Yuan, Li, et Xiao 2021).
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La carboxine induit une toxicité cardiaque chez les embryons de poissons zébres avec des
changements morphologiques macroscopiques au niveau du cceur, une augmentation
dépendante de la dose de la mortalité au-dela de 1 mg/L et une réduction dose-dépendante
du rythme cardiaque a toutes les doses testées (0,75 a 8 mg/L) (Y. Huang et al. 2022). Ces
observations sont associées a des changements significatifs dans I'expression des génes de
développement cardiaque et des génes impliqués dans la régulation du stress oxydant.

Le flutolanil induit, sur les embryons de poissons zébres exposés a des doses comprises entre
1,5 et 3,1 mg/L (4,6 et 9,6 uM), un ralentissement du rythme cardiaque a partir de 2,5 mg/L
(7,7 uM) et un cedéme péricardique (Y. Yang et al. 2016).

Pour le fluxapyroxad, des différences de la morphologie cardiaque (extension ventrale) sont
observées chez des embryons de poissons zébres exposés a 1, 2 et 4 yM (W. Li, Guo, et Miao
2022). Les auteurs rapportent une augmentation significative de ces effets aux deux plus fortes
doses, une réduction de la survie a la dose la plus forte et une réduction du rythme cardiaque
a toutes les doses étudiées. Enfin, l'analyse transcriptomique montre des variations
significatives de I'expression de certains génes impliqués dans le développement cardiaque
mais aussi la contraction et ’lhoméostasie du calcium.

En résumé, peu rapporté dans les dossiers réglementaires, le développement cardiaque
n'apparait pas clairement comme étant une cible des SDHI a des doses utilisées pour
I'élaboration des VTR. Le GT souligne la nécessité de porter une attention accrue a I'examen
du coeur dans les analyses réglementaires, au regard des données issues de la littérature sur
le poisson zébre et des observations dans le dossier de I'isopyrazam.

8.8.2 Perturbation endocrinienne

Un perturbateur endocrinien est une substance ou un mélange de substances, qui altére les
fonctions du systéme endocrinien et de ce fait, induit des effets néfastes dans un organisme
intact, chez sa progéniture ou au sein de (sous)-populations. Dans la réglementation sur les
substances phytopharmaceutiques (CE n°1107/2009), l'évaluation de la perturbation
endocrinienne doit se conformer a la méthodologie du guide de TECHA/EFSA (ECHA, EFSA
and JRC et al. 2018). Lors de la revue des documents réglementaires par le GT, certaines
substances font état d’effets susceptibles d’étre expliqués par un mécanisme de perturbation
endocrinienne. Le GT note aussi que tous les dossiers revus sur les SDHI sont antérieurs a la
mise en application du document guide et n‘ont par conséquent pas été investigués
suffisamment pour leurs potentiels perturbateurs endocriniens. Par ailleurs, I'évaluation
exhaustive du caractére PE des SDHI ne fait pas partie du mandat de ce GT.

Enfin, une évaluation compléte du potentiel PE selon le document guide est en cours au niveau
de I'UE pour plusieurs substances et sera exigée lors de la réévaluation pour toutes les
substances actives. Le GT souligne que I'évaluation du potentiel PE de ces substances devra
faire I'objet d’'une attention particuliere lors de leur réévaluation, au regard des effets observés
par le GT, notamment sur la thyroide et les surrénales.
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9 Conclusion du GT

Le GT SDHI ainclus dans I'expertise les substances actives (SA) phytopharmaceutiques SDHI
ayant eu une évaluation européenne disponible au moment des travaux, soit 14 SA SDHI.

Conformément aux attendus de la saisine, le GT SDHI a, dans un premier temps, examiné les
VTR actuellement en vigueur (AOEL, ARfD, DJA) afin de faire des propositions de
modifications si nécessaire. Pour ce faire, il a basé son analyse sur les dossiers réglementaires
de 14 substances SDHI et plus particulierement sur le résumé de I'évaluation de I'état membre
rapporteur (volume 1) et les données de toxicité et de métabolisme (volume 3B6), le document
des conclusions de I'EFSA ainsi que les opinions du RAC. Selon les besoins, les experts ont
eu accés aux documents détaillés des études. Simultanément, une recherche bibliographique
des données scientifiques disponibles dans la littérature académique a été entreprise avec
comme objectif d’'identifier des effets néfastes des SDHI et des mécanismes de toxicité sous-
jacents. Il est a rappeler que I'objectif de ce rapport n’est pas de réaliser un profil toxicologique
exhaustif de chacune des substances.

L’analyse des 39 VTR examinées pour les 14 composés de la famille des SDHI, a conduit le
GT a proposer des modifications de VTR pour 11 d’entre elles dont 3 AOEL, 3 ARfD (2 remises
en cause et 1 nouvelle proposée) et 5 DJA. Ces modifications sont motivées par une
requalification des NOAEL en LOAEL, la sélection d’études clés jugées plus pertinentes ou
I'ajout d’'un facteur d’incertitude supplémentaire. Ces modifications ont conduit a diminuer ces
VTR au minimum d’un facteur 1,5 et au maximum d’un facteur 3,3.

Le GT constate qu’un certain nombre de SDHI ont des organes sensibles communs, incluant
le systéme nerveux central et périphérique dont les yeux, les reins, la thyroide, les surrénales
et le foie. En particulier, le GT note des analogies entre les effets induits par une inactivation
génétique de la SDH chez I’humain et une toxicité provoquée par les SDHI sur les surrénales.
Le GT observe que I'étude du lien entre I'exposition aux SDHI et l'inhibition de la SDH n’est
pas un requis réglementaire et est donc absente des dossiers industriels. Par ailleurs, 'analyse
de la littérature n’a pas permis de répondre a cette interrogation. Le GT souligne I'importance
de développer des AOP spécifiques résultant d’'un déficit mitochondrial en complexe Il (voir
RECO4- Favoriser le développement des AOP (« adverse oufcome pathway »)).

La revue des VTR par le GT met en évidence des incertitudes, en lien avec les niveaux de
confiance, globalement moyens voire moyens faibles, attribués a ces valeurs. Des analyses
complémentaires permettraient de mieux caractériser les dangers potentiels et de
conforter/modifier les VTR et ainsi réduire les incertitudes (voir RECO1- Mise en place d’une
approche intégrée de I'évaluation de la mitotoxicité en général et de I'inhibition du complexe II
en particulier dans le cadre d’une évaluation réglementaire pour les substances chimiques).

Les études toxicocinétiques des dossiers réglementaires des SDHI, réalisées avec un
marquage radio-actif, ne permettent pas de différencier le composé parent des métabolite(s)
d’intérét, et donc, d’estimer la distribution par organes. Cela ne permet pas de réaliser des
modeéles PBPK génériques (voir RECO3- Améliorer les études de pharmacocinétique de
maniére générale en vue de I'exploitation de données toxicologiques in vitro).

De plus, le GT considére que I'évaluation actuelle des SDHI seuls est incompléte. Une
évaluation des dangers devrait étre réalisée pour les formulations contenant des substances
actives ayant un effet sur la chaine respiratoire et susceptibles d’influencer les effets retrouvés.
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Le GT note des lacunes importantes dans certains dossiers réglementaires. Des
expérimentations complémentaires de la néphrotoxicité ou de la neurotoxicité y compris durant
le développement, sont nécessaires en raison de signes d’appel (cf. section 8). Certaines
études expérimentales présentant une mortalité élevée ont été prises en considération lors
des évaluations réglementaires alors qu’elles auraient d0 étre rejetées et donc refaites. Le GT
déplore également l'usage inapproprié des contrdles historiques pour rejetter des effets
significatifs. Par ailleurs, les dossiers n’ont pas investigué le potentiel perturbateur endocrinien,
leur évaluation étant antérieure a la mise en application du document guide de 2018.
L’évaluation de la demande de renouvellement de I'approbation de ces substances devrait
s’assurer de combler ces lacunes.

En outre, les tests requis lors de I'évaluation des dossiers réglementaires de ces substances
n'apparaissent ni adéquats, ni suffisants, pour évaluer la toxicité spécifique des SDHI, au
regard des données de la littérature. Ceci pousse le GT a faire des recommandations
spécifiques sur le besoin de mettre en ceuvre une stratégie de tests visant a évaluer la
mitotoxicité et d’adapter certaines lignes directrices de 'OCDE (voir RECO1- Mise en place
d'une approche intégrée de I'évaluation de la mitotoxicité en général et de I'inhibition du
complexe Il en particulier dans le cadre d’'une évaluation réglementaire pour les substances
chimiques).

Concernant les données épidémiologiques, I'expertise de 'INSERM (2021) a constaté qu’il
n’existait a ce jour pratiquement aucune donnée épidémiologique portant sur les effets des
substances actives SDHI sur la santé des agriculteurs ou de la population générale. La
recherche bibliographique réalisée par le GT n’a pas permis d’identifier des données
supplémentaires. Le GT attire I'attention sur la possible vulnérabilité des populations chez
lesquelles la chaine respiratoire est dysfonctionnelle (environ 1 personne sur 4000 en
France®') en cas d’exposition, notamment professionnelle, a des SDHI.

Enfin, méme si I'objet de la saisine ne concernait que les dangers, le GT souligne le manque
de données d’exposition et d'imprégnation des populations qui entrainerait des difficultés pour
apprécier le risque sanitaire (voir RECO2- Améliorer les connaissances sur les niveaux
d’exposition des populations aux SDHI). De plus, le GT recommande la réalisation d’'une
expertise relative a I'impact des SDHI sur la biodiversité et la santé des écosystémes (voir
RECOS5- Evaluer les effets des SDHI sur les écosystémes et leur impact sur la biodiversité).

31 https://carammel.org/about
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10 Recommandations et perspectives

RECO1- Mise en place d’une approche intégrée de I’évaluation de la
mitotoxicité en général et de I'inhibition du complexe Il en particulier
dans le cadre d’une évaluation réglementaire pour les substances
chimiques

Le GT recommande le développement d’'une stratégie séquentielle pour évaluer le potentiel
mitotoxique (RECO1A1 et RECO1A2, RECO1C) et ses conséquences fonctionnelles
(RECO1B), mettant en ceuvre une batterie de tests in vitro et in vivo en s’inspirant de ce qui a
été fait par 'US EPA (Hallinger et al. 2020).

Les protocoles des études doivent étre définis ou adaptés pour la réalisation de ces
investigations, nécessitant la création ou la mise a jour des lignes directrices.

Le GT recommande une premiére évaluation de la mitotoxicité (RECO1A) par :

¢ lareéalisation de trois tests pour évaluer la fonction de phosphorylation oxydative
(cf. détails RECO1A1 ci-dessous).

Le GT recommande dans le cas ou la batterie de tests proposée dans la RECO1A1 identifie
une altération de la fonction de phosphorylation oxydative :

o |a realisation de tests in vitro complémentaires (cf. détails RECO1A2 ci-
dessous).

Dans le cas d’'une mitotoxicité qui ne serait pas en lien avec une inhibition du complexe Il, le
GT recommande le développement de tests complémentaires spécifiques.

Le GT recommande dans le cas ou la batterie de tests proposée dans la RECO1A (RECO1A1
et RECO1A2) identifie une inhibition du complexe Il :

¢ laréalisation, dans des modéles vertébrés adaptés in vivo, de tests fonctionnels
et analytiques appropriés pour évaluer les effets sur les tissus et organes, en
particulier ceux identifiés comme sensibles dans le présent rapport (section 8)
ou dans la littérature (cf. détails RECO1B ci-dessous) ;

o laréalisation, a l'issue de ces tests in vivo, de tests enzymatiques pour évaluer
I'activité du complexe Il (SQR/SDH) dans les tissus et organes concernés par
la RECO1B (cf détails RECO1C ci-dessous).

Détails RECO1A
L’intégrité des fonctions mitochondriales peut étre évaluée par la mesure de :

e 1° niveau (évaluation de la fonction de phosphorylation oxydative : RECO1A1)
- la respiration cellulaire,

- lactivitt enzymatique des complexes de la phosphorylation oxydative
mitochondriale (complexes | a V),
- le niveau d’ATP mitochondrial.

Si au moins l'un de ces trois tests montre une altération, les tests suivants doivent étre
réalisés :

e 2°me njveau (caractérisation de la mitotoxicité : RECO1A2)
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- la production d’especes réactives de I'oxygéne (ROS) mitochondriales,

- la mesure du niveau de métabolites mitochondriaux importants pour le marquage
épigénétique (succinate, fumarate, acétyl-coA, alpha cétoglutarate, s-adényl
méthionine). Si un effet sur les métabolites mitochondriaux est détecté, le GT
recommande I'évaluation de I'état de méthylation de ’ADN,

- la mort cellulaire programmeée liée a la mitotoxicité,

- la mesure de la densité et de la dynamique (fusion / fission) mitochondriale.

Ces mesures doivent étre réalisées sur plusieurs modéles cellulaires incluant en priorité
des lignées humaines adéquates, dont I'étude pourra étre complétée par l'utilisation de
cultures primaires de cellules animales et de modéles d’embryons de poissons zébres ou de
xénope. Dans la mesure du possible, les modéles cellulaires utilisés devront étre pertinents
vis a vis des tissus et organes identifiés comme sensibles.

Détails RECO1B

Le GT recommande de réaliser in vivo des tests fonctionnels et analytiques appropriés pour
évaluer les effets sur les fonctions suivantes, dans le cas ou la batterie de tests proposée dans
la RECO1A identifie une inhibition du complexe Il :

» Fonctions neuromusculaires :

Le GT recommande, a I'image des recommandations de I'EFSA sur le lien entre inhibition du
complexe | et les déficits moteurs de type parkinsonien :

e |a réalisation d’investigations neuropathologiques appropriées, incluant une
évaluation in vivo de l'intégrité du systéme nerveux dopaminergique au niveau de la
substance noire pars compacta (corps cellulaires neuronaux) et du striatum
(prolongements neuronaux) ((EFSA et al. 2017).

e |a caractérisation des effets sur les neurones dopaminergiques humains in vitro par
analyse de la cytotoxicité et quantification des pertes neuritiques en cultures cellulaires
(lignées cellulaires SH-SY5Y, LUHMES) (Delp et al. 2021; OCDE 2020)

Le GT recommande également la réalisation de tests fonctionnels chez le rongeur, comme
décrits dans les lignes directrices de 'OCDE dans les études de toxicité répétée et de
neurotoxicité, tels que :

o test d’agrippement (grip test),
o test d’équilibre et de coordination locomotrice (Rotarod),
o test d’activité locomotrice en champ ouvert.

> Neurodéveloppement :

Le GT recommande la réalisation systématique de I'étude de neurotoxicité du développement
(OCDE 426) considérant les conséquences déléteres pour le neurodéveloppement pouvant
étre en lien avec une inhibition de la SDH. L’atteinte de la thyroide retrouvée pour la majorité
des substances étudiées par le GT constitue également un signal d’alerte pour I'exploration
d’'un effet sur le neurodéveloppement. Cette ligne directrice permet d’explorer des fonctions
motrices chez les nouveaux-nés de rats, de réaliser des tests cognitifs et de réaliser des
analyses post-mortem sur différentes structures du SNC. Une attention particuliére doit étre
portée sur une analyse systématique de la taille des globes oculaires et de I'aspect du cristallin
(morphologie externe) et de la lamination de la rétine (aprés coupe micrométrique).
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> Fonctions rénales et surrénaliennes :

Le GT recommande qu'une analyse soit dédiée spécifiquement a la fonction rénale et
rapportée clairement dans les dossiers réglementaires, sur 'ensemble des études de 28 jours,
90 jours et 2 ans, ainsi que sur les études de reprotoxicité (1 et 2 générations) et de toxicité
développementale. Plus précisément, le GT recommande :

e ['exploration de la filtration glomérulaire (ex. dosage de la cystatine, mesure du débit
de filtration glomérulaire (ex. inulin, sinistrin-FITC)),

e ['évaluation de l'intégrité de la barriére glomérulaire (marquage immunohistologique,
ex. néphrine/podocine), en plus des paramétres déja inclus dans les lignes directrices
de 'OCDE et afin de détecter précocement une altération de la fonction rénale.

Le GT recommande de mieux étudier la fibrose et maladie rénale chronique par :

e des marquages spécifiques, parmi lesquels I'anti-membrane basale glomérulaire
(MBG), la chaine alpha 1 des collagénes de type | et IV, la fibronectine, I'Alpha Smooth
Muscle Actin (aSMA), le TGF-beta.

Le GT recommande d’évaluer la fonction surrénalienne qui, en plus d’étre une cible
pertinente dans le cas d'une altération de l'activitt SDH, peut également impacter le
fonctionnement rénal, par :

e le dosage plasmatique des hormones surrénaliennes (minéralocorticoides,
glucocorticoides, androgénes, catécholamines ), en plus de I'analyse du poids et de
I'histologie des surrénales déja incluse dans les lignes directrices de 'OCDE.

Détails RECO1C

Le GT recommande, dans le cas ou la batterie de tests proposée dans la RECO1A identifie
une inhibition du complexe |l et a l'issue des études in vivo de la RECO1B, que I'altération de
I'activité du complexe Il soit évaluée dans les tissus et organes sensibles (cf. chapitre 8), dans
le cadre des études de toxicologie par :

- le dosage du succinate dans le plasma et les tissus/organes sensibles (ex. immunotest,
LC-MS/MS ),
- la mesure des activités du complexe Il (SDH/SQR) dans les tissus/organes sensibles.

RECO2- Améliorer les connaissances sur les niveaux d’exposition
des populations aux SDHI

Le GT recommande de :

- intégrer les SDHI dans les programmes nationaux de biosurveillance,

- introduire les SDHI dans les substances recherchées dans les futures études
d’alimentation totale, y compris infantile, et de coupler ces informations aux études
individuelles nationales des consommations alimentaires,

- soutenir les recherches épidémiologiques a visée étiologique destinées a identifier les
potentiels effets sanitaires des SDHI, en population générale ou professionnellement
exposée, basées sur des mesures objectives d’exposition.

Version finale page 191/ 318 Avril 2023




Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0202 - SDHI »

RECO3- Améliorer les études de pharmacocinétique de maniére
générale en vue de I’exploitation de données toxicologiques in vitro

(1) Réle des données pharmacocinétiques vis-a-vis des tests toxicologiques.

Les données de tests toxicologiques in vivo ou in vitro permettent de préciser les types d’effets
ou « dangers » rencontrés aprés I'exposition a une substance active, et de réaliser différentes
investigations selon les essais mis en ceuvre telles que les amplitudes d’effets a différentes
doses par comparaison aux contréles négatifs des études. Ces données permettent
également de fixer une dose/concentration critique in vivo ou in vitro aprés étude de la relation
dose/concentration — réponse. La dose critique retenue quantifie la quantité de substance
active au-dela de laquelle un ou des type(s) de danger(s) peuvent avoir lieu. En pratique, cette
dose critique permet d’établir une valeur toxicologique de référence (VTR). Cette VTR sert de
point de comparaison par rapport aux estimations d’exposition réalisées sur la base de scénarii
en situation d’'usage de la substance active. L’estimation de I'exposition et sa comparaison a
la dose critique permet d’estimer le risque de survenue d’un effet toxicologique i.e., de conduire
une évaluation quantitative du risque sanitaire (EQRS).

La pharmacocinétique doit permettre d’étudier quantitativement le devenir de la substance
d’intérét au cours du temps dans un organisme, y compris dans les organes cibles. La
connaissance des paramétres pharmacocinétiques d’une substance permet de caractériser la
relation concentration/effet dans I'organe. Ces études de pharmacocinétique ont donc une
importance significative en EQRS (évaluation quantitative des risques sanitaires) en
complément des données purement toxicologiques, dites de danger, reliant la dose externe a
I'effet clinique observé.

(2) Problématiques et limites de l'utilisation de méthodes de radio-marquage sans
couplage a d’autres méthodes de séparation et quantification

De nombreux dossiers de substances actives reposent sur des estimations ADME faisant
appel a une mesure de signal issu d’'un radio-marquage de la substance active. Le radio-
marquage est une méthodologie ancienne, avant que les méthodes d’analyse modernes
(HPLC/LC/MS) ne soient disponibles en routine. Ce recours a une technologie ancienne
s’explique par le fait que les études ADME utilisées en toxicologie réglementaire avaient
initialement pour seul but de montrer que les animaux utilisés dans les études toxicologiques
avaient regu suffisamment de substance active. Le signal que le radio-marquage fournit est
relatif a la fois la substance active absorbée et distribuée et son/ses métabolismes et leur
élimination. En 'absence d’autre méthode d’analyse combinée, il est impossible de distinguer
le signal radioactif issu de la substance administrée parente de celui issu des métabolites.
Cette limite peut étre référée comme étant une problématique dite de « radioactivité totale ».

Dans les monographies disponibles pour les substances actives examinées lors de ce GT, la
quantification portait principalement sur I'absorption, la distribution et I'élimination de la
radioactivité totale. Néanmoins, ces données permettent d’établir le pourcentage de
radioactivité totale mesurée dans les différents tissus considérés. Habituellement, le coefficient
de partition octanol/eau (log Kow) sert de proxy pour apprécier la diffusion d’'une substance
dans les tissus lipophiles. Méme si ce log Kow dans le cas des SDHI est supérieur a 2,
suggérant une distribution importante de la substance parente dans les tissus a forte teneur
en lipides, une radioactivité est retrouveée également dans les autres types de tissus moins
lipophiles. Dans ces tissus, ce sont en théorie plutét les métabolites les plus hydrophiles qui
se retrouvent majoritairement. Dans les dossiers étudiés, les métabolites et les substances
parentes étaient séparées et quantifiés individuellement dans les féces et I'urine, mais pas
dans les tissus. Ce qui ne permet pas de déterminer leurs distributions tissulaires individuelles
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RECO3A : Le GT recommande donc d’inclure la quantification des composés d’intérét
de maniére a pouvoir distinguer la substance parente de ses métabolites dans les
différents tissus, dans les études de toxicocinétique.

(3) Adaptation et exploitation nécessaires des données pharmacocinétiques pour
'interprétation des données issus de tests mécanistiques in vitro

Les données issues de tests in vifro, notamment, sur les complexes de la chaine
mitochondriale de transport des électrons ou de mesures de I'ATP, fournissent des
concentrations d’inhibition a 50% ou 25% de ces complexes. Ces concentrations sont relatives
aux concentrations nominales du test in vitro conduit, on parle communément par souci de
concision de « concentration interne » puisque le niveau d’échelle est a minima interne a un
organe (par ex. : le cerveau) voire cellulaire (par ex. : des neurones dopaminergiques de la
substance noire (substantia nigra)). Pour pouvoir estimer et quantifier si les mécanismes
observés in vitro sont susceptibles d’étre activés chez ’humain, il est nécessaire de comparer
les concentrations inhibitrices a un niveau d’exposition interne estimé, dans la méme espéce,
afin d’étre au méme niveau d’échelle. Cependant, les modéles d’exposition en vigueur font
appel a des données d’exposition « externe » auxquelles des pourcentages de passage sont
simplement appliqués sans prendre en compte les paramétres physiologiques humains qui
déterminent les paramétres ADME et conséquemment I'exposition interne qui en résulte dans
chaque organe d’intérét. La prise en compte de ces processus physiologiques ADME et la
détermination de I'exposition « interne » est réalisée par la modélisation dite « PBPK » pour
« Physiologically-Based PharmacoKinetic ».

Ainsi lorsque les substances radiomarquées sont couplées a des techniques d’analyse, |l
devient possible de caractériser a la fois le composé parent et les métabolites par séparation,
identification et quantification, notamment par HPLC-MS/MS. Cette quantification séparée des
métabolites actifs et du composé parent permet alors de construire un modéle PBPK pour la
substance étudiée. Cette méthodologie permet d’estimer I'exposition « interne » a minima
dans le(s) organe(s) cibles. Il est alors possible de s’affranchir de la problématique d’échelle
(décrite au paragraphe ci-dessus) et de convertir les données d’exposition externe en situation
d’'usage du produit phytopharmaceutique, en expositions « internes » et de les comparer aux
concentrations inhibitrices in vitro. Un second avantage est de simuler I'exposition d’un
composé parent ou de ses métabolites dans des tissus spécifiques qui ne sont pas disponibles
pour I'échantillonnage. De fait, les effets toxicologiques de certains composés dépendent de
la concentration dans les tissus, ce qui est particulierement important.

RECO3B :

LE GT recommande l'utilisation de la modélisation PBPK pour la prise en compte des
processus physiologique ADME, la détermination de I’exposition interne a partir de
P’exposition externe et I’estimation des concentrations in vivo a partir des
concentrations effectives in vitro.

Afin d’écarter un possible biais galénique influengant la pharmacocinétique et de pouvoir relier
de maniére rigoureuse les données ADME aux données de toxicité, il est nécessaire de
réaliser les études ADME par gavage avec les mémes formulations aqueuses que pour les
études de toxicité par gavage. L'utilisation de dispersants différents influence I'absorption en
la favorisant et induit de fait un biais de comparaison des études (Strickley 2004; Gelderblom
et al. 2001).

Un nombre important d’études réglementaires revues dans le cadre de ce GT ont utilisé des
véhicules aqueux de formulations (p. ex: Tween 80, CMC, DMSO, crémophor EL,
Tragacanthe, PEG-400 ...) afin de solubiliser des composés parents peu solubles dans I'eau.
Cependant, pour les études de toxicité de ces mémes composés, d’autres formulations
aqueuses ont été utilisées ou encore ces études n’en ont pas utilisé. Cette approche peut avoir
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un impact sur la biodisponibilité lors des études de courte durée par gavage. Pour les études
subchroniques ou chroniques, I'impact est négligeable, car les SDHI étudiés ont été
administrés dans la nourriture assurant ’homogénéité de la dispersion des composés dans le
tractus gastro-intestinal.

Enfin, les données ADME présentées dans les dossiers devraient également étre établies pour
des administrations par voie intraveineuse (V). Les données IV permettent, en effet, d’'estimer
beaucoup plus précisément I'élimination (clairance) qu’avec des données obtenues par voie
orale® (clairance apparente). En disposant de données a la fois par voie orale et intraveineuse,
il est en fait possible d’estimer la fraction de substance oralement biodisponible, c’est-a-dire le
pourcentage de substance qui gagne le compartiment systémique aprés exposition orale, et
par conséquent d’établir un modéle d’exposition plus robuste (la biodisponibilité étant le
paramétre qui permet de passer d'une clairance apparente a la clairance réelle de la
substance).

RECO3C :

Le GT recommande d’utiliser les mémes formulations aqueuses pour solubiliser les
substances SDHI entre les études de toxicocinétique et les études de toxicité répétée
par gavage.

Le GT recommande de faire une étude intraveineuse en parallele a I’étude
toxicocinétique a dose unique par voie orale.

RECO4- Favoriser le développement des AOP (« adverse outcome
pathway »)

Afin de structurer les informations disponibles a ce jour et d’orienter des stratégies de tests
intégrées (« Integrated Test Strategy » (ITS)) pertinentes et adaptées au profil de toxicité des
SDHI, le GT recommande de promouvoir la construction d’AOP. Les AOPs (« Adverse
Outcome Pathways ») correspondent a une construction logique établissant le lien, par
I'entremise d’une série d’événements clefs, entre 'événement initial déclencheur (interaction
avec d’agent chimique avec un récepteur par exemple) et un effet néfaste sur la santé au
niveau de I'organisme, d’une population, ouvrant la voie a I'évaluation des dangers (Ankley et
al. 2010). Plus spécifiquement, le premier élément de cette chaine séquentielle, 'événement
moléculaire initiateur (« molecular initiating event » (MIE)) est relié a des événements clés
distaux (« key event » (KE)). Ces événements clés sont liés entre eux par des « relations entre
événements clés » (« key event relationship » (KER)). L’effet néfaste est défini comme le
résultat de la relation entre I'événement moléculaire initiateur et les événements clés.

A ce jour, il existe plusieurs AOP qui décrivent une chaine d’événements entre I'inhibition de
la fonction mitochondriale et un effet néphrotoxique®® ou hépatique®*. Une AOP spécifique du
complexe 1 de la chaine mitochondriale est notamment décrite en rapport avec le
développement du syndrome parkinsonien (Figure 20)(Terron et al. 2018).

32 Par voie orale, il n'est pas exclu que I'absorption orale soit plus lente que I'élimination, en situation dite de « flip-flop »
pharmacocinétique et que la valeur estimée apparemment pour I'élimination orale soit en réalité celle de I'absorption. Seule la
valeur d’élimination 1V permet de confirmer I'élimination orale.

3 https://acpwiki.org/system/dragonfly/production/2022/01/31/2eocy1tréu AOP_Diagram updated Jan 31 2022.jpg;
https://aopwiki.org/system/dragonfly/production/2022/04/08/3umghgrbmu_Gueguen_Y_AOPKidney__failure.jpg

34 https://aopwiki.org/system/dragonfly/production/2019/06/07/37sevwndly _Screenshot_from 2019 06 _07_15_36_37.png
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Figure 20: Liaison d’un inhibiteur de la NADH-ubiquinone oxydoréductase (complexe 1)3®

Pour les inhibiteurs de la SDH, aucune AOP n’a été publiée a ce jour. Surla base des données
de variants génétiques de la SDH et de pathologies tumorales (PCC, PGL, GIST) chez
’humain et de I'observation de tumeurs chez les rongeurs exposés a des SDHI, une AOP
« inactivation de la SDH et cancérogenése » peut étre envisagée.

Assez récemment des expérimentations conduites chez le poisson-zébre montrent un
potentiel toxique des SDHI sur le développement et le neurodéveloppement (Yanicostas et
Soussi-Yanicostas 2021), avec notamment des effets neurotoxiques dont certains convergent
avec ceux décrits chez les mammiféres dans certains dossiers réglementaires (par exemple
la microphtalmie). Bien que dans ces études I'exposition des poissons soit constante et non
séquentielle, que les concentrations soient parfois élevées, et que I'activité mitochondriale ne
soit pas toujours évaluée, une AOP ciblant le neurodéveloppement chez le poisson-z&bre
pourrait orienter vers des événements critiques a scruter particulierement chez les
mammiferes.

De plus, une littérature abondante rapporte des effets neurotoxiques liés a une exposition de
rongeurs ou de cellules neuronales a des inhibiteurs pharmacologiques de la SDH (3-NP et
malonate, par exemple). Ces données pourraient également étre utilisées pour développer
une AOP « inhibition de la SDH et neurotoxicité ».

Enfin, comme les AOP peuvent étre utilisées de maniére bidirectionnelle (du MIE vers 'AO
mais aussi de ’AO vers le MIE), une AOP « inhibition de la SDH et neurotoxicité » présenterait
l'intérét d’étre utilisée de maniére inverse en partant de données épidémiologiques potentielles
(voir RECO2) vers le MIE (inhibition de la SDH) par une approche PBPK (voir RECO3).

Le GT recommande de développer une AOP « inactivation de la SDH et cancérogenése »

Le GT recommande de développer des AOP « inhibition de la SDH et neurotoxicité »,
incluant le neurodéveloppement et la neurodégénérescence.

RECO5- Evaluer les effets des SDHI sur les écosystémes et leur
impact sur la biodiversité

Les dossiers réglementaires comportent un certain nombre de données d’écotoxicité qui n’ont
pas été explorées par le GT. Par ailleurs, des effets des SDHI sur des organismes non-cibles,

35 https://aopwiki.org/system/dragonfly/production/2018/02/25/1vwk4p05mb_4rkkOgx9a1_AOP3NewSchema_correct.png
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au regard des usages de ces substances, sont documentés dans la littérature académique,
notamment en ce qui concerne les abeilles, les crustacés et les poissons (rapport d'expertise
INRAE: Mamy et al. 2022). D’aprés les dossiers réglementaires, la plupart des SDHI sont
persistants dans I'environnement, et certains sont classés comme toxiques ou trés toxiques
pour les organismes aquatiques selon le réglement CLP. Ces éléments suscitent des
interrogations sur les risques que l'utilisation des SDHI peut représenter pour la santé des
écosystémes et la biodiversité, lesquels devraient étre évalués de maniere globale et
approfondie.

Le GT recommande la mise en place d’une expertise collective consacrée
spécifiquement aux effets des SDHI et a I’évaluation des risques pour la biodiversité et
la santé des écosystémes.
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Annexe 1 : Lettre de saisine

QD...SS._S..O 2019-5A-0202

Connaitre. évaluer. protéger

Décision N* 2018.12.333

AUTOSAISINE

Le drecieur génaral de I'Agence nationale de séourité santaire de I'slimentation, de Fenvironnement &t
du raval (Anses),

Vu le code de 1a santé publique, et notamment son articke L 1313-3 conférant 4 I'Anses la prérogative
de se saisir de toule quastion én vue de |'sccomplssement de ses missions,

Décide

Article 1%.- L'Agance naticnale de sécurté saniave de Faimentstion, de lenvironnement et du travail
2e saisil 2in de réaliser une axpense donl les carschivistquas sont listées cidessous.

1.1 Thématiques et objectifs de I'expartise

L'Anses lance une nouvelle suto-saisne visant 3 actualiser ks conndes o la littérature scientiique
publides depuds Tapprobalion des substances fongicdes de la famille des inhibilewrs de la succinate
deshydrogénase (SDHI) afin didentfier & des &éments noureaux pourralent, dune part. nécesster
une actualisation da I'avis @ du rapport du groupe d'expertise collectve' et, d'autre pant, pustifier une
modification des Svaluatons mendes su niveau eurcpéen sur les substances de la famille des SOHI

1.2 Contexte de I'autosaisine

Agrés l'alerte ¢’un collectif de scentfiques, lAnses avalt mandaté en mai 2018 un groupe d'expertiss
colective @n urgance pour G&eminer si « les informations of hypathdses Scanifigues AnpaNées par
fes auvlews [de laf e .. apportant ... des déments an faveor dexpositans of de nsques Qul
n'auralent pas &4 pis an comple dens Mdvalualion des substances actives concamées ». L'avs de
l'agence pris sur le fandement de cetle expartise 8 &6é publié en janver 2019°

Par ailewrs, lAnses a informé et lancs un appel & la vigitence augrés des autorités eurapéennes el
nord-américanas el auprds des autres Etats Membres, et a saisi linserm afin que la question des
SDHI s0il prise en comple dans le cadre de son expartise collective en cours relative 3 Nmpact des

pastcides

T A% dn rAgence de A o I . O Tervieonnemant of & yasad relatt & « Fvaluason oy
S0 concermant la toaksd des & it e it proag (SOvl)e

15 janvwer 2019

AGESFRIORA! prsen o) - code Brvee  ANSESFCREOLY 13
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De phss, L'Anses s'ast autosalsks sur 18s nsques cumulas pour les consommateurs en relstion avec
U expasition aux SDHI. Les résulats sont attendus en mars 2020,

L'Anses a égalernant favorisé |'émergence of financé des progts de recharche at, via les dispositits de
surveilance coordonnés par |8 phytophamacoviginos, chaercha & délecter déventuels effets
sanitares des SDH| pouvan! dtre cbasrvwds sur 1o larain,

Suite & cela, I'Anses a identfié difléranies dornées ou éludes récamment putsléas, pami lesquales 1a
publication de Benit & &, dans Plos One, qui devronl &re analysées. Le rapport dexpertise collective
de 'Insarm susmensonnd devra égakemant dre prs en comple,

Pour dpondre 4 'sulo-saising, un groups de Yavall (GT) ad hoo serm constitué & partr des wiers
d'expents de lagencs (collectifs axistants ot viviers de personnes compétenies). Les condusions de oo
groupe seront valddes par les CES nédarents.

1.3 Questions sur lesquelles portent les travaux d'expertise & mener

Les questions suvanies seeont axaminges :

e Lanalyse des dldments disponibiles ou 8 verir, noamment les offets crliques, dovant-is

conduire & taike évoluer les valeurs de rédérance foxicologiques des suibstances 7 A cel dgard,
une attention spécifigue sera portée 3 la toxioté mitcchondriale des substances achves de la
famile des SOMI ;
L'analyse des résultats de vigilance, de survesllance cu d'éudes épidémiologiques apporient-is
des éldments sugoérant un impact sanilaire qui Wewail pes alé pris en comple dans
révaluation des risgquas ralatve & s substances 7

o Au regard de ces dments. des modifications des valurs de rédérence toxicologiques des

subsances actves SDHI sont-alles nécessalres ? Dans lafirmative, des propositions sont
attendues afin qu'eles puissent &re portées Su niveau aurapden.

1.4 Durde pravisionnelie de I'expertise

Les conclusions finales devront &re rendues dans un délai de 12 mois, un avis intermédiaing sur la
nécesste dune actualisation de l'avis du GECU de arvier 2019 est afendu dans un délal de & moks

Article 2.- Un avis sara émis ot pudlé par 'Agence 8 [issue des iravaux

Fat a Masons-ator, e 0 6 DEC. 2019

Genat
général

212
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Annexe 2 : Revue systématique de la littérature

Le cadrage de la recherche bibliographique ainsi que les mots clés ont été définis par les
membres du GT. La premiére question de la saisine portant sur I'analyse des effets critiques
avec une attention particuliére aux mécanismes toxiques pour la mitochondrie, les mots clés
listés dans le tableau ci-dessous ont été sélectionnés par les membres du GT pour la requéte

bibliographique.

Tableau 63: Liste des mots-clés utilisés pour la requéte bibliographique

Identité Mécanisme d’action Effets critiques
(incluant les numéros CAS)

{Succinate dehydrogenase | apopto* neurotoxic*
inhibit*} necro* brain

{SDH inhibit*} autophag* neuron

Sdhi senescen* neurodegenerative
{complex Il inhibit} {Oxidative stress} parkinson’s
benzovindiflupyr {reactive oxygen | striatum

bixafen species} {Substantia nigra}
boscalid ros dopaminergic
carboxin mitotoxi* motricity
fluopyram metaboli* alzheimer's
flutolanil toxic* amyloid
fluxapyroxad lethal tau

isofetamid sublethal tauopathy
isopyrazam {cell death} cognitive
penflufen hypox* memory
penthiopyrad prolif* {Amyotrophic lateral }
pydiflumetofen epigen” sclerosis
sedaxane succinate neuroinflammation
1072957-71-1 respi* astrocyte
581809-46-3 pharmacokinetics astrogliosis
188425-85-6 mitochondria microglia
5234-68-4 {Respiratory chain} microgliosis
658066-35-4 {Complex II} huntington
66332-96-5 {Complex 2} cardiotoxic*
875915-78-9 heart
881685-58-1 hepatotoxic*
494793-67-8 liver

183675-82-3 nephrotoxic*
1228284-64-7
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874967-67-6 kidney

pancreas

diabetes

{Metabolic syndrome}
gut

{Gl tract}

{Enteric nervous system}
olfactory

eye

skin

cancer

thyroid*

repro*

La requéte a été réalisée sur deux bases de données : Pubmed (recherche sur
« Title/Abstract » et « Text ») et Scopus (recherche sur « TITLE-ABS-KEY ») entre le 22
décembre 2020 et le 13 janvier 2021, sans limite de date.

Une actualisation de la recherche bibliographique a été réalisée le 22 juillet 2022 avec les
mémes mots clés. Il est a noter que le cyflumetofen (acaricide) qui n’apparaissait pas dans les
mots clés de la requéte initiale car celle-ci se focalisait sur les fongicides SDHI, a également
été inclus dans cette mise a jour (recherche incluant cyflumetofen et son numéro CAS sans
limitation de date). En plus de cette requéte bibliographique, I'expertise INSERM (2021) sur
les fongicides SDHI a été prise en compte. Par conséquent, les publications identifiées dans
la littérature et mentionnées dans I'expertise INSERM n’ont pas été revues spécifiquement par
le GT. Il s’agit de 26 publications.

Au total avec les deux requétes, et aprés dédoublonnage, 440 publications ont été identifiées.

La sélection de chaque référence bibliographique sur la base du titre et du résumé a été
réalisée par un binbme (membre du GT et/ou agent de ’Anses) en aveugle. Ont été exclues
les publications réalisées sur végétaux et champignons, les publications relatives a des
données d’efficacité agronomique, les publications analysant des stratégies thérapeutiques en
médecine humaine (en particulier traitement anticancéreux) ainsi que les publications ne
faisant aucune référence a une inhibition mitochondriale. Cette sélection a abouti a I'exclusion
de 300 publications. Cent quarante publications ont été jugées pertinentes sur la base du titre
et du résumé.

L’évaluation du texte intégral a conduit a 56 références éligibles. Les phases de sélection,
d’éligibilité et d’inclusion des publications ont été discutées collégialement en GT.

Au final, sur la base de cette recherche bibliographique, 48 publications ont été retenues dans
le rapport.
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Reférences identifiées par Références supplémentaires
recherche sur base de identifiées par d’autres sources
données (n = 559) (n = 26)
c
.
! y
=
g > Doublons exclus (n = 145)
= X .
Références identifiées aprés
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* si utile, préciser les raisons d’exclusions ou encore le nombre de références exclues par raison d’exclusion
** si pertinent selon les besoins de la méthode d’expertise, rapporter le nombre d’études a la place du nombre de références

*** expliciter s'il s’agit d’une synthese qualitative ou quantitative ou éventuellement deux syntheses séparées.

Figure 21 : Diagramme de flux3®

3% D’aprés Gedda M. (2015). Traduction francaise des lignes directrices PRISMA pour I'écriture et la
lecture des revues systématiques et des méta-analyses. Kinésithérapie 15(157):39-44.

doi:10.1016/j.kine.2014.11.004
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Annexe 3 : Outils d’analyse de fixation des niveaux de confiance pour les VTR a seuil

d'application, voie

Substance
N° CAS
Type de VTR
construite durée

EVALUATEUR 1 EVALUATEUR 2
Nom de | Date de | Nom de | Date de
I'évaluateur | I'évaluation I'évaluateur | I'évaluation

Criteres Sous-critéres Criteres d’attribution des notes (adaptés pour | Niveau de | Argumentation | Niveau de | Argumentation

I’expertise SDHI) confiance | de I'évaluateur | confiance de I'évaluateur

(1a5) (1a5)

Corpus de données | Quantité et | Jugement d'experts en lien avec les requis

qualité réglementaires

Choix
critique
Type d'effet
compléter]

de

l'effet

[a

Nature de l'effet

Jugement d'experts.

- Modification d'un paramétre biologique (enzyme ou
concentration hormonale par exemple) --> 1 ou 2

- Effet fonctionnel --> 3 ou 4

- Lésion histologique --> 5

Convergence Jugement d'experts.

des études A titre d'exemple, pour la construction d'une VTR
chronique :
- Une seule étude mettant en évidence l'effet critique.
Les autres études ne le mettent pas en évidence alors
gu'elles sont congues de telle maniére qu'elles devraient
pouvoir détecter cet effet --> 1
- Quantité adéquate mais quelques limitations --> 2 ou 3
- Plusieurs études convergent -->4 ou 5

MoA (mode | Lorsque l'effet est déterminé chez I'animal :

d'action) (chez | - MoA inconnu --> 3

I'animal et chez | - Connaissance incompléte du MoA chez I'animal et/ou

I'Homme) chez 'Homme --> 4

- MoA connu chez I'animal ou/et connu (partiellement ou
pas) chez 'Homme --> 5

Transposabilité
animal -->
Homme

Lorsque l'effet est déterminé chez I'animal :
- Transposition par défaut, mais doute quant a la
pertinence de cette transposition --> 1
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- Transposition par défaut --> 2

- Données chez I'animal mais pas chez I'Homme, mais
effet plausible --> 3

- Similarité des effets et de la toxicocinétique
qualitativement entre l'animal et I'Homme mais pas
quantitativement --> 4

- Toxicocinétique et effets identiques chez I'Homme et
I'animal --> 5

Confiance pour le critére "choix de I'effet critique"”

Moyenne des notes attribuées aux 3 sous-critéres

Référence(s) : [citer
la référence]

durée pour laquelle est construite la VTR :

- Aucune étude de durée adaptée a disposition pour
permettre de valider l'utilisation de cette étude de durée
non adéquate --> 1

- Présence d'informations montrant que la substance ne
s'accumule pas ; que les effets ne sont pas dépendants
de la durée ; que les effets n'apparaissent qu'a la suite
de I'exposition lors d'une fenétre de sensibilité de courte
durée ; ou pertinence de l'utilisation de I'étude soutenue
par des données d'extrapolation voie-a-voie sur la base
d'études de durée adaptée ; données suggérant une
progression limitée des effets en fonction du temps -->
entre 2 et 4 (jugement d'expert ; ces cas correspondent
a l'application d'un UFS de 3)

- Existence d'étude(s) de durée adaptée permettant de
confirmer la pertinence de I'utilisation d'une étude de
durée non adaptée --> 3 ou 4

A titre d'exemple pour la construction d'une VTR
chronique

- Etude subchronique, aucune autre étude subchronique
ni chronique --> 1

- Durée intermédiaire (entre subchronique et chronique)
; ou étude subchronique et effet irréversible --> 2 a 4
(jugement d'expert)

Hypothése de | A seuil par défaut | Dans le cas des effets non cancérogénes, I'hypothése de construction est & seuil par défaut. Ce n'est pas considéré comme
construction une source d'incertitudes.

Choix de I'étude (ou | Qualité de I'étude | Jugement d'experts

des études) clé Durée Dans le cas ou la durée de I'étude est différente de la
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- Durée similaire (chronique) -->5
Confiance pour le critere "choix de I'étude clé" Moyenne des notes attribuées aux 2 sous-critéres
Choix du PoD BMD/BMDL, - NOAEL seul ou LOAEL seul --> 1
NOAEL/LOAEL, | - Existence du couple LOAEL/NOAEL --> 2 ou 3 en
NOAEL seul ou | fonction du choix des doses, du nombre de doses, de
LOAEL seul I'écart entre les doses, de la présence et de la qualité de
la relation dose-réponse, etc.
-Existence du couple BMD/BMDL --> 4 ou 5 en fonction
du nombre de doses testées, de la compréhension de la
relation dose-réponse, etc.
Ajustements Temporel Correspond au passage d'une durée discontinue a continue. Il est considéré que ce n'est pas source d'incertitude.
Allométrique L’ajustement allométrique n’étant jamais fait dans les dossiers réglementaires, ce parametre n’a pas été considéré pour
établir un niveau de confiance dans le cadre de ces travaux.
Choix UF UFAa (variabiite animal - | C€ sous-critére n’'a pas été considéré pour établir un niveau de confiance dans le cadre de ces travaux, la valeur attribuée
homme) pour ce facteur d’incertitude étant une valeur par défaut (valeur de 10).
UFn (variabiite inter- | C€ SOUS-cCritére n’a pas été considéreé pour établir un niveau de confiance dans le cadre de ces travaux, la valeur attribuée
individuelle) pour ce facteur d’incertitude étant une valeur par défaut (valeur de 10).
UFL Aucun niveau de confiance n'est attribué a ce facteur, car l'incertitude qui y est liée est prise en compte dans le parametre
"choix de la dose critique".
UFs Aucun niveau de confiance n'est attribué a ce facteur, car l'incertitude qui y est liée est prise en compte dans le parametre
"durée" du "choix de I'étude clé".
UFp Aucun niveau de confiance n'est attribué a ce facteur, car l'incertitude qui y est liée est prise en compte dans le paramétre
"corpus de données".
Niveaux de | Niveau de | Moyenne des notes de chaque critére, chaque critére ayant le méme poids sauf le critére « choix de I'efffet critique » qui
confiance confiance global | présente un poids double (Anses, 2017)
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Annexe 4 : Principales propriétés physico-chimiques des pesticides

SDHI

Tableau 64 : Données de physico-chimie des SDHI considérés dans I'expertise (source
conclusions de I'EFSA)

Nom des Poids Log Kow Solubilité Pression de Constante de pKa
substances moléculair dans l'eau vapeur (Pa) Henry
e (g/mol) (mg/L) (Pa.m3/mol)

Benzovindiflupyr 398,2 43 0,98 3,2x10° 1,3x10%® -
Bixafen 414,21 3,3 0,49 4,6 x 108 3,89 x 10 -
Boscalid 343,21 2,96 4,6 7,2x107 5,18 x 10°° -
Carboxin 235,3 23 134 2x10°% 3,2x10° <05
Cyflumetofen 447,45 4,3 0,028 <59x10°% <9,4x10? -
Fluopyram 396,72 3,3 16 1,2x 108 2,98 x 10°° -
Flutolanil 323,2 3,17 8,01 4,1x107 1,65 x 10° -
Fluxapyroxad 381,31 313 3,44 27 %109 3,028 x 107 '?ﬁsé
Isofetamid 359,48 2,5 5,33 4,2x107 1,5x10-5 -
sopyrazam | assa | AL | Smues | madniel | emioxie |
Penflufen 317,41 3,3 11 4,1x107 1,19 x 10° -
Penthiopyrad 359,4 4,43 (1p|3_|775) 6,43 x 10° 7,66 x 103 10
Pydiflumetofen 426,7 3,8 1,5 1,84 x 107 1,5 x10* -
Sedaxane 331,4 3,3 14 6,5x 108 40x10° -
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Annexe 5 : Présentation des positions divergentes

Ce rapport d’expertise collective a été validé lors de la réunion du groupe de travail « SDHI »
des 14, 17 et 18 avril 2023. Des experts ont présenté des positions divergentes sur certaines
parties du rapport. Ces positions sont détaillées ci-dessous.

Avis divergent au sujet de la DJA du bixafen

Laurence Huc, Anthony Lemarié

L’évaluation des VTR a été conduite par les experts et expertes selon des modalités partagées
par toutes et tous : examen approfondi des dossiers réglementaires, synthése des principaux
résultats, analyse des NOAEL et des LOAEL selon la prise en compte des effets délétéres,
notamment ceux présentant un lien avec la cible des SDHI : la SDH.

Cette méthode répond aux objectifs de la saisine :

« L’analyse des éléments disponibles ou a venir, notamment les effets critiques, doivent-ils
conduire a faire évoluer les valeurs de référence toxicologiques des substances. A cet
égard, une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale des substances
actives de la famille des SDHI ;

L’analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques apportent-
ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en compte dans
I’évaluation des risques relative a ces substances ?

Au regard de ces éléments, des modifications des valeurs de référence toxicologiques des
substances actives SDHI sont-elles nécessaires ? dans I'affirmative, des propositions sont
attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen ».

Ainsi, deux experts ont travaillé sur le bixafen. Le rapport détaillé a été envoyé a la coordination
du GT I'été 2022.Puis les VTR de cette substance ont été examinées lors de 3 séances de
GT, puis validées le 19 septembre 2022.

A lissue de I'envoi du rapport au CES VSR et Phyto, des commentaires de la part des
membres du CES ont conduit a une relecture du texte en GT et a la non-prise en compte d’'un
effet délétere reconnu comme pouvant découler d'une atteinte de la SDH, /e
phéochromocytome. Cette pathologie cancéreuse est liée, entre autres, a une inhibition
partielle de la SDH, entrainant une accumulation du succinate, oncométabolite, qui induit un
état de pseudohypoxie et d’hyperméthylation des histones et de 'ADN, a l'origine de la
cancérisation des cellules. Le phéochromocytome (et les paragangliomes) est un cancer
neuroendocrinien rare qui touche 1 personne/ 100 000 d’aprés I'INCA. Or, nous avons identifié
cette pathologie dans le dossier réglementaire du bixafen, qui survient dés la plus faible dose
testée.

A raison de la faible significativité statistique et de la non-reconnaissance d’une manifestation
physiopathologique évoquant I'inhibition de la SDH, les CES ont émis des doutes sur la
pertinence de la prise en compte le phéochromocytome comme effet adverse. Etant donné
qu’il s’agit d’'un cancer rare, nous estimons que l'analyse statistique proposée n’est pas
adaptée a la prise en compte d’un effet biologique rare mais réel. Ainsi, nous n’approuvons
pas la remise en cause de cet effet délétére par les CES ainsi que son rejet par les autres
membres du GT non démissionnaires lors d’'un vote le 15/02/2023. Nous estimons que la VTR
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proposée n’est pas suffisamment protectrice des effets cancérigénes pouvant se manifester a
trés faibles doses de bixafen.

De plus, du fait de la forte capacité du bixafen a inhibé la SDH humaine in vitro (Bénit et al :
IC50 Bixafen SCCR 0.34+0.12 uyM homo sapiens versus SCCR 0.07+0.06 uM botrytis
cinerea), il est probable que cela explique l'inexistence d’une relation dose-effet : si une dose
faible de bixafen est suffisante pour bloquer la 50-100% de la SDH et d’entrainer une
accumulation de succinate, les effets ne peuvent pas étre plus forts a des doses 10 a 100 fois
supérieures.

Nous retranscrivons ici 'argumentaire validé par le GT avant I'envoi aux CES de la version du
rapport de décembre 2022.

Dérivation de la DJA (version du 13 dec 2022)

Description de la DJA

La DJA actuelle de 0,02 mg/kg pc/j a été déterminée sur la base de la NOAEL observée chez
le rat femelle [en raison d’un sacrifice prématuré des méles, une autre étude chez les rats méle
a été réalisée] (50 ppm : 2-2,8 mg/kg pc/j) dans une étude chronique de 2 ans d’exposition,
avec l'application d’un facteur d’incertitude total de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle, chez ’humain). En comparaison, les NOAEL chez la
souris aprés 18 mois d’exposition sont plus élevées (6,7-8,6 mg/kg pc/j).

Les effets critiques observés a cette NOAEL, et leurs caractéres délétéres ou non, ont été
discutés. lls incluent i) une augmentation du poids du foie (sans lésions significatives
associées), associée a une augmentation non statistiquement significative du taux de
cholestérol et a une diminution statistiquement significative du taux de bilirubine, et parfois de
certaines activités enzymatiques hépatiques (aspartate aminotransférase), et ii) des
altérations thyroidiennes colloidales, considérées comme non statistiquement significatives a
cette dose d’exposition. De plus, des tumeurs folliculaires thyroidiennes (2/59 femelles)
apparaissent a la plus forte dose de 2 000 ppm (soit 117 mg/kg pc/j), conduisant a la NOAEL
de 300 ppm (17,4 mg/kg pcl/j), dose a laquelle aucune tumeur des cellules folliculaires n’est
rapportée (58 femelles). Le GT note cependant que des carcinomes thyroidiens (2/60 femelles
(3,4%)) sont également rapportés a la dose de 50 ppm (équivalent a 2,81 mg/kg pc/j), bien
que non considérés comme reliés au traitement dans le dossier réglementaire. Aucune tumeur
des cellules folliculaires n’est rapportée dans le groupe contrdle non exposé (57 femelles).

Le GT a principalement discuté des observations de phéochromocytomes rapportés comme
bénins (3) et d'adénomes de la zone fasciculaire (2) a la NOAEL (50 ppm) établie dans le
dossier réglementaire chez le rat male. Deux (1 phéochromocytome et 1 adénome) ou trois (2
phéochromocytomes et 1 adénome) tumeurs surrénaliennes bénignes ont été observées aux
deux doses les plus élevées (300 et 2000 ppm), respectivement, pour chaque groupe de 60
rats. Un (1/60) phéochromocytome malin a été rapporté a la dose la plus élevée (2000 ppm).
Aucune tumeur surrénalienne n’a en revanche été observée dans le groupe non exposé (0/60).
L’attention du GT s’est particulierement portée sur cette observation en considérant la rareté
et la difficulté d’induire expérimentalement des tumeurs surrénaliennes chez les rongeurs.
Certains experts soulignent que les phéochromocytomes sont des effets délétéres rapportés
chez des sujets présentant des mutations dans un des génes SDHXx.

Au regard des observations des tumeurs thyroidiennes chez les femelles et
phéochromocytomes chez les males, le GT retient la LOAEL de 50 ppm (au lieu d’'une NOAEL
a 50 ppm, telle que statuée au niveau européen) a partir de I'étude de cancérogénése chez le
rat. Cela conduit a une DJA de 0,007 mg/kg/j a la place de 0,02 mg/kg/j.

Niveaux de confiance
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Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I’Anses
(ANSES 2017) :

- lanature etla qualité dans le corpus de données : au moins 2 espéces (rat et souris)
ont été étudiées dans de nombreuses études de 2 ans et 18 mois.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les effets critiques identifiés sont des
tumeurs thyroidiennes et surrénaliennes observées a la dose de 50 ppm. Ces
effets, observés uniquement chez le rat, sont considérés par défaut comme
transposables a I'humain. Le mode d’action n’est pas connu.

- le choix de I'étude clé : I'étude clé est une étude de 2 ans d’exposition journaliére
chez des rates dans l'alimentation jugée de bonne qualité (70 ou 80 femelles
traitées par dose, 4 doses incluant un contréle négatif) et d’'une durée adaptée pour
dériver une DJA.

- le choix du point de départ : aprés discussion, les experts ont jugé que la dose de
50 ppm correspondait & une LOAEL chez le rat (2-2,8 mg/kg pc/j). Une NOAEL
n’est donc pas disponible.

Conclusions :

Nous avons proposé de maintenir notre argumentation initiale en retenant les tumeurs
thyroidiennes et les phéochromocytomes comme effet adverse.

Elle n'a été retenue par la majorité du GT. C’est pourquoi nous formulons cet avis divergent.
La valeur de la DJA retenue par la majorité du GT est de 0,02 mg/kg pc/j. Ici, nous proposons
d’établir DJA a 0,007 mg/kg pclj, soit une dose 2,8 fois inférieure que nous estimons plus
protectrice pour une exposition alimentaire chronique au bixafen.
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Avis divergent sur ’ARfD du cyflumetofen

Laurence Huc, Anthony Lemarié

L’évaluation des VTR a été conduite par les experts et expertes selon des modalités partagées
par toutes et tous : examen approfondi des dossiers réglementaires, synthése des principaux
résultats, analyse des NOAEL et des LOAEL selon la prise en compte des effets délétéres,
notamment ceux présentant un lien avec la cible des SDHI : la SDH.

Cette méthode répond aux objectifs de la saisine :

« L’analyse des éléments disponibles ou a venir, notamment les effets critiques, doivent-ils
conduire a faire évoluer les valeurs de référence toxicologiques des substances. A cet
égard, une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale des substances
actives de la familles des SDHI ;

L’analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques apportent-
ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en compte dans
I’évaluation des risques relative a ces substances ?

Au regard de ces éléments, des modifications des valeurs de référence toxicologiques des
substances actives SDHI sont-elles nécessaires ? dans I'affirmative, des propositions sont
attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen ».

Ainsi, trois expert.e.s ont travaillé sur le cyflumetofen, le seul SDHI examiné étant utilisé
comme acaricide et le seul SDHI ayant la propriété d’étre un pro-pesticide, c’est-a-dire que
c’est son métabolite qui inhibe la SDH. Le rapport détaillé a été envoyé a la coordination du
GT le 16 ao(t 2022.

Un rapport plus succinct répondant aux exigences de rédaction homogéne entre tous les SDHI
a également été produit et intégré au rapport. Puis les VTR de cette substance ont été
examinées lors de 4 séances de GT, puis validées le 19 septembre 2022.

A lissue de lI'envoi du rapport au CES VSR et Phyto, des commentaires de la part des
membres du CES ont conduit & une relecture du texte en GT et a la non-prise en compte d’'un
effet délétére reconnu comme pouvant découler d’une atteinte mitochondriale, la micro-
ophtalmie. Cette maladie liée au mauvais développement de I'ceil, est une malformation
congénitale rare qui touche 1 enfant/ 10 000 d’aprés les chiffres ORPHANET. Or, nous
avons identifié cette pathologie dans le dossier réeglementaire du cyflumetofen, qui survient
dés la plus faible dose testée.

A raison de la faible significativité statistique et de la non-reconnaissance d’une manifestation
physiopathologiques évoquant l'inhibition de la SDH, les CES ont émis des doutes sur la
pertinence de la prise en compte de la micro-ophtalmie comme effet adverse. Etant donné
qu’il s’agit d’'une maladie congénitale rare, nous estimons que I'analyse statistique proposée
n‘est pas adaptée a la prise en compte d'un effet biologique rare mais réel. Ainsi, nous
n’approuvons pas la remise en cause de cet effet délétere par les CES ainsi que son rejet par
les autres membres du GT non démissionnaires lors d’'un vote le 15/02/2023. Nous estimons
que la VTR proposée n’est pas suffisamment protectrice des effets oculaires pouvant se
manifester a trés faibles doses lors de I'exposition foetale au cyflumetofen.
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Nous retranscrivons ici 'argumentaire validé par le GT avant I'envoi aux CES de la version du
rapport de décembre 2022.

Dérivation de ’ARfD du cyflumetofen (version décembre 2022)

Description de 'ARfD
A ce jour, il N’y a pas d’ARfD établie.

Etant donné les effets observés dans I'étude de toxicité prénatale, avec une tératogénicité
observée a la plus faible dose testée (50 mg/kg pc/j) au niveau du développement oculaire, le
GT considére qu’une ARTD doit étre fixée.

Plus précisément, dans I'étude sur le rat, les auteurs du rapport d’étude passent sous silence
I'apparition de deux malformations oculaires majeures et irréversibles. A la dose la plus faible
(50 mg/kg pcl/j), un feetus présente une microphtalmie (ceil de taille réduite) et un autre
présente des replis rétiniens que les auteurs estiment liés a la préparation des tissus sans
gu'aucune image ou analyse plus poussée ne permette de valider leur hypothése. En
'absence d’éléments contraires, il apparait donc que deux foetus présentent des
malformations oculaires majeures qui impactent gravement la fonction visuelle. Ces
modifications sont permanentes et signes d’'une organogénése profondément perturbée. Le
fait qu’il n’y ait pas d’effet dose réponse n’est pas un argument suffisant pour éliminer un effet
direct du cyflumetofen et ne pas présenter les résultats de [l'analyse statistique
correspondante. En effet, sur des feetus de rat, I'évaluation de la taille des globes oculaires et
'analyse de la structure rétinienne exigent une expertise fine et des examens attentifs. En
'absence d’étude plus approfondie et spécifique de I'ceil chez les feetus, il est important
d’attirer I'attention sur le fait qu’il est possible de ne pas détecter ces malformations.

Par précaution et a la vue des effets oculaires observés avec d’autres SDHI, il conviendrait de
considérer la valeur de 50 mg/kg pc/j comme une LOAEL pour la tératogénicité chez le rat a
partir de laquelle il serait possible d’établir une ARfD.

Ainsi, le GT recommande d’établir une ARfD a 0,17 mg/kg pc, aprés prise en compte d’'un
facteur d’incertitude total de 300 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité
interindividuelle, chez I'humain, 3 pour I'extrapolation LOAEL - NOAEL).

Niveaux de confiance

Un niveau de confiance global moyen a été attribué a cette ARfD en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'’Anses
(ANSES 2017) :

- lanature et la qualité dans le corpus de données : plusieurs études conduites chez
plusieurs espéces (rat, lapin), respectant les lignes directrices de 'OCDE, sont
disponibles.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les troubles oculaires chez les petits
identifiés a la dose la plus faible peuvent révéler une altération du développement
de la rétine. Les troubles oculaires sont des événements rares. Une seule étude
met en évidence cet effet. Celui-ci est transposable a 'humain. Le mode d’action
est partiellement connu (voir section 8.5).

- le choix de I'étude clé : I'étude choisie est la seule pour laquelle des troubles
oculaire ont été identifiés a la dose la plus faible. Celle-ci est d’'une durée adaptée
a la dérivation d’'une ARfD.

- le choix du point de départ : Les troubles oculaires surviennent chez les petits a la
plus faible dose. Ainsi, la NOAEL chez les progénitures n’est pas déterminable. I|
n’existe donc qu’une LOAEL pour cet effet dans cette étude.
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Conclusions :
Deux propositions ont été faites en GT :

- De maintenir notre argumentation initiale en retenant la microopthalmie comme effet
adverse

- Ou, dans I'impossibilité de reconnaitre cet effet comme adverse a cause de I'analyse
statistique, appliquer un facteur d’incertitude supplémentaire sur la VTR retenue (pour
un autre effet adverse a une dose supérieure, ici le retard d’ossification au niveau du
sternum), en raison d’'une augmentation du risque de développer une micro-ophtalmie
irréversible pour la population vulnérable qu’est le foetus. En effet, appliquer un facteur
d’incertitude selon la méthode classique invisibilise I'effet adverse rare mais réel a la
plus petite dose testée. Du fait, par ailleurs, que le cyflumetofen présente un certain
nombre d’éléments évoquant la perturbation endocrinienne, nous jugeons que
I'application de facteur d’incertitude actuelle n’est pas protectrice pour les populations
sensibles (femmes enceintes dont I'exposition professionnelle ou riveraine constitue
un danger pour le foetus). Ce facteur d’incertitude supplémentaire est employé au
Canada pour I'exposition aux substances anti-parasitaires.

Aucune n’a été retenue par la majorité du GT. C’est pourquoi nous formulons cet avis
divergent. La valeur d’ARfD retenue par la majorité du GT est de 0,5 mg/kg pc/j. Ici, nous
proposons d’établir ’ARfD a 0,17 mg/kg pclj.
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Qualité des études de toxicité chronique du Fluopyram

Laurence Huc, Anthony Lemarié

Objectif :

L’évaluation des VTR a été conduite par les experts et expertes selon des modalités partagées
par toutes et tous : examen approfondi des dossiers réglementaires, synthése des principaux
résultats, analyse des NOAEL et des LOAEL selon la prise en compte des effets délétéres,
notamment ceux présentant un lien avec la cible des SDHI : la SDH.

Cette méthode répond aux objectifs de la saisine :

« L’analyse des éléments disponibles ou a venir, notamment les effets critiques, doivent-ils
conduire a faire évoluer les valeurs de référence toxicologiques des substances. A cet
égard, une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale des substances
actives de la familles des SDHI ;

L’analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques apportent-
ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en compte dans
I’évaluation des risques relative a ces substances ?

Au regard de ces éléments, des modifications des valeurs de référence toxicologiques des
substances actives SDHI sont-elles nécessaires ? dans I'affirmative, des propositions sont
attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen ».

Méthode :

Deux rapporteur.rices ont analysé les dossiers relatifs a 'homologation de fluopyram et ont
présenté leurs conclusions a I'ensemble des membres du GT

Résultats :

On note une forte mortalité chez les animaux contrbles et exposés au fluopyram au cours de
'expérimentation 24 mois rat utilisée pour l'évaluation de la toxicité chronique et la
cancérogénicite.

Discussion :

La majorité des membres du GT SDHI a choisi de garder cette étude pour fixer la DJA, faute
de mieux. Voici ce qui est rapporté dans I'expertise :

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude combinée de toxicité chronique
et de cancérogénicité (OCDE 453), conduite chez le rat par voie orale.

Analyse critique du GT

Dans cette étude, des groupes de 60 animaux de chaque sexe ont consommé, pendant 104
semaines, des aliments contenant 0, 30, 150 ou 750/375 ppm de fluopyram chez les méles ou
0, 30, 150 ou 1500 ppm chez les femelles. Cela correspond a des expositions de 0; 1,2 ; 6,0
ou 29 mg/kg pc/j pour les males et 0 ; 1,68 ; 8,6 ou 89 mg/kg pc/j pour les femelles. Concernant
le groupe de males exposés a la 750 ppm de fluopyram, cette dose a été diminuée a la 85%™e
semaine pour une dose de 375 ppm jusqu’a la 104°™ semaine.

Les effets critiques sont les suivants :

- une augmentation statistiquement significative du poids absolu du foie, associée a
des changements biochimiques et histologiques (hypertrophie, foyers
éosinophiles).
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- des Iésions histologiques de la thyroide : hypertrophie folliculaire et altération de la
colloide.

- des anomalies histologiques des reins (hypertrophie et dilatation tubulaire,
néphropathie chronique progressive, gouttelettes hyalines) chez les rats méles.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 150 ppm et 30 ppm.

Le point de départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 1,2 mg/kg
pc/j. Aprés application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces,
10 pour la variabilité interindividuelle), la DJA établie est de 0,012 mg/kg pc/j.

Cette étude montre une mortalité totale inexpliquée observée en cours d’étude (270 animaux
sur 560, soit 48%). Cette mortalité est considérée, dans le rapport d’évaluation européenne,
comme significativement liée au traitement chez les méles a la plus haute dose. La mortalité
chez les femelles, bien que significativement augmentée a la plus faible dose, a été jugée
dans le dossier réglementaire non liée au traitement en raison de I'absence de relation dose-
réponse.

Tableau : Mortalité et taux de survie aprés 104 semaines (étude chez le rat, réalisée avec le
fluopyram ; partie cancérogénicité)

Sex Males Femelles

Dose (ppm) | O 30 150 750/375 | 0 30 150 1500
Mortalité 37 44 34 49 19 32 25 30
totale 61,7) | (73,3) | (66,7) |(81,7) |(31,7) |(63.3) |(417) | (50,0)
(%

mortalité)

Taux de | 37,8 | 26,7 22,3 19,9* 68,3 46,7 60,4 51,0
survie
ajustee
(%)

a: test de Kaplan-Meier ; * : p < 0,05

L’étude de cancérogénicité chez la souris a également été examinée par le GT pour évaluer
si elle pouvait étre utilisée pour dériver la DJA. Les doses d’exposition étant plus élevées que
celles utilisées dans I'étude chez le rat, le GT ne recommande pas de se baser sur ces
observations car cela conduirait a une DJA moins protectrice.

Par conséquent, le GT maintient I'étude de cancérogénicité chez le rat comme point de départ
pour la DJA, comme retenu dans le dossier réglementaire. Cependant, le GT propose
d’appliquer a la NOAEL de 1,2 mg/kg pc/j, un facteur d’incertitude de 300 (10 pour la variabilité
inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 3 pour prendre en compte la mauvaise
qualité de I'étude due a la mortalité élevée chez le rat). Ceci conduit a une DJA, finalement
retenue par le GT, de 0,004 mg/kg pc/j.

Un niveau de confiance global faible a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(ANSES 2017) :

- la nature et la qualité du corpus de données : il existe des études long terme
chez les rats et souris. L'utilisation de doses trés différentes rend difficile la
comparaison de ces études et l'interprétation des résultats.
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- le choix de l'effet critique et le mode d’action : les effets critiques sont des
changements biochimiques et/ou histopathologiques au niveau du foie, de la
thyroide et des reins. Des effets similaires sont observés dans I'étude de
cancérogénicité chez la souris mais a des doses d’exposition plus élevées. Ces
effets sont considérés par défaut transposables a ’humain. Le mode d’action n’est
pas précise.

- le choix de I’étude clé : bien qu’étant d’'une durée adaptée pour élaborer une DJA,
cette étude montre une mortalité inexpliquée en cours d’étude (270 animaux sur
560, soit 48%).

- le choix du point de départ : la dérivation de la DJA repose sur un couple
LOAEL/NOAEL.

Discussion et justification de I'avis divergent

La mortalité observée respecte la ligne directrice OCDE 453 et le Guidance Document No.
116 (7) a la limite de I'acceptabilité.

« L'arrét de I'étude doit étre envisagé lorsque le nombre de survivants dans les groupes
recevant la dose la plus faible ou dans le groupe témoin tombe en dessous de 25 %. »

La survie du groupe recevant la dose la plus faible est a 26,7%, ce qui est effectivement
acceptable d'un point de vue réglementaire. Le pays rapporteur, I'Allemagne, la juge
acceptable.

Pourtant, pour une question aussi cruciale que la cancérogénicité du fluopyram, cette étude
n’aurait pas da servir a la demande d’homologation de la substance. D’une part, le fluopyram
fait 'objet de 2 publications de la firme Bayer montrant qu’il est cancérigéne chez la souris et
chez le rat.

D’autre part, la ligne directrice N°451 OCDE impose de tester la cancérogénicité d’'une
substance avec une expérimentation de 24 mois chez le rat et de 18 mois chez la souris. Le
fait de produire une étude qui est a la limite de I'acceptabilité ne donne pas réellement de choix
aux experts pour fixer une VTR, sachant que l'effet délétére utilisé ne devrait pas étre la
mortalité, mais bien une pathologie qui doit étre la plus bégnine possible, et pas uniquement
sur des animaux « survivants ».

Selon les criteres d’éthique de la conduite d’une étude scientifique in vivo chez les rongeurs,
une baisse de la viabilité de 10% des animaux au sein d’'un méme groupe entraine un arrét de
'expérimentation en cours, avant tout pour des questions de bien-étre animal. De plus,
constatant cette mortalité, le pétitionnaire a changé la dose maximale tolérée en cours
d’expérimentation, pratique qui serait jugée frauduleuse en recherche académique.

Ainsi, en tant que scientifique, je ne peux pas :

1) accepter la fiabilité de I'étude pour fixer une norme
2) cautionner une absence de classement de fluopyram comme cancérigéne par 'TECHA
sur la base des études médiocres présentes dans le dossier réeglementaire.

Je souhaite également exprimer ici un point d’alerte sur I'actuelle « non-cancérogénicité du
fluopyram » qui est basée sur des expérimentations irrecevables scientifiquement.
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Avis divergent sur la DJA du fluopyram

Jérbme Henri, Sylvie Bortoli et Anthony Lemarié

| Rappel de 'avis majoritaire du GT qui permet de contextualiser

|.A Description de la DJA (retenue par le GT et reprise pour des éléments de contexte)

L’étude clé utilisée pour I'élaboration de la DJA est une étude combinée de toxicité chronique
et de cancérogénicité (OCDE 453), conduite chez le rat par voie orale. Dans cette étude, des
groupes de 60 animaux de chaque sexe ont consommé, pendant 104 semaines, des aliments
contenant 0, 30, 150 ou 750/375 ppm de fluopyram chez les males ou 0, 30, 150 ou 1500 ppm
chez les femelles. Cela correspond a des expositions de 0 ; 1,2 ; 6,0 ou 29 mg/kg pc/j pour les
males et 0 ; 1,68 ; 8,6 ou 89 mg/kg pc/j pour les femelles. Concernant le groupe de males
exposés a la 750 ppm de fluopyram, cette dose a été diminuée a la 85éme semaine pour une
dose de 375 ppm jusqu’a la 104éme semaine.

Les effets critiques sont les suivants : une augmentation statistiquement significative du poids
absolu du foie, associée a des changements biochimiques et histologiques (hypertrophie, foci
foyers éosinophiles), des Iésions histologiques de la thyroide : hypertrophie folliculaire et
altération de la colloide, des anomalies histologiques des reins (hypertrophie et dilatation
tubulaire, néphropathie chronique progressive, gouttelettes hyalines) chez les rats males.

La LOAEL et la NOAEL pour ces effets critiques sont de 150 ppm et 30 ppm. Le point de
départ pour I'élaboration de la DJA est la NOAEL chez les males de 1,2 mg/kg pc/j. Aprés
application d’un facteur d’incertitude de 100 (10 pour la variabilité inter-espéces, 10 pour la
variabilité interindividuelle), la DJA établie [par le GT] est de 0,012 mg/kg pclj.

|.B Analyse critique de I'étude parle GT

Cette étude montre une mortalité totale inexpliquée observée en cours d’étude (270 animaux
sur 560, soit 48%). Cette mortalité est considérée, dans le rapport d’évaluation européenne,
comme significativement liée au traitement chez les males a la plus haute dose. La mortalité
chez les femelles, bien que significativement augmentée a la plus faible dose, a été jugée
dans le dossier réglementaire non liée au traitement en raison de I'absence de relation dose-
réponse.

Tableau : Mortalité et taux de survie aprés 104 semaines dans cette étude

Sexe Male Femelle

Dose (ppm) | 0 30 150 750/375 | 0 30 150 1500
Mortalité 37 44 34 49 19 32 25 30

totale 617)| (733) |(56,7) | (81,7) |(317) |(533) |(41,7) |(500)
(%

mortalité)

Taux de | 37,8 | 26,7 22.3 19,9* 68,3 46,7* 60,4 51,0
survie

ajustée

(%)?
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a: test de Kaplan-Meier ; * : p < 0,05

L’étude de cancérogénicité chez la souris a également été examinée par le GT pour évaluer
si elle pouvait étre utilisée pour dériver la DJA. Les doses d’exposition étant plus élevées que
celles utilisées dans I'étude chez le rat, le GT ne recommande pas de se baser sur ces
observations car cela conduirait a une DJA moins protectrice.

Par conséquent, le GT maintient I'étude de cancérogénicité chez le rat comme point de départ
pour la DJA, comme retenu dans le dossier réglementaire. Cependant, le GT propose
d’appliquer a la NOAEL de 1,2 mg/kg pc/j, un facteur d’incertitude de 300 (10 pour la variabilité
inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 3 pour prendre en compte la mauvaise
qualité de I'étude due a la mortalité élevée chez le rat). Ceci conduit a une DJA, finalement
retenue par le GT, de 0,004 mg/kg pc/j.

Un niveau de confiance global faible a été attribué a cette DJA en se basant sur différents
critéres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR de I'Anses
(ANSES 2017)

[l. Enoncé de I'avis divergent

Cet avis minoritaire ne diverge que sur un point vis-a-vis de I'avis majoritaire du GT. En effet
cet avis minoritaire reprend volontiers a son compte I’ensemble des éléments exposés
a ce sujet par le GT, a I'exception du facteur d’incertitude de 300 retenu. Cet avis
minoritaire propose un facteur d’incertitude de 1000 comme cela a été retrouvé par le
passé pour la dérivation de DJA de certains pesticides au niveau européen (voir tableau
21 de ce document pour exemple :
https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.2903/j.efsa.2017.4929).

En effet cet avis minoritaire considére que bien que la viabilité du groupe témoin de rats males
reste au-dessus des 25% d’acceptabilité (associée a la ligne directrice OCDE 453 « études
combinées de toxicité chronique et de cancérogénése »), cette viabilité reste problématique
pour un groupe témoin puisqu’elle est seulement de 37,8%. Si cette faible viabilité du groupe
témoin (males) est acceptée selon les lignes directrices et n’a pas justifié réglementairement
de refaire une étude ou de demander une étude de toxicité chronique a des doses équivalentes
dans une troisitme espéce, elle pose a minima des considérations éthiques et scientifiques
puisque ce groupe contrOle est utilisé (comme référence) dans toutes les comparaisons aux
groupes de males traités dans cette étude. Cela nui a ces comparaisons et donc aux
interprétations d’une telle étude « témoins » vs. « traités ».

Ainsi la conclusion de cet avis minoritaire revendique un facteur de sécurité additionnel
(renforcé par le niveau de confiance faible alloué a I’étude) mais reste dans la mesure
de ce qui est pratiqué dans les évaluations européennes (comme référencé plus haut).
La conclusion de cet avis minoritaire se présente donc ainsi :

Appliquer a la NOAEL de 1,2 mg/kg pc/j, un facteur d’incertitude de 1000 : 10 pour la variabilité
inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 10 pour prendre en compte les
déficiences que c groupe témoin entraine sur I'ensemble des données (non couvertes par les
autres facteurs d'incertitude). Conduisant a une DJA de 0,0012 mg/kg pc/j.
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Avis divergent sur ’ARfD du penthiopyrad

Laurence Huc, Anthony Lemarié

Dérivation de 'ARfD du penthiopyrad (version décembre 2022)
Description de 'ARfD

L’étude de référence pour 'ARfD est celle sur la toxicité développementale chez le lapin par
gavage. Les doses testées sont 0, 25, 75 et 225 mg/kg pc/j. La NOAEL pertinente est de 75
mg/kg pc/j sur la base d'une légére réduction du poids corporel du feetus chez le lapin. Ainsi,
la présente ARfD dérivée de cette NOAEL, est égale a 0,75 mg/kg pc, aprés application d’'un
facteur 100 pour tenir compte des variabilités inter et intra-espéces.

Compte tenu du fait que plusieurs SDHI semblent affecter le systeme visuel et que la SDH a
un réle prépondérant dans la mise en place de celui-ci (voir section 8.5), le GT a porté son
attention sur les effets oculaires qui ont été observés dans 2 études.

La premiére concerne 'étude de toxicité prénatale chez le lapin New Zealand, exposé par
gavage a 0, 25, 75 ou 225 mg/kg pc/j. Chez les témoins, 6 foetus issus de 3 portées différentes
avaient les yeux partiellement ouverts, dont un présentant un encéphalocéle (ce qui
correspond a la présence de matériel cérébral en dehors de la boite cranienne). A la dose la
plus faible de 25 mg/kg pclj, 4 foetus issus de 2 portées différentes, présentaient des yeux
partiellement ouverts, dont I'un des 4 présentant une hydrocéphalie et une microphtalmie avec
des replis rétiniens bilatéraux associés. Des paupiéres ouvertes signent larrét du
développement sur les derniéres étapes. Il y a un risque de malformation de liris associée.
Rien n’est observé aux fortes doses. Il est conclu dans le dossier réglementaire que les
malformations des paupiéres sont dans la gamme des contrdles historiques et donc, sans lien
avec le traitement. Cependant, dans une étude pilote réalisée a 0, 250, 500 or 1000 mg/kg
pc/j, la présence de 6 foetus avortés avec des paupiéres ouvertes avait déja été rapportée
pour la dose a 500 mg/kg pcl/j et c’est sur cet effet néfaste que les auteurs ont décidé de la
gamme de concentrations utilisée dans les études ultérieures. Il parait donc important au GT
que cet effet soit reconnu comme néfaste a la dose de 25 mg/kg pc/j dans I'étude principale.

Une deuxiéme étude réalisée chez le rat Wistar par gavage a 0, 62,5, 250 et 1000 mg/kg pcl/j,
met en évidence chez le groupe témoin 2 feetus issus de 2 portées différentes avec des yeux
de taille réduite. Dans le groupe testé a la dose la plus forte de 1000 mg/kg pc/j, 3 foetus de 3
portées différentes présentent des yeux de taille réduite. Ces effets néfastes ne sont pas
relevés ni commentés dans le dossier réglementaire.

Le GT propose de prendre 25 mg/kg pclj, dose associee a des malformations oculaires dans
I'étude de toxicité prénatale chez le lapin, comme dose de référence (LOAEL) et d’appliquer
un facteur d’incertitude total de 300 (10x10 pour les variabilités inter et intra-espéces et 3 pour
I'extrapolation LOAEL — NOAEL). Ainsi, ’ARfD serait de 0,083 mg/kg pc.

Niveaux de confiance

Un niveau de confiance global moyen-fort a été attribué a cette ARfD en se basant sur
différents criteres, tels que mentionnés dans le guide méthodologique d’élaboration des VTR
de I'Anses (ANSES 2017) :

- la nature et la qualité dans le corpus de données : les études conduites chez
plusieurs especes (rat, lapin) respectent les lignes directrices de 'TOCDE.

- le choix de I'effet critique et le mode d’action : les troubles oculaires identifiés a la
dose testée la plus faible peuvent révéler une altération du développement de la
rétine. Les troubles oculaires sont des événements rares. Cependant, le GT
note une fréquence plus élevée de ces troubles en présence de penthiopyrad et
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ce, a une dose faible chez le lapin. Ces troubles oculaires ont été mis en évidence
dans I'étude pilote et I'étude de toxicité développementale chez le lapin, ainsi que
dans une étude chez le rat a une dose plus forte. Ces effets sont transposables a
’humain. Le mécanisme d’action est partiellement connu.

- le choix de I'étude clé : I'étude sur développement chez le lapin, retenue comme
étude clé, est jugée de bonne qualité et présente une durée adaptée pour dériver
une ARTD.

- le choix du point de départ : I'étude a permis d’identifier uniquement une LOAEL,
les troubles oculaires survenant chez les petits a la plus faible dose. Ainsi, une
NOAEL chez les progénitures n’est pas déterminable dans I'étude clé.
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Avis divergent : Toxicité d’organes : foie

Laurence Huc, Anthony Lemarié

Objectif : Les membres du GT, aprés I'examen de tous les dossiers, ont acté le 14 janvier
2022, de réaliser une analyse transversale des effets toxiques des SDHI. Cette analyse,
innovante par rapport a I’évaluation réglementaire substance par substance, visait a expliciter
les toxicités d’organes communes ou différentes pour tous les SDHI expertisés. Elles ont donc
une importance capitale pour identifier des effets délétéres communs a des substances ayant
la méme cible pharmacologique, la SDH.

Méthode :

Contrairement aux autres chapitres de toxicité d’organes, le chapitre dédié au foie comme
organe cible des SDHI n’a pas été I'objet d’'une étude systématique de tous les dossiers
réglementaires par I'expert en charge de ce travail. Or, comme cela est rapporté dans le
chapitre dédié a la thyroide, tableau 54, le nombre de SDHI conduisant a des atteintes
hépatiques est important et aurait mérité une présentation dans le détail des données. De plus,
il N’a pas été retenu de prendre en compte la littérature académique sur SDH et foie pour
éclairer I'analyse avec les connaissances scientifiques.

Résultat :
Le foie apparait comme un organe-cible majeur des SDHI.

Cependant, malgré de multiples apports scientifiques des expert.e.s de la SDH sur I'inhibition
de la SDH et les dysfonctionnements hépatiques, cela n’a pas permis d’analyser les effets
délétéres hépatiques au regard de la mitotoxicité, contrairement a I'objet de la saisine.

« L’analyse des éléments disponibles ou a venir, notamment les effets critiques, doivent-ils
conduire a faire évoluer les valeurs de référence toxicologiques des substances. A cet
égard, une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale des substances
actives de la famille des SDHI ;

L’analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques apportent-
ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en compte dans
I’évaluation des risques relative a ces substances ?

Au regard de ces éléments, des modifications des valeurs de référence toxicologiques des
substances actives SDHI sont-elles nécessaires ? dans I'affirmative, des propositions sont
attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen ».

Conclusion et justification de I'avis divergent :

1- Présentation lacunaire des effets hépatiques des SDHI

Ce chapitre n’a pas repris le détail des impacts pathologiques des SDHI au niveau hépatique
sur la base factuelle du contenu des dossiers réglementaires. Cela entraine une invisibilisation
des effets déléteres des SDHI sur le foie.

2- Des atteintes hépatiques souvent jugées « non pertinentes pour 'humain »

De plus, I'analyse des effets des SDHI sur la fonction hépatique reprend essentiellement des
eléments de la littérature reglementaire qui aboutit a considérer les atteintes hépatiques
observées chez les rongeurs comme étant non pertinentes pour ’lhumain. L'invocation des
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phénoménes « phenobarbital-like » des SDHI par les pétitionnaires invisibilise les effets que
pourraient avoir les SDHI sur d’autres cibles que les xénosenseurs CAR ou PXR, a savoir, la
SDH en premier lieu.

Enfin, des différences sur les mécanismes de cancérogenése hépatique chez la souris et chez
’lhumain sont souvent invoquées dans les dossiers réglementaires, amenant a considérer les
effets hépatotoxiques des SDHI comme des « faux-positifs ». Notons encore cependant,
gu’une récent étude de 2022 dans Hepatology démontre que les atteintes chroniques du foie
induisent une baisse de I'expression de SDHA/B chez la souris ET chez les patients humains.
Les mécanismes décrits sont conservés dans les 2 espéces, avec une baisse d’expression de
SDHA/B qui serait alors favorable a la prolifération des cellules cancéreuses et a la promotion
tumorale (Yuan et al. 2022).

3- Des publications scientifiques sur la SDH et les atteintes hépatiques non mobilisées
pour analyser les données des dossiers réglementaires.

Ce chapitre ne mobilise pas la littérature académique qui relie I'inhibition de la SDH avec la
survenue de cancers du foie, ni celle qui relie les SDHI a des atteintes du foie en particulier
chez le poisson-zebre.

De plus, le GT n’a pas eu I'opportunité d’auditionner un.e expert.e en hépatologie, siégeant

par exemple dans une société savante, malgré les demandes faites par écrit par un expert
démissionnaire, demandes appuyées par plusieurs membres du GT.

Conclusion :

Ainsi, I'approche choisie pour présenter les connaissances sur SDHI et effets hépatiques peut
s’avérer biaisée.

Il est vraisemblable que les atteintes hépatiques soient directement liées a la propriété

pharmacologique des SDHI de bloquer la SDH. Cette hypothése n’étant pas formulée dans le
rapport, elle fait donc 'objet de cet avis divergent.
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Avis divergent : Toxicité d’organes : thyroide

Laurence Huc, Anthony Lemarié

Objectif : Les membres du GT, aprés I'examen de tous les dossiers, ont acté le 14 janvier
2022, de réaliser une analyse transversale des effets toxiques des SDHI. Cette analyse,
innovante par rapport a I’évaluation réglementaire substance par substance, visait a expliciter
les toxicités d’organes communes ou différentes pour tous les SDHI expertisés. Elles ont donc
une importance capitale pour identifier des effets délétéres communs a des substances ayant
la méme cible pharmacologique, la SDH.

Méthode :

Le chapitre dédié a la thyroide comme organe cible des SDHI reprend de fagon tres détaillé le
contenu des dossiers réglementaire.

Résultat :
La thyroide apparait comme un organe-cible majeur des SDHI.

Cependant, malgré de multiples apports scientifiques des expert.e.s de la SDH sur I'inhibition
de la SDH et ses impacts thyroidiens, cela n'a pas permis d’analyser les effets délétéres
thyroidiens au regard de la mitotoxicité, contrairement a I'objet de la saisine.

« L’analyse des éléments disponibles ou a venir, notamment les effets critiques, doivent-ils
conduire a faire évoluer les valeurs de référence toxicologiques des substances. A cet
égard, une attention spécifique sera portée a la toxicité mitochondriale des substances
actives de la famille des SDHI ;

L’analyse des résultats de vigilance, de surveillance ou d’études épidémiologiques apportent-
ils des éléments suggérant un impact sanitaire qui n’aurait pas été pris en compte dans
I’évaluation des risques relative a ces substances ?

Au regard de ces éléments, des modifications des valeurs de référence toxicologiques des
substances actives SDHI sont-elles nécessaires ? dans l'affirmative, des propositions sont
attendues afin qu’elles puissent étre portées au niveau européen ».

Conclusion et justification de I'avis divergent :

1- Des perturbations thyroidiennes souvent jugées « non pertinentes pour I’humain »

L’analyse des effets des SDHI sur la fonction thyroidienne reprend essentiellement des
éléments de la littérature réglementaire qui aboutit a considérer les atteintes thyroidiennes
observées chez les rongeurs comme étant non pertinentes pour 'humain pour 6 SDHI.

De plus, le GT n’a pas eu l'opportunité d’auditionner un expert toxicologue en perturbation
thyroidienne, Andreas Kortenkamp, malgré les demandes faites par écrit par Laurence Huc en
2020, demandes appuyées par plusieurs membres du GT. Or, cet expert a notamment
contribué a évaluer les outils réglementaires pour caractériser la perturbation thyroidienne,
lors d’'un d’'un workshop européen organisé par I'Anses, a I’Anses 29-31 mars 2017 (rapport
Kortenkamp et al 2017 DOI:10.2779/921523). Ce workshop rassembilait plusieurs expert.e.s
internationaux dans le domaine. Il avait pour but de donner des clés d’analyse sur les dossiers
réglementaires, notamment quand il s’agissait de prédire la transposabilité des résultats chez
'animal a I'humain. Or, cette expertise, pourtant portée par TANSES en 2017, n’a pas du tout
été mobilisée pour analyser les dossiers, alors qu’un grand nombre de SDHI sont concernés
par les atteintes thyroidiennes. De plus, ce rapport inclut une analyse des modéles aquatiques,
prédictifs pour I’humain.
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2- Des publications scientifiques sur la SDH et les atteintes thyroidiennes non mobilisées
pour analyser les données des dossiers réglementaires.

Ce chapitre ne mobilise pas, dans une large mesure, la littérature académique qui relie
I'inhibition de la SDH avec la survenue de cancers de la thyroide ou celle qui relie les SDHI a
des perturbations thyroidiennes.

Plus précisément, il existe de la littérature mentionnant les effets des SDHI sur la thyroide
dans les modeéles poissons-zébres. Ces modeles ont un intérét prédictif souligné par le rapport
Kortenkamp 2017. Ces publications sont mentionnées dans le rapport mais non mobilisées
pour I'éclairage de linterprétation des données. Il en est de méme sur les connaissances
relatives aux altérations de l'activité SDH humaine et la survenue de cancers thyroidiens.
L’hypothése que les perturbations thyroidiennes seraient liées au blocage de la SDH n’a pas
été retenue par la majorité des membres non démissionnaires du GT en fin d’expertise. Pour
information, ces données ont été présentées par I'un des experts membre du GT SDHI le 12
juillet 2021 et rappelées comme étant essentielles par une experte démissionnaire le 15 mars
2022.

D’autres données existent sur le blocage de la SDH et atteintes thyroidiennes. Le dossier
réglementaire du 3NP indique également des tumeurs thyroidiennes chez le rat. De plus, un
autre composé inhibant le complexe Il, 'amiodarone, est également responsable de tumeurs
thyroidiennes chez les rongeurs et chez 'humain (Fromenty et al. 1990; Mackie and Shulkin
2005; Saad et al. 2004).

Ainsi, la figure 21 représente les effets des SDHI sur la régulation hormonale thyroidienne
uniquement selon une vision réduite, calquée exclusivement sur les modalités réglementaires
des modes d’action.

Conclusion :

L’approche choisie pour présenter les connaissances sur SDHI et effets thyroidiens peut
paraitre biaisée.

Ainsi, il est vraisemblable que les effets thyroidiens soient directement liés a la propriété
biochimique des SDHI de bloquer la SDH. Cette hypothése n’étant pas formulée dans le
rapport, elle fait donc 'objet de cet avis divergent.

Notons enfin que les cancers de la thyroide sont I'objet d’'une récente étude indiquant un risque
accru chez les jardiniers des espaces verts (de Graaf et al. 2022), les professionnel.les
pourraient constituer des populations vulnérables aux pathologies thyroidiennes car plus
fortement exposé.e.s.

Ainsi, une attention spéciale doit étre portée quant aux atteintes observées dans les dossiers
réglementaires sur les rongeurs ou la non-pertinence pour ’humain est souvent invoquée.
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Contribution personnelle : Structure du complexe SDH et
conservation interespéces

Cette contribution personnelle n’a pas été validée par 'ensemble du GT. Elle est endossée
par les experts ci-dessous.

Bernard Salles

Co-signataires : Sylvie Bortoli, Laurence Huc, Anthony Lemarié, Thomas Claudepierre

L’analyse des réactions biochimiques catalysées par la SDH reposent sur la structure
obtenue par radiocristallographie du complexe protéique enrichie des effets induits par des
modifications post-traductionnelles des sous-unités, de mutations ponctuelles ou dirigées et
I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques.

Génes et séquences

Les génes codant pour les sous-unités du complexe SDH1 — SDH4 chez les eucaryotes sont
conservé dans la diversité des espéces, bien que les séquences d'acides aminés de SDH3
et SDH4 soient beaucoup plus divergentes que celles de SDH1 et SDH2 (Huang et al., 2019).
Ce fait illustre la base fonctionnelle dépendante de Il'oxydation du succinate qui limite
I'évolution de SDH1 et SDH2, contrairement a SDH3 et SDH4, qui sont principalement des
protéines d’ancrage a la membrane. En outre, SDH3 et SDH4 ont été déplacés des génomes
mitochondriaux vers les génomes nucléaires a plusieurs reprises et ont divergé dans leur
séquence (Gray et al., 1999). Cette divergence de séquence au cours de I'évolution indique
également une plus grande diversité dans la structure de liaison de I'ubiquinone (Q-site) de
la SDH (Huang et al.,, 2019) ce qui implique des différences d’affinité des inhibiteurs
fongicides selon les espéces. En effet le Q-site correspond au site d'interaction des
fungicides SDHi dans la région d'interface formée par SDHB, SDHC et SDHD.

L'assemblage des sous-unités matricielles est assisté par quatre facteurs SDHAF :
SDHAF1-SDHAF4 (Sharma et al., 2020; Rutter et al., 2010). Ces cofacteurs sont chargés
en paralléle sur SDHA et SDHB, tandis que SDHC et SDHD se dimérisent dans la membrane.
Les sous-unités solubles s'associent ensuite et se lient finalement au sous-complexe SDHC-
SDHD pour former un complexe Il complet. L'importance de cette famille de protéines
d’assemblage, dans le métabolisme cellulaire normal, se manifeste par l'identification de
variants dans SDHAF2 et SDHAF3 chez 'humain qui sont liés au développement de
paragangliomes/phéochromocytomes (Dwight et al., 2017).

Deux sites de liaison pour la quinone ont été décrits sur la base de données de structure, I'un
du cbté matrice et I'autre du c6té de I'espace intermembranaire (IMS) (Sun et al., 2005).
D’aprés des données de structure et de biochimie il est désormais admis que seul le site de
la matrice est catalytiquement pertinent, car le site IMS est trop éloigné du cluster Fe-S pour
le transfert d'électrons (Vercellino and Sazanov, 2022).

La comparaison des séquences protéiques des sous-unités indique une forte conservation
chez les espéces ce qui est attendu pour une activité biochimique indispensable a la vie
cellulaire. Par exemple, ce haut degré de conservation a été rapporté par Bénit et al. entre 22
espéces pour les sous-unités SDHB, C et D (Bénit et al, 2019). Si les séquences
nucléotidiques et protéiques sont largement conservées, qu’en est-il de la structure du site
de liaison des fongicides SDHi ?
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Structure du site de liaison des fongicides

La structure cristallographique du Q-site a été déterminée chez les champignons pathogénes
avec pour objectif de sélectionner de nouveaux inhibiteurs et d’identifier les modifications
responsables d’'une résistance a ces fongicides (https://www.frac.info/knowledge-
database/knowledge-database). Les mutations le plus souvent observées chez des
champignons pathogénes résistants a des fongicides SDHi et rapportées d'aprés les
prélevements en champ concernent sdhB:H272Y/R ou P225L/F.

Outre ces données structurales du Q-site chez les champignons pathogénes, des études ont
été conduites chez d’autres organismes comme la bactérie E. coli (Yankovskaya et al., 2003),
le porc (Sun et al., 2005), le poulet (Huang et al., 2005) ou le ver (Shimizu et al., 2012). Les
structures récentes d'une forme cristalline améliorée du complexe chez E. coli (Maher et al.,
2018) ont résolu un certain nombre de différences apparentes entre les structures
antérieures d'E. coli et 'enzyme mitochondriale (Huang et al., 2021).

La structure cristallographique du complexe |l de mitochondries de cceur de porc a été
résolue ainsi que celle du complexe en présence du TTFA (2-thenoyltrifluoroacetone), un
inhibiteur de la réduction de I'ubiquinone qui se loge dans le Q-site (Sun et al., 2005). Le Q-
site est formé par I'hélice 2L (Sdhc : 30-52), I'hélice 2S (SdhD : 45-65) et les sites de liaison
des complexes Fe-S (Sdhb: 166-175 et 214-219)

La structure du Q-site du complexe Il de poulet en interaction avec six inhibiteurs différents
(TTFA, Aptenin A5, flutolanil, carboxin, thiapronil) a été résolue et montre les interactions
communes entre les inhibiteurs et leur site de liaison (Huang et al., 2021). Dans tous les cas,
un oxygéne carbonyle ou hydroxyle de l'inhibiteur interagit par liaison H avec le site Y58 de
SdhD et W173 de SdhB. Deux des inhibiteurs sont liés directement au site S39 de SdhC,
tandis que deux autres sont liés via une molécule d'eau. Les autres résidus du complexe Il
de poulet en proximité des inhibiteurs sont sdhB :P169/H216, sdhC :127/W32/M36/R43 et
sdhD :W57 (Fig 1)

Figure 1 : Structure du Q-site du complexe Il du poulet avec lalaison de I’Aptenine A5. La figure C correspond a
B avec une rotation de 90° découvrant une vue latérale de l'inhibiteur (figure extraite de (Huang et al., 2021))
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Ces positions sont conservées chez la quasi-totalité des organismes comparés en particulier
Escherichia coli, Ustilago maydis, Candida auris, Caenorhabditis elegans, Ascaris suum,
Drosophila melanogaster, étre humain. Une cavité distincte accepte le substituant en position
2 du cycle carboxylate dans le cas du flutolanil et les inhibiteurs apparentés. Une poche
hydrophobe recoit une chaine latérale d'inhibiteurs de longueur intermédiaire. La
comparaison des mitochondries et du complexe SQR de E. coli montre une rotation des
sous-unités d'ancrage membranaire par rapport a la protéine fer-soufre qui modifie la
géomeétrie du Q-site et le schéma de liaison H de SdhB:H216 et SdhD:W57. Cette différence
conformationnelle, plutét qu'une mutation du site actif, peut étre responsable de la différence
de sensibilité de I'enzyme bactérienne aux inhibiteurs. Les sites des mutations observées
chez les champignons pathogénes résistants, sdhB:H272Y/R ou P225L/F, correspondent au
site sdhB : H245 et P197 pour la séquence protéique chez I'étre humain ou le poulet.

Ainsi, quelques variations de structures peuvent étre impliquées pour expliquer des
différences d’affinité d’un inhibiteur pour les complexes Il de différentes espéces, mais
I'architecture du complexe est cependant trés conservée des bactéries aux eucaryotes
supérieurs (Yankovskaya et al., 2003; Sun et al., 2005).

Les variants (mutants)

Les effets de mutations sur l'activité du complexe Il peuvent étre discutés selon qu’elles
portent sur 'une des sous-unités hors des sites de liaison du succinate (SDHA) ou des
pesticides (Q-site) ou bien sur des acides aminés en interaction, principalement par liaison
hydrogéne, avec les inhibiteurs.

Les mutations sur les positions de liaison a I'un des fongicides conduisent a des résistances
croisées vis-a-vis d’autres SDHi chez les champigons pathogénes (Wang et al., 2022) mais
dans quelques cas induit une augmentation de sensibilité a d’autres fongicides (« negative
cross-resistance ») (Leroux et al., 2010). Par exemple, une mutation SdhB :H258Y chez
Tetranychus urticae confére une resistance au cyenopyrafen et pyflubumide mais renforce
la liaison et la toxicité au cyflumetofen (Njiru et al., 2022).

Chez les espéces non cibles les variants du complexe |l sont recherchés en rapport avec
des pathologies neurologiques ou tumorales indépendamment du site de fixation
d’inhibiteurs. Chez I'étre humain, des variants sont étudiés depuis une vingtaine d’années et
les mutations ou délétions dans les génes codant pour les sous-unités SDH conduisent a
une perte d’activité plus ou moins marquée. Des mutations faux-sens du géne SDHB ont été
testées dans des systémes cellulaires in vitro démontrant une baisse plus ou moins marquée
de l'activité SDH avec dans quelques cas une diminution de localisation mitochondriale (Kim
et al., 2015). Cependant une exception est rapportée avec la mutation SDHB: [127S qui n’'a
pas d’effet sur la stabilité du complexe SDHA/SDHB, ni sur I'activité mais est associée aux
paragangliomes (PGLs), suggérant un autre effet que I'inhibition du transport des électrons
sous réserve que lI'essai in vitro ne conduise pas a un artefact (Kim et al., 2015).
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Contribution personnelle : Mutations retrouvées dans les déficits
héréditaires isolés en complexe Il chez ’lhumain

Cette contribution personnelle n’a pas été validée par 'ensemble du GT. Elle est endossée
par les experts ci-dessous.

Synthése réalisée par Fatima Djouadi a partir d'un tableau de Fullerton (2020) [doi:
10.1016/j.ymgme.2020.09.009].

Co-signataires : Sylvie Bortoli, Laurence Huc, Anthony Lemarié, Thomas Claudepierre

Mutations retrouvées dans les déficits héréditaires isolés en complexe Il chez I'humain

Géne nbr de cas cDNA conséquence prédite: protéine
5 ¢.1351C > T (het) p.(Arg451Cys)
1 c.1A>C perte initiation
c.1571C>T p.(Ala524Val)
1 c.248C>T p.(Ala83Val) / p. (Ala83_GIn104del)
¢.356G > A p.(Trp119%)
1 c91C>T p.(Arg31*)
¢.565T > G p.(Cys189Gly)
1 c.117del p.(Asn40Thrfs*18)
SDHA c.221dup p.(Leu74Phefs*9)
1 c.771_772del p.(Gly258Leufs*62)
¢.1065_1260del p.(Gly356Serfs*2)
1 ¢.1065-3C > A (hom) splicing
1 c.64-2A > G (hom) splicing
17 ¢.1664G > A (hom) p.(Gly555GIu)
2 ¢.1660C > T (hom) p.(Arg554Trp)
1 c.1523C>T p-(Thr508lle)
c.1526C>T p.(Ser509Leu)
7 c.143A > T (hom) p.(Asp48Val)
1 ¢.143A > T (hom) p.(Asp48Val)
c.689G > A p-(Arg230His)
SDHB 1 ¢.143A > T (hom) p.(Asp48Val)
¢.308T>C p-(Met103Thr)
1 ¢.304G > A (hom) p.(Ala102Thr)
1 ¢.769C > G (hom) p.(Leu257Val)
SDHD 1 c.205G > A p.(Glu69Lys)
1 c.479G>T p.(*160Leuext*3)
5 ¢.164G > C (hom) p.(Arg55Pro)
2 ¢.168G > C (hom) p.(Gly57Arg)
3 ¢.169G > C (hom) p.(Gly57Arg)
SDHAF1 2 ¢.170G > A (hom) p.(Gly57Arg)
2 ¢.3G > A (hom) perte initiation
1 ¢.22C > T (hom) p.(GIn8*)
1 ¢.156C > A (hom) p.(Tyr52%)

het: hétérozygote; hom: homozygote; del: délétion; dup: duplication
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Contribution personnelle : Données sur le cyflumetofen

Cette contribution personnelle n’a pas été validée par 'ensemble du GT. Elle est endossée
par les experts ci-dessous.

Laurence Huc

Co-signataire : Anthony Lemarié, Thomas Claudepierre

Les atteintes des organes relevées dans 'ensemble des études expérimentales réalisées chez
le rat, la souris, le chien et le lapin sont résumées dans le tableau ci-dessous. Ce tableau
résume le nombre de travaux notant des atteintes d’organes sur 'ensemble des expériences
conduites.

Tableau faisant la synthése des effets néfastes rapportés sur les modéles animaux

Atteintes Surrénales Ovaires, Reproduction, Foie Reins
Modéles Utérus Développement
Rats 717 6/7 2/2 (études | 4/7 2/7
n = 7 dediees)
études)
Souris 3/3 1/3
(n = 3
études)
Chiens 3/3 1/3
(n = 3 | avec 1 poids
études) hypophyse,
thyroide,
pancréas
Lapins 11 11 11
(n =1 étude)

Toutes les études animales, quel que soit le modéle, montrent une atteinte des surrénales
(chez les méles et femelles) et des ovaires (chez les femelles) avec une hyperplasie de ces
organes. Nous nous sommes questionné si ces atteintes étaient liées a une hyperplasie
macronodulaire bilatérale des surrénales. Cette affection rare est due a une perte d’activité
variable de certaines enzymes. Ce déficit entraine une production anormale des hormones
par les glandes surrénales (le cortisol et 'aldostérone sont souvent diminués, les androgénes
sont souvent augmentés). Par ailleurs, les déséquilibres hormonaux sont souvent associés a
une hypertension artérielle. Malheureusement, les études disponibles dans le dossier
réglementaire ne comportent pas de dosage hormonal, ni de suivi de la pression artérielle. Des
observations complémentaires sont néanmoins disponibles dans la proposition de
classification du cyflumetofen déposée par les Pays-Bas en 2016 (The Netherlands -
December 2016).

Ainsi, concernant la pression artérielle, une étude en aigu a été menée sur 4 chiens. La
pression artérielle a été mesurée 0,5, 1, 3, 6 et 24 heures aprés l'ingestion d’'une dose unique
de cyflumetofen. La pression artérielle diastolique et la pression artérielle moyenne 1 heure
aprés I'administration étaient plus élevées dans le groupe traité par le cyflumetofen par rapport
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aux témoins. Cependant, les auteurs de I'étude ont jugé que les valeurs étaient restées dans
la fourchette des mesures post-administration dans le groupe contrdle et ont conclu que le
cyflumetofen n’induisait pas d’effets sur le systéeme respiratoire et cardiovasculaire chez le
chien a 2000 mg/kg pc. Cette étude est clairement insuffisante pour exclure I'effet du
cyflumetofen sur I'’hypertension artérielle. Un suivi de la pression artérielle sur les études de
28 jours aurait été nécessaire. Ceci est regrettable d’autant plus que I'un des premiers
symptdmes des phéochromocytomes (tumeurs pouvant étre liées a I'inhibition de la SDH) est
I’hypertension artérielle chez I'hnumain comme chez le chien (Galac and Korpershoek 2017).
Ainsi, nous déplorons que la littérature scientifique (Lenders et al. 2020) sur les effets du
blocage de la SDH sur le systéme corticosurrénalien n’ait pas éclairé l'interprétation des
données dans le cadre de I'expertise du dossier reglementaire.

Sur le plan mécanistique, une étude menée chez le rat montre que le cyflumetofen diminue
I'expression génique de la lipase hormonosensible (LHS ou Hormone-sensitive lipase, HSL en
anglais) dans les surrénales. Méme si I'expression génique de la LHS n’informe que
partiellement sur l'activité de I'enzyme, les auteurs proposent que la diminution de son
expression entraine une inhibition de I'hydrolyse des esters de cholestérol, conduisant a un
dépbt de cholestérol dans les surrénales. Ceci est en cohérence avec I'augmentation des
concentrations en cholestérol total, cholestérol libre et cholestérol estérifié dans les surrénales
(confirmé par Kraemer et al. avec les souris LHS-/- (Kraemer et al. 2004) mais aussi avec
'augmentation du nombre de gouttelettes lipidiques cytoplasmiques observées dans les
cellules corticales des surrénales. Les auteurs proposent que ce mécanisme soit également
impliqué dans les ovaires, expliquant les mémes atteintes histologiques dans les cellules
interstitielles des ovaires. Cependant, aucun dosage de cholestérol n’est disponible pour
soutenir cette conclusion.

Les auteurs ont également observé une augmentation de I'expression génique de CYP11A1
dans les surrénales, qu’ils ont considérée comme une réponse secondaire a I'élimination du
cholestérol déposé puisque CYP11A1 est une enzyme de clivage de la chaine latérale du
cholestérol qui convertit le cholestérol en prégnénolone.

Enfin, ils ont observé une diminution de I'expression génique de CYP11B1, qu’ils ont considéré
comme n’ayant pas de signification toxicologique puisqu’il n’y a pas eu de modification des
concentrations plasmatiques en hormone adrénocorticotrope (ACTH)et corticostérone pour
aucun des deux sexes. Les auteurs concluent que I'axe hypophyse-surrénal ne serait pas
altéré mais aucune information n’est disponible, ni dans le rapport d’études ni dans le volume
3B6, sur le protocole et les méthodes d’évaluation des taux circulant en ces hormones qu’on
sait soumises a des variations circadiennes. Par ailleurs, ces observations ne sont pas
chiffrées dans le rapport.

La LHS est une enzyme majeure impliquée dans le métabolisme du cholestérol car elle régule
I'hydrolyse des esters de cholestérol en cholestérol libre précurseur de la stéroidogenése.
Ainsi, l'inhibition de la LHS entraine une diminution de synthése de corticostérone sur des
cellules surrénales primaires de souris (Kraemer et al. 2004). En revanche, Osuga et al.
(Osuga et al. 2000) n’'observent pas de modification des concentrations circulantes en
testostérone, FSH (hormone de stimulation folliculaire), LH (hormone Iutéinisante) et
corticostérone chez la souris male LHS-KO. Ceci suggére qu’il pourrait exister des
mécanismes de compensation in vivo, notamment pour la testostérone qui est produite par les
testicules.

Compte tenu des résultats obtenus dans I'étude transgénérationnelle chez le rat, on peut se
questionner sur I'impact du cyflumetofen sur les hormones sexuelles, la maturation sexuelle
et la reproduction. Cette étude montre que le cyflumetofen induit un retard de maturation
sexuelle dans les deux sexes de la génération F1 ainsi qu’'une diminution des concentrations
circulantes en FSH, progestérone et 17beta-estradiol associée a un allongement du cycle
cestral chez les femelles F1. Par ailleurs, Osuga et al. (2000) montre que méme si les profils
hormonaux circulants ne sont pas altérés chezles souris male LHS-KO, le KO LHS induit une
infertilité (Osuga et al. 2000). Enfin, il faut noter que I'inhibition de la LHS dans des cellules de
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Leydig MA-10 (Zhou et al. 2020) ou lutéales bovines sensibles a la LH diminue la production
de progestérone (Plewes et al. 2020).

Les observations réalisées sur des modéles in vitro renforcent les préoccupations quant aux
effets perturbateurs endocriniens du cyflumetofen. Ces données montrent que le cyflumetofen
n’'a pas d’activité mimant I'action des oestrogénes. Par ailleurs, les données complémentaires
présentées la proposition de classification suggérent que le cyflumetofen n’a pas non plus
d’activité mimant I'action des androgénes. Cependant, le cyflumetofen a une influence sur la
voie de la stéroidogenése dans les surrénales, agissant comme un inhibiteur de la production
de testostérone. Nous regrettons que I'étude ne fournisse pas de données sur les précurseurs
prégnénolone et DHEA (déhydroépiandrostérone). Le cyflumetofen induit aussi la production
d’oestradiol in vitro (sur cellules H295R de carcinome adrénocortical humain). Cependant,
I'extrapolation de ces données a un contexte in vivo peut étre questionné puisque I'estradiol
est principalement synthétisé dans les gonades et le placenta, et non dans les surrénales, a
partir de la testostérone qui subit une aromatisation par la CYP19. Il a été montré in vitro que
le cyflumetofen n’est pas un inhibiteur de I'aromatase CYP19. Ainsi, le cyflumetofen aurait un
effet sur la stéroidogenése au niveau des glandes corticosurrénales, ce qui entrainerait une
inhibition de la production de testostérone. Ceci reléve d’'une perturbation endocrinienne.

Sur le long terme, la perturbation de la synthése des hormones sexuelles, principalement chez
les femelles, peut avoir des répercussions chez I'animal agé et augmenter le risque de
développer certains cancers dans les organes sexuels comme synthétisé dans la revue de
(Kim et al. 2013) pour les hormones femelles et de (Soronen et al. 2004) pour les hormones
males.

Nous constatons que de nombreuses études réglementaires et de la littérature montrent que
le cyflumetofen altére I'équilibre des hormones sexuelles, la maturation sexuelle et la capacité
de reproduction par des mécanismes possiblement communs aux surrénales, aux ovaires et
aux testicules. Ceci a été identifié sur 4 espéces animales et in vitro sur des tests OCDE. Nous
recommandons que l'effet PE du cyflumetofen soit revu de fagon prioritaire en lien avec les
critéres PE issus du document guide réglementaire.
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Contribution personnelle : Physio-pathologie de la glande thyroide :
comparatif entre les rongeurs, les canins et les humains

Cette contribution personnelle n’a pas été validée par 'ensemble du GT. Elle est endossée
par les experts ci-dessous.

Bernard Salles
Co-signataire : Thomas Claudepierre

Objectif

Chez le rat I'exposition a une majorité de fongicides inhibiteurs de succinate déshydrogénase
est inductrice d’une hypertrophie et/ou d’une hyperplasie voire d’'un développement tumoral
de la glande thyroide. La perturbation de la régulation des hormones thyroidienne repose sur
de nombreuses cibles, mais dans le cas des SDHI, il est mis en avant la réaction de
glucuronono-conjugaison de la thyroxine (T4) dont le produit est excrété par la bile. Ainsi, il
est rapporté depuis de nombreuses années par les industriels que I'exposition de rats a des
substances inductrices d’enzymes hépatiques de phase Il, en particulier les UDP-
glucuronosyltransferases (UGT), avait pour conséquence une augmentation de I'excrétion
biliaire de T4 objectivée par une diminution de sa concentration sérique. Pour maintenir le taux
de T4, le contréle physiologique en retour correspond a une augmentation de la TSH a 'origine
de l'hypertrophie et/ou I'hyperplasie thyroidienne. Afin d’évaluer et de questionner cette
absence de prédictivité du modele rongeur pour qualifier une perturbation de la fonction
thyroidienne chez les humains les données de physiologie et de pathologie comparées entre
trois espéces, rat/chien/homme sont présentées et discutées. L’intérét de comparer les
résultats des effets long terme chez le chien repose sur I'utilisation de cette espéce dans des
expérimentations de toxicité chronique présentées dans les dossiers des industriels avec
celles des rongeurs.

1- Physiologie de la thyroide chez les trois espéces.
La glande thyroide

La glande thyroide est structurellement conservée parmi les gnathostomes mais quelques
différences histologiques sont observées entre les espéces.

Chez ’humain, la thyroide est constituée de deux lobes reliés par un isthme, située a la base
du cou, en avant de la trachée. Elle est organisée en follicules formés par une monocouche
de cellules épithéliales, les thyréocytes, délimitant une cavité (I'espace folliculaire) contenant
la substance colloide dont la majeure partie est formée par la thyroglobuline. Les thyréocytes,
responsables de la synthése des hormones thyroidiennes (HT), représentent plus de 99 %
des cellules de la glande. Ces cellules bipolaires ont une fonction exocrine vers la cavité
folliculaire, et endocrine vers la circulation sanguine. La thyroide comporte par ailleurs des
cellules dites parafolliculaires (cellules claires ou cellules C) responsables de la synthése de
la calcitonine, une hormone qui régule 'homéostasie calcique.

Chez le chien, la thyroide est constituée de deux lobes comme décrit précédemment avec
dans les espaces interfolliculaires un petit nombre de cellules C. Il est fréquent de trouver un
tissu thyroidien ectopique qui se présente sous la forme de nodules thyroidiens répartis entre
le larynx et le diaphragme. Environ 50%, variable selon les races, des chiens adultes
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présentent des nodules au niveau du médiastin antérieur, prés de la base du cceur. Ces
nodules comportent exclusivement des thyréocytes et synthétisent les HT. lls peuvent devenir
néoplasiques chez le chien adulte et entrent dans le diagnostic différentiel des tumeurs de la
base du cceur (Constantino-Casas et al., 1996).

Chez le rat, la thyroide est constituée de deux lobes comme décrit précédemment mais de
chaque cbté de la thyroide se situent quatre glandes parathyroides qui participent au contrdle
de la régulation phosphocalcique. Contrairement aux primates avec une thyroide constituée
de follicules uniformément large et abondant en colloide, les rongeurs présentent une glande
constituée de follicules de petite taille, avec un colloide peu abondant, entourés d'un
épithélium cuboidal.

HYPOTHALAMUS

Les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes (HT) régulent de
nombreux processus physiologiques majeurs : le
métabolisme cellulaire, I'’énergie musculaire, la
température corporelle, I'humeur, le rythme
cardiaque, la motricité du tube digestif, I'utilisation
et la transformation des glucides, des lipides et des
protéines issues de l'alimentation ainsi que la
croissance et le développement du feetus et de
l'enfant (Brent, 2012; Mariotti and Beck-Peccoz,
2000).

PITUITARY

THYROGID

CIRCULATION

La thyréostimuline ou thyrotropine (Thyroid-
Stimulating Hormone ; TSH), hormone d’origine
; _ hypophysaire, stimule la biosynthése des HT dans
._Tg%oe;t c} la thyroide. La TSH est un hétérodimére constitué

EXTRATHYROIDAL
TISSUES

d’'une sous-unité a commune a la FSH (Follicle-
Stimulating Hormone), LH (Luteinizing Hormone),
CG (Chorionic Gonadotropin) et d’'une sous-unité 3 qui lui confére la spécificité d’interaction
avec le récepteur (TSH-R) exprimé a la

Metabolic
S, _Effects

Figure 1 : Représentation de I’axe membrane basale des thyréocytes. La TSH
hypothalamus-hypophyse-thyroide.  permet la synthése de la thyroglobuline (TG),
T4 : thyroxine, fT4 thyroxine libre, T3 : précurseur de la tétra-iodothyronine ou thyroxine

triiodotyronine, fT3 : trilodotyronine libre, (T4) et de la tri-iodothyronine (T3).
rT3 : reverse triiodotyronine, TSH
thyrotropin, TRH : thyrotropin releasing
hormone

Le colloide joue un réle important dans
’hormonogenése en stockant la TG iodée a
haute concentration. Une dose minimale d’iode
est nécessaire pour un bon fonctionnement de la
thyroide. Présent en trés faible quantité dans le corps, il doit étre fourni par I'alimentation
quotidienne.

La TSH participe a la captation de I'iode de la circulation sanguine et sa fixation sur la TG, puis
a terme a la libération des hormones T3, T4 dans la circulation sanguine. Dans la circulation
sanguine T3 et T4 sont presque totalement liées a des protéines plasmatiques. Il est en
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conséquence dosé la fraction totale des HT (TT4, TT3) ainsi qu’une fraction libre (FT4, FT3)
(Figure 1).

La premiére étape du processus d’iodation concerne la capture d’ions iodures circulants via
un symport Na*/lI- membranaire, le Natrium lodide Symporter (NIS) (Darrouzet et al., 2014).
L'activité et I'expression de ce transporteur sont stimulées par la TSH. L'iode est oxydé en
présence d’H>O- par la thyroperoxydase (TPO) localisée sur la membrane en contact avec le
colloide et peut ainsi se lier aux résidus tyrosine de la TG. L’activité de la TPO est stimulée
par la TSH. Cette réaction aboutit a la formation du mono-iodotyrosine (MIT) puis avec la
fixation d’'un second atome d’iode, au di-iodotyrosine (DIT). Les molécules de TG iodées sont
substrats d’une réaction de couplage des résidus iodotyrosines catalysée par la TPO
produisant la T3 (MIT + DIT) et la T4 (DIT + DIT). Cette derniére est une hormone de réserve,
produite en plus grande quantité que la T3 et qui peut étre modifiée en la forme active T3 par
déiodation. La MIT et la DIT sont métabolisées, dans la thyroide, en iodure et en tyrosine par
une iodotyrosine déhalogénase (Dehal1). L’iodure ainsi libéré peut alors étre réintroduit dans
le processus d'organification.

Chez I'humain, la quantité d’iodure recyclé est 3 a 5 fois plus important que celle provenant de
I'alimentation au niveau de l'iode utilisé dans la synthése des HT (Hichri, 2018). Le stock de
Tg iodée est important chez I'humain adulte, et correspond a trois mois de synthése de T3 et
T4, tandis qu'’il est faible chez le nourrisson.

Pour un chien de type Beagle (15-20kg), la quantité quotidienne d’iode ingérée devra étre au
minimum de 140 ug (Feldman and Nelson, 2004), alors qu’elle est de de 200 ug pour un
homme de 70kg. On considére que les 2/3 de l'iode apporté au chien sont excrétés dans les
féces et les urines et son recyclage est plus faible que chez I’'homme. Ainsi le besoin en iode
est donc plus important chez le chien que chez I’homme.

Chez le rat, méme adulte, la réserve assure seulement quelques jours de synthése sans
apport d’iode, contrairement & ’'homme (OECD, 2006).

Régulation de la production des hormones thyroidiennes

L’hypothalamus maintient 'homéostasie des hormones thyroidiennes. La régulation de la
synthése hormonale repose sur la sécrétion et action de ’'hormone thyréotrope (Thyrotropin-
Releasing Hormone ; TRH) produite par les neurones du noyau paraventriculaire de
I'nypothalamus et dont la sécrétion est controlée par les récepteurs aux hormones
thyroidiennes (Thyroid Hormone Receptors ; TR, rétrocontrdle négatif en cas d’excés) et une
voie nerveuse (conditionnée par la disponibilité en nourriture, la température corporelle, le
fonctionnement cardiovasculaire...) (Bianco et al., 2019; Zoeller et al., 2007).

La TRH stimule la synthése de la TSH par I'antéhypophyse dont |la sécrétion et aussi controlée
par les TR (Szkudlinski et al., 2002). La TSH se lie au récepteur de I'normone stimulant la
thyroide (TSHR) exprimé au niveau de la membrane basolatérale des cellules folliculaires de
la thyroide. Ce récepteur couplé a la protéine G provoque une augmentation de I'adénosine
3',5’-monophosphate cyclique (AMPc) entrainant une production accrue d’HT dans les cellules
folliculaires. Seules les concentrations circulantes libres (FT4 et FT3) participent au
rétrocontréle négatif sur la TSH hypophysaire et la TRH hypothalamique.

Les HT (fraction libre) traversent la membrane des capillaires sanguins puis passent la
membrane cellulaire via des transporteurs appartenant a différentes familles telles que les
Organic Anion Transporting Polypeptide (OATP), Multidrug Resistance-Associated Protein,
Na*-Taurocholate Cotransporting Polypeptide et Monocarboxylate Transporter (MCT). Ces
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transporteurs tissus-spécifiques participent a la régulation et effets des HT en fonction du tissu
cible (Visser et al., 2008).

Chez 'homme, la fraction majoritaire de T3 (80 %) est produite par déiodination de T4 via un
processus enzymatique catalysé par les désiodases intracellulaires, D1 et D2 (Figure 2). T4,
une pré-hormone qui n’a pas d’action sur les TR, peut aussi avec T3 étre déiodinée en
métabolites inactifs ou quasi-inactifs T3 reverse (rT3), T2 et T1. L'expression des 5'-
déisodases D1, D2 et D3 est variable dans le temps et selon les organes, ce qui constitue un
mécanisme important de modulation de la signalisation des HT.

Alors que les désiodases D1 et D2 sont métaboliquement actives dans la glande thyroide des
humains, seule D1 est exprimée dans la thyroide des rats adultes. T3 peut étre convertie par
désiodation de T4 dans la thyroide ou dans les tissus périphériques, soit produite par la
thyroglobuline et sécrétée par la glande thyroide.

Chez le rat environ 55% de la concentration de T3 circulante est produite par la glande
thyroide, la conversion dans les tissus extra-thyroidiens étant peu efficace en raison d’'une
faible concentration de FT4 en regard de l'affinité de la désiodase D1 pour T4 (Chanoine et
al., 1993).

Thyroxine, T4 Reverse T3

HO@O w Hob—o
-

Figure 2 : Régulation de I'activité des HT par déiodation

Liaison des hormones thyroidiennes a des transporteurs plasmatiques

Les hormones T3 et T4 sont liées de fagon réversible a plus de 99 % aux protéines
plasmatiques de transport: Thyroxine-Binding Globulin (TBG), transthyrétine (TTR) ou
albumine (Janssen and Janssen, 2017). La forme libre est biologiquement active car capable
d’un transport intracellulaire alors que la forme liée non covalente et réversible est majoritaire
(99.6-99.9%) et contribue ainsi aux temps longs de demi-vies plasmatiques bien que
différentes selon les espéces (Oppenheimer, 1968).

Chez 'Homme, les HT circulantes sont a 75 % liée a la TBG synthétisée dans le foie, a 15 %
alaTTR eta 10 % a I'albumine. La TBG présente une affinité plus forte pour T4 que pour T3.
La TTR est le second transporteur sérique de T4 mais son transporteur majeur dans le liquide
céphalo-rachidien (White and Kelly, 2001). Les concentrations sanguines de TBG, TTR et
albumine sont respectivement aux environs de 0.27 uM, 4.6 yM ET 640 uM. La demi-vie de
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ces complexes est d’'une journée pour T3 et environ 7 jours pour T4 (Lang, 2010). Lorsque la
synthése des HT est inhibée, le taux de T3 diminue d’environ 40% et celui de T4 d’environ
10% en 24h (Patrick, 2009).

La fraction libre des HT représente moins de 0,5 % de la concentration sérique totale (Refetoff,
2015). Chez 'homme, 80 % de la T3 circulante est produite dans les tissus périphériques, par
déiodation en 5’ de T4, majoritairement dans le foie par la désiodase D1. La concentration de
T3 est indépendante des variations physiologiques ou pathologiques des protéines porteuses
a l'inverse de T4. En effet, une augmentation de T4 peut résulter d’'une élévation de TBG ou
un déplacement de sa liaison aux protéines des transports qui représentent un réservoir dHT
circulantes avec une concentration trés faible d’hormones libres.

Chez le chien raffinité de T4 pour les protéines plasmatiques est forte avec une légére
différence en répartition de la liaison par rapport aux humains soit 60%, 17% et 12%
respectivement pour TBG, TTR et albumine (Larsson et al., 1985). Pour les chiens la liaison
des HT aux protéines sériques est plus faible que chez ’homme avec pour conséquence une
plus faible concentration de TT3 et TT4, une plus forte concentration de FT3 et FT4 et une
clairance des HT plus élevée (Dickson, 1993). La concentration de T4 libre est de 0.1% du
pool de T4 chez le chien en comparaison de la valeur de 0.03% chez I'homme (Larsson et al.,
1985; Kaptein et al., 1994). Cette observation explique pour partie pourquoi la posologie des
thérapies de remplacement de T4 est supérieure chez les chiens par comparaison aux
humains. La demi-vie plasmatique de T4 est de 10-16h, plus faible que chez ’homme. Comme
chez 'lhomme la T3 présente une plus faible affinité pour ces protéines de transport ainsi
gu’une demi-vie plus courte (5-6 h) comparé a celle observée pour T4 (Panciera, 1998).

Chez le rat le géne de la TBG n'est exprimé qu'en période post-natale, jusqu'a I'age de 8
semaines, puis en période de sénescence (a partir de 7 mois) (Savu et al., 1991). Le pool d’HT
est lié¢ ala TTR et a 'albumine. La liaison de T3 et T4 a la TTR est plus forte chez les souris
par comparaison avec les rats (Capen, 1997). Durant la période pendant laquelle le rat ne
synthétise pas la TBG, le temps de demi-vie de la thyroxine est d'environ 12 heures, alors
qu'elle est de 5-7 jours chez 'homme (McClain, 1995). La demi-vie de T3 est plus courte soit
d‘environ 6h. Les niveaux d'hormones thyroidiennes varient selon la souche de rat, le sexe et
I'age, les rythmes circadiens, la température ambiante, les techniques de prélévement sanguin
associées au stress ou la manipulation des animaux, et I'activité relative de I'animal et, chez
les femelles, le cycle cestral.

En rapport avec les valeurs de la demi-vie de T4 et de T3 chez I'homme et le rat, la production
de T4 et de TSH est plus élevée chez le rat que chez I'hnomme. Puisque T3 est lié avec une
plus faible affinité que T4 aux protéines de transport, il est observé un renouvellement plus
rapide et une demi-vie plasmatique plus courte pour la plupart des espéces.

Le pourcentage de FT4 active est plus faible chez les espéces avec des niveaux élevés de
TBG que chez les animaux chez lesquels la liaison de T4 est limitée a l'albumine et a la
préalbumine. Ainsi, pour un rat sans thyroide fonctionnelle la posologie journaliére de
substitution de T4 est d’environ 10 fois supérieure (20 ug/kg/p.c) a celle pour un adulte humain
(2,2 pug/kg/p.c) (Capen, 1997).

Seule la faction libre de T3, hormone active, pénétre dans les tissus a I'exception du cerveau
car la barriére hémato-méningée est relativement imperméable cette hormone. En revanche,
T4 franchit la barriére et est transportée dans le liquide céphalo-rachidien, via les plexus
choroides (Janssen and Janssen, 2017; Thompson and Potter, 2000). La désiodase D1
n’étant pas exprimée dans le cerveau T4 est convertie en T3 par la D2 exprimée seulement
dans le systéme nerveux, I'’hypophyse, le tissu adipeux brun et le placenta. Dans tous les
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tissus, T4 et T3 sont dégradées en dérivés diiodés ou monoiodés inactifs notamment par la
désiodase D3.

Taux sériques des hormones thyroidiennes

Le diagnostic d’une pathologie de la thyroide (hypo ou hyper) repose pour partie sur le dosage
des HT dont les valeurs normales rapportées dans le Tableau 1.

Les valeurs normales du taux sanguin de TSH varient selon la technique utilisée et sont
affectées par de nombreux facteurs dont I'heure de prélévement, I'age, le genre et la
génétique. Chez 'homme le taux 30 min aprés la naissance est élevé (80 puU/ml) puis
redescend dans les 5 premiers jours de la vie. Le taux de TSH est élevé au cours des premiers
mois de grossesse mais il doit étre compris entre 0.4 et 2.5 pU/ml au premier trimestre de la
grossesse. Chez les personnes agées la TSH tend a augmenter et plus particulierement chez
les femmes. De nombreux médicaments interférent avec les résultats du dosage (corticoides,
dopaminergiques, opiacés, somatostaine, métochlopramide...). La TSH est secrétée selon un
rythme circadien avec un pic nocturne (vers 2h) et un pic dans I'aprés-midi. La sécrétion
correspond a 12 pulses de 0.5 mU/I d’amplitude moyenne sur 24 h pour un sujet sain. Ces
différents facteurs influent sur le résultat du dosage et ces variations sont aussi retrouvées
pour les chiens et les rats (Dohler et al., 1979).

Tableau 1 : Concentrations sériques des HT

Hormone Homme Chien Rat

TSH 0.2-4.7 puU/ml 3.5+1.7 uU/ml 140+ 12 pu/ml
TT4 50-160 nmole/I 15-45 nmole/I 27-70 nmole/I
FT4 9-25 pmole/I 10-39 pmole/I 12-25 pmole/I
T3 1-2.8 nmole/I 0.4-1.4 nmole/I 0.9-1.2 nmole/I
FT3 3-9 pmole/I 2.3-3.1 pmole/I

Références - Homme : https://globalrph.com/labs/t, Haute Autorité de Santé (HAS 2000), (Bregengdrd
etal., 1987); Chien : (Anyogu et al., 2017; Daminet et al., 1999; Hoh and Oh, 2006; Gieger et al., 2000;
Larsson, 1981; Paradis et al., 1996); Rat : (Beekhuijzen et al., 2019; Capen, 1997; Liu et al., 1995;
Roques et al., 2013, Christian and Trenton, 2003)

Les valeurs normales du taux sanguin de TSH varient selon la technique utilisée et sont
affectées par de nombreux facteurs dont I'heure de prélévement, I'age, le genre et la
génétique. Chez 'homme le taux 30 min aprés la naissance est élevé (80 puU/ml) puis
redescend dans les 5 premiers jours de la vie. Le taux de TSH est élevé au cours des premiers
mois de grossesse mais il doit étre compris entre 0.4 et 2.5 pU/ml au premier trimestre de la
grossesse. Chez les personnes agées la TSH tend a augmenter et plus particulierement chez
les femmes. De nombreux médicaments interférent avec les résultats du dosage (corticoides,
dopaminergiques, opiacés, somatostaine, métochlopramide...). La TSH est secrétée selon un
rythme circadien avec un pic nocturne (vers 2h) et un pic dans I'aprés-midi. La sécrétion
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correspond a 12 pulses de 0.5 mU/I d’amplitude moyenne sur 24 h pour un sujet sain. Ces
différents facteurs influent sur le résultat du dosage et ces variations sont aussi retrouvées
pour les chiens et les rats (Dohler et al., 1979).

La concentration de TSH sérique est 25-100 fois plus élevée chez le rat que chez ’'homme ou
le chien (Tableau 1). Par ailleurs un effet du genre est observé avec par exemple une
concentration plasmatique de TSH chez les rats femelles correspondant a environ deux fois
celle observée chez les rats méles (Christian and Trenton, 2003).

Concernant T3 et T4, on observe une concentration plasmatique similaire pour les 3 espéces.
Le taux de T4 est plus important chez le nouveau-né (120-210 nmole/L chez 'homme) puis
baisse ensuite pour se stabiliser. L'impact d'une diminution de T4 dans le sérum maternel sur
le neuro-développement des mammiféres a été établi sur la base d’AOP (Noyes et al., 2019;
Sachana et al., 2021).

Le taux d’HT libres est environ 1000 fois inférieur a celui de I'HT totale pour les trois espéces.
Des variations de la concentration de T4 sont observées selon I'heure du prélévement. Par
exemple chez le chien la concentration de T4 concentration est de 1.75 £ 0.75 pg/dl a 8 h,
3.28 £ 0.86 yg/dl a 11 h, 3.54 + 1.15 yg/dl a 14 h, 2.90 + 1.03 pg/dl a 17 h, 2.7 + 0.90 pg/dl a
20 h des valeurs significativement différentes par exemple entre 8 h et 11 ou 14 h. (p < 0.001)
ouentre 8 h et 17 ou 20 h (p < 0.05) (Hoh and Oh, 2006).

T3 peut étre soit convertie par déiodation de T4 dans la thyroide ou dans les tissus
périphériques, soit produite par la thyroglobuline et sécrétée par la glande thyroide. Chez
’homme, comme indiqué précédemment, 80% de T3 est produite par déiodation de T4 dans
les tissus périphériques. En revanche, chez le rat environ 55% de la concentration de T3
circulante est produite par la glande thyroide, la conversion dans les tissus extra-thyroidiens
étant peu efficace en raison d’une faible concentration de FT4 en rapport avec l'affinité de la
désiodase D1 pout T4 (Chanoine et al., 1993).

Chez le chien, la production est similaire a celle trouvée chez ’lhomme avec une synthése par
la glande de T4 et de 20% de la T3. Chez le chien le dosage de T3 est rarement utilisé pour
une recherche diagnostique d’hypothyroidie. Il est préféré le dosage du triptyque T4-TSH-
cholestérol avec une valeur normale pour le cholestérol < 2 g/l.

Classiquement, les biomarqueurs utilisés pour caractériser la perturbation de I'axe HPT sont
les concentrations sanguines de T4 (TT4 et FT4) et de TSH. Cependant chez le rat, il est
rarement produit dans les dossiers réglementaires des résultats de dosage de TSH et T4 et
presque jamais de FT4.

Métabolisme, transport et excrétion des hormones thyroidiennes

Le foie représente un site majeur de métabolisation de T4 qui traverse la membrane plasmique
grace a des transporteurs tels que OATP1C1, MCT8 et MCT10, OAT. Le métabolisme est le
suivant : (i) une réaction de conjugaison qui implique la sulfatation par les sulfotransférases
(SULT) et la glucuronylation par les uridine diphosphate glucuronyltransférases (UGT); (ii) une
réaction de désiodation qui implique des désiodinases (D1,D2, D3) (Figure 2) (Darras and Van
Herck, 2012); (iii) une réaction de dégradation par clivage et modifications de la chaine latérale
comme indiqué dans la Figure 3, conduisant a des métabolites inactifs sur les récepteurs des
HT.
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Figure 3 : Métabolisme de la thyroxine.

La réaction métabolique majeure est la conjugaison de T4 au niveau hépatique avec une
élimination de la circulation sanguine par voie biliaire en utilisant les transporteurs d’efflux
MRP2, MDR3 ou MDR1. Il est a noter que ces transporteurs sont classiquement présentés
comme des enzymes du métabolisme de phase Il et en conséquence sous le contrble
transcriptionnel de nombreux agents chimiques inducteurs ou inhibiteurs des enzymes du
métabolisme (phase |: oxydation-réduction, phase Il: conjugaison), principalement
hépatiques.

L’hormone T4 est conjuguée dans le foie avec une réaction amplifiée suite a I'exposition a des
inducteurs des enzymes du métabolisme. La T4 glucurono-conjuguée (T4-G) est secrétée
dans la bile et en réponse a une augmentation de I'excrétion, la diminution de T4 plasmatique
stimule la production de TSH. La glucuro-conjugaison de T3 est moins importante
quantitativement que celle de T4 chez le rat et peu active chez 'homme. Cependant la voie
de glucuronoconjugaison est responsable de I'élimination d’environ 25% de FT4P en 24h et
de FT3 en 6h (Curran and DeGroot, 1991). L’activité des UGT est supérieure pour la
conjugaison de T4 chez la souris par comparaison au rat (Tong et al., 2007). Par ailleurs T4G
peut étre déconjuguée dans l'intestin ou d’autres organes via une B-glucuronidase. Ainsi
intestin peut étre utilisé comme réservoir en cas d’augmentation importante de la voie
d’excrétion (Wu et al., 2005).

Les isoenzymes qui catalysent la réaction sont UGT 1A1 et 1A3 chez 'lhomme (Kato et al.,
2008) et UGT 1A1, 1A6 et 2B1 chez le rat (Bock, 2011). Chez le rat T4 est substrat des
isoformes de la famille UGT1A (principalement UGT1A1 et 1A6) alors que T3 est substrat des
isoformes de la famille UGT2 (UGT2B6) (Visser, 1996; Vansell and Klaassen, 2002). |l est
possible de tester l'induction de ces différentes isoformes d’'UGT entre 'homme et le rat en
exposant des cultures d’hépatocytes cryopréservés a des agents chimiques comme les SDHI
ou d’autres agents inducteurs d’enzymes du métabolisme.

Les reéactions de sulfo-conjugaison reposent sur au moins sept isoformes de la
sulfotransférase (SULTX)) (Gamage et al., 2006). L’expression des isoenzymes est variable
selon les tissus avec une réaction de conjugaison des HT maijoritairement réalisée dans les
hépatocytes. La sulfatation des HT chez I’homme est médiée par les isoformes SULT2A et
SULT1A1 (Runge-Morris and Kocarek, 2005). Cette réaction facilite la déiodation rapide de
T4 sulfo-conjugué (T4-S) en métabolite inactif rT3-S dépendant de la désiodinase D1 alors
que la conversion en T3-S est complétement bloquée. La sulfatation de T3 est dépendante de
SULT1B (Runge-Morris and Kocarek, 2009).
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Seules de faibles quantités de T3-S ou T4-S sont présentes dans la bile, le sérum ou les urines
(Visser et al., 1998). Au contraire de la glucuro-cojugaison dont I'activité est plus élevée chez
le rat, la réaction de sulfatation est sensiblement similaire chez 'homme et le rat (Richardson
et al., 2014). Le role de la sulfatation dans le métabolisme des HT est secondaire par rapport
a la réaction de glucurono-conjugaison chez le rat, alors que c’est la réciproque chez 'lhomme.

Le transport des HT est essentiel pour le développement normal des tissus du foetus et en
particulier le systéme nerveux central. Les HT sont prises en charge par des transporteurs
pour passer les membranes plasmatiques tels que OATP1C1, MCT8 et MCT10. Des
mutations du transporteur MCT8 exprimé dans le tissu nerveux sont associées a un niveau
élevé de T3 et un retard psychomoteur sévere (Visser et al., 2008).

Les HT conjuguées peuvent également étre prises en charges par de transporteurs, par
exemple le OATP1B1 pour les sulfoconjugués. L'importance de l'action des HT dans le
développement du cerveau est illustrée par exemple par un déficit en T3 provoquant une
diminution des performances neuromotrices et cognitives du nouveau-né (Bernal, 2017;
Valcarcel-Hernandez et al., 2022; Williams, 2008; Zoeller and Rovet, 2004). L’apport maternel
des HT représente la source unique pour le foetus (premier trimestre de la grossesse chez la
femme) jusqu'a ce que la glande thyroide foetale soit fonctionnelle (Korevaar et al., 2016,
2018). Ce résultat illustre I'intérét de mener en cas de suspicion de perturbations de 'axe HPT,
des expérimentations de reproduction chez le rat avec le suivi sur 2 générations associé aux
dosages TSH, T4, FT4.

Liaison des hormones thyroidiennes aux récepteurs

Deux isoformes de récepteurs des hormones thyroidiennes (TR) sont codées par les génes
THRA et THRB, chacune donnant lieu a quatre variantes : TRa1, TRa2, TRAa1, TRAa2 et
TRB1, TRB2, TRPB3, TRAR3 (Sirakov and Plateroti, 2011). Chez les vertébrés, T3 est le ligand
majoritaire de TRa1 (Taylor and Heyland, 2017; Vella and Hollenberg, 2017; Taylor and
Heyland, 2017).

Outre les récepteurs nucléaires, I'intégrine aV3, un récepteur et molécule d’adhésion
transmembranaire liant la vitronectine (une glycoprotéine sérique), a été identifiée comme
récepteur de nombreux ligands incluant les HT (Bergh et al., 2005).

Le modéle classique génomique de régulation repose sur I'entrée de T3 et T4 dans la cellule
soit par diffusion passive soit via des transporteurs membranaires. T4 est déiodée et T3
pénétre dans le noyau et se fixe sur les TR ce qui active la transcription des génes-cibles. Les
TR sont liés a 'ADN au niveau d’éléments de réponse (Thyroid-Response Elements ; TRE)
dans des promoteurs de génes cibles. En formant des hétérodiméres avec le récepteur X de
rétinoides (RXR) ceux-ci échangent les corépresseurs liés aux TRs avec des coactivateurs,
permettant I'activation transcriptionnelle des génes cibles (Astapova and Hollenberg, 2013).
Le récepteur TRB semble principalement impliqué dans le rétrocontrdle de la sécrétion
hypophysaire de TSH et dans le développement de l'audition. En revanche, l'invalidation de
TRa conduit a une atrophie thyroidienne avec diminution des taux de TSH et des HT. Certains
organes constituent des tissus cibles spécifiques d'un type de récepteur comme l'oreille
interne, I'hypophyse, le cceur, le foie, 'os ou l'intestin gréle. Cependant, les TRa et TR
peuvent coopérer dans certains cas (Flamant et al., 2007).

Le modele non génomique repose sur la fixation de T4 et T3 a l'intégrine aVB3 ce qui active
la voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK). T4 est le ligand principal dans cette
voie, alors que T3 a une action limitée (Taylor and Heyland, 2017; Davis et al., 2016, 2021).
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Les génes régulés par la liaison des HT a l'intégrine aVB3 incluent ceux codant pour les
récepteurs d’hormones non peptidique TR et ERa et d’autres codant pour des protéines qui
contrélent 'angiogenése (Bergh et al., 2005) et qui sont associés au développement tumoral
(FGF2, MMP2, HIFIA, COX2) (Davis et al., 2021).

La régulation non génomique fait aussi intervenir la mitochondrie avec T3 activateur de la
transcription de génes-cibles mitochondriaux. L’hormone T3 exerce un effet sur la respiration
cellulaire via la liaison aux récepteurs mitochondriaux p43 et p28, avec pour conséquence une
contribution a l'intolérance au glucose et a l'insulino-résistance (Casas et al., 1999; Davis et
al., 2016). Enfin T2 participe aux régulations métaboliques via des interactions complexes
avec la chaine respiratoire mitochondriale (Davis et al., 2016; Lanni et al., 2005).

Physiologie comparative

Des différences de structure histologique de la glande thyroide sont observées entre les trois
espéces mais la régulation de 'axe HPT est similaire. Il est rapporté depuis une quarantaine
d’années que le rat n’était pas un bon modéle pour I'exploration de perturbation de la thyroide
en rapport avec I'absence de production de TBG (Ddhler et al., 1979). D’autres différences
disqualifient le modéle rongeur pour une extrapolation a 'homme au regard des perturbations
de la régulation thyroidienne.

A I'exception de la concentration de TSH plus élevée chez le rat en comparaison de ’'homme
et du chien, les valeurs des concentrations des HT sont sensiblement équivalentes pour les
trois espéces. Si I'hnormone active T3 est trés majoritairement produite par déiodation de T4
dans les tissus périphériques, principalement le foie, pour 'lhomme et le chien (80% de la
production), elle est formée a 55% dans la glande thyroide chez le rat. Les taux des HT sont
plus stables chez ’'homme et le chien en comparaison du rat principalement di a I'absence de
synthése de TBG qui fixe avec une forte affinité les HT.

Une faible activité de conjugaison de T3 est retrouvée chez les humains en comparaison des
rongeurs (Findlay et al., 2000). Au contraire des humains la réaction de glucuronidation des
HT est prédominante chez le rat espéce pour laquelle les perturbations dans ’homéostasie
des HT induisent une régulation positive des différents parameétres de contréle qui expliquent
sa plus grande sensibilité aux perturbateurs thyroidiens.

2- Mécanismes d’action des agents perturbateurs thyroidiens (THDC, Thyroid
Hormone Disrupting Compounds)

Rappel des cibles

Pour expliquer une augmentation de fréquence des adénomes et/ou adénosarcomes de la
glande thyroide, il est souvent proposé dans les rapports des industriels un effet spécifique
aux rongeurs impliquant une augmentation de la clairance biliaire de T4-G en rapport avec
I’lhépatomégalie (et I'induction enzymatique ?), induisant une augmentation de concentration
de TSH en rétro-contrble de la régulation de I'axe HPT avec un effet de la TSH conduisant a
une hyperplasie de la thyroide (McClain, 1989, 1995). Ce mécanisme peut étre élargi a
d’autres cibles que la seule augmentation de clairance biliaire comme illustré dans la figure 4.
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Cependant avant d’examiner les évenements clés de ce processus de tumorigenése, il est
utile de rappeler les différentes cibles qui sont susceptibles d’expliquer un dysfonctionnement
de la régulation de la thyroide.

Les perturbateurs thyroidiens (THDC) exercent leur action sur une plusieurs des cibles
indiquées dans la figure 5. De plus, des régulations croisées entre les axes hypothalamo-
hypophyso-gonadique (Hypothalamic-Pituitary-Gonad ; HPG) et hypothalamo-hypophyso-
thyroidien (Hypothalamic-Pituitary-Thyroid ; HPT) compliquent I'analyse des effets de THDC.

L'Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) a publié en 2014
(révision en 2018), un document guide pour identifier les principes actifs
phytopharmaceutiques et biocides présentant une activité de perturbateur endocrinien
(régulations EU #528/2012 et EC #1107/2009) (OECD, 2018, 2014).

Perturbateur endocrinien
de la thyroide

Cibles Développement tumoral

L ] Biomarqueur Effet Altération Pathologie
= | TPO . P

9> NIS précoce spécifique structure/

& de tissu fonction
[ ] ubpeT Variation ratio

3 hépatiques > sérique T3/T4 > 1 TSH > Hyperplasie > Tumeur thyroide
I Diminution taux T4

_E‘ Déiodinases

®

£ | Transporteurs

;J: cellulaires

=

Liaison T4-TTR

Figure 4 : Développement de tumeurs de la thyroide chez les rongeurs

Les tests ciblent les régulations des voies EATS (Estrogenic, Androgenic, Thyroidal,
Steroidogenic) et sont organisés en 5 niveaux décrits ci-dessous (les essais réglementaires
européens correspondants sont rapportés) :

- Niveau 1 : recueil de données pour trier et prioriser (inclus également (Q)SAR)

- Niveau 2 : tests in vitro sur cellules, a visée mécanistique (criblage)

- Niveau 3 : tests sur organismes entiers avec un seul agent, reproduisant les
meécanismes spécifiques des critéres de perturbation

- Niveau 4 : tests sur organismes entiers, reproduisant I'effet néfaste spécifique des
critéres de perturbation

- Niveau 5 : tests sur organismes entiers renseignant sur les effets perturbateurs
endocriniens et autres mécanismes, sur tout le cycle de vie
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Figure 5 : Régulation thyroidienne et sites de perturbation.

Puisqu’une diminution de la concentration de T4 est mise en avant pour expliquer un effet
hyperplasique de la thyroide sous I'action de la TSH, il est utile de rappeler les mécanismes
majeurs (Figure 5) a I'origine d’'une baisse du taux de T4 qui correspondent a :

- Un déficit de production de TSH (#1, 2)

- Une diminution d’apport d’iode (#4)

- Une inhibition de I'activité du symport NIS (#4)

- Une inhibition de l'activité de la TPO (#5)

- Un déplacement de la fixation sur les protéines de transport (#6)
- Une augmentation de capture par les hépatocytes (#8)

- Une augmentation de la clairance biliaire (#10)

- Une diminution de I'export (#12)

De nombreux agents chimiques sont susceptibles d’interférer avec la régulation des hormones
thyroidienne dont un bref apercu est rapporté dans le tableau 2.

En rapport avec la question de I'absence de pertinence d’'une induction de tumeurs de la
thyroide suite a I'exposition a des SDHI chez le rat dans le but d’extrapoler les résultats a
I’lhomme, nous limiterons la discussion aux variations de la concentration de T4 associee ou
non a une hépatomégalie.

Tableau 2 : Cibles de quelques agents perturbateurs de la fonction thyroidienne
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REACTIONS REGULATEURS

TSH (+), Phtalates (+)

Capture d’iode: natrium iodide symporter (NIS) Perchlorate, thiocyanate, TCDD, PCB-126 (-)

Oxydation iodures et incorporation dans Tg: TSH (+)

thyroperoxydase (TPO). Formation MIT, DIT, T3 et T4 Propylthiouracil, methimazole, flavonoides (-)
Métabolisme MIT et DIT: TSH (+)

iodotyrosine déhalogénase (Dehall) Propylthiouracil, methimazole (-)
Métabolisme T4 : désiodases T4 > T3 et rT3 HCB (+) cerveau feetus et nouveau-né

Liaison HT protéines plasmatiques:

Thyroxine-Binding Globulin (TBG), Transthyrétine (TTR), Albumine PCB, phtalates, PCP : liaison TTR

Transport HT intra-cellulaire: Organic Anion-Transporting Polypeptide

(OATP) et Monocarboxylate Transporter (MCT). Butylbenzylphtalate ()

Métabolisme : conjugaison UGT, ST et désiodases Nombreux xénobiotiques et stéroides (+ ou -)

Liaison aux récepteurs (RT) PCB hydroxylés, BPA (-)

Induction des enzymes du métabolisme hépatique

Dans ce contexte d’induction des enzymes du métabolisme, il est en premier lieu discuté de
l'effet du phénobarbital sur la régulation de la thyroide puisqu’il est considéré comme
spécifigue du modéle rongeur non extrapolable aux humains et parfois utilisé en co-
experimentation avec un fongicide SDHI

Le phénobarbital

Chez I'hnomme le phénobarbital (PB), un des traitements anti-épileptiques, a été donné par voir
orale a des volontaires sains (100 mg/jour, 14 jours). Le traitement ne modifiait pas les
concentrations sériques de T4, T3 et TSH (Ohnhaus and Studer, 1983). On notera cependant
que la posologie chez 'lhomme, rapportée au poids corporel(environ 1.5 mg/kg/j) est 60 fois
plus faible que celle utilisée chez le rat.

Le PB est inducteur prototype de la sous-famille CYP2B avec CYP2B6 mais aussi CTP3A4
ainsi que CYP2A3, CYP2C9 et CYP2C19 (Pelkonen et al., 2008). Dans le traitement au long
cours de I'épilepsie par le PB (e 2-3 mg/kg/jour) il n’est pas noté de modification du taux de
TSH et T4. Cependant, ce traitement induit une augmentation des y-glutamyltransférases,
transaminases et/ou des phosphatases alcalines hépatiques (Charalambous et al., 2016).

Le PB utilisé en traitement anti-épileptique de patients ne provoque pas d’augmentation de
risque de développement de cancers (IARC, 2001). Chez les rongeurs le PB est connu comme
un cancérogéne non génotoxique avec l'induction d’hépatocarcinomes (Lee, 2000; Whysner
et al., 1996) alors qu’il n’induit pas de tumeur du foie et des voies biliaires chez 'homme (IARC,
2001). Néanmoins I'évaluation par I'lARC conclue au classement 2B avec comme indication
de I'effet cancérogéne du PB « inadequate evidence » pour ’lhomme et « sufficient evidence »
pour les rongeurs (IARC, 2001).

Chez 'homme il est décrit une association avec une augmentation de risque modéré pour les
cancers du poumon, des ovaires et de la vessie.
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Chez le chien, comme chez 'homme I'exposition au PB (1.2 a 2 mg/kg/j) n’induit pas de
modification du taux des HT suite a une exposition a 1.2 a 2 mg/kg/j pendant 1 semaine puis
2.6 a 4.5 mg/kg/j pendant 2 semaines (Daminet et al., 1999). Un traitement avec le PB (4.4-
6.6 mg/kg/j) pendant 27 semaines induit une augmentation significative de ALT, ALP,
cholestérol, TSH et une diminution de FT4 et TT4 (Gieger et al., 2000). Le retour aux valeurs
normales est retrouvé entre 1 et 5 semaines apres 'arrét de I'exposition selon les indicateurs
biochimiques.

Chez le rat I'exposition au phénobarbital (PB) (100 mg/kg/j) pendant 2 semaines provoque une
augmentation de la taille du foie et de la thyroide. Avec I'induction de l'activité UGT (190%), la
concentration de de T4 et T3 conjugué (T4G, T3G) est augmentée et en rapport avec
'augmentation de la clairance biliaire on observe en retro-contrdle une augmentation du taux
de TSH (McClain, 1989). Les rats sont exposés a une dose trés élevée (100 mg/kg/j) dont la
concentration sérique n'a pas été évaluée. Cependant, une bonne corrélation est observée
entre I'activité UGT et la diminution de la concentration sérique de TT4 pour une exposition
pendant 15 jours avec une échelle de doses de 46 a 179 mg/kg/j (Liu et al., 1995).

L’exposition chronique au PB seul provoque une hépatomégalie corrélée a une multiplication
des hépatocytes. Cette augmentation est réversible aprés arrét du traitement.

Le phénobarbital seul en exposition chronique induit des adénomes et carcinomes
hépatocellulaires chez les souris (augmentation de l'incidence de 77%) et des adénomes
hépatocellulaires dans une seule étude chez le rat parmi celles examinées par le CIRC. En
revanche suite a un pré-traitement avec un inducteur le PB montre une action promotrice ou
inhibitrice de tumeurs selon I'agent initiateur utilisé. Le PB est donc un promoteur de tumeurs
folliculaires de la thyroide chez le rat pré-trait¢é avec le NBHPA (N-nitrosobis(2-
hydroxypropyl)amine) ou le NDEA (N-nitrosodiethylamine) (IARC, 2001).

En revanche aprés traitement par un inducteur, I'exposition au PB n’a pas d’effet promoteur
tumoral hépatique chez le hamster (Tanaka et al., 1987).

Chez le singe (Erythrocebus patas) aprés un traitement au NDEA puis exposition au PB il est
observé un effet promoteur du développement d’hépatocarcinomes (Rice et al., 1989). Le
facteur d’induction des enzymes de phase 1 en particulier CYP2B1 et CYP2B2 est corrélé
avec le degré de promotion tumoral. Il est intéressant de noter que le PB n’induit pas ces
enzymes de phase 1 chez le hamster, un résultat a rapprocher de I'absence d’effet promoteur
chez cette espéce (IARC, 2001).

L’induction de tumeurs hépatiques suite au traitement par le PB dépend du récepteur CAR
dont I'activation est requise pour une réplication des hépatocytes, I'induction de CYP2B et le
processus d’hépatomégalie. En revanche les hépatocytes humains sont réfractaires a I'effet
mitogéne du PB et dautres activateurs de CAR (Lake, 2018). L’hépatomégalie et
l'augmentation de synthése d’ADN, deux réponses classiques aux composés de type
phénobarbital, ne sont plus observées chez les animaux CAR-/- (Haines et al., 2018). Comme
CAR et PXR forme un hétérodimére avec RXR, ils peuvent partiellement se substituer pour la
liaison a 'ADN et pour la réponse au phénobarbital (Moore et al., 2000; Sueyoshi et al., 1999).

Le MoA proposé pour la formation de tumeurs hépatiques chez les rongeurs par le PB inclue
I'activation de CAR, la prolifération des hépatocytes, I'inhibition de I'apoptose, I'hypertrophie
hépatique et le développement de foyers d’hépatocytes altérés (nodules eosinophiles,
basophiles) (Elcombe et al., 2014).
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L’étude de fonctions divergentes du PB sur les récepteurs CAR et PXR entre ’'homme et le rat
a été testé en construisant des souches de souris transgéniques pour I'expression des
récepteurs humains (Braeuning et al., 2014). Le NDEA a été utilisé comme agent initiateur
suivi d’'une exposition au PB pendant 10 mois. L’analyse des tumeurs hépatiques montre un
effet promoteur du PB chez la souris WT alors que I'effet est beaucoup moins prononcé pour
les souris humanisées.

En conclusion, 'événement clé dans le mécanisme d’induction de tumeurs hépatiques par le
PB repose sur l'activation de CAR suivi par I'expression de génes sous le contréle de ce
récepteur avec pour effet une augmentation de prolifération cellulaire et une diminution de
I'apoptose avec la formation de foyers hépatiques.

Si le processus d’hépatocarcinogenése est documenté pour le PB comme promoteur tumoral,
il N'est pas, en exposition unique, un inducteur de tumeurs de la thyroide chez le rat
contrairement a ce que certains rapports d’industriels avancent pour les SDHI.

Autres inducteurs

Afin d’analyser le mode d’action d’inducteurs d’enzymes hépatiques de phase 2 comme
événement clé responsable d’'une diminution de T4 et augmentation de concentration de TSH
responsable d’'une hypertrophie/hyperplasie de la tyroide, C.D. Klaassen et coll. ont testés
plusieurs inducteurs dUGT chez le rat (Barter and Klaassen, 1992). Le PB, le 3-
methylcholanthrene (3MC), le pregnenolone-16a-carbonitrile (PCN) et le polychlorobiphenyl
(PCB) provoquent une diminution du taux deT4 (Barter and Klaassen, 1994). Aprés 3
semaines d’exposition I'activité des UGT est augmentée de 190% pour le PB, 290% pour le
3MC, 260% pour le PCN et 550% pour le PCB (Barter and Klaassen, 1994). Le traitement
avec le PB, 3MC et PCN réduit le taux de T4 de 30 a 40% alors que le PCB produit une
diminution de 80%. La diminution de la concentration sérique de T4 est corrélée au facteur
d’induction des UGT.

Il N’y a pas de corrélation entre le niveau d’augmentation de T4-G, la diminution de T4 sérique
et 'augmentation de TSH suite a un traitement par un des inducteurs 3-MC, PCB, PB, PCN
chez le rat (Alan Hood and Klaassen, 2000). Il n’est pas observé d’augmentation de la
glucuroconjugaison de T3 par le PB dont la concentration reste stable peut-étre en rapport
avec sa synthése via la capture de I'iode dépendant du taux élevé de TSH (Richardson and
Klaassen, 2010).

D’aprés des essais in vitro le taux de glucurono-conjugaison de T4 suite a un traitement par le
2,2',4,4 5 5-hexachlorobiphenyl (PCB 153) est supérieure dans les hépatocytes de rats par
comparaison aux hépatocytes humains (Richardson et al., 2014). Ce résultat suggére que la
voie de métabolisation de T4 serait favorisée chez le rat comparée a 'lhomme.

Le PB et le PCN induisent les UGT, la concentration de TSH et la prolifération des thyréocytes
(Hood et al., 1999; A. Hood and Klaassen, 2000). Le 3MC et le PCB sont aussi des inducteurs
d’'UGT mais sont de faibles inducteurs du taux de TSH et du processus de prolifération des
thyréocytes. Ces quatre inducteurs d’enzymes du métabolisme hépatique induisent une
augmentation de T3G en rapport avec une augmentation du taux de TSH (Alan Hood and
Klaassen, 2000; Vansell and Klaassen, 2002). Ce résultat indique que la réaction de glucuro-
conjugaison de T3 était un meilleur indicateur d’'un effet hyperplasique de la thyroide par
rapport a celle de T4. Il a été comparé les effets d’un traitement avec le PCN inducteur de T3G
et de TSH et le PCB (Arochlor 1254) qui n’induit pas d’augmentation du taux de TSH. Comme
attendu le traitement avec le PCN est inducteur de tumeurs de la thyroide en rapport avec une
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augmentation de TSH mais le PCB est aussi un inducteur de tumeur, moins efficace, mais
donc le mécanisme est indépendant de TSH (Vansell et al., 2004).

La relation entre une augmentation de la clairance de T4-G et une diminution du taux sérique
de T4 a été testé avec des rat KO pour la protéine d’export Mrp2, responsable de I'excrétion
biliaire. Les rats sont traités par des inducteurs des UGT, le PB et le DMP904 (une
pyrazolopyrimidine substituée). Il n’est pas trouvé de concordance entre la clairance biliaire,
diminuée chez les rats Mrp2-/- par comparaison aux WT, et la concentration de T4 observée
chez les rats Mrp2-/-. Ce résultat suggeére que pour ces mutants d’autres facteurs contribuent
a la diminution de la concentration sérique de T4 (Lecureux et al., 2009).

Afin de documenter le mécanisme de toxicité hépatique du PB et PCN, des rats WT et
transgéniques ont été exposés per os a 500 mg/kg/j PB (rats KO CAR) ou 100 mg/kg/j PCN
(rats KO PXR) pendant 7 jours. Ce traitement induit une augmentation du poids relatif du foie
associé a une hyperplasie des hépatocytes et de I'expression des ARNm des sous-familles
CYP2B et CYP3A (Haines et al., 2018). Des foyers d’hyperplasie des thyréocytes sont
observés chez les rats WT traités avec le PCN et un effet moindre avec le PB. Ces effets sont
absents chez les rats KO avec cependant un Iéger effet sur la réplication des hépatocytes pour
les rats KO CAR est probablement en rapport avec a I'activation faible de PXR par le PB.

Si de nombreuses expérimentations chez le rat avaient pour but de tester l'induction
d’enzymes hépatiques de phase Il et l'effet sur T4, T3, TSH et la glande thyroide, peu
d’expérimentations équivalentes ont été réalisées chez la souris. Le PB, PCN, 3MC et PCB
sont inducteurs d’enzymes du métabolisme chez la souris. Le PB, PCN et 3MC induisent une
hépatomégalie bien que le 3MC soit moins efficace (Hood et al., 2003). La corrélation est faible
entre I'induction de T4G et la concentration sérique de T4 car si le PB et le PCN induisent une
diminution, le PCN et le 3MC induisent une augmentation de T4. Une explication pour ce
résultat est avancée avec 'augmentation de TSH qui stimule la synthése des HT. Cette
augmentation de TSH ne serait pas suffisante pour restaurer le taux de T4 dans le cas du PB
et PCN. Par ailleurs, le 3MC et le PCB n’ont pas d’effets adverses sur la glande thyroide. La
stimulation de la thyroide par la TSH est observée mais sans corrélation entre le taux de TSH
et la prolifération des thyréocytes (Hood et al., 2003).

En conclusion, il n’existe pas de lien univoque entre une induction des UGTs et un effet sur la
thyroide car le PB et le PCN augmentent la concentration de TSH alors que 3MC et PCB n’ont
pas effet sur la TSH bien que les 4 agents réduisent la concentration sérique de T4 de fagon
équivalente (Barter and Klaassen, 1994).

Le PB augmente I'expression des UGT1As chez le rat, la souris et le hamster mais il n’est pas
observé de diminution du taux sérique de T4 chez la souris et le hamster ce qui invalide un
mécanisme d’action unique dépendant de la clairance augmentée de T4G (Kato et al., 2010).

L’hépatomégalie n’est pas non plus un indicateur d’'une augmentation de clairance de T4-G
car une diminution de T4 peut aussi étre due, outre les effets sur sa synthése, a une
accumulation dans les hépatocytes qui est observée chez les rongeurs (Richardson and
Klaassen, 2010). L’'explication d'une relation entre une hépatomégalie induite par une
exposition aux SDHI et un effet hyperplasique/hypertrophique thyroidien ne repose pas sur les
résultats expérimentaux qui invalident cette AOP (adverse outcome pathway) dont le MIE
(molecular initiating event) serait une augmentation des UGT. Méme si les UGT et les SULT
étaient dosées et en particulier les isoformes intervenant dans la conjugaison de T4 ou de T3,
une diminution de concentration sérique de T4 ou T3 n’est pas automatiquement reliée a la
clairance biliaire.
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De plus, la possibilité d’'un cycle entéro-hépatique dépendant de -glucuronidases entériques
a été décrit.

Pathologies de la glande thyroide

Les pathologies qui affectent la glande thyroide se traduisent fréquemment par des
dysfonctionnements hormonaux. Ces dysfonctionnements peuvent conduire a une
insuffisance ou absence de synthése ou de libération des HT se traduisant par un tableau
clinique d’hypothyroidie. Dans certains cas I'origine est un déficit de stimulation hypophysaire,
c’est-a-dire de TSH (hypothyroidie centrale). Inversement, ils peuvent conduire a un excés de
production ou sécrétion des HT se traduisant par un tableau clinique d’hyperthyroidie.

Hypo- et hyperthyroidie

Chez I'homme, on distingue [I'hypothyroidie clinique (lorsque des signes cliniques
accompagnent une TSH augmenté au-dela de 4 yU/ml et une T4 (libre ou totale) abaissée au-
dela de la valeur normale inférieure de I'hypothyroidie infra-clinique lorsque les signes
cliniques sont minimes ou absents, avec une TSH comprise entre 4 et 10 yU/ml et une T4 libre
normale.

Il en est de méme pour I'hyperthyroidie clinique qui associe des signes cliniques francs a une
TSH effondrée et a une T4 libre et/ou T3 libre augmentées au-dela de la valeur normale
inférieure et 'hyperthyroidie sous ou infra-clinique lorsque les signes cliniques sont minimes
ou absents avec une TSH inférieure a la valeur normale et les T4 et T3 libres normales.

L’étiologie des dysthyroidies est multiple. Des maladies ou affections auto-immunes (dont la
thyroidite de Hashimoto ou la thyroidite atrophique post-ménopausique), des traitements (iode
radioactif pour traiter une hyperthyroidie, radiothérapie de la téte ou cou, médicaments a base
de lithium ou d’antithyroidiens de synthése, chirurgie thyroidienne, ...), une dysgénésie
thyroidienne au cours du développement (dont I'’hypothyroidie congénitale), des pathologies
hypophysaires ou hypothalamiques ainsi que des carences en iode alimentaire peuvent
entrainer une hypothyroidie.

D’autres affections d’origine auto-immune (maladie de Graves-Basedow, thyroidite du post-
partum), des traitements médicamenteux (certains anti-arythmiques comme I'amiodarone), la
présence de nodules thyroidiens hypersécrétants (goitre multinodulaire, adénome) ou des
inflammations virales peuvent entrainer une hyperthyroidie. Il faut noter que certaines
affections peuvent débuter par une hypothyroidie et évoluer vers une hyperthyroidie et
inversement.

La prévalence des dysthyroidies dans les pays avec un apport suffisant en iode est estimée
pour I'hyperthyroidie clinique entre 0,2 % et 1,3 %, alors que celle de I'hnyperthyroidie sous
clinique est entre 1 % et 5 %. Concernant les hypothyroidies franches, la prévalence dans la
population générale est estimée a entre 0,2 % et 5,3 % en Europe et entre 0,3 % et 3,7 % aux
Etats-Unis (Taylor et al., 2018).

Chez le chien la prévalence de I'hypothyroidie se situe entre 0.2 et 0.8% de la population
canine (Dickson, 1993; Mooney, 2011). L’hypothyroidie est l'une des pathologies
endocriniennes les plus fréquente observée chez les chiens d’age moyen (entre 4 et 10 ans)
dont I'étiologie est primaire, trés rarement secondaire et quasi-jamais tertiaire (Scarlett, 1994).
La thyroidite lymphocytaire est la cause sous-jacente dans de nombreux cas d'hypothyroidie
primaire avec une prédisposition héréditaire et qui représente 95% des cas d’hypothyroidie
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canine. Il s'agit d'un trouble a médiation immunitaire caractérisé histologiquement par une
infiltration diffuse de lymphocytes, de plasmocytes et de macrophages dans la glande thyroide
(Graham et al., 2007). La destruction progressive des follicules et la fibrose secondaire s’opére
sur des mois voire des années avec des changements de taux d’'HT observables lorsque plus
de 60-70% du tissu thyroidien est détruit. Cette affection présente des similitudes histo-
pathologiques avec la thyroidite d'Hashimoto chez les humains. Outre les dosages des HT, la
recherche d’anticorps dirigés contre ces HT et la Tg peuvent étre recherchés.

L’hypothyroidie secondaire correspond a une altération d’origine hypophysaire avec une
diminution de sécrétion de TSH en raison dun envahissement néoplasique de
'antéhypophyse ou bien une malformation congénitale (Scott-Moncrieff and Guptill-Yoran,
2005).

L’hypothyroidie tertiaire peut aussi étre la conséquence d’une altération de libération de TRH
par I'’hypothalamus, cause trés rare chez ’homme et non documentée chez le chien.

L’hyperthyroidie chez le chien est une affection rare causée par une tumeur thyroidienne
(Feldman and Nelson, 2004). Seulement 10-20% des tumeurs thyroidiennes sont
hypersécrétantes correspondant généralement a des adénocarcinomes hautement
meétastatiques.

Tumeurs

L’incidence des tumeurs malignes de la thyroide chez I'humain est d’environ 0.015% avec une
fréquence trés maijoritaire pour les carcinomes papillaires qui sont trés rarement observés
chez les rongeurs. Les cancers de la thyroide correspondent a :

- des cancers différenciés de souche folliculaire (> 90 % des cancers de la thyroide)
comportent des formes papillaires (80 % des cas et de bon pronostic), vésiculaires (10
% des cas) et des formes peu différenciées (10 % des cas) ;

- des cancers médullaires ou a cellules C (5 % des cancers de la thyroide)

- des cancers anaplasiques (rares et de pronostic trés péjoratif). Depuis 1990,
l'incidence des cancers de la thyroide a augmenté (+ 4,4 % par an chez ’'homme et
chez la femme). (HAS 2019 ; SpF/INCA/Francim 2019).

Les cancers de la thyroide représentent environ 1 % des cancers incidents dans la population
générale. lIs concernent principalement les femmes (76 %) et 'dge moyen au diagnostic est
d’environ 50 ans. La prévalence du nodule thyroidien est variable selon les moyens de
dépistage. Il est plus fréquent chez la femme, le sujet 4gé, les sujets vivant en zone de carence
iodée ou ayant subi une irradiation de la région cervicale durant I'enfance mais ces nodules
sont bénins dans plus de 90 % des cas.

Chez le chien les carcinomes et adénomes de la thyroide représente de 1 a 4% des cancers
(Bertolini et al., 2017; Harari et al., 1986). Les cancers sont classés en tumeurs folliculaires,
papillaires, a cellules squameuses ou anaplasique. Les carcinomes représentent 60-90% des
cancers de la thyroide, la plupart des chiens étant cliniquement euthyroidiens (Rosol and
Meuten, 2016). Le cancer folliculaire est le plus commun, la plupart des tumeurs étant non
fonctionnelles avec cependant moins de 25% des cas présentant des signes d’hyperthyroidie
(Liptak, 2007).
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Le cancer de la thyroide quant a son développement spontané, le processus métastatique
orienté vers les poumons montrent des similarités avec les humains. Les altérations
geénétiques des cellules tumorales sont assez semblables a celles retrouvées chez les
humains avec comme conséquence un modéle de xénogreffe chez la souris « nude » proposé
en recherche translationnelle pour évaluer de nouvelles thérapeutiques (Hassan et al., 2020).

Contrairement a l'incidence des tumeurs de la thyroide chez I’'homme ou le chien, I'incidence
de tumeurs folliculaires de la thyroide chez le rat (souche Fischer-344) est d’environ 2%
(0.87% carcinome, 1% adénome) (Haseman et al., 1998). En outre si chez le rat le carcinome
folliculaire est la tumeur la plus fréquente, la forme papillaire est retrouvée dans 80% des cas
chez 'homme.

4- Conclusion générale et perspectives

L’analyse des résultats expérimentaux sur les effets critiques des SDHI chez les rongeurs et
parfois chez le chien aboutit au constat que 7 des 14 substances induisent un effet
d’hypertrophie et/ou d’hyperplasie folliculaire de la thyroide avec la possibilité pour certaines
d’entre elles d’induire la formation d’adénomes ou adénosarcomes. Un effet des SDHI sur la
thyroide, hors effet critique, est retrouvé pour 12 des 14 substances actives.

Ces résultats d'une toxicité thyroidienne sont associés a un effet hyperplasique et/ou
hypertrophique hépatique considéré comme le mécanisme initiateur de la dérégulation de la
fonction thyroidienne. Ce MoA proposé initialement par McClain (McClain, 1995, 1989;
McClain et al., 1989) est repris dans les dossiers de demande d’autorisation pour les SDHI.

De nombreux résultats confirment les différences de réponse aux perturbateurs thyroidiens
entre le rat et ’lhumain avec comme conclusion que le modéle rongeur n’est pas pour cet effet
extrapolable a I'humain. Dans le cas des SDHI, I'effet est considéré comme indirect via
'induction d’'UGT conduisant a une augmentation de la clairance des hormones thyroidiennes
(HT).

Cependant, une augmentation de la TSH reliée ou non a une baisse du taux de T4 n’a pas
pour seule origine une hyperplasie hépatique. Sur la base de 97 études OCDE conduites pour
évaluer un effet reprotoxique associé ou non a une perturbation de la régulation thyroidienne,
45 % des rats males montraient une hépatomégalie significative. Dans ce groupe 34%
montraient une variation du taux de T4 (30% avec une diminution et 4% une augmentation de
la concentration de la T4) (Beekhuijzen et al., 2019). Il est mentionné une tendance entre
I’hypertrophie hépatique et la baisse du taux de T4 mais avec une trés faible valeur du
coefficient r2 < 0.1.

Malgré cette absence de relation entre hypertrophie/hyperplasie hépatique et
hyperplasie/hypertrophie thyroidienne, le minimum attendu pour une prise en compte de ce
potentiel MoA est le suivant :

- dosages des UGT et SULT et démontrer que les isoformes impliquées dans la
conjugaison des HT sont augmentées en expression et en activité. Ces dosages ne
sont pas mentionnés dans la quasi-totalité des dossiers.

- dosages de TSH, FT4 et TT4 dans le sérum, dosages qui sont rarement effectués

- qualification et quantification des modifications histologiques de la glande thyroide

Il est a noter la faiblesse de l'analyse réglementaire pour mettre en évidence les effets
perturbateurs endocriniens d’agents chimiques. Il est souvent proposé de tester la
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dérégulation de la fonction thyroidienne dans le contexte d’'une hypothyroidie sur I'impact en
neuro-développement (Kassotis et al., 2020).

En raison des incertitudes accumulées et de plus en plus documentées sur le MoA proposé
par les industriels pour expliquer la toxicité thyroidienne, les conclusions d’un groupe d’experts
EFSA sont les suivantes (Crivellente et al., 2019) :

- Les substances induisant des modifications histopathologiques (hypertrophie et/ou
hyperplasie et/ou néoplasie des cellules folliculaires) de la thyroide, avec ou sans
modification des taux circulants d’HT, présentent un risque d'insuffisance en hormones
thyroidiennes humaines chez les adultes avec pour les femmes enceintes un risque
de perturbation du développement neurologique post-natal de la progéniture.

- Les substances modifiant les taux circulants de T3 et/ou de T4 sans modifications
histopathologiques présentent cependant une préoccupation potentielle pour le
développement neurologique du nouveau-né.

- En absence de données spécifiques a la substance prouvant le contraire, les humains
et les rongeurs sont considérés comme ayant une sensibilitét simulaire a la
perturbation de la thyroide (y compris les cas ou l'induction des enzymes hépatiques
est responsable de I'augmentation de la clairance de la TH).

Il est donc clairement indiqué que les effets de dérégulation de la fonction thyroidienne
observée chez les rongeurs soient considérés a minima comme une alerte et requiérent des
essais complémentaires.

Puisque la régulation de la fonction thyroidienne, les concentrations et les demi-vies des HT
sont sensiblement identiques entre les humains et les canidés, il est intéressant de comparer
quand cela est possible, les résultats sur un effet perturbateur endocrinien aprés une
exposition d’'un an chez le chien avec ceux d’un an et/ou deux ans chez le rat.

Les discussions menées sur les expérimentations a conduire pour I'évaluation d’'un effet
perturbateur thyroidien s’orientent désormais vers une diminution du nombre
d’expérimentations in vivo avec cependant un intérét de programmer des expérimentations
chez les rongeurs qui testent les effets sur le neuro-développement et surtout vers le
développement des essais in vitro.

A propos des expérimentations in vivo si le modéle rongeur montre ses limites (Bianco et coll.,
2014), d’autres modeles ont été développés principalement chez les poissons et les
batraciens. Il est urgent et essentiel de poursuivre et développer des tests tirant profit des
étapes de métamorphose et organogenése chez les batraciens ou les poissons et pour des
essais a court terme, de construire des modéles de génotype sauvage ou muté avec des
genes (Fini et al., 2012; Morvan-Dubois et al., 2008, 2013). Ainsi, le test de métamorphose
AMA (OECD TG 231) chez les amphibiens intégre potentiellement tous les mécanismes
possibles de perturbation de la fonction thyroidienne puisque le parameétre étudié, la
métamorphose, est un effet apical des HT. Le test XETA (Fini et al., 2007) validé en 2019
(OECD TG 248), utilise une lignée transgénique de X. laevis Tg(thibz:eGFP), qui exprime le
gene rapporteur GFP sous le contréle d’'un élément de réponse aux récepteurs thyroidiens
(TRE) du promoteur du géne TH/bZIP, un facteur de transcription hautement régulé par les
HT (Furlow and Brown, 1999). Le test est basé sur des critéres physiologiques de perturbation
thyroidienne tels qu’ils sont définis par I'essai OECD TG 231. Les tétards ont pour avantage
de bénéficier de la grande conservation de la signalisation thyroidienne chez les vertébrés et
d’autre part de donner accés au suivi de I'organogenése, un stade de développement difficile
a suivre pour les modéles mammiféres. La quantification des variations du signal GFP est
indicatrice de l'altération de la biodisponibilité des HT.
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Enfin, sur la base des résultats d’expérimentations, selon les lignes directrices OCDE menées
par un CRO, il est montré une absence de relation entre le niveau de T4, le poids du foie et
celui de la thyroide ou encore les résultats d’histopathologie de la thyroide (Beekhuijzen et al.,
2019). L'approche actuelle qui consiste a inclure les dosages des HT dans les études
réglementaires in vivo, si elles sont utiles pour avancer sur la notion de MoA, ne fourniront pas
les informations nécessaires pour évaluer la perturbation endocrinienne d’aprés Beekhuijzen
et coll. En raison de la grande variabilité des concentrations sériques des hormones une
différence statistiquement significative est souvent observée entre le groupe témoin et le
groupe traité. Il est en conséquence recommandé de ne pas multiplier les expériences in vivo
en incluant des parameétres supplémentaires, mais plutét d'investir dans la standardisation et
la validation des essais in vitro car ceux-ci fournissent des informations plus pertinentes et plus
spécifiques sur le systéme endocrinien et les effets de potentiels perturbateurs chez 'homme
(Beekhuijzen et al., 2019).
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Contribution personnelle : Hormones thyroidiennes et fonction
hépatique

Cette contribution personnelle n’a pas été validée par 'ensemble du GT. Elle est endossée
par les experts ci-dessous.

Bernard Salles

Co-signataire : Thomas Claudepierre

Le foie et la thyroide interagissent en empruntant de nombreuses voies de régulation. Le foie
joue un rble important dans le métabolisme des hormones thyroidiennes (HT) puisqu’il
intervient dans

. la synthése des transporteurs sériques des HT (thyroxine binding protein (TBG),
transthyrétine (TTR), albumine),

. I'excrétion des hormones thyroidiennes par sulfo- ou glucuronoconjugaison,

. la production de 'hormone active T3 par déiodation de T4. La déiodinase D1

est principalement exprimée dans le foie et le rein et rend compte de 30 a 40% de la
production extra-thyroidienne de T3 (Malik and Hogson, 2002).

Ainsi, la fonction hépatique contribue a la concentration sérique des hormones thyroidiennes.
Le fonctionnement normal de la fonction thyroidienne requise pour la croissance et le
développement des organismes ainsi que le métabolisme énergétique cellulaire est dépendant
d’interactions contrélées de I'axe foie-thyroide.

Réciproquement, les HT via une régulation génomique (récepteurs TRa et majoritairement
TRpB) ou non génomique influencent de nombreuses voies métaboliques en agissant en
premier lieu sur le catabolisme des carbohydrates et des lipides. Sur la base de cette
mobilisation des lipides, les HT au niveau hépatique stimulent la synthése des acides gras. En
outre, les HT modulent la croissance et différenciation des cellules hépatiques ainsi que le
métabolisme de nombreuses substances tels que les acides biliaires et la bilirubine.

Le dysfonctionnement de la régulation thyroidienne influence la fonction hépatique et
réciproquement illustré par plusieurs associations cliniques entre pathologies de la thyroide et
du foie (Huang and Liaw, 1995; Piantanida et al., 2020) De plus des patients atteints de
thyroidite subaigué ou d'hyperthyroidie et qui présentent des valeurs anormales de constantes
biochimiques hépatiques peuvent retrouver des valeurs normales en rapport avec
I'amélioration de la fonction thyroidienne (Association frangaise des malades de la thyroide).
Réciproquement, des patients atteints d’'une maladie hépatique chronique et présentant un
dysfonctionnement de la régulation thyroidienne retrouvent des valeurs normales des tests
hormonaux en rapport avec l'efficacité du traitement de la maladie hépatique.

Comme les constantes biochimiques de la fonction hépatique en expérimentation animale, en
médecine humaine ou vétérinaire sont parfois associées a une dysthyroidie, ces cas seront
discutés aprés un bref rappel sur la signification de ces constantes biochimiques (Lawrence
and Steiner, 2017; Johnston, 1999).

1- Les enzymes hépatiques
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Les maladies du foie sont souvent diagnostiquées d’aprés des valeurs anormales d’'un ou
plusieurs paramétres biochimiques qui correspondent a des biomarqueurs du systéme ou de
la fonction hépatique (Giannini et al., 2005)

1.1- Les transaminases

L’alanine aminotransférase (ALT) est essentiellement présente dans le cytoplasme des
hépatocytes et accessoirement dans celui des muscles et du rein. Sa demi-vie d’élimination
plasmatique est d’environ 45 h.

L’aspartate aminotransférase (AST) présente une distribution tissulaire plus large avec une
expression principalement dans le foie (90% dans les mitochondries), mais aussi dans le
ceeur, les muscles squelettiques, les reins et le cerveau. Le dosage sanguin estime la partie
cytoplasmique de cette enzyme, soit environ 10% du total. Sa demi-vie d’élimination
plasmatique est d’environ 17 heures. Cette différence de demi-vie entre ALT et AST explique
que '’AST se normalise plus rapidement que I'ALT dans les situations aigués. Le taux normal
chez les humains se situe entre 5 et 30 Ul/l pour 'ALT et entre 5 et 25 Ul/l pour 'AST.

Ce sont les marqueurs biologiques les plus spécifiques d’'une atteinte hépatique et de la
nécrose hépatocytaire. La spécificité est plus marquée pour les ALT, conséquence de leur
distribution essentiellement hépatique dans l'organisme. Si les transaminases sont des
marqueurs de cytolyse, elles sont peu spécifiques de la fonction hépatique et de la gravité de
I'atteinte. D’autres parameétres biologiques sont utiles dans l'interprétation du bilan hépatique,
afin de différencier cytolyse et cholestase et d’évaluer plus précisément la fonction hépatique.

1.2- Phosphatases alcalines et gamma glutamyl-transpeptidases

Les phosphatases alcalines (ALP) et les gamma glutamyl-transpeptidases (yGT) sont les
marqueurs classiquement suivis pour évaluer une cholestase qui correspond aux
perturbations des mécanismes d’excrétion biliaire. Les phosphatases alcalines augmentent en
cas de cholestase, mais également au cours de la croissance, de la grossesse et en cas de
Iésions osseuses.

La valeur du dosage sérique de la yGT est peu spécifique, mais trés sensible en cas de
cholestase. Elle peut étre élevée dans toutes les maladies hépatobiliaires mais aussi dans
I'éthylisme chronique, suite a la prise de médicaments inducteurs, au cours de maladies non
digestives, de I'obésité, de I'hyperlipémie, du diabéte ou quelquefois sans cause décelable.
En pratique, son élévation atteste de I'origine hépatique d'une élévation des phosphatases
alcalines. Les ALP et les yGT sont toutes les deux élevées dans 90% des cas lors d’'une
cholestase.

Les enzymes AST, ALT, yGT et ALP permettent de classer les perturbations du bilan hépatique
en cholestase ou cytolyse. Une prédominance sur les transaminases signe une cytolyse
hépatique, alors qu’une franche prédominance sur les yGT et ALP est plutot indicateur de
cholestase. Aucune de ces anomalies ne renseigne sur l'existence d’une insuffisance
hépatocellulaire qui nécessite un dosage du taux de prothrombine (TP), de l'albumine, la
bilirubine et du facteur V.

1.3- Bilirubine

La bilirubine est un produit de la dégradation de 'lhémoglobine. Son excrétion est réalisée de
facon prédominante par sécrétion dans la bile. La bilirubine est solubilisée suite a une réaction
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de glucurono-conjugaison hépatique. Elle est en conséquence présente sous deux formes
dans le sérum :

- une forme directe qui correspond a la forme conjuguée (soluble)
- une forme indirecte qui correspond a la forme non conjugué (insoluble).

Plusieurs pathologies primitives ou acquises peuvent entrainer une augmentation de la
bilirubine comme une hémolyse, une obstruction des canaux biliaires, une cholestase intra-
hépatique, une hépatite ou une cirrhose (Green and Flamm, 2002). Le dosage de bilirubine
est un élément important dans I'analyse d’un bilan hépatique perturbé : c’est un marqueur de
cholestase mais aussi d’insuffisance hépatocellulaire. C’est cependant un marqueur tardif de
défaillance hépatique, car 10% de tissu hépatique sain suffisent & maintenir des taux normaux
de bilirubine

1.4- Temps de prothrombine, facteur V, albumine

Ces tests servent a évaluer la gravité d’'une pathologie hépatique. Le temps de prothrombine
(TP, mesure du temps de coagulation du plasma citraté) est un marqueur spécifique de la
fonction hépatique en absence de carence en vitamine K ou de traitement anti-coagulant. Le
TP est le reflet de la synthése hépatique des facteurs de coagulation I, II, V, VII, et X (Dufour
et al., 2000). Il ne devient anormal que lorsque 80% de la capacité de synthése hépatique est
altérée. Le TP est I'un des trois paramétres biologiques du score d’évolution de la cirrhose
avec I'albumine et la bilirubine.

Le facteur V est un facteur de coagulation non dépendant de la vitamine K, synthétisé par le
foie. C’est un reflet spécifique de la fonction hépatocellulaire, surtout dans les situations de
carence en vitamine K ou de prise d’anticoagulants oraux.

L’albumine est un marqueur de la fonction hépatique moins spécifique. Cette protéine, la plus
abondante du sérum, est synthétisée uniquement par le foie. Une diminution de son taux ne
reflete pas seulement une pathologie hépatique mais peut aussi étre le marqueur d’'une perte
de protéine (syndrome néphrotique, entéropathie...), d’un catabolisme protéique, d’'une
corticothérapie ou d’'une malnutrition.

Les perturbations Iégéres ou modérées du bilan biochimique hépatique rend compte de
nombreuses étiologies telles que I'hémochromatose génétique, la prise de certains
médicaments, un syndrome métabolique et obésité, une infection virale, une intoxication mais
aussi génétiques, musculaires, dysimmunitaires et dysthyroidienne. Dans le cas des
dysthyroidies il est rapporté depuis plus de trente ans des variations des marqueurs
biochimiques hépatiques.

2- Dysthyroidie et bilan hépatique

Les fonctions des HT sont médiées par des actions génomiques avec l'induction de génes
présentant des seéquences de reconnaissance TRE ou des actions non génomiques. Les
perturbations de la signalisation des HT provoquent un dysfonctionnement de nombreux
organes et sont étroitement associées a plusieurs maladies. Le foie représente I'une des
principales cibles des HT, et les taux des HT sont étroitement corrélés avec plusieurs maladies
hépatiques dans un spectre allant de la stéatose hépatique au carcinome hépato-cellulaire

2.1- Hypothyroidie
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Les manifestations cliniques d’'une atteinte hépatique au cours de I'hypothyroidie sont rares.
Une hépatomégalie modérée est 'anomalie la plus fréquemment observée. Cependant,
I'élévation des constantes prédomine en général sur 'AST et dans la plupart des cas cette
perturbation enzymatique est d’origine musculaire (Huang and Liaw, 1995). L’hypothyroidie
est responsable de perturbations métaboliques pouvant induire une stéatose et il existe un lien
entre I'hépatite auto-immune et les pathologies thyroidiennes auto-immunes, et entre la
cirrhose biliaire primitive et hypothyroidie (Huang and Liaw, 1995). Une cholestase peut
s’observer dans de rares cas et dont le mécanisme semble résulter d’'une diminution de
I'excrétion biliaire de bilirubine et des acides biliaires. D’aprés des études expérimentales
d’'induction d’une hypothyroidie l'activité de la bilirubine UDP-glucuronyltransferase est
diminuée avec pour conséquence une réduction d’excrétion de bilirubine (Malik and Hogson,
2002). L'hypothyroidie subclinique représente un facteur important associés au
développement de la NAFLD (Non Alcoolic Fatty Liver Disease). Ce constat peut avoir
implications cliniques importantes pour le traitement de la maladie et la prévention (Xu et al.,
2012). Ainsi le ciblage sélectif avec des agonistes des TRs peuvent présenter une stratégie
de traitement des pathologies hépatiques, telles que les maladies métaboliques, la stéatose
hépatique voire le carcinome hépatocellulaire (Chi et al., 2013).

Plus récemment, chez des sujets dont la fonction thyroidienne était diminuée, une proportion
plus élevée de patients atteints d'hypothyroidie subclinique présentaient une NASH (Non-
Alcoholic Steato Hepatitis) et une fibrose avancée associée par rapport aux patients avec une
fonction thyroidienne basse-normale (Kim et al., 2018). Des souris C57BL/6 nourries avec une
diete « high fat » inductrice d’une stéato-hépatite ont ensuite recu un nouvel agoniste du TRp
(TG68). Les résultats montrent que le traitement avec le TG68 a entrainé une réduction du
poids du foie, de la stéatose hépatique, des transaminases sériques et de la circulation
triglycérides. Ce nouvel agoniste TRP exerce un effet anti-stéatogéne couplé a une
amélioration des lésions hépatiques en absence d'effets secondaires extra-hépatiques,
suggérant qu’il peut représenter un outil thérapeutique pour le traitement de la NAFLD
(Caddeo et al., 2021).

2.2- Hyperthyroidie

Les effets d’'une hyperthyroidie sur la fonction hépatique sont relativement fréquents. Les
caractéristiques cliniques de I'hyperthyroidie sont diverses, impliquant de nombreux systémes
de régulation. Les lésions hépatiques induites par une thyrotoxicose sont relativement
courantes et peuvent étre décrites comme une atteinte hépatique ou un processus
cholestatique. L’état hyper-métabolique caractéristique de I'hyperthyroidie pourrait augmenter
la demande hépatique en oxygéne suite a 'augmentation de l'activité mitochondriale et
participer a I'effet hépatotoxique.

L’atteinte hépatique est associée a une augmentation du taux d’AST et plus fréquemment
d’ALT. Pour les patients avec cholestase, la majorité d’entre eux présentent une élévation de
I’ALP. Comme ce biomarqueur n’est pas spécifique d’une atteinte hépatique, il est important
de doser la yGT et la bilirubine comme indicateurs de la cholestase. La maladie de Graves-
Basedow, la cause la plus fréquente de I'’hyperthyroidie, est une maladie auto-immune induite
par la sécrétion d'anticorps (anti - récepteur de la TSH) stimulant la production des HT. Cette
maladie est souvent associée a un bilan hépatique anormal, et le plus souvent avec des
niveaux élevés de yGT et d’ALP. Le profil de I'atteinte hépatique est plus directement lié au
degré de thyrotoxicose qu'aux niveaux des auto-anticorps (Biscoveanu and Hasinski, 2000;
Hsieh et al., 2019).
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Des études chez des rats induits par une exposition durant 5 jours de L-thyroxine a 0.0012%
dans I'eau de boisson concluent a des augmentations significatives des dosages des AST,
ALT, ALP, LDH et yGT (Messarah et al., 2010). Cet effet hépatotoxique est associé a une
stimulation de la production d’espéces réactives de I'oxygéne.

3- Conclusion

Une relation complexe existe entre la thyroide et le foie. Les anomalies des enzymes
hépatiques sériques observées dans I'hypothyroidie peuvent étre liées a une altération du
meétabolisme des lipides, a une stéatose hépatique ou a une myopathie induite par
I'nypothyroidie. L'hypothyroidie sévére peut avoir des caractéristiques biochimiques et
cliniques, telles que I'hyperammoniémie et I'ascite, imitant celles de l'insuffisance hépatique.

Les tests de la fonction hépatique sont souvent anormaux également dans I'hyperthyroidie, en
raison du stress oxydatif, de la cholestase ou de Il'activité ostéoblastique accrue.

En conclusion, I'atteinte hépatique au cours des maladies thyroidiennes est fréquente, en
particulier chez les malades hyperthyroidiens. Les signes cliniques d’hépatopathie sont
généralement frustes, mais une perturbation de I'enzymologie hépatique est couramment
observée, de telle sorte que, devant toute cytolyse ou cholestase d’origine inexpliquée, une
dysthyroidie doit étre recherchée.
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neurotoxicité de I’acide 3-nitropropionique, du malonate et du 2-
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L’acide 3-nitropionionique (3-NP), inhibiteur pharmacologique irréversible de la SDH, est le
composé actif initialement identifié comme responsable de foyers de pathologie des ganglions
de la base due a l'ingestion de sucre de canne infecté par le champignon Arthrinium fungus
en Chine, se manifestant notamment par une dystonie (He et al., 1995)[1].

De trés nombreux travaux expérimentaux chez le rat ou la souris ont ainsi imposé le 3-NP
comme un modéle expérimental de maladies neurodégénératives affectant le striatum telles
la maladie de Huntington (MH) ou la dégénérescence nigro-striée (Brouillet et al., 2002 ;
Fernagut et al., 2002)[2,3].

Le modéle d’exposition au 3-NP a aussi fait I'objet de nombreux travaux chez des primates
non humains relatifs a la maladie de Huntington (MH), pour laquelle ce modéle est bien
caractérisé et validé. Par exemple une étude par Dautry et al., 1999 chez le babouin male
montre une diminution de N-acetylaspartate (NAA), créatine et choline, témoignant d’un effet
métabolotoxique dans le striatum [4]. Alors que linhibition de SDH affecte toute les régions
cérébrales aprés administration systémique, la diminution sélective de NAA ou de créatine
dans le striatum montre sa vulnérabilité préférentielle.

Le modéle d’exposition au 3-NP chez le rat a permis de montrer que des marqueurs
biochimiques de toxicité mitochondriale, y compris sériques, peuvent étre identifiables, y
compris dans des tissus ou fluides périphériques. Ainsi une étude de Baumgart et al., 2016
réalisée chez le rat montre une inhibition de la SDH sans troubles neurologiques détectés
aprés une semaine, et un effet généralement dose-dépendant sur les mtDNA ou des
microRNAs dans le rein, le muscle squelettique (quadriceps) ou le sérum, permettant de
définir des biomarqueurs précoces de mitotoxicité, plus sensibles que la mesure des ROS ou
de la respiration mitochondriale [5].

Chez le rat male Fischer 344, une souche de rat trés sensible a I'hypoxie associée, le 3-NP
entraine des déficits moteurs précoces et durables (Akopian et al., 2012) impliquant des
altérations précoces de la plasticité synaptique cortico-striatale, sans perte neuronale [6].
Cette atteinte synaptique pourrait contribuer, en I'absence de pertes neuronales, aux déficits
moteurs et la récupération par restauration de la fonction synaptique est lente. Une atteinte
aigué et a long terme des synapses nigro-striatales dopaminergiques a été montrée en
réponse a I'hypoxie liée a une exposition a faible dose au 3-NP (Crawford et al., 2011)[7].

Chez la souris, Saydoff et al., 2003 montrent notamment que le 3-NP entraine une diminution
de l'activité des complexes Il et lll, une altération des neurones et une diminution de I'activité
des souris et de leurs performances motrices évaluées par le test Rotarod [8].

Blum et al., 2001 ont étudié chez le rat Lewis male la topologie des Iésions striatales et leurs
relations avec la diminution d’activit¢ SDH aprés administration de 3-NP [9]. Il y a une
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diminution significative de l'activit¢ SDH (59 a 81%) dans toutes les zones du cerveau
(striatum et cortex cérébral) et la diminution d’activité SDH est maximale dans la partie latérale
du striatum coincidant avec les lésions observées a I'examen histologique. Dans une étude
ultérieure, Blum et al., 2004 montrent, qu'en contraste avec la perte spécifique des
terminaisons neuronales dopaminergiques, on observe la méme densité de neurones
immunoréactifs pour la tyrosine hydroxylase (TH), 'enzyme impliquée dans la synthése des
neurotransmetteurs catécholamines, dont la dopamine dans la substance noire ; la
dégénérescence des terminaisons dopaminergiques n'est ainsi pas liée a une
neurodegénérescence de la substance noire [10].

Concernant les mécanismes impliqués dans la mort cellulaire, une étude réalisée par Bizat et
al., 2003 chez le rat Lewis male montre I'implication des calpaines, comme effecteurs majeurs
de la mort cellulaire, observée uniquement dans le striatum, mais pas dans le cortex cérébral,
peut-étre en lien avec la régulation du Ca2+ [11]. Les effets neuropathologiques observés sont
liés a une inhibition partielle de la SDH qui pourrait en effet suffire a réduire la capacité
mitochondriale a réguler le Ca2+ cytosolique, notamment dans les neurones possédant le
récepteur NMDA, permettant suite a son activation le passage dans le cytoplasme du Na+ et
Ca2+ a partir du milieu extracellulaire. Kim et al., 2005 proposent aussi chez le rat méle
Sprague-Dawley male, qu’indépendamment d’'une modification de l'inhibition de l'activité
SDH, le maintien de 'lhoméostasie calcique expliquerait I'effet protecteur des ginsénosides ;
alors que I'activité SDH n’est pas restaurée, la protection se manifeste par une réduction de
la mortalité et des Iésions striatales et par une amélioration des performances motrices [12].

Au niveau du striatum, la dopamine modulerait |'excitotoxicité neuronale, processus
pathologique par hyperactivation des neurotransmetteurs excitateurs comme le glutamate qui
activent des récepteurs comme les récepteurs NMDA et AMPA, provoquant une entrée massive
dans la cellule d'ions calcium. Les dommages striataux associés au 3-NP ont ainsi été étudiés
par Fernagut et al., 2002 chez la souris constitutivement hyperdopaminergique, du fait d’une
invalidation génétique pour le transporteur de la dopamine (DAT), qui montre une réduction
significative du nombre de neurones dopaminergiques dans la substance noire, ainsi qu’'une
activation gliale significativement plus importante [13]. Ces résultats pourraient étre
cliniquement pertinents chez 'lhomme car il existe des situations d’augmentation de la
dopamine dans le striatum par exemple chez des consommateurs de cocaine et de
méthamphétamines, qui pourraient se trouver ainsi plus susceptibles aux inhibiteurs de SDH.

Colle et al., 2013 montrent chez le rat méale Wistar exposé au 3-NP qu’un traitement préalable
au probucol, substance hypolipidémiante a propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes,
limite la diminution d’activité motrice spontanée et des performances motrices. Cependant ce
traitement ne réduit pas l'inhibition du complexe Il mais limiterait le stress oxydant striatal
(peroxidation lipidique, activitéts SOD et catalase, INOS) secondaire a la dysfonction
mitochondriale [14]. Une autre étude par Orozco-lbarra et al., 2018 montre I'effet protecteur
de I'huile de foie de poissons, malgré une absence d’effet sur le complexe I, limitant les
déficits de comportement exploratoire en s’accompagnant d’'une activité accrue des
complexes Il et IV [15].

La neurotoxicité du 3-NP peut étre exacerbée par co-exposition a d’autres substances
neurotoxiques. Par exemple les neuroleptiques affectent la fonction mitochondriale et
augmentent le relargage du glutamate au niveau de striatum, entrainant la mort de ces
neurones par excitotoxicité. Ainsi Andreassen et al., 1998 montrent qu’une exposition
chronique a un neuroleptique - I'halopéridol - contribue a des symptémes de dyskinésie orale,
exacerbée et plus précoce lors d’association [16]. Une vulnérabilité accrue pourrait aussi étre
associée a des facteurs d’héte, comme cela est suggéré par une toxicité accrue pour des
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neurones striataux de souris en culture cellulaire, s’ils expriment une forme mutée de la
protéine huntingtine telle que présente chez des patients atteints de maladie de Huntington
(Ruan et al., 2004)[17].

Le malonate, inhibiteur réversible de la SDH, administré chez le rat induit également une
dégénérescence nigro-striée. Connop et al., 1996 montrent chez le rat male (SpragueDawley)
aprés infusion unilatérale dans la substance noire, une diminution ipsi-latérale dose-
dépendante de l'activité tyrosine hydroxylase dans le striatum, réduite par un antagoniste
(MK801) du récepteur NMDA [18]. D’aprés des travaux précédents, l'infusion intranigrale
d’agonistes du récepteur NMDA entraine une déplétion striatale en tyrosine hydroxylase,
corrélée a celle observée dans la substance noire. Une étude par Ferger et al., 1999 chez le
rat Wistar méle montre que les |ésions striatales observées aprés injection de malonate dans
la substance noire sont réduites de fagon équivalente aprés administration intranigrale de 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) ou systémique de MK-801 : la 6-OHDA (mais pas le MK-801)
bloque 'augmentation importante de dopamine extracellulaire observée suite a I'injection de
malonate et la production de radicaux libres associée au catabolisme de la dopamine [19].
Alors que, comme pour le 3-NP, la déplétion en dopamine limite les |ésions striatales, Maragos
et al., 2004 montrent chez la souris que le prétraitement de rats par un inhibiteur (ou sa
déplétion d’origine génétique) de l'activité monoamine oxydase impliquée dans le catabolisme
de la dopamine, réduit des lésions induites par le malonate, ce qui impliquerait une réduction
de la production de ROS lors de I'oxydation de la dopamine [20].

Aprés injection intra-striatale chez le rat male Wistar, I'étude de Fleck et al., 2014 montre
également que le malonate présente un potentiel convulsivant, déja observé précédemment
avec le 3-NP [17]. Toutefois I'absence de convulsions a des doses plus faibles de malonate,
ainsi que lI'absence d’éléments concernant les mécanismes neuronaux impliqués, rendent
difficile I'interprétation de ces données et de leurs relations éventuelles avec linhibition de
I'activité SDH.

Beal et al., 1994 montrent que chez le rat ayant regu une injection intrastriatale de malonate,
les Iésions sont réduites de fagon dose-dépendante par le coenzyme Q, qui protege de la
déplétion en ATP induite par le malonate [21].

Greene et al., 1993 montrent chez le rat Sprague-Dawley la possibilité de limiter I'atteinte
neuronale, par linhibiteur du NMDA MK-801, montrant que son mode d’action est
indirectement lié a I'excitotoxicité par suractivation du récepteur NDMA liée au métabolisme
énergétique neuronal perturbé [22]. Il est a noter que la co-administration de malonate et de
succinate réduit les lésions striatales, indiquant I'association spécifique avec I'inhibition de
SDH. Greene et al., 1995 montrent que les traitements par NMDA, AMPA ou glutamate seuls
ne produisent que peu d’effets sur le striatum, mais que de larges Iésions sont observées en
combinaison avec le malonate a dose sub-toxique [23].

Un autre inhibiteur plus rarement examinég, le TTFA (2-thenoyltrifluoacetone), qui se lie au site
de réduction de la quinone et empéche I'ubiquinone de s’y fixer, a montré récemment chez la
souris une capacité a induire une atteinte du systéme nerveux dopaminergique (Ahn et al.,
2021)[24]. Le TTFA a été choisi, avec I'atovaquone (ATO) inhibitrice du complexe lll, pour des
travaux in vivo chez la souris, a l'issue de travaux in vitro ciblant des mécanismes impliqués
dans la maladie de Parkinson (incluant notamment la production de ROS) parmi 16
substances examinées affectant les complexes mitochondriaux | a V. Le potentiel
neurotoxique in vitro du TTFA apparait clairement inférieur a celui de la roténone, mais
comparable, voire supérieur a celui du 3-NP. L’exposition par voie orale de souris a ces deux
substances (TTFA et ATO) pendant 3 mois induit des déficits comportementaux ou/et moteurs
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(p.ex. test Rotarod et construction de nids) et une neurodégénérescence dopaminergique
significative au niveau du systéme nigro-strié cérébral et du systéme nerveux entérique. Ceci
s’accompagne de signes d’agrégation de la protéine alpha-synucléine sous forme
phosphorylée en sérine 129 et d’'une réponse par des cytokines pro-inflammatoires (TNF-q,
IL-1B et IL-6), également au niveau cérébral et intestinal.

L’ensemble des données concernant le 3-NP et le malonate montrent globalement la
vulnérabilité particuliere du striatum et la symptomatologie motrice associée a son atteinte,
qui parait au moins partiellement liée a I'inhibition de 'activité SDH. La spécificité striatale de
la neurotoxicité n’est cependant pas absolue, comme en témoignent par exemple pour le 3NP
des données récentes montrant une atteinte corticale et hippocampique chez la souris
C57BI/6 exposée au 3-NP, associée a une pathologie de la protéine tau, protéine impliquée
dans les tauopathies chez 'homme, et une réaction neuroinflammatoire microgliale (Lahiani-
Cohen et al., 2020)[25]. Dans le contexte de recherches concernant I'étiologie possible de la
sclérose latérale amyotrophique, des études en culture cellulaire ont également montré une
toxicité du malonate pour des neurones moteurs meédullaires ou corticaux de rat, impliquant
des mécanismes excitotoxiques (Kanki et al., 2004 ; van Westerlaak et al., 2001)[26,27]. Parmi
les maladies neurodégénératives humaines sporadiques ciblant particulierement le systéeme
nigro-strié, figurent la maladie de Parkinson et les maladies apparentées (« synucléinopathies
»). Il est a noter que d’autres travaux expérimentaux ont montré la résistance au 3-NP et au
malonate, comme au MPTP, de souris invalidées génétiquement pour I'expression de I'alpha-
synucléine, protéine majeure dans les Iésions caractérisant ces maladies, sans que l'inhibition
de la SDH soit modifiée (Klivenyi et al., 2006 ; Ubhi et al., 2010)[28,29]. Les données récentes
obtenues avec le TTFA suggérent un potentiel d’atteinte dopaminergique, par exposition orale
répétée sub-chronique chez
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