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Bon état écologique

Directive Cadre sur I’eau 2000/60/EC

Bon état chimique

Solvents

Métaux

Biocides

Composés pharmaceutiques ?

Priority substances listed in Annex X of the WFD

1| Alachlore 18 | Hexaclorocyclohexane 30| Composés du tribultylétain

2 | Anthracene 19| Isoproturon 31 | Trichlorobenzénes (tous isoméres)
3| Atrazine 20 | Plomb et ses composés 32 | Trichlorométhane

4 | Benzéne 21 | Mercure et ses composés 33| Trifluraline

5 | Pentabromodiphényléther (PBDE) 22 | Naphtaléne 34 | Dicofol

6| Cadmium et ses composés 23 | Nickel et ses composés 35| PFOS

7| C10-13-chloroalcanes 24 | Nonylphénols 36 | Quinoxyfene

8| Chlorfenvinphos 25 | Octylphénols 37 | Dioxines

9| Chlorpyrifos 26 | Pentachlorobenzéne 38| Acloniféne

10| 1,2-Dichloroéthane 27 | Pentachlorophénol 39 | Bifénox

11 | Dichlorométhane 28 Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 40| Cybutryne

12 Di(2-éthylhexyl)phtalate (DEHP) Benzo-[a]-pyréne 41| Cypermethrine

13 Diuron Benzo-[b]-fluoranthéne 42| Dichlorvos

14| Endosulfan Benzo-[k]-fluoranthéne 43 | Haxabromocyclododécanes

15| Fluoranthéne Benzo-[g,h,i]-peryléne 44| Heptachlore et eoxydes d'heptachlore
16| Hexachlorobenzéne Indeno-[1,2,3-cd]-pyréne 45 Terbutryne

17 | Hexachlorobutadiéne 29| simazine
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Quelles molécules ?

Furosemide HJ}

FUR o)

S
HN"Sg
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Diurétique largement utilisé depuis 1964
o Parmi les médicaments les plus prescrits au monde 2

o Fréguemment détecté dans I'’environnement aquatique

Fidji Sandré - Leesuriales 2022 ' Stokes & Nunn, 1964 2ClinCalc DrugStats Database 2018



Nombre d’études dans lesquelles le furosémide a été quantifié

|:| = pas de données




Introduction

Furosemide H\/Q

FUR o)
)
HoN 0 )

Quelles molécules ?

o Diurétique largement utilisé depuis 1964

o Parmi les médicaments les plus prescrits au monde 2

o Fréquemment détecté dans I'environnement aquatique

[Clmean [Clmax. Refs

Pharmaceutical facilities 1250 000 ng.L™' | 1300 000 ng.L"’ 2

Hépital effluents 19 000 ng.L™" 392 000 ng.L™’ 26

WWTP Influents 4000 ng.L" 72000 ng.L™ 52

WWTP Effluent 2000 ng.L™" 26 000 ng.L™" 73

Surface water 250 ng.L’ 7000ng.L" 42

'WWTP sludge 150 ug/kg 700 ug/kg 17
Sediments 70 ug/kg 350 pg/kg 7

' Stokes & Nunn, 1964 2 ClinCalc DrugStats Database 2018 4
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Introduction

Quelles molécules ?

O. _OH Saluamine

Furosemide HJ} SAL

@) )

FUR 0, HaN-8
HNS S OF
= &g cl NH

2

Connus comme métabolites du furosémide depuis 1981" mais trés peu étudiés

Saluamine: génotoxique & cytotoxique 3

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Furfural
FRF

"Andreasen et al. 1981 2 Thermo Fisher Safety Data Sheet 2 Al-Omar et al. 2009
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* rapidement biodégradé
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Quelles molécules ?

Furosemide
FUR 9)

'S
EANI

O CI oxydation I

HO
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PYR
Cl

X
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N
CO,H
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(2)

(I CMPE
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Saluamine
SAL

Produit par électrochimie ' et bioconversion 23
|dentifié comme métabolite humain *
Possible inducteur de neurodegeneration 4

Mort des neurones dopaminergiques *

“ \";y \ p

=~ Ctl PYR

"Laurencé et al. 2011 2 Olvera-Vargas et al. 2016 ° Laurencé et al. 2014 * Laurencé et al. 2019

* rapidement biodégradé
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Introduction

Quelles molécules ?

* rapidement biodégradé

Saluamine
Furosemide SA'E) "
FUR \\ HzN_:S::Q\/U\OH
HoN” \\o Cl oxydation C? NH,
HO | N (2)
Pyridinium du N Présentent-ils un risque a des

Furosemide COzH
PYR
Cl

SO,NH,

concentrations environnementales ?

Fidji Sandré - Leesuriales 2022
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Caractérisation du risque

Caractérisation du risque = ?
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Introduction

Caractérisation du risque

Concentrations environnementales
Caractérisation du risque =

B@ Concentrations toxiques



Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ?

Ultra Performance Liquid Chromatography
+ mass spectrometer

FUR PYR
0_OH HO@ o o
H N
N\/[;§ /©/002H HZN_#KIJ\OH
Q 0
H2N§\0 cl “ SO,NH, ¢ NH;
m/z 329,74 m/z 328,73 m/z 250,66

Fidji Sandré - Leesuriales 2022



Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ?

Ultra Performance Liquid Chromatography
+ mass spectrometer

FUR : PYR SAL |

0 _OH | Hom o o !

H ! N 1

N\/[(} : /©/002H HzN—#jijfj\OH :

(o} : 0] 1
HzN/%o cl b SO NH, ¢ k !
miz32974 || miz32873 miz 250,66 |

Fidji Sandré - Leesuriales 2022



Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ?

Analyse d’échantillons potentiellement trés concentrés
Effluents d’EHPAD

Ultra Performance Liquid Chromatography
+ mass spectrometer <::::f:]

FUR : PYR |
lI:l‘\/[;§ : /é/cozH HZN_#KIJ\OH i

0, : 0] 1
HzN/S\o cl | ° SO,NH, ¢ N, !
miz 329,74 || miz328,73 m/z 250,66 !

u _______________________________




Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ?

Analyse d’échantillons potentiellement trés concentrés
Effluents d’EHPAD

FUR — 58 000 ng/L (AN\

. PYR — 2 000 ng/L !
Ultra Performance Liquid Chromatography SAL_>6500ng/L D°;grggg§;§{ —
+ mass spectrometer f

FUR ' o PYR !
og o1 a® o o !
Sol BT e |
(e} ! 1
HzN:%o cl i “ SO,NH, C? k !
miz 329,74 || miz328,73 m/z 250,66 !

Fidji Sandré - Leesuriales 2022



Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ?

Effluents d’EHPAD

FUR — 58 000 ng/L

. PYR — 2 000 ng/L !
Ultra Performance Liquid Chromatography SAL  — 6 500 ng/'—é
+ mass spectrometer )
_______________________________ Entrée de STEU
FUR | v PYR :
o, e s = FUR — 3000 ng/L
/é/N\/[(} | I COH HoN-8 !
Y Q Q\A | " PYR 2500 ng/L |
m/z329,74 || miz328,73 miz 250,66 | | SAL 3 250 ng/L

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Analyse d’échantillons potentiellement trés concentrés

PEN

Dordogne < Lpar24
PERIGORD>

Service public de I'assainissement francilien
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Occurrence dans
’environnement

Dégradation du furosémide

UV+H,0,

(0

Cl

0y 0 0
[} X —e— furosemide
T
£ e =% Ozone
b ., 25 25
e
E L
EUP B 50 50 50
c .
o
+FUR 5
® . 75 75
i
(=]
@ L]
= M
® 100 100 o P e 5 T * % 100
0 100 200 300 600 25 50 75 100 125 25 50 75 100 125

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Temps (minute)

Temps (minute)

Temps (minute)

Expériences avec Nina




Occurrence dans
’environnement

Dégradation du furosémide
UV+H,0, o)

3
3 \. ) T —e— furosemide :
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% *e / 100 min 29 -60% =
EUP 5 ' wl | Sf2min 5

+FUR

.
e ] - ;H/M‘ 75

100 100 L= E P

2%k ¥ 2k ¥ 100
0 100 200 300 600 0 25 50 75 100 125
Temps (minute) Temps (minute)

% degradation of furosemide
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Dégradation du furosémide
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Dégradation du furosémide

UV+H,0,

100

- 50%

. / 100 min

200 300

Temps (minute)

-70%

FUR

-75%
-55%

SAL PYR

0 T
25

50

75
. i—%—%»\
100 ; : %

600 0

100 7

S0

-100

0,

—e— furosemide

—#- QOzone

-60%
2 min

25 50 75 100
Temps (minute)

-100% -100%

SAL

FUR PYR

+100%

125

Cl

25

-90%
2 min

75 k/

100

0 25 50 75 100
Temps (minute)

-100%

- 100%

S0

FUR SAL PYR

125

Expériences avec Nina




s

25 .

50

EUP
+FUR

75

% degradation of furosemide

100

100 1

501

% degradation of furosemide
o

EHPAD

Fidji Sandré - Leesuriales 2022
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Dégradation du furosémide
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Recherche des sous
produits avec Lamyae




Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ? These de Sadia Q°
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Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ? These de Sadia Q°
OPUR

o

Seine Amontiiglis

FUR
30 ng.L™

SYUEN) “Seine-Centre”, Paris

FUR
900 ng.L™

SNV, Paris

FUR
200 ng.L™

=, Y
Echelle 1: 27273 [l
,". ”

10

Fidji Sandré - Leesuriales 2022



Seine Amontiiglis

FUR PYR
30 ng.L" 60 ng.L"

SYUEN) “Seine-Centre”, Paris

FUR PYR
900 ng.L™" 250 ng.L™"

SNV, Paris

FUR PYR
200 ng.L™" 250 ng.L™

Occurrence dans
’environnement

Concentrations environnementales ?

SAL
50 ng.L™

SAL
500 ng.L™"

SAL
100 ng.L™

— Premiere évidence de SAL et PYR

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Thése de Sadia Oo

géoportail.fr

o

OPUR
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Caractérisation
du risque

Quels organismes et bioessais?

Algue verte Daphnie Poisson zébre
Chlamydomonas reinhardtii Daphnia magna Danio rerio

@

©
<
@ >

Fidji Sandré - Leesuriales 2022 1



Algue verte

Chlamydomonas reinhardltii

> B
‘@\‘ ?

e Producteur primaire

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Caractérisation
du risque

Quels organismes et bioessais?

Daphnie Poisson zébre

Daphnia magna Danio rerio

e Organisme filtreur e Prédateur

"



Algue verte

Chlamydomonas reinhardltii

2
%

®"

e Producteur primaire

Phytotoxicité

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Caractérisation
du risque

Quels organismes et bioessais?

Daphnie Poisson zébre

Daphnia magna Danio rerio

e Organisme filtreur e Prédateur
Toxicité aigué Stress oxydant
Cardiotoxicité Test de comportement

"
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Algue verte

Chlamydomonas reinhardltii

)

Caractérisation
du risque

Croissance des algues

é{@

24h  48h 72h 96h 120h Id
Début de I'expérience a 250 000 cells/mL

12



Facteur de croissance

? @

Algue verte

Chlamydomonas reinhardltii

&

Furosemide

100

~
(&)

(% du controle)
[$))

N
(&)}

-46%

Contréle

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

1 mg.L"!

00

75

50

25

Croissance des algues

&Y

Début de I'expérience a 250 000 cells/mL

Pyridinium du Furosemide

24h

Caractérisation

du risque

a4

Controle

Saluamine
100
-38% 75 -36%
50
25
0
1 mg.L" Controle 1 mg.L"

12



Facteur de croissance

Caractérisation
du risque

Croissance des algues

Algue verte 24h  48h 72h 96h 120h I,,_}l
Chlamydomonas reinhardtii Début de I'expérience a 250 000 cells/mL
®
Furosemide Pyridinium du Furosemide Saluamine
100 00 100
75 75
o
c
8 50 50
=]
©
=25 25
0 0
Contréle 200 700 1mg.L™" Contrdle 50 200 700 1 mg.lL’ Contréle 50 200 700
ng.L' ng.L"! ng.L' ng.L"' ng.L" ng.L' ng.L' ng.L"

1 mg.L™"

— Inhibition de la croissance a des concentrations environnementales pour FUR, PYR et SAL

Fidji Sandré - Leesuriales 2022
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Introduction Fenvironnement du risque Conclusion

Toxicité sur les daphnies
// ‘ . S @
Daphnie WO 24h 48h @ Mortalite
$‘

" ¢ Rythme cardiaque

Daphnia magna daphnies neonates

Fidji Sandré - Leesuriales 2022



Survie des daphnies

(% du control)

D

Daphnia magna

aphnie

To

4y

®
LI Y

Caractérisation
du risque

xicité sur les daphnies

24h  48h
—_—

® Mortalité

daphnies neonates

@ Rythme cardiaque

log [FUR] (mg.L™")

log [PYR] (mg.L™")

Furosemide Pyridinium du Furosemide

100  « — 100
80 - \ 80 -
07 1941£230mgL! 60 | 255,2 + 10,8 mg.L"
40 - 40 -

20 e 20 -

0 1 T T T T T P Il;- TTTI70T Il;;.l 0 T T T I T T 7T T T ;IIII HT.II.I'

0 20 40 60 100 180 300 0 20 40 60 100 180 320 540

Saluamine

100

80 1

60

40

20 -

Anbaa

T

0 20 50
log [SAL] (mg.L™")

— La Saluamine est plus toxique que le Furosemide pour les daphnies

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

100 150
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Caractérisation
du risque

Toxicité sur les daphnies

4y

Daphnie » agh @ Mortalité
- " w —_—> [— Rythme cardiaque
Daphnia magna daphnies neonates A g

Furosemide Pyridinium du Furosemide

,2\ ° S o N

o 8 B 1 = *

m 8. o

S R

> H

c = g i ==

£ 3. * & ; =1 J——

- & e | | e

o E %% 8 2l =) =

0 o

2 B . - - - S “ —

g < = g

£ . —= . &

9 S

T - - e S

m - T T T T T T T & T T T T T T T 2 T T T T T
CTL 175 225 250 300 400 450 CTL 200 250 300 400 500 550 CTL 070 090 110 130

mgL?' mgL' mgL!' mgL'" mgL' mglL" mg.Ll' mglL' mgL' mgL!' mglL' mglL"’ mg.L" mg.L" mg.L" mg.L"

— Diminution significative des BPM pour FUR et PYR et augmentation pour SAL

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

*H*

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) (p-value<0.001), kruskal-multiple comparison
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Danio rerio
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Caractérisation
du risque

Toxicité sur le poisson

@ &® Anomalies

D O,°* Stress oxydant bcFpa

é?ﬁ Comportement
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%oisson zeébre

Danio rerio

-
w
O

a
o
O

w
O

O

100

Détection d’especes réactives de I'oxygéne
(%fluorescence du controle)

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

Caractérisation

du risque
Toxicité sur le poisson _ ,
ae i — Plus d’informations
i@; nomanes sur le poster d’Alienor «—
ol . O,°* Stress oxydant bcFpa

ég Comportement

Furosemide Pyridinium du Furosemide

150-

* %
5 Kkk

500 1000 100 1000 0 100 500 1000

ngL1 ngL1 ng L1 ng.L" ng.L" ng.L" ngL1 ngL1 ng L1 ng.L" ngL1 ng.L" ng.L” ngL1 ng L1 ng.L" ng.L" ng.L"

— Effet antioxydant significatif de la saluamine

oo 15

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) (p-value<0.001), kruskal-multiple comparison



Caractérisation
du risque

Toxicité sur le poisson

=== @ &® Anomalies

Poisson zébre i 0 - 6 dpf 0,* Stress oxydant bcrFpa
Danio reri EE—
anio rerio [??0 Comportement

Zebrabox : Appareil permettant la quantification de 'activité locomotrice des larves de poisson zébre 1

Larval activity

Dark Dark Dark

60 min 5min |10 min |5 min |10 min | 5 min

Fidji Sandré - Leesuriales 2022

ViewPoint"-

Behavior Technology

an
“PRAMMICS

' Protocole Sandré et al. 2022

16



Caractérisation

du risque
_ Toxicité sur le poisson
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Danio rerio [?7‘ Comportement
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Caractérisation
du risque

pr Toxicité sur le poisson

d/_, = {@3 é‘ Anomalies
é Poisson zébre R 0,° Stress oxydant bcFpa

Danio rerio [?70 Comportement
Furosemide T .
Pyridinium du Furosemide
Concentrations environnementales Concentrations environnementales Concentrations environnementales
§ — —M e A N
:g 33 330.10° ng/L  330.10° ng/L el
€ Control  50ngl  500ngll 5000ngll 50000ngl | o —Zonrol  S30ngl 0 LR T
b} 0 __L_ * 200
2 -
o '10 1:0
§ -10 * ‘
i< * -20 * k% 100
© *%
2 &
5 -20 ek -30 50 T
\m i N
- *kk : T
2> 3 -40 Fodek 0 Control 1 ng/L 10 ng/L 200 ng/L 2000 ng/L
©
<

— FUR et PYR causent une inhibition significative de 'activité larvaire a des concentrations environnementales

17

*H*

Significant difference from control : * (p-value<0.05) ** (p-value<0.01) (p-value<0.001), kruskal-multiple comparison




Messages clés

— Premiére évidence de SAL et PYR dans les eaux de surface (50 - 250 ng.L™")
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Conclusion
Messages clés

— Premiére évidence de SAL et PYR dans les eaux de surface (50 - 250 ng.L™")

— Impacts significatifs sur les trois organismes a concentrations fortes et environnementales
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Conclusion
Messages clés

— Premiére évidence de SAL et PYR dans les eaux de surface (50 - 250 ng.L™")
— Impacts significatifs sur les trois organismes a concentrations fortes et environnementales

— Toxicité plus importante de SAL par rapport a FUR (bioactivation)
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— Mieux caractériser le risque des produits de transformation des pharmaceutiques sur I'environnement
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Synergic effect with combenefit

Di Veroli, G.Y., Fornari, C., Wang, D. et al. (4 more authors) (2016) Combenefit: an interactive platform for the
analysis and visualization of drug combinations. Bioinformatics, 32 (18). pp. 2866-2868. ISSN 1367-4803
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PYR-FUR PYR-SAL

— acute toxicity on Daphnia magna

FUR-SAL

Antagonis;n

Synergy
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Toxicity on zebrafish larvae

Photographies of 6 dpf larvae with malformations
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very rare at environmental concentrations

— No significant severe deformations at environmental concentrations
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