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Abréviations

ABREVIATIONS

AcN : acétonitrile

APO : aire préoptique

ARC : noyau arqué

ARNm : acide ribonucléique messager

AUC : area under the curve, aire sous la courbe
BPA : bisphénol A

BPA-G : bisphénol A-glucuronide

BPA-S : bisphénol A-sulfate

BSA : albumine sérique bovine

BW : poids corporel

Cl : clairance plasmatique

Cmax - concentration maximale

Css : steady-state concentration, concentration a I’équilibre
CV : coefficient de variation

DES : diéthylstilbestrol

DJA : Dose Journaliére Admissible

e.g. : exempli gratia, par exemple

E2 : oestradiol 17-8

ECso : concentration permettant d’atteindre 50 % de I’efficacité maximale

EFSA : European Food Safety Authority, Autorité européenne de sécurité des aliments

En : coefficient d’extraction hépatique

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, dosage immuno-enzymatique

EM : éminence médiane

Emax : efficacité maximale

EPA : Environmental Protection Agency, agence de protection de I’environnement

ER : récepteur aux oestrogenes

ERE : estrogen responsive element, élément de réponse aux oestrogenes

F : biodisponibilité

Fabs : fraction absorbée

FDA : Food and Drug Administration, Agence Fédérale Américaine des produits alimentaires et

médicamenteux

Fy : fraction qui échappe a I’effet de premier passage hépatique

FSH : Follicle Stimulating Hormone, hormone folliculo-stimulante

GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone, gonadolibérine
HH : hypothalamo-hypophysaire

i.e. :id est, c’est a dire

i.m.: intramusculaire

i.v. : intraveineux

Kiss : kisspeptine



Abréviations

Kn : constante de Michaelis-Menten

LH : Luteinizing Hormone, hormone lutéinisante

LMS : limite de migration spécifique
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis une vingtaine d’années, la question des effets des substances chimiques
présentes dans notre environnement sur la santé suscite un intérét croissant au sein de la
communauté scientifique et dans la population. Le concept de perturbation endocrinienne
par des substances chimiques présentes dans I’environnement est apparu dans les années
1980 a partir de I’observation de troubles du développement chez les animaux de la faune
sauvage dans les pays industrialisés (e.g. masculinisation des femelles des escargots marins
aprés une exposition a un biocide) [1]. Au méme moment dans la population humaine des
pays occidentaux, des études épidémiologiques mettaient en évidence une baisse
progressive de la fertilité exprimée notamment par une diminution de la qualité du sperme
[2], et une augmentation de I’incidence de pathologies liées aux hormones sexuelles
(cancer de la prostate, du sein) et de puberté précoce [3]. L’ensemble de données
épidémiologiques, associées aux données expérimentales toxicologiques ont rapidement
suggéré I’existence d’un lien entre I’exposition a des substances chimiques et I’incidence
de troubles de la reproduction.

Les substances potentiellement responsables de ces désordres endocriniens ont été
regroupées sous le terme de perturbateur endocrinien (PE). D’aprés la définition donnée
par I’agence américaine de protection de I’environnement (US EPA) en 1997, un PE est
« une substance exogene qui interféere avec la production, la libération, le transport, le
métabolisme, la liaison, I’action ou I’élimination des hormones naturelles responsables du
maintien de I’homéostasie et de la régulation du développement de I’organisme» [4]. Les
PE peuvent donc interférer avec le systétme de régulation et d’équilibre hormonal en
exercant une action agoniste ou antagoniste des hormones naturelles, ou en interférant
avec la production, I’élimination et/ou I’action de ces hormones entrainant ainsi des effets

déléteres chez un individu et/ou sa descendance.

Un intérét particulier est porté aux PE dits oestrogéno-mimétiques, car ils peuvent
moduler la signalisation des oestrogénes naturels qui régulent la fonction de reproduction.
Etant donné leurs sources et leurs structures chimiques variées, les oestrogéno-mimétiques
peuvent étre classés en deux catégories: les molécules d’origine naturelle (phyto-
oestrogénes, myco-oestrogenes) et les molécules d’origine anthropique (pesticides,

médicaments et plastifiants) (Tableau I).
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Tableau | : Classification des perturbateurs endocriniens oestrogéno-mimétiques.

Origine Classe Sources potentielles Exemples de molécules

Oestrogenes naturels

Ll

-

E Phyto-oestrogenes plantes légumineuses, épices génistéine, daidzéine, coumestrol

= Myco-oestrogénes champignons, moisissures zéaralénone

< L _— . .

=4 Hormones stéroides stéroides gonadiques oestradiol17-8, oestrone
Oestrogenes de synthése

e Usage thérapeutique médicaments ethinyl estradiol17-a, mestranol

g Usage vétérinaire médicaments benzoate d’oestradiol

o

= Produits chimiques

'<z: Usage agricole pesticides atrazine, chlordécone, métoxychlore

Usage industriel isolants électriques, plastiques PCB, phtalates, bisphénol A

PCB : polychlorobiphényles

La molécule d’intérét de notre projet de recherche appartient a la classe des
produits chimiques utilisés dans I’industrie plasturgique, le Bisphénol A (BPA). Le potentiel
PE du BPA est reconnu depuis la conférence de Chapel Hill aux Etats-Unis [5] au cours de
laguelle 38 scientifiques ont conclu & un lien possible entre les troubles de la reproduction
observés et une exposition de la population humaine au BPA. Le BPA compte parmi les PE
oestrogéno-mimeétiques les plus étudiés depuis une dizaine d’années, et qui a été I’objet
d’une médiatisation importante et de nombreux débats. Du fait de ses propriétés
oestrogéno-mimétiques, le BPA est suspecté d’exercer des effets délétéres sur la santé des
populations via une perturbation du systeme endocrinien et notamment de la fonction de
reproduction. Les études expérimentales réalisées chez les rongeurs montrent que pour des
faibles doses de BPA, i.e. inférieures a la dose journaliére admissible (DJA) définie par les
agences réglementaires, le BPA est capable de perturber I’activité de reproduction. Ces
études expérimentales qui montrent des effets du BPA pour des faibles doses chez les
rongeurs n’ont pas été prises en compte par les agences réglementaires, car elles n’ont pas
été jugées assez pertinentes pour I’évaluation du risque pour la santé humaine notamment
a cause de I’absence de reproductibilité des effets observés et des différences de
toxicocinétique (TK) du BPA entre les rongeurs et I’Homme. Face a ces questionnements,
I’un des principaux enjeux scientifiques actuels concernant la problématique du BPA est de
développer et de valider des modeles animaux pertinents d’un point de vue physiologique
et TK pour I’évaluation du risque pour la santé humaine lié a I’exposition a ces PE.

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont été menés dans I’équipe
« Pesticides Perturbateurs endocriniens » de I’lUMR1331 TOXALIM, Research Centre in Food
Toxicology, INRA, ENVT, sous la direction de Véronique Gayrard et Nicole Picard-Hagen. Les
travaux réalisés par I’équipe ont pour mission de contribuer a I’évaluation du risque pour la
santé humaine lié a I’exposition a des contaminants alimentaires et agrovétérinaires qui ont
un potentiel PE. L’approche expérimentale développée au laboratoire est une approche
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intégrative de I’étude des mécanismes impliqués dans la régulation des systémes
endocriniens en condition physiologique et en présence d’un PE.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail de thése était de développer et de
valider un modéle physiologique permettant d’évaluer les effets oestrogéniques du BPA
sur un biomarqueur précoce et sensible aux oestrogénes de la fonction de
reproduction. Le modéle physiologique développé devait présenter pour caractéristiques :
d’étre sensible aux oestrogénes, d’étre pertinent vis-a-vis de I’Homme en termes de
mécanismes de régulation physiologique et de mécanismes toxicocinétiques. Le modele
animal choisi est celui de la brebis prépubére ovariectomisée, dont le profil de sécrétion
de LH, reflet de I’activité de I’axe gonadotrope hypothalamo-hypophysaire représente un
biomarqueur d’intérét pour évaluer les effets oestrogéno-mimétiques du BPA.

Le premier chapitre de ce manuscrit sera consacré a la synthése des données
bibliographiques nécessaires pour comprendre les bases de ce travail. Dans une premiere
partie, nous ferons un état des connaissances actuelles sur le BPA, sa production, son
utilisation, et les différentes sources d’exposition de la population. Nous analyserons
ensuite les données de la littérature concernant le devenir du BPA dans I’organisme ainsi
que les niveaux d’exposition de la population humaine au BPA, actuellement rapportés par
les études de biosurveillance. Enfin, aprés une description des mécanismes physiologiques
de régulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire (HH) par les oestrogenes chez les ovins et
plus particuliéerement au cours de la période prépubére, nous analyserons les données
actuelles concernant les effets oestrogéniques du BPA sur I’axe neuroendocrinien
gonadotrope.

Les objectifs de ce travail seront ensuite présentés ainsi que les approches
méthodologiques et la stratégie expérimentale qui ont été choisies pour y répondre.

L’étude expérimentale s’articule autour de quatre parties avec une partie
consacrée a la caractérisation des effets de I’oestradiol (E2) sur la sécrétion de LH et des
paramétres pharmacocinétiques de E2 chez la brebis prépubére ovariectomisée. La
seconde partie présente les deux réalisations expérimentales qui ont permis de valider le
modéle animal développé pour évaluer les effets oestrogéniques du BPA sur la sécrétion de
LH. La troisieme partie décrit les trois études expérimentales qui ont été menées pour
identifier les mécanismes d’action du BPA sur I’axe HH. Enfin, la quatriéme partie est
consacrée a I’étude de la TK du BPA chez cing especes de mammiféres, dont I’espéce
ovine.

L’ensemble des résultats sont discutés dans la derniére partie de ce manuscrit, qui

dresse des perspectives d’étude des effets des PE dans notre modéle animal.
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Etude bibliographique

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

|- Le Bisphénol A : utilisations, sources d’exposition et données

réglementaires

A) Structure et propriétés physico-chimiques

Le Bisphénol A (BPA), 4-4’dihydroxy-2,2-diphenylpropane, dont la structure
chimique est présentée sur la Figure 1, est une molécule de petite taille issue de la
catalyse acide de deux phénols avec une cétone. Sa formule brute est Ci5H160, et son poids

moléculaire est de 228.28 g/mol.

CHj
HO OH
CH5

Figure 1 : Structure chimique du Bisphénol A (BPA)

Le BPA est une substance relativement lipophile comme en témoigne son coefficient
de partage entre I’octanol et I’eau (log Ko.) compris entre 2.2-4.16. Le BPA peut donc
traverser les membranes cellulaires. Les acides faibles tels que le BPA dont le pKa est
supérieur a 7.5 (pKa du BPA 9.7), sont essentiellement non ionisés a toutes les valeurs
physiologiques de pH. Les propriétés physico-chimiques du BPA sont présentées dans le

Tableau II.

Tableau Il : Propriétés physico-chimiques du BPA

Propriétés
Formule chimique brute CisH1602
N°CAS 80-05-7
Masse molaire 228.28 g/mol
Solubilité dans I’eau 120-300 mg/L a pH 7
Coefficient de partage octanol/eau (log Kow) 3.4 (2.20-4.16)
Constante d’ionisation (pKa) 9.73 (9.6-10.2)
Coefficient de répartition (sang/plasma) 0.67-1.1
Pression de vapeur 4.12-10.9 hPa a 25°C

CAS : Chemical abstract service

La premiére synthése chimique du BPA remonte a 1891 par le chimiste russe
Alexandre P. Dianin. Son activité oestrogénique a été décrite dans les années 1930 [6] dans

le cadre de la recherche d’oestrogénes de synthése a visée thérapeutique. Aprés I’abandon
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de son projet d’utilisation comme cestrogéne de synthése, le potentiel du BPA comme
monomere pour la fabrication de matériaux synthétiques sera rapidement identifié par

I’industrie plasturgique. Sa production commerciale débutera dans les années 50.

B) Production

Le BPA est I’un des produits chimiques dont les tonnages de production sont les plus
importants a travers le monde, toutes molécules confondues, avec une capacité de
production mondiale qui était de 3.8 millions de tonnes par an en 2006, dont
700 000 tonnes dans I’Union Européenne (données fournies par I’industrie plasturgique). Du
fait des nombreuses applications dans une large gamme de produits comme les emballages
de I’industrie agro-alimentaire, une augmentation annuelle de la production de BPA
comprise entre 6 a 10% a été estimée [7]. Du fait de ses tonnages de production
(supérieurs a 1000 tonnes/an), le BPA entre dans le champ de la réglementation
européenne REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals),

concernant I’enregistrement, I’évaluation, et I’autorisation des substances chimiques.

C) Principales utilisations du BPA

De nombreuses utilisations du BPA dans les produits de consommation de la vie
guotidienne ont été décrites majoritairement sous la forme de polycarbonates, de résines

époxy-phénoliques et de dérivés a base de BPA (Figure 2).

Ly
L

Autrés utilisations

~_ Polycarbonates
_'_ " t. -

|

am)

|

Figure 2 : Répartition des différentes applications du BPA dans les produits de consommation de la vie
quotidienne en pourcentage de la production mondiale de BPA.
Adapté d’apres Burridge et al., 2003 [7]
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a) Les polycarbonates

Entre 65 et 70 % du BPA produit est utilisé dans la fabrication des plastiques de type
polycarbonate (Figure 2). Le polycarbonate est un plastique issu de la polymérisation de 50
a 100 monomeéres de BPA reliés par une chaine ester (Figure 3). Ce type de plastique est
facilement identifiable par la présence du logo de recyclage contenant le chiffre N°7
(Figure 2).

T
(@]
I

@

Figure 3 : Structure chimique des plastiques de type polycarbonate.

Les polycarbonates sont des polymeres constitués d’un enchainement de 50 a 100 de monomeres de BPA. n
correspondant au nombre de sous unités polymérisées.

Les plastiques de type polycarbonate sont des plastiques transparents caractérisés
par leur légéreté, leur rigidité, leur durabilité dans le temps et leur résistance a la chaleur
(jusqu’a 125°C) [8]. Ces propriétés sont a I’origine de leur utilisation dans une grande
variété de produits de la vie quotidienne (CDs, lunettes, équipement médical...) dont de
nombreux contenants alimentaires pour lesquels ils constituent un matériau de choix
comme les biberons, les boites en plastique pour la conservation des aliments, et les
bonbonnes des fontaines a eau (Figure 2). Pendant trés longtemps, les polycarbonates ont
été largement utilisés dans la fabrication de biberons. Cependant, depuis juillet 2010 « la
fabrication, I’importation, I’exportation et la mise sur le marché a titre gratuit et onéreux
de biberons produits a base de BPA est suspendue en France » jusqu’a nouvel avis des

agences réglementaires (Loi n°2010-729 du 30 juin 2010).

b) Les résines époxy-phénoliques

Le BPA intervient également dans la fabrication des résines époxy-phénoliques qui
sont utilisées comme revétement interne ou d’enrobage de la surface métallique des boites
de conserve, des canettes et des boites de lait en poudre pour bébés. Les résines forment
une barriére étanche et jouent ainsi un réle protecteur vis-a-vis du métal afin d’empécher
la corrosion. Elles représenteraient environ 30 % de la production mondiale de BPA (Figure
2). Les résines époxy-phénoligues sont issues de la condensation d’épichlorydrine et d’une
molécule de BPA (Figure 4) qui forment un enchainement de monomeéres pour créer du
BADGE (BPA diglycidyl ether).
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Figure 4 : Structure chimique des résines époxy-phénoliques.

Les résines époxy-phénoliques sont issues de la condensation d’une épichlorydrine avec une molécule de BPA. n
correspondant au nombre de sous unités polymérisées.

c) Autres utilisations du BPA et dérivés du BPA

L’utilisation du BPA (5 % de la production totale) dans divers procédés de fabrication
a également été rapportée (Figure 2). Le BPA est ainsi utilisé dans les papiers thermiques
comme révélateur acide du leuco-colorant de I’encre contenue dans les papiers. Ce type de
papier est largement utilisé dans I’impression des tickets de caisse et des facturettes
bancaires. Une étude menée récemment en Suisse a montré que 84 % des tickets de caisse
testés (n=13) utilisaient cette technique d’impression [9]. Le BPA est également utilisé en
dentisterie, dans les composites dentaires qui sont a base de bis-GMA (BPA diglicydyl
méthacrylate) [10]. Enfin, des dérivés du BPA sont également retrouvés dans une grande
variété de produits soit comme antioxydant (polysulfone), comme additif ou stabilisateur
des plastiques de types polychlorure de vinyle (PVC) et dans différentes résines a base de

phénols et dans les retardateurs de flamme bromés.

D) Aspects réglementaires de I’utilisation du BPA

Des données réglementaires ont été établies par les agences d’évaluation afin de

protéger la population humaine et de limiter son exposition au BPA.

a) La dose journaliére admissible (DJA)

La DJA est une estimation de la quantité de BPA qui peut étre ingérée, toutes
sources d’exposition confondues, chaque jour durant toute la vie, sans effet néfaste
appréciable sur la santé. Au moment de la rédaction du manuscrit, la DJA définie par I’EFSA
(European Food Safety Authority) au niveau européen et qui est donc admise en France est
de 50 pg/(kg.j) (Tableau III).

Cette DJA a été définie en appliquant un facteur de sécurité de 100 a la dose la plus
élevée sans effet délétere observable (NOAEL) établie dans un modéle rongeur. Ce facteur
de sécurité de 100 prend en compte un facteur de 10 pour I’extrapolation des données de
I’animal de laboratoire a I’Homme (différences interspécifiques) et un facteur de 10 pour la
prise en compte des différences inter-individuelles. La NOAEL de 5 mg/(kg.j) prise en
compte par I’EFSA a été obtenue a partir d’études toxicologiques réglementaires réalisées

selon les lignes directrices élaborées par I’OCDE (Organisation de coopération et de

20



Etude bibliographique

développement économique) et selon les bonnes pratiques de laboratoire. Ces études
réalisées par la méme équipe sur trois générations de rats [11] et deux générations de
souris [12] ont mis en évidence des effets de toxicité systémique du BPA tels qu’une
diminution du poids corporel, du poids des organes et une toxicité hépatique pour des doses

supérieures a la dose de 5 mg/(kg.J), ainsi identifiée comme la NOAEL (Tableau II).

Tableau 11l : NOAEL et DJA issues des études d’évaluation du risque par les agences réglementaires

dans différents pays.

) . ) NOAEL Facteur de DJA "
Agence d’évaluation, Année Références

mg/(kg.j) sécurité ug/(kg.j)

EFSA, 2002, 2006 et 5 100 10 (2002) [11]
2008/Europe 50 (depuis 2006) [12]

. [11]

US FDA, 2008/Etats-Unis LOAEL, 50 1000 50 [12]
[11]

Health Canada, 2008/Canada 5 100 50 [12]

NOAEL : “No Observed Adverse Effect Level” dose la plus élevée pour laquelle aucun effet délétére est observé,
LOAEL : “Lowest Observed Adverse Effect Level” la plus faible dose pour laquelle un effet délétere n’est observé,
DJA : Dose Journaliere Admissible

L’agence d’évaluation américaine (Food and Drug Administration (FDA), Etats-Unis) a
également utilisé les effets reprotoxiques mis en évidence dans les études de Tyl et al. [11,
12] pour déterminer la LOAEL (la plus faible dose pour laquelle un effet délétére est
observé) a laquelle a été appliquée un facteur de sécurité de 1000. Le facteur de sécurité
de 1000 prend en compte un facteur supplémentaire de 10 pour I’extrapolation de la NOAEL
a partir de la LOAEL (Tableau III). Ainsi, a I’heure actuelle, toutes les agences

réglementaires mondiales ont fixé la DJA a 50 pg/(kg.j).

b) La limite de migration spécifique (LMS)

L’exposition de la population humaine au BPA est également contrdlée par la
réglementation concernant les matériaux et objets en matiére plastique destinés a entrer
en contact avec les denrées alimentaires. Une limite de migration spécifique (LMS)
indiquant la quantité maximale de migration de BPA a partir d’un matériau dans le milieu
avec lequel il est en contact a ainsi été définie. Le BPA est autorisé pour la fabrication de
matériaux en contact avec les aliments mais avec une LMS (Directive 2004/19/CE). Ainsi, la
quantité maximale de BPA retrouvée dans les aliments qui sont au contact de contenants en

plastique ne doit pas dépasser 0.6 mg/kg d’aliment.

E) Sources de contamination environnementale au BPA

Le BPA étant exclusivement d’origine anthropique, I’exposition de la population
humaine au BPA a lieu uniquement depuis les sources environnementales : par I’ingestion

d’aliments qui ont été au contact du BPA, par I’inhalation de poussiéres ou par contact
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cutané avec des matériaux a base de BPA. La contamination de la population humaine au
BPA résulterait principalement du passage du BPA dans la chaine alimentaire, soit par la
libération de monomeres suite a une polymérisation incompléte, ou a une hydrolyse de la
chaine ester qui lie les monoméres de BPA [13, 14] dans des conditions de pH neutre ou

alcalin ou au contact de liquides a haute température.

a) Exposition alimentaire

Une dizaine d’études ont montré que le BPA est un contaminant alimentaire. Du BPA
a ainsi été retrouvé en Espagne dans des conserves de légumes, de viande, de poisson, de
fruit, de lait essentiellement avec des teneurs maximales de 80 ug/kg d’aliment en
conserve, soit des valeurs inférieures a la LMS [15]. Des analyses similaires ont été réalisées
sur le marché américain, les concentrations en BPA rapportées sont comprises entre
2.6 pg/kg pour les tomates en boite et 730 pg/kg pour les haricots verts en boite [16]. De
plus, ces études suggérent que la contamination des aliments avec le BPA se produirait au
moment du conditionnement des aliments (mise en conserve, stérilisation) et que les
variations de contamination observées entre les aliments seraient liées a des différences
dans le processus de fabrication, les résines utilisées et le type d’aliment [15]. Des auteurs
ont également suggéré que I’eau du robinet est une source d’exposition potentielle a cause
du revétement des systemes de stockage et de transport de I’eau ; la contribution de cette
source de contamination a I’exposition humaine serait cependant mineure [17].

Des études montrent I’impact des conditions d’utilisation et d’entretien des produits
a base de polycarbonates sur la libération de monoméres de BPA. A titre d’exemple, les
concentrations de BPA dans I’eau stockée dans un contenant en polycarbonate augmentent
de 0.12 ng/mL a 40°C a 1.77 ng/mL a 60°C [18] et I’utilisation de biberons usagés est
associée a une augmentation des concentrations de BPA de 0.13 a 18.47 ng/mL d’eau en
raison de I’hydrolyse du polymeére, accentuée aprés environ 6 mois d’utilisation [19]. De la
méme facon, le passage des matériaux en polycarbonate au lave-vaisselle et au four micro-
ondes augmenterait I’hydrolyse des polyméres de BPA [18, 20]

Des associations entre I’exposition interne au BPA (les concentrations de BPA dans
les liquides biologiques (plasma, urine) et un mode de vie qui favorise I’exposition au BPA
ont été démontrées. Une étude réalisée sur un groupe de 77 étudiants américains a ainsi
mis en évidence une augmentation de 69 % des concentrations urinaires en BPA aprés une
semaine de consommation de boissons dans des bouteilles en polycarbonate,
comparativement aux observations faites aprés une semaine ou toutes les boissons
consommeées étaient dans des bouteilles en inox [21]. De la méme facon, une association
entre les concentrations urinaires en BPA et la consommation de boissons chaudes (thé,

café) dans des contenants a base de BPA a été observée [22]. Plus récemment, une
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alimentation contrblée pendant 3 jours a base de produits frais et issus de I’agriculture
biologique, avec un contact limité avec les plastiques lors de la préparation et du stockage
des aliments, a été associée a une réduction de 66 % des concentrations urinaires en BPA
[23].

Une exposition orale non liée a la consommation d’aliments a également été décrite
a partir des dérivés du BPA utilisés en dentisterie dans les composites dentaires. Ces
dérivés entraineraient une exposition au BPA par la salive sur une courte durée apres la
pose des composites. Plusieurs études ont ainsi décrit la présence de BPA dans la salive a
des concentrations comprises entre 3 et 30 ng/mL (n=18, 50 mg de résine) [10] et 0.006 a
0.1 ng/mL (n=22, 38 mg de résine) [24] chez les patients dans les heures suivant la pose de

la résine.

b) Exposition par inhalation

L’exposition au BPA par inhalation de poussiéres est limitée par sa faible pression de
vapeur a température ambiante (4.12-10.9 a 25°C, Tableau Il) et par la taille des particules
de BPA. Cependant, plusieurs études ont suggéré qu’il pouvait y avoir une exposition de la
population humaine au BPA par I’inhalation de poussiéres intérieures et/ou extérieures [25-
27] du fait de sa large distribution dans I’atmosphere dans toutes les régions du globe [28].
Les concentrations en BPA rapportées dans les échantillons de poussiéres ménageres sont
trés variables selon les études, comprises entre 60 et 843 ng/g [26, 27]. En supposant que
I’absorption a partir du tractus respiratoire soit compléte, un adulte de 60 kg qui inhale
50 mg de poussiére contenant 843 ng/g serait exposé a 0.70 ng/(kg.j) de BPA par
inhalation, soit une dose trés inférieure a la DJA. Ce résultat est conforté par une étude
réalisée sur une population d’enfants agés de 2.5 a 5 ans aux Etats-Unis qui indique que le
BPA contenu dans I’air inhalé ne contribuerait qu’a 1 % de I’exposition totale au BPA [26,
27].

c) Exposition cutanée

Suite & I’apparition de dermatites de contact allergiques chez les ouvriers de
I’industrie plasturgique, et en raison de la large utilisation des papiers thermiques dans la
vie quotidienne, la possibilité d’une exposition au BPA par contact a récemment été
envisagée. Une étude récemment publiée concernant cette voie d’exposition a confirmé la
présence de BPA dans 80 % des papiers thermiques et a montré que le contact de la peau
pendant 5 secondes avec un ticket contenant 15.2 g/kg de BPA était équivalent a une
exposition humaine au BPA comprise entre 0.2 et 6 ug in toto, soit 0.3 % de la DJA a chaque
contact [9]. Du BPA a également été retrouvé sur les billets de banque [29]. L’utilisation du
modéele de peau d’oreille de porc pour la caractérisation de I’absorption cutanée a permis

de mettre en évidence la faible biodisponibilité du BPA (~10 %) aprés une application
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dermique et I’importance du métabolisme du BPA suite au passage trans-cutané [30]. Ainsi,
I’exposition cutanée contribuerait trés minoritairement a I’exposition totale au BPA de la

population générale [31, 32].

d) Calcul du taux d’entrée du BPA dans I’organisme a partir des différentes

sources de contamination environnementale au BPA

Une estimation de I’exposition totale au BPA basée sur I’analyse directe des valeurs
de migration de BPA depuis les sources d’exposition identifiées (aliment, air, eau,
poussiére) et en fonction des comportements de consommation a permis d’estimer la
quantité quotidienne de BPA ingérée a une valeur de I’ordre du pg/personne [26, 33-36].
Selon le rapport de I’EFSA [37], la classe de la population la moins exposée serait celle des
adultes (1.5 pug/(kg.j)), a travers la consommation d’aliments et de boissons en canette, la
classe de la population la plus exposée étant constituée par les nourrissons de 3 a 6 mois
nourris au biberon (11-13 pg/(kg.j)). D’autres auteurs ont également estimé que les enfants
de 0 & 6 mois nourris au biberon étaient les plus exposés et les adultes les moins exposés
mais avec des valeurs trés inférieures a celles de I’EFSA, respectivement 0.8 ug/(kg.j) et
0.04 pg/(kg.j) [36].

L’exposition alimentaire qui est la source d’exposition la plus décrite dans la
littérature contribuerait majoritairement a I’exposition externe totale au BPA dans les pays
industrialisés. Aux Etats-Unis, une étude a estimé que 99 % de I’exposition au BPA d’une
population de 257 enfants agés de 1.5 a 5 ans serait liée a I’ingestion de nourriture [26].
Une étude plus récente a confirmé la forte contribution de la voie alimentaire, a
I’exposition totale au BPA (99 %) et a estimé a 0.25 %, la contribution de I’inhalation et a
0.05 % I’ingestion non liée aux aliments chez 81 enfants américains agés de 2 a 5 ans [35].

Les autres sources d’exposition ne contribueraient pas significativement a
I’exposition totale au BPA, excepté dans le cadre d’expositions professionnelles. Par
exemple, I’inhalation pourrait constituer une voie d’exposition significative chez les
ouvriers de I’industrie plasturgique, chez lesquels les concentrations urinaires de BPA sont
supérieures a celles de la population générale [38-40]. L’exposition cutanée de la
population exposée professionnellement au BPA ne contribuerait que trés minoritairement a
I’exposition totale. Ainsi Biedermann et al. ont estimé a 71 ug/j (soit 1.2 ug/(kg.j) pour un
adulte de 60 kg), I’exposition d’une hbtesse de caisse qui manipule des papiers thermiques,

10 h par jour, soit une valeur 42 fois inférieure a la DJA [9].
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F) Controverse concernant I’évaluation du risque pour la santé humaine

lié a une exposition au BPA

La toxicité du BPA a été étudiée chez les animaux de laboratoire, et plus
particulierement chez les rongeurs qui sont les modéles classiguement utilisés dans les
études de toxicologie. Parmi ces études, certaines ont été conduites selon les standards
définis par les autorités réglementaires internationales (lignes directrices de I’OCDE) et
répondent aux critéres des bonnes pratiques de laboratoire (BPL) [41]. Ces études ont
décrit des effets reprotoxiques du BPA pour des doses supérieures ou égales a 5 mg/(kg.j)
[11, 12].

Le choix de ces études par les agences réglementaires a entrainé une controverse au
sein de la communauté scientifique des chercheurs indépendants [42, 43]. En effet, un trés
grand nombre d’études académiques a montré des effets du BPA, notamment sur la
fonction de reproduction, chez les rongeurs pour des expositions a des faibles doses de BPA,
i.e. des doses inférieures a la LOAEL et parfois a la DJA, pendant des périodes critiques du
développement (voir revue [44]). Une synthese bibliographique réalisée en 2005 par deux
chercheurs Vom Saal et Hughes [45] a montré que sur les 115 études parues dans la
littérature au 31 décembre 2004, 94 ont observé des effets déléteres du BPA (81 %) dont 31
(26 %) pour des doses inférieures a la DJA.

Ces études n’ont pas été prises en compte par les agences réglementaires car elles
n’ont pas été jugées assez pertinentes pour I’évaluation du risque pour la santé humaine.
Les raisons invoquées sont notamment I’absence de reproductibilité des effets observés a
faibles doses et I’utilisation d’outils scientifiques innovants qui ne sont pas classiqguement
utilisés dans les études toxicologiques réglementaires réalisées dans le respect des BPL. Les
différences de TK du BPA entre les rongeurs et I’Homme soulévent également le probléme
de la pertinence des rongeurs comme modele animal pour évaluer les risques chez
I’Homme. Cette controverse divise actuellement la communauté scientifique et indique un
besoin urgent d’évaluer les risques liés a I’exposition au BPA dans des modeéles pertinents
non seulement du point de vue de la régulation de la fonction reproductive, mais
également qui prend en compte I’exposition interne pour s’affranchir des différences de TK

(dose, métabolisme).

25



Etude bibliographique

lI- Devenir du BPA dans I’organisme et caractérisation de

I’exposition interne au BPA

Lors de I’évaluation de I’exposition de la population humaine au BPA, c’est souvent
I’exposition externe, i.e. la dose de BPA qui entre dans I’organisme qui est évaluée. Une
autre approche consiste a évaluer les concentrations plasmatiques et/ou sériques de BPA,
i.e. I’exposition interne de I’organisme qui intégre toutes les sources d’exposition externe
au BPA. La caractérisation de I’exposition interne au BPA a déja fait I’objet de différentes
études dans le cadre de la biosurveillance. Ces données d’exposition interne sont
indispensables pour [I’extrapolation des données expérimentales issues des études

toxicologiques de I’animal & I’Homme.

A) Devenir du BPA dans I’organisme : données toxicocinétiques

Les données TK du BPA ont fait I’objet de nombreuses publications chez différentes
espéces (souris, rat, singe cynomolgus, chimpanzé et Homme) aprés différentes voies
d’administration et a différents stades physiologiques (gestation, lactation,...). Dans ce
paragraphe, seuls les paramétres pharmacocinétiques (PK) du BPA obtenus chez les

individus adultes sont présentés.

a) Propriétés pharmacocinétiques du BPA apres une administration

intraveineuse

Le Tableau IV présente les paraméetres PK du BPA estimés dans les études dans
lesquelles une administration intraveineuse (i.v.) de BPA a été réalisée a des doses
comprises entre 0.01 et 10 mg/kg chez différentes espéces animales. La clairance
plasmatique du BPA estimée a partir des données expérimentales est comprise entre
7.6 mL/(kg.min) chez le singe rhésus [46] et 208 mL/(kg.min) chez la souris [47].
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Tableau IV : Paramétres pharmacocinétiques du BPA (clairance, demi-vie, volume de distribution)
estimés apres une administration intraveineuse de BPA & des doses comprises entre 0.01 et 10 mg/kg

chez différentes espéces.

Clairance PEINIRVIE Volume de i _ X Coefficient
X . e Débit sanguin X
. Dose plasmatique d’élimination distribution " o d’extraction
Espéce Références i hépatique (Qh)

(mg/kg) (cn ' (tar2) (vd) L L/ (g.min) hépatique
mL/(kg.min) L ! (Eh)

Souris . [47]
Rat 642
Sprague-Dawley 1 109 0.62 1.3 [47] 1.7
Sprague-Dawley 0.1 75 0.66 1.1 [48] 1.1
DA/Han 10 10 38.5 ND [49] 0.15
Sprague-Dawley 0.1 107 0.9 1.4 [50] 1.6
Lapin 1 89 0.68 7.1 [47] 502 1.78
Chien 1 43 0.72 20 [47] 43% 1
Singe rhésus 0.1 7.6 3.6 2.3 [46] 45% 0.16
Homme 30° 0.72 125.3 [47] 35° 0.85
28° 1.28 141.8 [51] 0.8

L’encadré indique les valeurs de Qy et de Ej.

2 débit sanguin hépatique estimé a partir de I’équation allométrique de [52],(Qy=0.0554*P"%%* avec P en kg et Qy en
L/min) ; ® estimé par une approche allométrique ; ¢ estimé a I’aide d’un modéle physiologique-pharmacocinétique ;
Ey : coefficient d’extraction hépatique.

Le coefficient d’extraction hépatique (E;) a été calculé (Tableau 1V) a partir de la
relation qui lie la clairance hépatique (Cly) au débit sanguin hépatique (Qn) (Equation 1).
¢,
Q

Le débit sanguin hépatique de chaque espéce (Qn) a été estimé a partir de

E, Equation 1

I’équation allométrique de [52] (Tableau IV). Le coefficient d’extraction hépatique du BPA
est compris entre 0.1 et 1.9 (Tableau IV). Un coefficient d’extraction hépatique compris
entre 0.8 et 1, par exemple chez I’Homme et le chien signifie que 80 a 100 % du BPA qui
arrive au foie est épuré avant sa sortie dans les veines sus-hépatiques. Un coefficient
d’extraction hépatique supérieur a 1 signifie qu’un autre métabolisme que le métabolisme
hépatique contribue a la clairance plasmatique du BPA, comme cela a été observé chez le
rat, le lapin et la souris.

La clairance du BPA chez I’Homme a été estimée a partir d’études réalisées sur les
animaux de laboratoire en utilisant deux approches : une approche allométrique [47] et une
approche basée sur un modéle physiologique-pharmacocinétique (PB-PK) [51]. Ces deux
méthodes ont donné des résultats équivalents avec une clairance plasmatique du BPA de 30
et 28 mL/(kg.min) respectivement pour I’approche allométrique et le modele PB-PK.

Un temps de demi-vie d’élimination du BPA généralement inférieur & 1 heure a été

rapporté dans ces études (Tableau IV), soit une valeur cohérente avec la valeur élevée de
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la clairance plasmatique du BPA précédemment décrite. Une seule étude réalisée chez le
rat a cependant estimé la demi-vie du BPA & une valeur tres supérieure, de I’ordre de
40 heures, mais cohérente avec la faible clairance du BPA décrite pour cette espéce
(10 mL/(kg.min)) [49].

b) Liaison aux protéines plasmatiques et distribution

Il a été montré que le BPA est trés fortement lié aux protéines plasmatiques chez les
rongeurs, le singe et I’Homme. La fraction liée représente 90 a 95 % et la fraction libre
entre 5 et 10 % du BPA total [53-56]. Le BPA est li€é majoritairement et de fagon non
spécifiqgue a I’albumine [57], méme si une liaison spécifique a la SHBG (Sex Hormone-
Binding Globulin) [58] et a I’a-foetoprotéine ont été rapportées [59].

La distribution tissulaire du BPA a été étudiée chez le rat apres des administrations
répétées de BPA par voie i.v. Les données ont été ajustées et simulées a I’aide d’un modele
PB-PK. Les plus fortes concentrations en BPA ont été retrouvées respectivmeent dans
I’intestin gréle, puis le foie, I’estomac, le cerveau, les reins, les poumons, les testicules, la
rate, le cceur, le muscle, le sang et le tissu adipeux [51]. Le caractére modérément
lipophile du BPA explique sa large distribution dans I’organisme avec des volumes de
distribution chez la souris et le chien respectivement de 0.1 L et 20 L [47] (Tableau 1V).
L’application de ce modele PB-PK a I’Homme a permis d’estimer le volume de distribution a
I’équilibre du BPA a 141.8 L [51], i.e. similaire a celui estimé par I’approche allométrique
(125.3 L) [47].

c) Métabolisme du BPA

Le métabolisme du BPA met en jeu des réactions enzymatiques de conjugaison dites
de « phase Il » qui consistent a ajouter un groupement généralement hydrosoluble (acide
glucuronique, dérivés sulfatés...) au composé parent. Ces réactions ont principalement lieu
dans le foie mais peuvent aussi se produire ailleurs, notamment au niveau intestinal.

La principale réaction décrite est la glucuronidation qui correspond a la formation
d’un composé B-glucuronoconjugué, le BPA-glucuronide (BPA-G) a partir d’un cofacteur,
I’acide UDP-glucuronique (UDPGA) d’un poids moléculaire de 176 g/mol. Le poids
moléculaire du BPA-G est ainsi deux fois supérieur a celui du BPA (404 g/mol). Cette
réaction est catalysée par I’UDP-glucuronosyltransférase (ou UGTs, uridine 5’-diphosphate-

glucuronosyltransférase) [49, 55, 60-63] (Figure 5).
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Figure 5 : Réaction de glucuronidation du BPA par les UGTs.

UDP : uridine diphosphate ; UGT : UDP-glucuronosyltransférase ; UDPGA : acide UDP-glucuronique ; BPA-G : BPA-
glucuronide

Les UGTs sont des enzymes présentes majoritairement dans le foie mais qui sont
également retrouvées dans de nombreux autres tissus dont I’intestin [64] et le placenta
[65]. Différentes isoenzymes de I’'UGT sont impliquées dans la glucuronidation du BPA selon
les espéces : I’'UGT2B1 identifiée dans le foie, les reins et les testicules chez le rat [63], et
probablement I’'UGT2B7 (orthologue de I’UGT2B1 du rat) et/ou I’'UGT2B15 chez I’Homme
[66, 67]. Ces enzymes de la famille des UGT2B sont également impliquées dans la
glucuronidation des hormones stéroidiennes, dont E2.

Le BPA-G ne posséde pas d’activité oestrogénique, car il n’est pas un ligand des
récepteurs aux oestrogenes (ER) [68]. Le métabolisme de biotransformation du BPA en BPA-
G représente donc un mécanisme de détoxification de I’organisme.

La sulfatation du BPA a été décrite in vitro [69, 70] chez différentes espéces, mais
les sulfo-conjugués sont présents en quantité minoritaire par rapport aux glucurono-
conjugués. Les données in vitro suggérent que le BPA-sulfate (BPA-S) représente un
métabolite mineur chez le rat (20 %), le singe (18 %) et I’Homme (9 %) [70]. In vivo, le BPA-
S présent dans les urines aprés I’administration de **C-BPA chez le rat représente entre 3 et
7 % de la dose administrée selon la dose et la voie d’administration [62].

Le métabolisme intestinal du BPA aprés une administration par voie orale a été
suggéré par I’observation d’une aire sous la courbe (AUC) des concentrations plasmatiques
de BPA, supérieure aprés une administration intrapéritonéale (i.p.) de BPA
comparativement a celles obtenues aprés I’administration d’une dose équivalente par voie
orale [62]. D’apreés une étude récente réalisée sur des microsomes intestinaux, il a été
montré que le métabolisme intestinal du BPA est plus important chez le rat que chez
I’Homme [67]. L’utilisation d’un modéle de segments intestinaux inversés de rat a permis
de montrer que ex vivo 83 % du BPA absorbé est glucurono-conjugué lors de son passage a
travers les entérocytes de la paroi intestinale [61].

Le métabolisme hépatique du BPA a été évalué in vitro a I’aide de microsomes
hépatiques de rat [63] et d’hépatocytes cryoconservés de rat, de singe et d’Homme [70].
Les données obtenues dans ces modeéles suggérent que le taux de glucuronidation du BPA
chez le rat serait 10 fois plus important que celui observé chez I’Homme [71]. La clairance

intrinséque qui prend en compte le contenu protéigue en enzymes hépatiques et le poids
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du foie serait également supérieure chez le rat comparativement a I’Homme [67]. Ces
différences interspécifiques ont récemment été confirmées in vitro sur des hépatocytes
avec une estimation de la clairance hépatique totale du BPA chez le rat, le singe et
I’Homme respectivement de 49, 11.4, 4.4 mL/(kg.min) [67, 70].

Les études in vivo et in vitro s’accordent a démontrer que les voies de
biotransformation du BPA sont plus complexes chez les rongeurs, avec la formation de BPA-
G mais également de BPA-S, de métabolites di-conjugués, di-conjugués méthylés et/ou
déshydratés, et de plusieurs métabolites hydroxylés du BPA, dont des dérivés catéchols
[72]. La possibilité de réactions enzymatiques d’oxydation dites de « phase | » a également
été étudiée in vitro, ces réactions mettent en jeu des enzymes de la famille des
cytochromes P450, principalement la sous-famille des CYP2C chez I’Homme [73]. La
métabolisation du BPA par les cytochromes P450 conduit a la formation de métabolites,
dont I’isopropenylphenol qui aurait une activité oestrogénique équivalente a celle du BPA
[74].

d) Linéarité de la disposition du BPA

La linéarité de la disposition du BPA a été démontrée chez différentes espéces mais
uniquement pour un rang de concentrations de BPA correspondant a celui des
concentrations plasmatiques et/ou sériques retrouvées chez I’Homme. Une étude récente
suggere la linéarité de la disposition du BPA chez la souris et le rat pour des doses
administrées par voie orale comprises respectivement entre 2 et 100 000 ug/kg [75] et
entre 10 et 100 mg/kg [62]. De la méme facon, I’exposition totale appréciée par |’aire sous
la courbe des concentrations plasmatiques du BPA et de ses métabolites, observées de t=0
(moment de I’administration) a t=24 heures apres I’administration (AUCq.,4n), augmente
proportionnellement avec la dose de BPA administrée pour un rang de dose compris entre
50 et 200 pg/kg chez le rat [48]. Ces résultats sont confortés par les données in vitro sur
des microsomes qui montrent que les activités des enzymes du métabolisme du BPA ne sont
pas saturées pour des niveaux de concentration en BPA équivalents & ceux observés chez
I’Homme [67]. Enfin, une étude récente suggere que I’absorption et I’élimination du BPA
sont également proportionnelles a la dose de BPA chez I’Homme pour un rang de doses
compris entre 0.29 et 64.1 ug/kg [76].

e) Biodisponibilité par voie orale
Chez toutes les espéces étudiées, la biodisponibilité du BPA par voie orale est faible,
elle a été estimée entre 2.8 et 16.4 % chez le rat [48-50] et a 0.94 % chez le singe rhésus
[46]. Cette faible biodisponibilité est a I’origine des concentrations plasmatiques en BPA

faibles ou non quantifiables dans plusieurs études ou le BPA a été administré par voie orale
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a faible dose [60, 62, 77, 78]. La faible biodisponibilité du BPA peut étre liée a un défaut

d’absorption (solubilité et/ou perméabilité du BPA) ou a un fort effet de premier passage.

(i) Absorption

Compte tenu de ses propriétés physico-chimiques (Tableau Il), aprés une
administration orale, le BPA est probablement transporté par diffusion passive depuis la
lumiére du tractus gastro-intestinal vers les veines mésentériques jusqu’a la circulation
porte hépatique. En tant qu’acide faible, le BPA sous forme non ionisée au pH intestinal
peut facilement étre absorbé a partir de I’estomac et des parties hautes de I’intestin gréle,
ou il peut également étre glucuronoconjugué chez le rat [79].

Les études réalisées chez I’THomme montrent que le d;s.BPA est presque totalement
absorbé par voie digestive puisque la totalité de la dose (118 £21 %) est retrouvée dans les
urines dans les 96 heures qui suivent I’administration du BPA par voie orale. Au niveau
plasmatique, seul le BPA-G est détecté dans le plasma et ceci dés la premiére heure qui
suit I’administration orale de BPA, avec une concentration maximale (Cnax) Observée au
bout de 89 minutes [60]. Aprés une administration orale de **C-BPA & la dose de 10 mg/kg,
I’absorption est rapide (constante d’absorption (ka) de 3.6 h™) chez le rat [54] et la
concentration maximale de '*C-BPA est atteinte moins d’une heure aprés I’administration.
A cette méme dose, I’AUC de BPA total (du BPA et de ses métabolites conjugués), qui
caractérise la fraction de BPA absorbée, est supérieure chez le singe cynomolgus et le
chimpanzé (18855 et 6000 pg.h/L) comparativement au rat (1977 pg.h/L) [80], ce qui
suggere une meilleure absorption du BPA chez les primates comparativement au rat [77,
80]. Cette différence n’a pas été retrouvée par Doerge et al. qui ont montré que la fraction
absorbée était équivalente chez le singe et chez le rat respectivement 79 % et 77 % [46,
48].

(i) Effet de premier passage
Globalement, I’absorption gastro-intestinale du BPA semble rapide et compléte chez
toutes les espéces qui ont été étudiées, ce qui suggére que la faible biodisponibilité du BPA
pourrait étre expliquée par un fort effet de premier passage hépatique et/ou intestinal,
i.e. un métabolisme important du BPA dés son premier passage intestinal ou hépatique

(Figure 6), toutefois cet effet n’a jamais été démontré.
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Figure 6 : Schéma représentant le devenir du BPA dans I’organisme aprés une administration de BPA

par voie orale.

Aprés une administration de BPA par voie orale, le BPA franchit la barriere intestinale et une fraction peut étre
glucuronoconjuguée par les UGT dans les entérocytes. Au niveau hépatique, le BPA subit un fort effet de premier
passage hépatique, i.e. une métabolisation au cours de son passage dans le foie. Le BPA-G plus hydrophile que le
BPA peut étre éliminé dans la bile via un transport actif, ou bien rejoindre la circulation générale, a partir de
laquelle il sera éliminé dans les urines. Lorsque le BPA-G est sécrété dans la bile, il est conduit par le canal
cholédoque pour étre déversé dans les parties distales du tube digestif. Une fois dans le tube digestif, la BPA-G peut
étre hydrolysé en BPA par des bactéries intestinales possédant une activité B-glucuronidase et étre réabsorbé ou
bien éliminé dans les féces. Le BPA réabsorbé dans les parties distales du tube digestif non drainées par le systeme
porte pourrait échapper au métabolisme hépatique.

UGT : UDP-glucurunosyltransférase ; e BPA : bisphénol A ; eBPA-G : bisphénol A-glucuronide

f) Elimination du BPA et du BPA-G

(i) Données expérimentales

Chez I’Homme, les deux études TK publiées suggérent que le BPA est rapidement

métabolisé et que son élimination est compléte dans les urines dans les heures qui suivent

son entrée dans I’organisme [60, 81]. Dans une premiére étude, les auteurs ont montré que

suite a I’administration de d;s-BPA par voie orale a la dose de 5 mg (soit 60-80 ug/kg), le

dis-BPA n’est détecté ni dans les urines, ni dans le plasma. La totalité de la dose

administrée est retrouvée dans les urines sous la forme de dis-BPA-G dans les 96 heures qui

suivent I’administration, la demi-vie du BPA étant de I’ordre de 5 a 6 heures [60]. Dans une

deuxieme étude, les auteurs ont confirmé ces résultats avec une majorité de la dose de

BPA retrouvée dans les urines sous la forme de BPA-G (75 & 85 %) dans les 5 heures qui

suivent I’administration, moins de 2 % de la dose étant retrouvée sous la forme de BPA [81].

Ainsi, chez I’Homme, I’élimination du BPA-G semble essentiellement rénale (Figure 6), la
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clairance du BPA-G a été estimée de I’ordre de 2.16 mL/(kg.min) [60], soit équivalente au
débit de filtration glomérulaire, suggérant une élimination du BPA-G par simple filtration
rénale chez I’Homme.

Contrairement a I’Homme, chez le rat, seulement 20 a 40 % du BPA administré par
voie orale seraient éliminés dans les urines sous la forme de BPA-G, la majeure partie de la
dose étant excrétée dans les féces sous la forme de BPA (75 a 80 %) [82], ce qui suggere
I’existence d’une autre voie d’élimination du BPA que celle décrite chez I’Homme. Ainsi,
chez cette espéece, une élimination biliaire du BPA-G a été mise en évidence dans un
modéle de foie de rat perfusé ex vivo. Dans cette étude, les auteurs ont montré que suite a
une administration de BPA dans la veine porte, le BPA est intensément glucuronidé au
niveau hépatique (91 %) et que 65 % du BPA-G formé est éliminé dans la bile contre 35 % qui
rejoignent les veines sus-hépatiques [83]. Par la suite, ces auteurs ont montré I’implication
d’une protéine de transport, nommée MRP2 (Multidrug Resistance Protein 2) dans
I’élimination biliaire du BPA-G. En effet, chez des rats déficients en MRP2, le BPA-G est

complétement excrété dans les veines sus-hépatiques [61].

(i) Contributions respectives des éliminations urinaire et fécale

Selon Clark et al. [84], pour les anions organiques tels que les glucuronoconjugués,
le poids moléculaire seuil & partir duquel I’élimination biliaire devient appréciable est de
I’ordre 200-300 g/mol chez le rat, 400 g/mol chez le cobaye, 475 g/mol chez le lapin et
500-600 g/mol chez I’Homme [85] (Figure 7). Il est généralement admis qu’il existe de
grandes variabilités interspécifiques d’élimination biliaire pour les substances ayant un
poids moléculaire intermédiaire (entre 300 et 600 g/mol), comme le BPA-G. C’est la raison
pour laquelle on distingue des faibles excréteurs biliaires (Homme et lapin), des excréteurs
biliaires forts (rat et chien) et des excréteurs intermédiaires (mouton, chat) [86]. Chez les
excréteurs biliaires, plus la substance a un poids moléculaire élevé, plus I’élimination
biliaire sera favorisée par rapport a I’élimination urinaire.

En raison de son poids moléculaire (404 g/mol), le BPA-G serait principalement
éliminé dans les urines chez I’Homme et le lapin, alors qu’il serait éliminé en partie via la

bile chez le chien, le rat et le cobaye (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique de I’influence du seuil d’élimination biliaire sur I’élimination
biliaire versus I’élimination rénale du BPA-G chez différentes espéces.

Le BPA-G a un poids moléculaire de 404 g/mol, il sera donc principalement éliminé dans la bile chez le chien, le rat
et le cobaye qui ont des seuils d’élimination biliaire inférieurs au poids moléculaire du BPA. Chez le lapin et
I’Homme dont le seuil d’élimination biliaire est supérieur a 404, le BPA-G sera principalement éliminé dans les
urines.

Ces différences interspécifiqgues d’élimination du BPA-G ont été décrites suite a
I’administration de “C-BPA a la dose de 0.1 mg/kg par voie orale et intraveineuse chez le
rat et le singe cynomolgus (Tableau V). Ainsi, chez le singe, quelle que soit la voie
d’administration, la majorité de la dose de BPA a été retrouvée dans les urines (80-86 %)
sous la forme de BPA-G et I’excrétion fécale de '“C-BPA a été limitée (1 a 2 %) [55]. A
I’opposé chez le rat, I’excrétion rénale (10-11 %) a contribué de fagcon moins importante
que I’excrétion fécale (75-80 %) & I’élimination du **C-BPA [54].

Tableau V: Importance relative de I’élimination urinaire et fécale du BPA en pourcentage de la dose

administrée chez différentes especes de mammiféres suite a une administration orale ou intraveineuse

de BPA.
Voie d’administration URINE FECES Références
en % de la dose

Rat orale (0.1 mg/kg) 10.1 81.6 [54]
i.v. (0.1 mg/kg) 12.5 77.6 [54]
orale (100 mg/kg) 21 70 [82]
orale (100 mg/kg) 42 50 [82]
Singe orale (0.1 mg/kg) 87.0 2.1 [55]*

i.v. (0.1 mg/kg) 87.6 1.8
Homme 118 ND [60]
75-85 ND [81]

* Somme de la radioactivité retrouvée dans les urines et apres lavage de la cage
ND : pas de données disponibles ; i.v. intraveineuse
Ces différences dans les voies d’élimination du BPA-G entre les rongeurs et les
primates pourraient expliquer une demi-vie d’élimination du BPA supérieure chez le rat

comparativement aux primates [54, 55].
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(iii) Cycle entérohépatique

Plusieurs auteurs ont suggéré I’existence d’un cycle entérohépatique suite a
I’observation d’un ou plusieurs rebonds des concentrations plasmatiques en BPA observeés
aprés une administration de BPA chez le rat [48, 49]. En effet, le BPA-G excrété dans la bile
est transporté par le canal cholédoque jusqu’au duodénum, ou il peut subir une hydrolyse
par les bactéries présentes au niveau de la flore intestinale (entérobactéries et bactéries
du genre Clostridium) qui possédent une activité glucuronidase [87]. Le BPA-G hydrolysé en
BPA retrouve ainsi son caractére lipophile et peut étre réabsorbé a partir du caecum ou du
colon [79], i.e. dans les parties distales du tube digestif non drainées par le systéme porte
[88], permettant de court-circuiter le premier passage hépatique (Figure 6). Cette

excrétion biliaire du BPA-G ne semble pas se produire chez I’Homme.

B) Exposition de la population humaine au BPA : données issues des

études de biosurveillance

Les études qui évaluent I’exposition journaliére ou cumulée d’un échantillon de la
population humaine a une substance chimique, toutes sources d’exposition confondues sont
appelées études de biosurveillance. Depuis quelques années, de nombreuses études de
biosurveillance ont décrit les concentrations plasmatiques et/ou urinaires en BPA dans la
population humaine lors d’une exposition environnementale et dans différentes situations
physiologiques et/ou physio-pathologiques. Les principaux résultats des études de
biosurveillance chez I’Homme sont regroupés pour les données urinaires et plasmatiques
(ou sériques) respectivement dans les Tableau VI et VII.

L’exposition de la population humaine est ubiquitaire comme en témoigne la
présence de BPA dans les urines de 93 % des 2517 individus représentatifs de la population
américaine agée d’au moins 6 ans [89] et 99 % d’une population de 599 enfants allemands
agés de 3 a 14 ans [90]. Du BPA a effectivement été retrouvé dans différents liquides
biologiques : le plasma, le sérum, I’urine, le lait maternel, le liquide amniotique [91] et la
salive [10] mais aussi différents tissus : le placenta et le tissu adipeux et ceci dans la
population située a différents endroits du globe (voir revue [92]).

Afin que ces données observationnelles puissent étre considérées comme un
indicateur fiable de I’exposition de la population humaine, il est capital de s’assurer de la
fiabilité des mesures (type de méthode utilisée, validation et limites de la méthode
analytique, stabilité de la molécule des les échantillons biologiques, conditions de contréle
de la contamination des échantillons...). A moins que ce ne soit précisé, les données qui
sont rapportées dans les études de biosurvaillance correspondent aux concentrations de
BPA total, i.e. la somme des concentrations de BPA libre et de BPA conjugué, déterminées

par dosage du BPA suite a I’hydrolyse du BPA-G par la B-glucuronidase [80].
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a) Données urinaires

(i) Données observationnelles

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses études de biosurveillance ont évalué
I’exposition de la population humaine a travers la quantification du BPA urinaire. Les
résultats des études les plus représentatives sont présentés dans le Tableau VI. Dans la
plupart des études, les concentrations de BPA total ont été comprises entre 0.1 et 2 ng/mL
et le plus souvent le BPA non conjugué était indétectable, excepté dans une étude réalisée
sur des nouveaux-nés prématurés dans laquelle les auteurs ont rapporté une concentration
moyenne de BPA de 1.8 ng/mL [93].

D’autres études réalisées sur des populations de référence constituées d’un grand
nombre d’individus s’accordent a démontrer la présence de BPA sous la forme conjuguée
dans la totalité ou presque des échantillons analysés. En 2005 et 2008, Calafat et al. [89,
94] ont rapporté que respectivement 95% et 92.6 % des individus de la population
ameéricaine testés avaient des niveaux détectables de BPA dans les urines avec une valeur
médiane des concentrations urinaires en BPA total (BPA libre et BPA conjugué) dans la
population tous ages confondus de 2.7 ng/mL. Dans une étude réalisée sur 922 individus en
Chine, le BPA a été détecté uniquement sur 50 % des sujets [38]. Dans cette étude, des
corrélations entre I’exposition au BPA et le mode de vie ont été identifiées : les individus
de genre masculin, agés de plus de 40 ans, avec un niveau d’éducation élevé, fumeurs et
qui consomment de I’alcool ont représenté la catégorie dont les concentrations en BPA
étaient les plus élevées. Ces différences de concentrations urinaires en BPA suggérent
I’existence de sources et de voies d’exposition difféerentes selon les continents qui
pourraient étre liées a la répartition de la production du BPA et au mode de vie.

Les concentrations urinaires en BPA total sont relativement homogénes et semblent
constituer un biomarqgueur pertinent d’une exposition au BPA. Une seule étude n’a détecté
ni BPA, ni BPA-G dans les urines chez des individus dans les conditions environnementales
d’exposition au BPA (n=19) [81]. L’absence de BPA dans les échantillons de cette derniére
étude pourrait étre liée a la limite de détection élevée de la méthode analytique
(1.14 ng/mL). C’est la raison pour laquelle cette étude est considérée par la communauté
scientifigue comme n’étant pas représentative de I’exposition de la population humaine.

Les études de biosurveillance ont également analysé la présence de BPA chez les
enfants, i.e. dans la catégorie de la population la plus exposée, selon les données
d’exposition via la nourriture [37]. Dans une étude incluant 599 enfants allemands agés de
3 a 14 ans [90], le BPA a été détecté dans les urines de 98.7 % de ces enfants avec une
moyenne géométrique de 2.66 ng/mL pour le BPA total, les niveaux les plus élevés ont éte

retrouvés chez les enfants 4gés de 3 a 5 ans. Dans une autre étude réalisée sur 41
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nouveaux-nés prématurés aux Etats-Unis [93], le BPA a été retrouvé chez 91 % des
nouveaux-nés, avec des concentrations moyennes en BPA total 11 fois supérieures a celle
de la cohorte du NHANES (n=2517) (30.3 versus 2.6 ng/mL) [89].

Chez les femmes enceintes, Ye et al. [95] ont détecté du BPA chez 82 % des femmes
a des niveaux comparables a ceux de la population générale (moyenne géométrique des
concentrations en BPA total: 1.2 ng/mL). Une étude longitudinale réalisée chez des femmes
a montré que les femmes enceintes ont des concentrations urinaires de BPA total 1.26 fois

supérieures a celles observées avant le début de leur grossesse [96].

(ii) Calcul du taux d’entrée du BPA dans I’organisme a partir des données

urinaires

Les données urinaires conjointement aux données TK permettent d’estimer la
quantité quotidienne de BPA qui entre dans I’organisme toutes sources d’expositions
confondues [90, 97, 98]. Ainsi, si I’on admet que la quasi-totalité du BPA est éliminée dans
les urines sous la forme de BPA-G, comme le suggerent les données TK obtenues chez
I’Homme [60, 81], le taux d’entrée du BPA peut étre estimé par le produit de la
concentration urinaire moyenne de BPA total par le volume d’urine produit sur 24 heures.
En utilisant les données urinaires issues des études de biosurveillance, Volkel et al. [25] ont
ainsi estimé que la quantité maximale de BPA qui entre dans I’organisme serait de I’ordre
de 3.7 ug/(kg.j), i.e. une guantité cohérente avec celle estimée par I’EFSA en additionnant
toutes les sources de contaminations au BPA (voir section I-E)d)) (1.5-13 pg/(kg.J)) et tres
inférieure a la DJA [37].

37



Etude bibliographique

Tableau VI : Concentrations urinaires en BPA et en BPA total rapportées dans la population humaine dans les conditions d’exposition environnementale et

notamment chez les femmes enceintes d’apres les études de biosurveillance.

o ] Nombre ) ] LOD § Concentrations urinaires
Caractéristiques de la population 3 . Type d’échantillon Méthode .
. d’échantillons . (ng/mL) ) moyenne (ng/mL) Références
étudiée urinaire analytique

analysés [rang de concentrations]

(% de détection) BPAtot BPA tot

Exposition environnementale de la population générale

N/R n=5 (100 %) Pool urine 0.12 GC-MS N/D [0.11-0.51] [99]

Etudiants en 1992 n= 50 (82 %) . .
Etudiants en 1999 n= 56 (61 %) Echantillon unique 1.7 HPLC N/R N/R [22]
Adultes japonais n=6 (100 %) Echantillon unique 0.1 NCI-GC/MS N/R 1.6 [100]
Hommes adultes japonais n=36 (100 %) Totalité des urines sur 24 h 0.38 GC-MS/MS N/R N/R [101]

. . - d'n= 184 . . ot 1.63
Population de référence américaine 0 n=210 (95 %) Echantillon unique 0.1 GC-MS N/R 0112 [94]
Adultes allemands n=19 (0 %) Echantillon unique 1.14 HPLC-MS/MS N/R ND [81]
Population agée de plus de 6 ans n= 2517 (92.6 %) Echantillon unique 0.4 HPLC-MS/MS N/R [0 5.{549] [89]
Enfants allemands agés de 3 a 14 ans n= 599 (99 %) Echantillon unique 0.25 LC/LC-MS/MS N/R 2.66 [90]
(1°® miction du matin)
. . e . . 1.8 30.3
= 0 - -
Enfants prématurés américains n= 41 (90 %) Echantillon unique 0.4 SPE-HPLC-MS/MS [N/D-1.3] [1.6-946] [93]
Etudiants américains n=77 Echantillon unique 0.4 SPE-HPLC-MS/MS N/R 1.7 [21]
Hommes et Femmes adultes chinois n= 922 Echa_ntl_llon unique S 0.31 HPLC N/R @ 1.41 [38]
miction du matin) Q@ :0.58
Femmes pré-ménopausées n= 60 (100 %) Echantillon unique 0.18 HPLC-MS/MS N/R 1.82 [102]
Adultes asiatiques n=296 (94.3 %) Echantillon unique 0.1 HPLC-MS/MS N/R [0 ll_'320 1] [103]
Femmes enceintes
Femmes allemandes enceintes n= 100 (82 %) Echantillon unique 0.26 GC-MS/MS N/R 1.2 [95]
Femmes américaines enceintes n= 404 (90.8 %) Echantillon unique 0.36 SPE-HPLC-MS/MS N/R [Nol..gsé 2] [104]
Femmes américaines dans une clinique _ 0 . . : 1.09

de fertilité (10/45 enceintes) n=45 (87 %) Echantillon unique 0.4 HPLC-MS/MS N/R [ND-42.6] [96]

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ;GC-MS : chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ; HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance ; LC-
MS/MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie ce masse ; LOD : limite de détection ; MS : spectrométrie de masse ; NCI : ionisation chimique négative ; N/D : non détectable ;
N/R : non reporté ; SPE : extraction en phase solide

Remarque : Lorsque la LOD n’est pas précisée, la valeur du premier point de la courbe de calibration est déterminée comme étant la LOD
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Tableau VIl : Concentrations sériques et/ou plasmatiques de BPA rapportées dans la population humaine dans les conditions d’exposition environnementale et notamment

chez les femmes enceintes d’apreés les études de biosurveillance.

Concentrations
sériques/plasmatiques

Nomb_re Mét_hode LOD moyennes (+SD) de BPA
d’échantillons analytique de (ng/mL) Références

analysés dosage du BPA (ng/mL)

Caractéristiques de la
population étudiée

[rang de concentrations]

Exposition environnementale de la population générale

Adultes japonais n =30 ELISA 0.5 2.0 (x0.8) [91]
. . Ftn=11 ot 1.49( £0.11)
Adultes japonais o n=14 ELISA 0.5 © - 0.64 (£0.10) [105]
Adultes japonais n=11 ELISA 0.5 2.5 (1.5) [106]
Adultes japonais n= 19 ELISA 0.3 0.71 (x0.09) [107]
Adultes allemands n=19 LC-MS/MS 1.14 N/D [81]
Femmes adultes italiennes n=11 HPLC-Fluorescence 0.18 N/D [108]
. , . . _ [0.08-2]
Patients d’un hopital frangais n= 207 RIA 0.08 Détecté chez 83 % [109]
Femmes enceintes
Femme§1apona|ses enceintes } 1.5 (+1.2)
-début de grossesse n=37 ELISA 0.3 [91]
- B 1.4 (+0.9)
- fin de grossesse n=37
- _ . 4.4 (x3.9)
Femmes allemandes enceintes n= 37 GC-MS 0.01 [0.3-18.9 ng/mL] [110]
. - - _ 2.24
Femmes japonaises enceintes n= 200 ELISA 0.5 [111]

[0.63-14.36 ng/mL]

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ; GC-MS : chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ; HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance ; LC-
MS/MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie ce masse; LOD: limite de détection; MS: spectrométrie de masse; N/D: non détectable
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b) Données plasmatiques

Les concentrations plasmatiques en BPA de la population générale ont une
distribution des valeurs beaucoup plus large que les données urinaires, comme le montrent
les résultats des études les plus représentatives (Tableau VII).

Dix-sept études décrivent les concentrations plasmatiques en BPA chez des adultes
sains dans les conditions d’exposition environnementale. Dans la plupart des études, ce
sont les concentrations en BPA non conjugué qui ont été évaluées a des niveaux de I’ordre
de 1ng/mL [81, 91, 105-107, 109, 112]. Une étude réalisée sur un grand nombre
d’échantillons plasmatiques humains (n=207) dans un hépital francais a montré la présence
de BPA dans 83 % des échantillons, dont 12 % des échantillons présentaient des niveaux
supérieurs a 2 ng/mL [109]. Certaines études n’ont pas mis en évidence de BPA dans le
plasma et/ou le sérum humain chez des adultes sains [81, 108].

Les femmes enceintes pourraient représenter une catégorie de la population plus
exposée que la moyenne de la population générale. En effet, I’analyse des données es
concentrations plasmatiques suggére que ces concentrations en BPA seraient
particulierement élevées dans le plasma maternel au moment de I’accouchement. La
femme enceinte serait plus exposée que le reste de la population, avec généralement des
concentrations en BPA comprises entre 0.3 et 19 ng/mL, i.e. jusqu’a 20 fois supérieures a la
concentration moyenne de la population générale [110]. Du BPA a également été retrouvé
dans le liquide amniotique, les tissus placentaires et le sang de cordon ombilical indiquant
que le foetus est également exposé au BPA [91, 110, 111].

Etant donné que les concentrations plasmatiques de BPA retrouvées sont souvent
proches des limites de quantification des méthodes analytiques (de I’ordre de 0.3 a
1 ng/mL), les données plasmatiques doivent étre interprétées avec précaution. Ces données
plasmatiques sont trés supérieures a celles prédites a partir de la clairance du BPA estimée

chez I’Homme et du taux d’entrée du BPA estimé a partir des données urinaires.
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[1- Régulation du fonctionnement de I’axe hypothalamo-

hypophysaire par les oestrogenes et impact du BPA

L’activité oestrogénique du BPA démontrée dans les années 1930, a été
« redécouverte par hasard » par une équipe qui s’intéressait aux protéines de liaison des
oestrogenes chez la levure en 1993. Les chercheurs ont identifié un ligand capable de lier
les récepteurs aux oestrogenes (ER) présent dans le milieu de culture. Ce ligand n’était
autre que le BPA qui était libéré dans le milieu de culture suite a I’autoclavage des flacons
de culture en polycarbonate [113]. La capacité de liaison du BPA aux ER nucléaires a été
montrée pour ERa (ou ESR1) et ERB (ou ESR2) [114-116], I’affinité pour ERB étant 10 fois
supérieure a celle pour ERa [68]. Plus récemment, il a été montré que le BPA pouvait se
lier aux ER de type membranaire [117]. La puissance du BPA, i.e. la concentration de BPA
nécessaire pour atteindre 50 % de I’effet oestrogénique maximal, a également été
comparée a celle de E2, molécule de référence. Les études in vitro ont montré que le BPA
était un « faible » oestrogéno-mimétique avec un rapport des puissances entre le BPA et E2
de I'ordre de 1000 [116, 118, 119]. Le BPA est actuellement classé comme substance
reprotoxique de catégorie 3, par le Bureau Européen des substances chimiques [120], i.e.
comme substance jugée « préoccupante pour la fertilité de I’espéce humaine » en raison

« d’effets toxiques possibles » mais non démontrés sur la reproduction.

Afin d’analyser les effets oestrogéniques du BPA sur la sécrétion de LH, nous
examinerons les mécanismes physiologiques de régulation de I’axe gonadotrope par les
oestrogénes chez les ovins, plus particulierement pendant la période prépubere. Nous
présenterons ensuite une synthese des données actuelles concernant les effets du BPA sur

I’axe HH.

A) L’axe hypothalamo-hypophysaire : régulation par les oestrogenes

Le contrdle physiologique de la reproduction est complexe et met en jeu une
cascade d’événements physiologiques qui sont le résultat d’un « dialogue fin » entre 3
acteurs : (1) I’hypothalamus, (2) I’hypophyse, et (3) les gonades qui forment I’axe
hypothalamo-hypophyso (HH) gonadique (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique des différents acteurs de I’axe hypothalamo-hypophyso
gonadique impliqués dans la fonction de reproduction.

A gauche, une miniature permet de localiser I’axe HH gonadique, les gonades, I’hypothalamus et I’hypophyse sur

une vue latérale de cerveau. A droite, un agrandissement de tous les acteurs de I’axe est présenté : I’hypothalamus,

I’hypophyse et les gonades.

GnRH : Gonadotropin-Releasing Hormone, FSH : hormone folliculo-stimulante, LH : hormone lutéinisante

Au sein de I’axe HH gonadique, la sécrétion pulsatile de Gonadotropin-Releasing
Hormone (GnRH), libérée dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire contrdle la
sécrétion pulsatile des gonadotropines hypophysaires : I’hormone lutéinisante (LH,
Luteinizing Hormone) et I’hormone folliculo-stimulante (FSH, Follicle Stimulating
Hormone). Les gonadotropines exercent une action trophique, contrélent la gamétogénése,
et la sécrétion des hormones stéroidiennes et des peptides gonadiques. Les hormones
stéroidiennes gonadiques jouent un réle essentiel dans la régulation dynamique de I’axe HH
gonadique a travers les rétrocontroles négatifs et positifs exercés au niveau de
I’hypothalamus et de [I’hypophyse. Des signaux régulateurs d’origine exogéne et
endogéne sont intégrés au sein de I’hypothalamus, participant ainsi a la régulation de la

fonction de reproduction a travers le contrdle de la sécrétion de GnRH.

a) La sécrétion de GnRH

Initialement identifiée chez les mammiferes [121], la GnRH (ou GnRH de type |) est

un décapeptide hypothalamique qui a, par la suite, été retrouvé chez I’ensemble des
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vertébrés. La GnRH est synthétisée par une population neuronale qui a pour particularité
d’étre une population peu nombreuse (2500 neurones identifiés chez le mouton [122]). Dans
I’espéce ovine, la localisation des neurones & GnRH a été décrite majoritairement dans
I’aire préoptique (APO) et I’organe vasculaire de la lame terminale (OVLT) (60 % de la
population). Une deuxiéme sous-population qui représente prés de 40 % des neurones est
dispersée dans I’aire hypothalamique antérieure (AHA) et dans I’hypothalamus médio-basal
(HMB) [123]. Les corps cellulaires des neurones a GnRH se projettent principalement dans la
zone externe de I’éminence médiane ou ils déversent la GnRH, dans le sang porte
hypothalamo-hypophysaire. Chaque neurone a GnRH hypophysiotrope posséde une activité
rythmique endogéne et c’est la synchronisation des activités sécrétoires d’une partie ou de
I’ensemble de ces neurones résultant d’une régulation autocrine de la sécrétion de GnRH
[124] qui est a I’origine de la libération pulsatile de GnRH dans le sang porte. Chaque pulse
de GnRH induit au niveau de I’hypophyse une libération simultanée d’un pulse de LH (Figure

9) [125].
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Figure 9 : Profils simultanés des concentrations plasmatiques de GnRH (o) dans le sang porte
hypothalamo-hypophysaire et des concentrations plasmatiques de LH (e) dans la circulation générale

chez la brebis ovariectomisée.

Chaque pulse identifié est marqué d’une téte de fleche (V).

D’aprés Clarke et Cummins, 1982 [125]

Cette synchronisation entre les pulses de GnRH et ceux de LH a été mise en
évidence chez les ovins grace a une technique chirurgicale de canulation des vaisseaux du
systéme porte hypothalamo-hypophysaire [125, 126], car la GnRH n’est pas détectable dans
la circulation générale en raison de la faible quantité de peptide libéré et de sa demi-vie
trés courte (3 & 4 minutes). La GnRH libérée dans les capillaires de I’éminence médiane est

directement transportée jusqu’a I’adénohypophyse dans un réseau de capillaires irriguant
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les cellules gonadotropes. La GnRH va alors se fixer sur des récepteurs spécifiques a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G (R-GnRH) et qui sont localisés sur les
cellules gonadotropes stimulant ainsi la biosynthese et la libération des gonadotropines (LH
et FSH).

b) La sécrétion de LH

(i) Structure et propriétés de la LH

Les gonadotropines appartiennent a la famille des hormones glycoprotéiques et sont
constituées d’hétérodimeéres polypeptidiques glycosylés, les sous-unités a et B, associées de
facon non-covalente. L’association sous la forme de diméres et les variations de
glycosylations sont a I’origine de leurs propriétés (demi-vie, liaison au récepteur) et de leur
activité biologique (voir revue [127]). La LH est relativement stable avec une demi-vie
courte de I’ordre de 30 minutes chez le mouton [128]. Chez le male, les récepteurs
transmembranaires de LH (R-LH) sont localisés sur les cellules de Leydig et chez la femelle,

les R-LH ont été identifiés sur les cellules de la theque et de la granulosa [129].

(i) Mode de sécrétion de la LH

La LH est libérée dans la circulation générale sous la forme de pulses. Le pulse de LH
a été défini par Pelletier (1983) comme « une libération brutale d’hormone dans le sang
par I’hypophyse » [130]. Chez le mouton, la durée du phénomeéne serait de 2 a 6 minutes
[131]. Au niveau sanguin, le pulse se caractérise par une élévation rapide de la
concentration plasmatique de LH d’une dizaine de fois celle du niveau basal, puis une
diminution plus lente liée a la demi-vie de la LH chez les mammiferes [130].

Chez le mouton, la libération de LH sous la forme de pulses a été caractérisée pour
la premiére fois chez la brebis ovariectomisée (OVX) [132], cette libération pulsatile a
ensuite été identifiée pendant toutes les phases du cycle chez la brebis en période
d’activité sexuelle a I’exclusion du pic préovulatoire et pendant les périodes de repos

sexuel telles que la période prépubére, I’ancestrus saisonnier et la lactation.

(iii) La fréquence des pulses de LH

La fréquence des pulses de LH qui reflete les modifications de la fréquence des
pulses de GnRH est une composante essentielle dans le contrdle de [I’activité de
reproduction (voir revues [133, 134]). Par exemple, I’initiation de la puberté est associée a
une augmentation de la fréquence des pulses de LH [135], alors que I’ancestrus saisonnier
est associé a une réduction de la fréquence des pulses de LH [136]. La fréquence des pulses
de LH est donc I’élément clé qui code I’activité reproductive et constitue ainsi un

biomarqueur pertinent et quantitatif de la fonction de reproduction.
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c) Régulation de la sécrétion du couple GnRH/LH

La sécrétion de LH est la réponse hormonale a un signal nerveux initié par les
neurones a GnRH, eux-mémes régulés par de nombreux facteurs d’origine interne
(stéroides) et externe (facteurs environnementaux et conditions exogénes) intégrés au
niveau du systeme nerveux central par des intermédiaires neuronaux dont le message final
se traduit par une régulation fine de la pulsatilité de GnRH et donc de LH.

Les facteurs internes impliqués dans la régulation de la sécrétion du couple
GnRH/LH sont principalement les stéroides sexuels, E2 et la progestérone chez la femelle a
travers des rétroactions exercées sur I’axe HH. E2 exerce un rétrocontrdle négatif sur I’axe
HH comme en témoigne I’augmentation de la fréquence des pulses de LH observée suite a
I’OVX [137]. Lorsque des brebis OVX prépubéres ou adultes en période d’ancestrus sont
traitées avec un implant sous-cutané d’E2, la fréquence des pulses de LH diminue
proportionnellement avec la taille de I'implant [138]. Lorsque les concentrations
d’oestrogénes atteignent un certain seuil, les oestrogenes exercent un rétrocontréle positif
sur I’axe HH, a I’origine du pic préovulatoire de LH chez la femelle. Par la suite, nous
analyserons seulement les effets de I’E2 relatifs a I’exercice du rétrocontréle négatif.

Les informations provenant de I’environnement dans lequel I’organisme évolue, i.e.
les facteurs externes sont également intégrés au niveau central et peuvent exercer leurs
effets a travers une modulation du rétrocontréle négatif de I’E2. Par exemple, chez les
espéces a reproduction saisonnées, comme la brebis, la fonction de reproduction présente
un rythme endogéne annuel de reproduction synchronisé par la photopériode. Les
transitions entre une période d’activité sexuelle et une période d’ancestrus sont
caractérisées par des variations importantes de sensibilité de I’axe HH gonadotrope au
rétrocontréle négatif de I’E2 [139]. D’autres facteurs tels que les facteurs nutritionnels, les
interactions sociales et le stress sont intégrés au niveau hypophysaire ou au niveau central
et influencent également la sécrétion du couple GnRH/LH. A titre d’exemple, il a été
montré que le stress diminue la sécrétion de LH [140] par I’action du cortisol qui inhibe la

réponse hypophysaire au GnRH [141].

d) Sites d’actions de I’E2 au niveau de I’axe hypothalamo-hypophysaire

Les récepteurs aux oestrogenes (ER) sont indispensables a I’action des oestrogénes
sur I’axe HH, car il a été montré que les souris invalidées pour ERa et ERB sont atteintes
d’hypergonadisme. Des souris invalidées uniquement pour ERa ont des concentrations
plasmatiques de LH trés supérieures aux souris controles et du méme ordre de grandeur que
celles des souris OVX, suggérant que ERa serait plus particulierement responsable de

I’exercice du rétrocontrdle négatif de I’E2 [142].
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() Au niveau hypothalamique

Chez le mouton comme chez le rat, les neurones a GnRH n’expriment pas ERa, mais
la moitié d’entre eux expriment ERB [143-145] Il est donc généralement admis que le
rétrocontrble négatif de I’E2 ne s’exercerait pas directement sur les neurones a GnRH, mais
pourrait s’exercer par I’intermédiaire de systemes neuronaux qui sont sensibles aux
stéroides, et qui expriment des ERa. Chez le mouton, des populations neuronales diverses,
exprimant les ERa sont au contact étroit des neurones a GnRH et sont principalement
localisées dans I’aire préoptique (APO), le noyau ventromédian et le noyau arqué (ARC)
[144, 146].

1. Les neurones a Kiss

Parmi les neuromédiateurs impliqués dans la transmission des informations
stéroidiennes aux neurones a GnRH, la voie de signalisation impliquant la kisspeptine (Kiss)
et son récepteur, le GPR54, semble étre un maillon essentiel. Le Kiss appartient a une
famille de neuropeptides codés par le géne Kiss-1 (metastatis suppressor gene) [147],
contrdlant la synthése d’un peptide de 54 acides aminés (kisspeptide-54), et de plusieurs
fragments tronqués dans la partie N-terminale (kisspeptides-14,-13,-10).

Des travaux réalisés in vivo chez le mouton ont montré qu’une administration
intracérébrale de Kiss était capable de stimuler la sécrétion et la libération de GnRH dans
le liquide cérébrospinal [148] ainsi que la sécrétion de LH et de FSH [149, 150]. Kiss est
actuellement décrit comme une puissante sécrétagogue de la LH chez plusieurs espéces
dont le mouton [151] et ’THomme [152].

Deux populations neuronales majeures exprimant la Kiss ont été identifiées dans le
diencéphale des mammiféres. Chez les rongeurs, ces populations ont été identifiées dans le
noyau arqué (ARC) et dans le noyau antéroventral périventriculaire (AVPV) de
I’hypothalamus [153, 154]. Chez le mouton comme chez les primates, les neurones a Kiss
sont localisés principalement dans I’ARC et en plus faible proportion dans I’APO [155-157].
Chez les rongeurs, il a été montré que les neurones a Kiss de I’AVPV expriment ERa et
établissent des contacts synaptiques directs avec les neurones a GnRH, alors que les
neurones a Kiss de I’ARC interagiraient avec des éléments du réseau pré-synaptique pour
réguler la sécrétion de GnRH [154]. Chez la brebis, une multiplication par trois du nombre
total de neurones hypothalamiques exprimant Kiss a été observée 5-7 semaines apres I’OVX,
cette augmentation a été de 40 % au niveau de I’ARC [158]. Il a également été montré que
I’administration d’E2 permet de reverser cet effet, suggérant que I’expression de Kiss dans
I’ARC est négativement régulée par I’E2 (voir revue [158]).

Ces données ont abouti a I’hyothése selon laquelle Kiss pourrait étre un médiateur
clé des effets de I’E2 sur les neurones a GnRH hypophysiotropes. Cette hypothése est
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confortée par la mise en évidence de I’expression des ER par les neurones a Kiss [155] chez
le mouton et de I’expression de GPR54 par les neurones & GnRH chez le rat [159]. Le
systéme Kiss/GPR54 serait impliqué dans de nombreuses régulations physiologiques de la
fonction de reproduction qui sont contrblées par I’E2 telles que la cyclicité oestrale, la

transition saisonniére de I’activité sexuelle [148] et I’initiation de la puberté [160].

2. Autres intermédiaires de signalisation entre I’E2 et les neurones a
GnRH
De nombreux autres neuromédiateurs pourraient étre impliqués dans la transmission
du signal oestrogénique. L’action de certains a été démontrée (les opiacés, la dopamine, le
neuropeptide Y, le GABA) chez de nombreuses espéces et d’autres auraient des effets plus

spécifiqgues comme la galanine et les peptides RFRP (RF-amide related peptide).

(i) Au niveau hypophysaire

Les rétrocontrdles stéroidiens s’exercent sur la sécrétion de GnRH au niveau de
I’hypothalamus, mais également directement sur les cellules gonadotropes de I’hypophyse
(voir revue [161]), a travers la régulation de la sécrétion et de la synthése de LH. En effet,
chez des brebis ayant subi une déconnection hypothalamo-hypophysaire, une administration
de E2 est capable d’influencer la sécrétion de LH, malgré I’absence de GnRH, suggérant un
effet hypophysaire direct de I’E2 [162]. De plus, il a été montré que I’administration de E2
régule la quantité des ARNm codant pour les sous-unités a et B de la LH [163]. Ces effets
hypophysaires de E2, notamment la régulation de la synthése des gonadotropines lors du

rétrocontréle négatif dépendent des deux types d’ER [164].

B) Contrble stéroidien de [I’axe hypothalamo-hypophysaire durant la
période prépubére

Le contréle neuroendocrinien de I’axe HH gonadique est complexe car il fait

intervenir non seulement des variations des concentrations circulantes des stéroides

sexuels, mais également des variations de la sensibilité de I’axe HH gonadique a I’E2 en

présence de niveaux constants d’oestrogenes. Cette variation de sensibilité est observée au

cours de la transition entre la période prépubére et la puberté.

a) Sensibilité au rétrocontrdle négatif de I’E2 pendant la période prépubeére

Selon les espéces, le délai entre la naissance et I’initiation de la puberté est
variable, la puberté étant atteinte a I’age de 30 semaines chez le mouton dans les
conditions naturelles. Durant la période prépubére, les gonades sont incapables d’assurer la
fin de la gamétogenése alors que la stéroidogénese est fonctionnelle. Pendant cette

période I’axe HH gonadique est dans un état de quiescence caractérisé par une répression
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de la sécrétion de LH (faible fréquence des pulses de LH, Figure 10.B) liée a la faible
fréquence des pulses de GnRH.

Afin d’élucider les mécanismes responsables de I’inhibition de la fréguence des
pulses de LH pendant la période prépubére, plusieurs études ont été réalisées par I’équipe
de Foster et al. chez les ovins [135, 165]. Ces études ont montré qu’une OVX réalisée
pendant la période prépubére entraine I’apparition de pulses de LH dans les semaines qui
suivent avec un profil de sécrétion équivalent en terme de fréquence des pulses a celui
observé pendant la phase folliculaire chez une brebis adulte (1 pulse/heure) (Figure 10.A et
C). Cette étude illustre la capacité de I’hypophyse en période prépubére a produire des

pulses de LH de haute fréquence bien avant la puberté [135].
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Figure 10 : Profils individuels de sécrétion pulsatile de LH avant et apres la puberté chez trois brebis

prépubéres.
(A) brebis pubére de 30 a 40 semaines d’age en phase folliculaire, (B) brebis de 25 semaines d’age en période

prépubere (C) brebis prépubére dgée de 9 semaines et ovariectomisée (OVX) a I’age 2 semaines. L’intervalle moyen

entre les pulses pour les 4 animaux de chaque groupe est présenté a droite. L’OVX entraine une augmentation de la

pulsatilité de LH similaire a celle de la période postpubére.

D’apres Foster 1986 et al. [135]

Foster et al. [135] ont également montré que I’administration a une brebis
prépubére d’une forte dose d’E2 permet d’induire un pic préovulatoire de LH, comparable
a celui observé chez I’adulte. Ces résultats montrent que I’axe HH est fonctionnel et
potentiellement activable bien avant la puberté, soit 12 a 20 semaines apreés la naissance
chez la brebis, avec une sensibilité équivalente a celle de la brebis adulte en saison de
reproduction [166].

Ainsi, I’état de quiescence observé pendant la période prépubére est maintenu par

de multiples régulations centrales dont une forte sensibilité de I’axe HH gonadique au
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rétrocontréle négatif de I’E2, responsable de I’absence de sécrétion des gonadotropines. Il
a ainsi été démontré chez I’Homme comme chez la brebis en saison de reproduction, que
I’axe HH des individus prépuberes est particulierement sensible au rétrocontréle négatif de

I’E2 que I’hypothalamus des individus adultes [166].

b) Changement de sensibilité au rétrocontrdle négatif de I’E2

L’initiation de la puberté est associée a un changement de sensibilité a E2. Ainsi,
Foster et al. ont montré que le traitement de brebis prépubéres OVX par un implant sous-
cutané de E2 qui maintient une concentration plasmatique physiologique d’E2 (de I’ordre
de 4 pg/mL) inhibe totalement la sécrétion de LH pendant plusieurs semaines. En revanche,
a partir de [Iinitiation de la puberté, i.e. vers 30 semaines d’age, ces mémes
concentrations d’E2 sont incapables d’inhiber la sécrétion de LH (Figure 11), mettant en
évidence une diminution de la sensibilité de I’axe HH gonadotrope au rétrocontréle négatif

de I’E2 apreés la puberté.
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Figure 11 : Sensibilité de la sécrétion de LH a I’E2 avant et apres la puberté.

(A) Pourcentage de brebis intactes cyclées selon I’age et (B) concentrations plasmatiques de LH et d’E2 moyennes
(xSEM) chez des brebis ovariectomisées (OVX) traitées avec un implant d’E2 a partir de I’OVX (fleche).
D’apres Foster et al. [135]

La photopériode ou plus exactement le passé photopériodique joue également un
role capital dans I’initiation de la puberté chez les espéces dont la fonction de reproduction
est saisonnée [135, 165]. En effet, chez le mouton, I’initiation de la puberté va dépendre
du moment de la naissance des jeunes. Dans notre hémisphére, les ovins nés au début de la
saison des naissances (début du printemps) atteindront I’Age théorique de la puberté

(30 semaines) au moment de la saison sexuelle suivante. En revanche, les agneaux nés a la

fin de la saison des naissances (fin de I’été) atteindront I’age théorique de la puberté au
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moment de I’ancestrus saisonnier (fin hiver), leur puberté ne sera donc initiée qu’au cours
de la saison d’activité sexuelle suivante, soit vers I’4ge de 1 an.

Ainsi, chez les mammiféres, la puberté dépend d’une séquence d’événements qui
sont initiés au niveau central et qui vont entrainer une « réactivation » compléte de
I’activité de I’axe HH. L’initiation de la puberté sera marquée par |I’apparition progressive
de la pulsatilité de GnRH/LH. Des travaux récents suggerent fortement I’implication de Kiss

en tant que signal régulateur de I’initiation de la puberté chez les rongeurs [160].

C) Evaluation des effets du BPA sur I’axe hypothalamo-hypophysaire

Alors que les voies de régulation de I’axe HH par les oestrogénes apparaissent
comme des cibles potentielles d’action des PE oestrogéno-mimétiques, les effets du BPA sur

I’axe HH ont été peu étudiés.

a) Effets du BPA sur la sécrétion de LH

Les effets du BPA sur la sécrétion de LH ont fait I’objet de quelques études
essentiellement lors d’expositions au BPA pendant des périodes critiques du
développement. Une étude réalisée chez la brebis prépubére a ainsi mis en évidence une
diminution de la fréquence et de I’amplitude des pulses de LH suite a un traitement au BPA
d’une durée de 7 semaines a une dose de 3.5 mg/kg administrée deux fois par semaine
[167]. Suite a des expositions néonatales, plusieurs études ont également observé des
effets du BPA sur la sécrétion de LH, soit une hypersécrétion de LH en période prépubére
chez le mouton [168] ou une diminution des niveaux circulants de LH chez le rat méle
castré [169].

b) Effets du BPA sur la sécrétion de GnRH

Une modification de la sécrétion de LH suite a un traitement au BPA pourrait étre
liée a une modification de la sécrétion de GnRH, comme en témoigne la diminution de
I’expression des transcrits du géne codant pour la GnRH au niveau hypothalamique suite a
une exposition prénatale au BPA [170-172]. Toutes les populations neuronales
hypothalamiques sensibles a I’E2, i.e. qui expriment des ER sont des cibles potentielles de
I’action des composés oestrogéno-mimétiques, comme les BPA, notamment les neurones a
Kiss (voir revue [173]). Ainis, une modification de I’expression des transcrits de Kiss au
niveau hypothalamique a été mise en évidence chez le mouton et les rongeurs suite a une
exposition néonatale ou périnatale au BPA, [174, 175].

Suite aux effets du BPA sur I’axe HH qui ont été observés, quelques hypothéses ont
été avancées pour expliquer les mécanismes d’action du BPA sur I’axe HH. La premiére
hypothése suggére que le BPA pourrait altérer la capacité des neurones a GnRH a répondre

aux oestrogénes en ciblant préférentiellement les afférences des neurones a GnRH [174,
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176]. La deuxieme hypothese impliquerait une modification de I’expression des ER par le
BPA dans les régions hypothalamiques impliquées dans les rétrocontréles stéroidiens, soit
I’AVPV et ARC chez le rat [171, 177] et I’ARC chez le mouton [170].

Les mécanismes d’action du BPA sur I’axe HH pourraient également impliquer un
effet hypophysaire a travers une modification de la sensibilité au GnRH selon un mécnaisme
comparable a celui associé a une diminution de I’expression des R-GnRH sur les cellules
gonadotropes observés chez foetus ovins dont les méres ont paturé des prairies contenant
des boues d’épandage chargées en composés oestrogéno-mimétiques [178].

Etant donné le role clé de I’axe HH dans la fonction de reproduction, des altérations
de la régulation du systéme neuroendocrinien pendant les périodes critiques du
développement (pré- et néonatale) ou a I’a4ge adulte pourraient étre responsables d’une

perturbation de la fonction de reproduction a long terme.

En conclusion, le BPA est une substance oestrogéno-mimétique suspectée d’exercer des
effets sur la fonction de reproduction. La sécrétion du couple GnRH/LH a un réle clé
dans la fonction de reproduction et est étroitement régulée par les oestrogénes,
suggérant que I’axe HH est une cible privilégiée des PE oestrogéno-mimétiques.
Cependant, trés peu de données sont actuellement disponibles en ce qui concernent les
effets du BPA sur I’axe HH.
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OBJECTIFS ET STRATEGIE DE LA THESE

La synthése bibliographique a mis en évidence les deux principales limites des
modéles classiquement utilisés dans les études de toxicologie pour évaluer les risques liés a
une exposition humaine au BPA.

D’une part, les oestrogenes jouent un rbéle fondamental dans la régulation de la
fonction de reproduction a travers notamment les rétrocontrbles stéroidiens exercés sur
I’axe HH. Un grand nombre d’études toxicologiques menées sur des animaux de laboratoire
se sont focalisées sur les effets oestrogéniques du BPA sur la fonction gamétogénétique qui
peut représenter la réponse ultime a une action initiée au niveau de I’axe neuroendocrinien
HH. Les effets des PE, dont le BPA sur ce systéme neuroendocrinien sont actuellement peu
documentés, bien qu’il représente une cible privilégiée pour I’action des oestrogéno-
mimétiques.

D’autre part, les rongeurs ne semblent pas constituer un modéle pertinent pour
I’Homme en raison des différences de TK du BPA entre les rongeurs et les primates. Ces
différences interspécifiques constituent un des premiers arguments avancés par I’EFSA pour
ne pas prendre en compte les effets du BPA observés a des faibles doses chez les rongeurs,
dans I’évaluation du risque pour la santé humaine lié a une exposition au BPA.

C’est pourquoi, a I’heure actuelle, un des principaux enjeux scientifiques
concernant I’évaluation des effets du BPA sur la fonction de reproduction est de développer
et valider des modéles animaux pertinents pour I’évaluation du risque pour la santé
humaine, non seulement en termes de régulation d’une fonction physiologique mais
également en termes de toxicocinétique (TK) pour identifier des biomarqueurs sensibles
intégrant la réponse de I’organisme (réponse physiopathologique au danger), le devenir des
PE dans I’organisme (TK) et relier un effet a une concentration (toxicocinétique-

toxycodynamie (TK-TD)).
La stratégie expérimentale adoptée au cours de ce travail s’est orientée autour de

deux approches méthodologiques : une approche physiologique intégrative de la fonction

gonadotrope et une approche toxicocinétique.
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A) Approche physiologique : modéle animal de la brebis prépubere

ovariectomisée

L’impact des xénobiotiques sur la fonction de reproduction est classiquement évalué
par des réponses ultimes comme la gamétogénese dont I’expression finale peut se
manifester beaucoup plus tard que les actions primitives qui en sont a I’origine. Or, de
nombreux xénobiotiques agissent via une cascade d’événements endocriniens initiés au
niveau du systéme nerveux central. Ainsi, la sécrétion pulsatile des gonadotropines,
notamment la LH, reflet de I’activité des neurones a GnRH, représente I’élément clé et
centralisateur qui détermine initialement qualitativement et quantitativement I’intensité
de la réponse différée des gonades. Ce messager endocrinien reflete I’intégration de
multiples informations d’origine exogéne (xénobiotiques) et endogéne (contrdle
neuroendocrinien) capables de conduire a une perturbation endocrinienne. Nous formulons
donc I’hypothése selon laquelle I’altération des paramétres de la sécrétion pulsatile de
LH (fréquence, amplitude,..) constitue une réponse endocrine objective, quantitative,
précoce et sensible pour caractériser les actions oestrogéniques du BPA sur la fonction de
reproduction.

L’un des objectifs de mon projet de thése a donc été de développer et valider un
modéele physiologique intégratif pour étudier I’effet oestrogénique du BPA. Pour cela, nous
avons choisi de développer un biomarqueur de I’activité oestrogénique du BPA: la
sécrétion de LH chez la brebis prépubére ovariectomisée (Figure 12).

La brebis prépubére ovariectomisée a été choisie pour les raisons suivantes :

1. la sécrétion de LH de la brebis est trés sensible au rétrocontrdle négatif de I’E2 au
cours de la période qui précede la puberté [165],

2. l’ovariectomie (OVX) en supprimant la sécrétion endogéne d’E2 produit par les
ovaires, permet de lever le rétrocontréle négatif exercé par I’E2 sur la sécrétion de
LH qui retrouve un caractere pulsatile et d’évaluer I’effet d’un oestrogéno-
mimétique, tel que le BPA,

3. la brebis constitue un modéle animal de choix pour I’étude de la régulation de la
fonction gonadotrope et un modele expérimental privilégié pour des approches de
neuroendocrinologie. De plus, la longue durée de développement sexuel de la brebis
(6 mois) et la taille des ovins, comparativement aux rongeurs, autorise la répétition
des mesures et la réalisation d’études longitudinales essentielles pour évaluer la

chronicité des effets, qui constitue un enjeu en toxicologie.
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Figure 12: Représentation schématique du modele animal d’étude: la brebis prépubére
ovariectomisée.

(1) La brebis constitue un modéle animal de choix pour I’étude de la régulation de la fonction gonadotrope, (2) I’axe
hypothalamo-hypophysaire de la brebis prépubére est tres sensible au rétrocontréle négatif de I’E2, ce rétrocontrdle
est responsable de I’absence de pulses de LH (A) et donc d’ovulation. (3) I’ovariectomie (OVX) en supprimant la
sécrétion endogene d’E2 va lever le rétrocontréle négatif exercé par les oestrogenes sur la sécrétion de LH qui
retrouve alors son caractere pulsatile (B). La sécrétion de LH de la brebis prépubére OVX constitue un biomarqueur
quantitatif, précoce et sensible pour évaluer les effets des xénoestrogénes.

B) Approche toxicocinétique/toxicodynamique (TK-TD)

Le modéle animal développé a pour vocation de décrire et prédire les effets
potentiels du BPA chez I’Homme. Pour cela, il est important d’évaluer les effets du BPA sur
des modeles animaux ou I’exposition interne au BPA est contrélée.

Dans les études toxicologiques classiques, c’est la relation dose-effet qui est
classiquement utilisée pour décrire une réponse biologique (Figure 13.A). Or, la dose est un
parameétre hybride, ayant une composante pharmacocinétique (PK) qui détermine le profil
des concentrations plasmatiques et une composante pharmacodynamique (PD) qui
correspond a I’action de ces concentrations sur I’organisme. L’analyse pharmacocinétique-
pharmacodynamique (PK-PD) va permettre d’établir une relation concentration-effet dans
laquelle le profil des concentrations plasmatiques est la seule variable explicative des
effets observés (Figure 13.B). Le profil des concentrations plasmatiques (ou exposition
interne de I’organisme) est un paramétre plus informatif que la dose (ou exposition

externe de I’organisme).
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Figure 13 : Représentation schématique de [I’apport de [I’approche pharmacocinétique-

pharmacodynamique (PK-PD) dans I’étude de la relation concentration-effet comparativement a la
relation dose-effet.

Dans une relation dose-effet (A), I’organisme est schématisé par une bofte noire. Dans une relation concentration-
effet (B), cette boite noire est décomposée en deux grandes étapes : la pharmacocinétique et la pharmacodynamie
qui lorsqu’elles sont documentées par leur parametres respectifs (Cl : clairance, F : biodisponibilité,...) et (ECs :
puissance, Ena : efficacité,..) permettent d’extrapoler des concentrations a partir des doses dans différents
modeéles animaux.

Dans le cas de la relation dose-effet, I’extrapolation d’une dose d’une espece
animale a une autre ou a I’Homme est difficile. En effet, la composante PK, i.e. le devenir
de la substance dans I’organisme, reflété par le profil des concentrations plasmatiques
obtenu pour une dose donnée est une source importante de différences interspécifiques.
L’étude de la relation concentration-effet permet d’identifier et de contrbler les facteurs
de variabilité liés aux différences interspécifiqgues de TK et donc de s’affranchir d’une
source de confusion dans I’extrapolation des effets entre deux especes. Ainsi la relation
concentration-effet permet de raisonner en concentrations responsables d’un effet et peut
étre transposée avec une source de confusion uniquement liée a la variabilité

pharmacodynamique d’un modéle a un autre.
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Mon projet de thése utilise ces deux approches a travers le développement et la
validation d’un modéle animal permettant d’évaluer les effets oestrogéniques du BPA sur la

sécrétion de LH (TD) et la TK basée sur des concepts physiologiques.

A travers ces deux approches, les objectifs de mon projet de thése ont été de :

o Développer un modele animal permettant d’évaluer I’impact d’un xénoestrogéne
sur un biomarqueur de I’activité de I’axe hypothalamo-hypophysaire précoce et
sensible aux effets de I’E2, la sécrétion de LH

e Valider le modéle animal a travers [I’évaluation des effets du BPA,
comparativement a ceux de I’E2 sur la sécrétion de LH

e |dentifier les mécanismes d’action du BPA au niveau de I’axe neuroendocrinien
hypothalamo-hypophysaire

o Développer une approche comparative des mécanismes toxicocinétiques du BPA
chez différentes espéces de mammiferes, dont I’espéce modeéle de I’étude, les ovins

pour approcher les paramétres PK du BPA chez I’Homme

Ce travail a débuté par le développement du modele physiologique de la brebis
prépubére ovariectomisée a travers la caractérisation des effets de I’E2 sur la sécrétion de
LH et les paramétres pharmacocinétique de I’E2, utilisé comme molécule de référence
(Partie 1).

Ce modéle a ensuite été appliqué a I’évaluation des effets du BPA sur la sécrétion
de LH dans un contexte d’exposition aigué et lors d’une exposition a plus long terme, a
travers une approche pharmacocinétiqgue-pharmacodynamique visant a comparer la
puissance des effets du BPA a celle de I’E2 sur la sécrétion de LH (Partie 2).

L’identification des mécanismes d’action du BPA sur I’axe HH gonadique a été
entreprise a travers trois approches : une approche pharmacologique basée sur I’évaluation
de la réponse au GnRH, une approche anatomo-fonctionnelle basée sur I’évaluation des
effets du BPA sur I’immunoréactivité des neurones hypothalamiques a Kiss, et une approche
modélisatrice pour évaluer les effets potentiellement synergiques du BPA et de I'E2
(Partie 3).

Enfin la pertinence de notre modéle ovin en terme de TK a été examinée a travers
une étude de pharmacocinétique comparée du BPA chez différentes especes de
mammiféres dont les rongeurs qui sont classiquement utilisés dans les études de toxicologie

et le modéle animal du projet de thése, la brebis (Partie 4).
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ETUDE EXPERIMENTALE

MATERIELS ET METHODES

Cette partie présente les « Matériels et Méthodes » communs a toutes les études
expérimentales réalisées sur le modele animal de la brebis prépubéere ovariectomisée
(Parties 1 a 3).

A) Animaux

Les études expérimentales décrites dans les parties 1, 2 et 3 ont été réalisé avec des
brebis prépubéres de race Lacaune, agées de 2 a 7 mois et issues de différentes
exploitations aveyronnaises (GAEC de la Landette, GAEC Fabre, Magnaval A. et EARL de
Bouzinas). Les animaux ont été hébergées dans des boxs collectifs et soumises aux
variations naturelles de la durée du jour. Elles ont recu un régime alimentaire adapté a
base d’aliment concentré (Tenor agnelle®, RAGT, Rodez, France) et de paille distribuée a
volonté jusqu’a ce qu’elles atteignent un poids corporel (BW) de 25 kg. A partir de 25 kg, la
ration était composée de 650 g/jour d’aliment concentré pour brebis adultes (Brebilac®,
RAGT, Rodez, France) sous la forme de deux repas quotidien, le foin et la paille étaient
distribués a volonté. Les animaux étaient abreuvés ad libitum. Pour les administrations
réalisées sous la forme de perfusion, les animaux étaient placés dans des boxs individuels

contigus au moins 3 jours avant le début des expérimentations (Figure 14).

Figure 14 : Hébergement des animaux en boxs individuels contigus pendant les périodes
d’expérimentation.

Les boxs individuels contigus permettent de maintenir un contact visuel et auditif entre les animaux tout en
facilitant les manipulations de I’expérimentateur.
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Toutes les procédures expérimentales ont été réalisées en accord avec les exigences
de la Ilégislation francaise concernant les animaux de laboratoire sous le numéro

d’autorisation individuelle 31-242.

B) Ovariectomie

Toutes les brebis prépubéres ont été ovariectomisées vers I’age de 2 a 3 mois
(77 £23 jours). Les ovariectomies ont été effectuées sous anesthésie générale sur les
animaux a jeun depuis 24 h. Deux types d’anesthésie ont été utilisées : une anesthésie fixe
constituée d’un mélange de xylazine (0.1 mg/kg, Rompun®, Bayer Santé, France) et de
kétamine (3 mg/kg, Imalgene®, Merial, Villeurbanne, France) administré par voie
intraveineuse (i.v.) ou une anesthésie gazeuse (isoflurane, AErrane®, Baxter SA, Maurepas,
France : 2%, 0, : 0.7 mL/min) mise en place aprés une induction par I’administration i.v. de
barbituriques (15 mg/kg, Nesdonal®, Merial, Villeurbanne, France). Le site chirurgical (ligne
médiane de I’abdomen entre la mamelle et I’ombilic) est tondu et préparé selon les régles
d’asepsie chirurgicale. Une incision cutanée de 6 cm de longueur est réalisée dans le plan
sagittal et le tissu conjonctif sous cutané est disséqué de facon a dégager la ligne blanche.
La ligne blanche est ouverte sur environ 5 cm et les ovaires sont extériorisés. Une ligature
en fil résorbable est placée sur le pédicule vasculaire et une autre sur ligament ovarien
avant de réaliser I’exérése des ovaires. La paroi abdominale est ensuite suturée avec du fil
résorbable en points séparés en « X » incluant le péritoine. Le plan cutané est refermé a
I’aide de points simples séparés a I’aide de fil non résorbable. Suite a I’intervention, deux
administrations d’antibiotiques par voie intramusculaire (i.m.) ont été réalisées a deux
jours d’intervalle (Amoxicilline longue action 20 mg/kg/48 h, Clamoxyl®L.A, Pfizer, Paris,

France).

C) Matériel, produits chimiques et préparation des solutions

L’ensemble du matériel qui a été utilisé pour la préparation des solutions, pour
prélever, stocker et analyser les échantillons était en verre ou en polypropyléne. L’absence
de contamination des échantillons sanguins par le BPA avec le matériel et la méthode
analytique utilisées a été vérifiée.

Tous les produits chimiques ont été achetés chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France) & moins que ce ne soit spécifié autrement. Le BPA (lot N°MKAA2480,
pureté >99%) et I’oestradiol 17-B (E2, lot N°086K1611, pureté >98%) ont été obtenus sous la
forme de poudre.

Pour les administrations i.v. sous la forme d’une perfusion, le BPA a été dissous dans
un mélange éthanol/propyléne glycol (1 :49, vol:vol) a des concentrations comprises entre

0.4 et 86.2 mg/mL. Les solutions meres d’E2 ont été préparées dans I’éthanol aux
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concentrations de 0.2 et 2 mg/mL, conservées a 4°C et diluées extemporanément dans le
méme solvant que le BPA de fagon a obtenir des concentrations comprises entre 0.02 et
18.4 pg/mL.

Le solvant de dilution des solutions d’administration a été préalablement déterminé
de facon a autoriser la préparation d’une solution & la concentration de 100 mg/mL de BPA,
permettant I’administration d’un volume minimal de solvant. L’absence de précipitation du
BPA au contact du plasma a été vérifiée ex vivo aprés I’addition d’un volume de solution de
BPA a un volume de plasma dans un rapport 1/750, i.e. un rapport équivalent au rapport
entre le volume de la solution perfusé toutes les heures et le volume de plasma de I’animal
(30 mi/kg, BW : 30 kg).

D) Administrations

Les administrations i.v. sous la forme d’un bolus ont été réalisées a I’aide d’un
cathéter court a ailettes (Intraflon, Vygon®, Ecouen, France) mis en place au niveau de la
veine jugulaire gauche juste avant I’administration et retiré immédiatement apres
I’administration.

Les administrations i.v. sous la forme d’une perfusion ont été réalisées a I’aide d’un
cathéter (Hemocath, Vygon® Ecouen, France) qui a été mis en en place au niveau de la
veine jugulaire gauche au moins un jour avant les administrations. Les perfusions i.v. ont
été réalisées a I’aide d’injecteurs portatifs (MS32 Sims Graseby®) placés dans une boite
sécurisée sur le dos de I’animal (Figure 15.A). L’injecteur portatif était équipé avec une
seringue Luer-Lock de 20 mL connectée a un prolongateur en polyethyléne (Prolongateur en
PE, Vygon® Ecouen, France). Les perfusions ont été réalisées a des débits compris entre
15 uL/h et 1.3 mL/h selon les études expérimentales. Pour I’ensemble des administrations
réalisées sous la forme d’une perfusion, les concentrations des solutions d’E2 et de BPA ont
été ajustées au poids corporel de I’animal, déterminé au cours des deux jours précédant le
début de la perfusion. Les seringues de perfusion ont été remplacées lorsque cela était

nécessaire pendant la perfusion, et au moins deux heures avant une période de mesure.

E) Calibration et validation du systéme de perfusion

Les pompes de perfusion ont été calibrées ex vivo pour plusieurs débits de perfusion
et validées pour plusieurs types de seringue afin de tester I’exactitude du débit de
perfusion. Avec une seringue de 20 mL Luer Lock® et un débit de perfusion de 1.3 mL/h,
I’exactitude du débit sur une heure lors de 10 répétitions était de 1.3 0.1 mL/h.

La stabilité, la possibilité d’une adsorption de I’E2 (ou du BPA) et/ou la libération de
monomeres de BPA a partir du matériel de perfusion ont été testées ex vivo dans des

conditions expérimentales comparables aux conditions in vivo (solvant, température

61



Etude expérimentale - Matériels et Méthodes communs

ambiante, débit et matériel). Pour cela, nous avons évalué la concentration des solutions
d’E2 (ou du BPA) au cours du temps pendant 48 h a la sortie de la seringue et a la sortie du
cathéter et ceci pour deux niveaux de concentration pour I’E2 : 50 pg/mL et 500 pg/mL et
de BPA : 5 et 100 mg/mL. Nous avons ainsi montré que la concentration moyenne de la
solution perfusée qui avait séjourné pendant 48 h dans le systéme de perfusion avait une

valeur correspondant a 112-120 % de la valeur de la concentration initiale.

Figure 15 : Dispositif utilisé pour les perfusions intraveineuses de BPA et d’E2, constitué d’un injecteur
portatif placé sur le dos de I’animal dans une boite sécurisée positionnée sur un harnais.

(A) Les animaux sont isolés dans des boxs individuels ou elles peuvent séjourner en position debout ou couchée et
ont accés a I’alimentation et a I’eau a volonté. (B) L’injecteur portatif positionné sur le dos de I’animal par un
systeme de harnais est relié au cathéter intraveineux par un prolongateur.

F) Modalités de collecte des échantillons sanguins

Afin de limiter I’influence du stress lié aux ponctions vasculaires sur la libération de
la LH, les prélévements sanguins de 0.5 mL pour le dosage de LH ont été réalisés a I’aide
d’un cathéter coupé a 9.5 cm de I’extrémité (Hemocath, Vygon® Ecouen, France), mis en
place au niveau de la veine jugulaire droite, au moins 20 h avant le début des perfusions,
et relié a un prolongateur court (Lectroflex 25 cm, Vygon® Ecouen, France). Aprés chaque

prélévement, les prolongateurs ont été remplis de sérum physiologique hépariné (5 Ul/mL).

Les préléevements sanguins de 5mL pour [I’évaluation des concentrations
plasmatiques en BPA et en E2 ont été réalisés par ponction de la veine jugulaire droite avec
une aiguille 23 G. Les prélevements sanguins ont été recueillis dans des tubes en
polypropyléne héparinés (2 pL d’héparine/tube) (Heparine Choay 25 000 Ul) pour le dosage
de LH et dans des tubes héparinés de 5 mL (héparinate de lithium) pour le dosage de I’E2

et du BPA. Tous les tubes ont été placés sur la glace immédiatement aprés le prélévement.

G) Modalités de traitement des échantillons

Les échantillons sanguins ont été centrifugés pendant 30 minutes a 3000 x g et a 4°C
dans un délai n’excédant pas une heure apres leur obtention. Le plasma a été séparé en
trois fractions aliquotes sur de la glace, une fraction de 250 pL pour le dosage de LH, deux

fractions de 500 pL pour le dosage de E2 ou deux fractions de 300 et 500 pL pour le dosage
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de BPA et de BPA-gluc dans des tubes eppendorf®de 1.5 mL. Les plasmas ont été conservés

a -20°C jusqu’au moment de la réalisation des dosages.

H) Dosage ELISA de LH

Les concentrations plasmatiques de LH ont été évaluées par une méthode immuno-
enzymatique (ELISA) a I’aide d’un kit de dosage LH detect® (INRA, Nouzilly, France) pour le
plasma ovin. Le dosage a été réalisé selon les instructions du fournisseur a partir de 10 pL
de plasma. Les coefficients de variation (CV) intra- et inter-dosage des trois controles
qualité (QC) ont été respectivement inférieurs a 12.9 et 15.5 % pour tous les dosages. La
limite de gquantification (LOQ) du dosage a été fixée a la valeur de la concentration du
premier point de gamme (0.6 ng/mL). Les valeurs inférieures a la LOQ ont été fixées de

facon arbitraire & 0.3 ng/mL.

I) Dosage RIA de E2

Les concentrations plasmatiques en E2 ont été évaluées a I’aide d’un kit commercial
(Diasorin S.A, Antony, France) selon une méthode RIA (radioimmunologique) adaptée pour
le plasma ovin, précédemment décrite par [179]. Tous les échantillons ont été dosés en une
seule fois, le CV intra-dosage moyen pour un QC a 5 pg/mL était de 6.8%. La LOQ du dosage
d’E2 était de 1.32 pg/mL et la limite de détection (LOD) de 0.8 pg/mL.

J) Dosages du BPA

Deux méthodes analytiques de quantification du BPA, I’une dans le plasma et I’autre
dans le sérum ont été développées au laboratoire et validées selon les lignes directrices de
la FDA [180].

Les concentrations plasmatiques de BPA (Etudes expérimentales 1, 3, 4 et 5) ont
été analysées par chromatographie en phase liquide a ultra haute performance (UHPLC)
couplée a la spectrométrie de masse (UHPLC-MS/MS). Les échantillons plasmatiques
(100 pL) et le standard interne (SI, 50 ul de BPA-dis, 10 ng/mL) ont été purifiés par
précipitation protéique avec 150 uL d’acétonitrile (AcN). Apres 10 minutes de
centrifugation a 20 000 x g, 5 UL du surnageant ont été injectés sur une chaine Acquity
UPLC® couplée a un spectrométre de masse de type triple quadripdlaire (Xevo®, Waters,
Milford, MA, USA). Le BPA et le SI ont été élués sur une colonne C18 (2.1 x 100 mm; 1.7 ym,
Waters) a un débit de 0.35 mL/min suivant un gradient d’élution H,O/AcN (tomin = 40 % AcCN;
tosmin = 90 % ACN; to.6min=40 % ACN, timin=40 %AcN). Les transitions MRM (Multiple Reaction
Monitoring) qui ont été suivies pour détecter le BPA et le BPA-d;; étaient respectivement
m/z 227.2 < 212 et m/z 241.3 < 142.0 avec des énergies de collision de 28 eV et 30 eV. Un

modéle quadratique avec une pondération par 1/X a été utilisé pour ajuster la courbe de
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calibration standard comprise entre 1 et 250 ng/mL. La précision évaluée par les CV intra-
et inter-jour était inférieure respectivement a 12 % et 13 %, avec une exactitude qui variait
de 102 a 111 %, une LOQ a 1 ng/mL avec une précision de 12 % et une exactitude de 108 %.
Les données chromatographiques ont été acquises et traitées avec le logiciel TargetLynx®
(Waters, Milford, MA, USA).

Les concentrations sériques de BPA (Etude expérimentale 2) ont été analysées par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) avec une détection ultraviolet (UV)
(Aaps =230 nm) et fluorescence (Aexc =230 Nm et Aen =310 nm) sur une chaine Agilent
(Agilent technologies, Boblingen, Germany). Le BPA et le SI (Bisphenol F) ont été séparés
sur une colonne Pursuit XRs diphenyl column (150 x 2.0 mm 3 um, Varian, Palo Alto, CA,
USA) a un débit de 0.2 mL/min et avec une élution isocratique H,O/AcN (65/35). Les
échantillons sériques (400 L) ont été extraits par une méthode d’extraction liquide-liquide
avec du methyl tert-butyl ether. Un modeéle quadratique avec une pondération par 1/X2 et
un modeéle linéaire pondéré par 1/X2 ont été utilisés respectivement pour ajuster les
courbes de calibration standard comprises entre 3 et 100 ng/mL et 50 et 5000 ng/mL pour
la détection fluorescence et UV. Pour les deux types de détection, la précision évaluée par
les CV intra- et inter-jour était inférieure respectivement a 7 % et 9 %, avec une exactitude
qui variait de 98 a 112 %. Les LOQ ont été fixées respectivement a 3 et 50 ng/mL pour la
détection UV et fluorescence.

Nous avons montré que les concentrations plasmatiques et sériques en BPA obtenues
au cours d’une perfusion i.v. de BPA & la dose de 10 mg/(kg.j) et évaluées respectivement
par UHPLC-MS/MS et HPLC-UV-Fluo sont comparables. En effet, la différence moyenne
entre les valeurs des concentrations sériques et plasmatiques exprimée en pourcentage de
la valeur plasmatique (6.2 %) a été inférieure a la précision intra-jour du dosage qui est de
12 % avec la méthode analytique UHPLC-MS/MS.

K) Analyse des profils de sécrétion pulsatile de LH

Les profils de sécrétion pulsatile de LH sont caractérisés par une élévation rapide
des concentrations plasmatiques suivie d’une décroissance exponentielle liée a la demi-vie
de I’hormone [130]. Les pulses de LH ont été identifiés a partir des profils des
concentrations plasmatiques selon une méthode adaptée de celle décrite par Wallace et Mc
Neilly (1986) [181] décrite ci-dessous :

« Un épisode sécrétoire est défini par la présence dans un profil de concentrations
de deux échantillons consécutifs dont la valeur est supérieure a la moyenne des valeurs
des deux échantillons le précédant. Cet épisode sécrétoire est définitivement admis en

tant que pulse lorsque la valeur d’au moins un des deux échantillons est supérieure a la
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moyenne des valeurs des 2 échantillons précédant le pulse (cette moyenne définit la
concentration basale du pulse) de plus de 3 fois le CV intra-dosage ».

La concentration maximale correspond a la concentration la plus élevée observée
pendant le pulse. L’amplitude (ng/mL) est définie comme la différence entre la
concentration maximale du pulse et la concentration basale du pulse. L’ensemble de ces
parameétres est décrit graphiquement sur la Figure 16. La fréquence correspond au nombre

de pulses détectés sur un profil par unité de temps.
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Figure 16 : Principaux parametres de la sécrétion de LH déterminés a partir d’un profil des
concentrations plasmatiques de LH.

Les points noirs (e) indiquent les pulses détectés selon la méthode de Wallace et Mc Neilly (1986) [181].

Les parametres moyens de la sécrétion de LH ont été déterminés (concentration
basale, amplitude et concentration maximale, fréquence) pour chaque profil des

concentrations plasmatiques de LH.

L) Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne = écart-type (SD). Les
analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel Systat (version 12.0 ; Chicago, IL,

USA). Les valeurs de P inférieures & 0.05 ont été considérées statistiquement significatives.

M) Analyse pharmacocinétique (PK)

Les analyses pharmacocinétiques ont été réalisées a I’aide du logiciel WinNonlin

(WinNonlin Professional version 5.3 ; Pharsight Corporation, Cary, NC, USA).
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Partie 1 : DeveLorPeMENT Du MobeLE ANIMAL De LA Bresis PREPUBERE
OVARIECTOMISEE POUR EVALUER LES EFFETS OESTROGENO-MIMETIQUES DU BPA SUR

LA SECrETION DE LH

|-  Problématique

Le développement d’un modeéle animal pour étudier les effets oestrogéniques d’un
contaminant alimentaire nécessite de caractériser (i) les effets de I’E2, molécule de
référence, et plus particulierement la relation entre les concentrations en E2 et ses effets
sur la sécrétion de LH, et (ii) la disposition de I’E2, i.e. ses paramétres pharmacocinétiques
(PK).

[I-  Objectifs

Les objectifs de ces essais préliminaires étaient de caractériser les effets de I’E2,
molécule de référence et les paramétres PK de E2 chez la brebis prépubére OVX.
Au cours de 4 essais préliminaires, nous avons ainsi examiné :

(1) I’évolution temporelle des concentrations plasmatiques de LH aprés I’OVX chez les
brebis prépuberes (Essai préliminaire 1)

(2) I’influence de la dose et du schéma d’exposition a E2 sur la sécrétion de LH:
administration par voie intraveineuse versus voie intramusculaire (Essai
préliminaire 2) et administration intraveineuse sous la forme d’un bolus versus
administration i.v. sous la forme d’une perfusion (Essai préliminaire 3)

(3) la linéarité et la stationnarité des parametres PK de E2 dans notre modéle (Essai

préliminaire 4)

Ces essais préliminaires seront présentés et discutés au fur et a mesure de leur

présentation.

[1I- Matériel et méthodes

Animaux
Les essais préliminaires ont été réalisés avec 15 brebis prépubéres agées de 3 a 4
mois d’un poids moyen de 24.2 +4 kg. Les brebis prépubéres ont été OVX a I’age de 1 mois

selon la procédure décrite dans le « Matériels et Méthodes communs » (M&M) (§ B, P59).

Administration
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Pour les administrations i.v. sous la forme d’un bolus ou d’une perfusion, I’E2 a été
dissous dans de I’éthanol & des concentrations comprises entre 2 et 125 ug/mL et les
perfusions ont été réalisées selon le protocole décrit dans la section M&M (8 D, P61), a un
débit compris entre 15 et 17 uL/h.

Pour les administrations i.m., le benzoate d’E2 a la concentration de 0.2 mg/mL
(Mesalin®, Intervet, France) a été administré a la dose de 5 pg/kg et I’E2 a été préparé a
partir d’une solution mére de E2 a 1 mg/mL dans I’éthanol, diluée extemporanément dans
de I’huile de mais pour obtenir une concentration de 80 pg/mL. Le groupe contréle a regu

un volume équivalent de solvant.

Collecte des échantillons sanguins

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de LH, le jour de I’administration i.v.
par bolus, des préléevements sanguins ont été effectués toutes les 15 min pendant les 4
heures qui précédent I’administration, puis pendant les 10, 16 ou 30 h suivantes selon la
dose testée. Le jour de la mise en place de la perfusion, des prélévements sanguins ont été
effectués toutes les 15 min pendant les 4 h qui précédent le début de la perfusion, puis
pendant les 20 h qui suivent le début de la perfusion d’un durée de 48 heures ou bien
pendant des fenétres de 4 heures, réparties toutes les 24 heures pour les perfusions d’une
durée de 6 jours. Enfin, des prélévements sanguins ont été réalisés toutes les 15 min
pendant les 4 heures suivant I’arrét de la perfusion.

Afin d’évaluer la cinétique de décroissance des concentrations d’E2 aprés une
administration i.v. d’E2 sous la forme d’un bolus, des prélévements de sang ont été réalisés
avant I’administration et aux temps 4, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 min apres I’administration,
puis toutes les heures pendant 10, 12, 16 ou 30 h selon la dose testée. Afin d’évaluer les
concentrations plasmatiques de E2 a I’état d’équilibre au cours de la perfusion, des
préléevements ont été réalisés avant le début de la perfusion, puis toutes les heures
pendant les fenétres de 4 heures de prélévement, réparties toutes les 24 heures. Lorsque
I’E2 a été administré quotidiennement par voie i.m., un prélévement sanguin a été réalisé

tous les jours avant chaque I’administration.

Dosage des échantillons
Les concentrations plasmatiques de LH et d’E2 ont été déterminées selon les

méthodes de dosages décrites respectivement dans les paragraphes H et | du M&M (P62).

Analyse pharmacocinétique
Les concentrations plasmatiques en E2 observées apres I’administration d’E2 sous la
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forme d’un bolus aux doses de 0.15, 1.5, 5 et 50 ug/kg ont été analysées a I’aide du
logiciel WinNonlin®. Les concentrations d’E2 ont été ajustées avec la méthode des
moindres carrés a un modéle biexponentiel (équation 2) dont le choix a été guidé par le
critere d’Akaike [182].

C(t) = Aexp “+Bexp™” Equation 2

ol C(t) est la concentration plasmatique au temps t (pg/mL), A et B les constantes pré-
exponentielles (pg/mL) et a et B les constantes de temps de premier ordre de la phase
initiale et terminale (h™). Les paramétres ont été estimés par régression non linéaire et les
données ont été pondérées par I’inverse de la valeur observée au carré (1/Y?). L’AUC totale
(aire sous la courbe des concentrations) a été calculée par intégration de I’équation 2 de
zéro a I’infini.

Le temps de demi-vie (ti,») a été calculé selon I’équation 3 :

2

t,, Equation 3

La clairance (Cl) a été calculée selon I’équation 4 :

Dose . .
Cl=——" Equation 4
AUC, ,
Les concentrations plasmatiques en E2 a I’équilibre de la perfusion (Cs pour « steady-state
concentration ») ont été déterminées a partir de la moyenne des concentrations

plasmatiques observées a partir de 8 heures de perfusion et jusqu’a la fin de la perfusion.

V- Essai préliminaire 1 : Evaluation des concentrations

plasmatiques de LH apres I’ovariectomie

Schéma expérimental

Les brebis prépuberes utilisées dans ces essais préliminaires (n=15) ont été
ovariectomisées entre 1 et 1.5 mois d’age. Aprés I’OVX, un prélévement sanguin a été
réalisé tous les jours pendant une semaine immédiatement, puis 1 mois aprés I’0OVX (brebis
prépubéres agées de 2.5 mois) afin de suivre I’évolution des concentrations plasmatiques
de LH et déterminer le moment a partir duquel elles atteignent I’état d’équilibre. Ces
données ont été comparées a celles de brebis prépubéres OVX vers I’age de 2 mois, i.e. au

stade auquel I’OVX a été réalisée pour toutes les études expérimentales suivantes.

Résultats
La Figure 17 représente I’évolution des concentrations plasmatiques de LH au cours

du temps aprés I’0OVX réalisée a I’age de 1 ou 2 mois.
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Figure 17 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques de LH (ng/mL) en fonction de I’age
des animaux et de I’age a I’ovariectomie (OVX) chez des brebis prépuberes représentatives.

Les concentrations plasmatiques des animaux OVX a 1 mois sont présentées avec sous la forme d’un rond blanc (o)
et celles des animaux OVX a 2 mois sont présentées sous la forme d’un rond (e). Les fleches noires indiquent I’age a
laquelle I’OVX a été réalisée.

OVX : ovariectomie

Nous avons observé que chez les brebis prépuberes OVX vers I’age de 1 mois, les
concentrations plasmatiques de LH restent indétectables durant les 10 jours qui suivent
I’0VX. Cependant, 2 mois aprés I’OVX, les concentrations plasmatiques de LH ont été
augmentées chez toutes les brebis prépuberes qui ont par la suite été utilisées dans tous les
essais préliminaires.

En regle générale, chez toutes les brebis prépubéres OVX vers I’age de 2 mois, la
sécrétion pulsatile de LH a été observée dans les 10 jours suivant I’0OVX, comme cela avait
précédemment été observé [167]. Ainsi, toutes les expérimentations sur les brebis

prépubéres OVX ont débuté au moins 10 jours aprés I’OVX réalisée a I’age de 2 mois.

V- Essai_préliminaire 2 : Comparaison des effets de I’E2 sur la

sécrétion de LH selon la voie d’administration : administration
intramusculaire de benzoate d’E2 versus administration

intraveineuse d’E2

Schéma expérimental
Le benzoate d’E2 (Mesalin®, Intervet, France) a été administré & la dose de 5 pg/kg
(équivalent a 3.6 pg/kg d’E2) par voie i.m. a 3 brebis prépuberes. Le 17- oestradiol (E2) a

été administré a la dose de 5 pg/kg par voie i.v. a 6 brebis prépuberes.
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Résultats

La Figure 18 illustre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH et d’E2 avant
et aprés une administration i.m. de benzoate d’E2 & la dose de 5 pg/kg a une brebis
prépubére représentative. Une diminution des concentrations moyennes de LH est observée
environ 2 jours aprés I’administration chez tous les animaux et cette inhibition est
maintenue pendant 3 a 7 jours selon les animaux (4 jours pour la brebis prépubére
représentative, (Figure 18.B)). L’évaluation des concentrations plasmatiques en E2 montre
que les concentrations augmentent tres rapidement aprés I’administration (30 min) pour
atteindre une concentration maximale d’environ 30 pg/mL au bout de 2 heures, et
diminuent ensuite de facon exponentielle pour atteindre des concentrations inférieures a
0.8 pg/mL (LOD du dosage) au bout de 4 jours (Figure 18.B), soit au moment ou les

concentrations plasmatiques de LH augmentent pour retrouver leur valeur initiale.
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Figure 18 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques d’E2 observées (x) (pg/mL) (A) et
des concentrations plasmatiques de LH moyennes (ng/mL) (B) avant et aprés une administration i.m. de
benzoate d’E2 a la dose de 5 ug/kg (équivalent a 3.6 ug/kg d’E2) chez une brebis prépubere

représentative.

Chaque barre grisée représente la valeur moyenne des concentrations plasmatiques de LH mesurées toutes les
15 min au cours d’une période d’une heure tous les jours pendant 9 jours.

La Figure 19 illustre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH et de E2
avant et aprés une administration i.v. d’E2 a la dose de 5 pg/kg a une brebis prépubére
représentative. L’administration i.v. d’E2 induit une inhibition rapide, aprés un délai de
30 min, des concentrations plasmatiques de LH (Figure 19.B.b). La réponse est caractérisée
par I’absence de pulses de LH pendant 4 h. Dix heures aprés I’administration de E2, un
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rétablissement de la pulsatilité de LH est observé avec cependant une diminution des
concentrations basales de LH (1.7 versus 2.7 ng/mL), des pulses moins fréquents (0.6 versus
1.1 pulse/h), et de plus grande amplitude (3.7 versus 2.2 ng/mL). La durée moyenne
d’inhibition de la sécrétion de LH a été de 8.8 £0.9 heures pour les 6 brebis prépubéres.

L’évaluation des concentrations plasmatiques d’E2 (Figure 19.A) pendant les
24 heures qui suivent I’administration i.v. montre que les concentrations en E2 diminuent
rapidement apres I’administration et qu’elles deviennent inférieures a 2 pg/mL, en
moyenne 10 h apres I’administration, soit au moment de la reprise de la pulsatilité de LH
(Figure 19.B.c).
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Figure 19 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques d’E2 observées (x) et ajustées (-)
(pg/mL) (A) et des concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) (B) avant et aprés une administration
i.v. d’E2 a la dose de 5 pg/kg a une brebis prépubére.

La fleche noire indique le moment de I’administration d’E2 (t=0) et la dose administrée. En vignette, des
agrandissements du profil des concentrations plasmatiques de LH avant I’administration (a), entre O et 4 heures (b)
et entre 12 et 16 heures apres I’administration (c) sont présentés a la méme échelle. Les concentrations
plasmatiques de LH ont été évaluées dans un échantillon sur deux entre 10 et 30 h aprés I’admiistration de BPA.

L’ensemble de ces résultats suggére qu’une dose équivalente d’E2 n’a pas les
mémes effets selon la voie d’administration, le durée de I’inhibition de la sécrétion de LH a
été trés supérieure aprés une administration d’E2 par voie i.m. comparativement a la voie
i.v. (4 jours versus 10 h). Ce résultat suggere aussi I’existence d’une concentration seuil des
effets inhibiteurs de I’E2, de I’ordre de 2 pg/mL, au dessus de laquelle les sécrétions de LH

sont inhibées.
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VI- Essai _préliminaire 3 : Comparaison des effets sur la sécrétion

de LH d’une méme dose d’E2 administrée par voie intraveineuse

sous la forme d’une perfusion ou sous la forme d’un bolus

Afin de tester I’hypothése d’une concentration seuil des effets inhibiteurs de I’'E2,
nous avons utilisé deux approches :

1) la premiére approche a consisté a évaluer I’effet de I’administration d’E2 par
voie i.v. sous la forme d’une perfusion d’une durée de 48 heures, i.e. supérieure a la durée
d’inhibition de la sécrétion de LH, précédemment observée aprés I’administration d’une
méme dose d’E2 sous la forme d’un bolus (8-10 h, Bolus 1). Cette perfusion devait
permettre de maintenir les concentrations plasmatiques a I’équilibre d’E2 (Cs) au dessus de
la concentration seuil des effets (perfusion 1) et de prolonger la durée des effets (Figure
20).

2) la deuxiéme approche a consisté a comparer les effets sur la pulsatilité de LH de
deux doses d’E2 plus faibles (1.5 et 0.15 pg/kg) administrées par voie iv, sous la forme d’un
bolus (bolus 2) et d’une perfusion d’une durée de 6 jours, afin d’évaluer la concentration
seuil des effets inhibiteurs de I’E2 (Figure 20).

Bolus 1

Bolus 2 Concentration seuil des effets
200 \ Perfusion 1 /

20 |

Concentrations plasmatiques d’E2 (pg/mL)

Temps (h)

Figure 20 : Représentation schématique des concentrations plasmatiques en E2 en fonction du temps
apres un bolus ou une perfusion i.v. dans un modéle qui obéit a un effet seuil.

Au dessus de la concentration seuil en E2, on observe une inhibition de la sécrétion de LH pendant une durée
dépendante de la dose administrée sous la forme d’un bolus (Bolus 1 versus Bolus 2). En dessous de la concentration
seuil en E2, on observe une levée de I’inhibition des sécrétions de LH. Selon notre hypothése, la perfusion
(Perfusion 1) permet de maintenir des concentrations en E2 au dessus de la valeur seuil et donc d’augmenter la
durée d’inhibition des sécrétions de LH, comparativement a celle observée lorsque la méme dose d’E2 est
administrée sous la forme d’un bolus.

Schéma expérimental
Trois niveaux de doses d’E2 ont été testés dans cette étude: 5, 1.5 et 0.15 pg/kg.
Chacune des doses a été administrée a une brebis prépubére par voie i.v. soit sous la forme

d’un bolus, soit sous la forme d’une perfusion d’une durée de 48 heures (pour la dose de
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5 pg/kg) ou de 6 jours (pour les doses de 1.5 et 0.15 pg/kg), ce qui correspond a des taux
de perfusion respectifs de 1.7, 0.17 et 0.017 ng/(kg.min). Le taux de perfusion a été ajusté
a la durée de la perfusion choisie afin que la dose totale perfusée soit équivalente a la dose

administrée sous la forme du bolus (Tableau VIII).

Tableau VIII: Caractéristiques des administrations intraveineuses de E2 sous la forme d’un bolus et

d’une perfusion.

i.v.
bolus perfusion
Dose Durée Taux de perfusion Dose totale
5 pg/kg 48 h 1.7 ng/(kg.min) 5 pg/kg
1.5 pg/kg 6 jours=144 h 0.17 ng/(kg.min) 1.5 pg/kg
0.15 pg/kg 6 jours=144 h 0.017 ng/(kg.min) 0.15 pg/kg

Résultats

La Figure 21 montre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH et d’E2
avant, pendant et apres une perfusion par voie i.v. d’E2 & la dose totale de 5 pg/kg, soit un
taux de perfusion 1.7 ng/(kg.min). L’évaluation des concentrations plasmatiques de LH
montre que la sécrétion de LH est rapidement inhibée aprés le début de la perfusion, et
que I’inhibition est maintenue pendant les 20 premiéres heures de perfusion (Figure 21.b).
La Ci en E2 atteinte au cours de cette perfusion est de 110.8 pg/mL. Une reprise de la
pulsatilité de la sécrétion de LH est observée dés I’arrét de la perfusion (t=48 heures),
(Figure 21.c).
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Figure 21 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques d’E2 (x, pg/mL) et des
concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) avant, pendant et aprées une perfusion par voie i.v. d’E2
a la dose totale de 5 ug/kg pendant 48 h, équivalent a un taux de perfusion 1.7 ng/(kg.min) a une
brebis prépubeére.

La bande noire indique la durée de la perfusion (de 0 a 48h) et le taux de perfusion. Les traits pointillés verticaux
indiquent le début et I’arrét de la perfusion. En vignette, des agrandissements du profil des concentrations
plasmatiques de LH avant le début de la perfusion, entre 0 et 4 h (a), et entre 16 et 20 h aprés le début de la
perfusion (b) et entre 0 et 4 heures apres I’arrét de la perfusion (c) sont présentés a la méme échelle. Les
échantillons de sang qui ont été prélevés entre 20 et 48 h de perfusion n’ont pas été doseés.
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Ces résultats confirment que la durée d’inhibition de la sécrétion de LH dépend du
schéma d’exposition. L’administration d’E2 sous la forme d’un bolus entraine une inhibition
transitoire des concentrations de LH (de 8 & 10 h) (Figure 19). La méme dose apportée par
perfusion d’une durée de 48 h inhibe les concentrations de LH pendant au moins les 20
premiéres heures de perfusion (Figure 21).

La Figure 22 montre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH avant et
aprés administration i.v. d’E2 sous la forme d’un bolus, aux doses respectives de 1.5 pg/kg
et 0.15 ug/kg. L’évaluation des concentrations plasmatiques de LH montre que la sécrétion
de LH est inhibée pendant environ 6 h apres une dose de 1.5 pg/kg (Figure 22.A) et pendant
environ 3 h aprées une dose de 0.15 pg/kg (Figure 22.B).
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Figure 22 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques d’E2 observées (x) et ajustées (-,
pg/mL) et des concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) avant et aprés une administration i.v.
d’E2 aux doses de 1.5 et 0.15 pg/kg a 2 brebis prépubeéres.

Les fleches noires indiquent le moment de I’administration d’E2 (t=0) et la dose administrée.

La Figure 23 illustre I’évolution temporelle des concentrations plasmatiques de LH
et d’E2 avant, pendant et aprés une perfusion d’E2 a la dose totale de 1.5 ug/kg et
0.15 pg/kg pendant 6 jours, soit des taux de perfusion respectifs de 0.17 ng/(kg.min) et de
0.017 ng/(kg.min).

75



Etude expérimentale - Partie 1

j
E 124 F10
A g 0.17 ng/(kg.min) b 9
. =3
T 107, 1 H 3
[} 41 1 L =
o =
1 X X B
g 87, x 1 F g
g 11 % X 1 3
< 1 | o
5 671 1 FL B
< i1 ! [ 3
2 44 : : [ =
k] r 5
® 1! r a
=] 1 a
9 =
8 | & ) & o1 €
- - U, 3
° Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 A
Temps (j)
! a
2 | 4 ' c
! 1
! 1
1 | 2
1
: 0
0 - s 6 t T u T 1
4 0 4 b 120 124 128
0-4 h aprés le début
Période controle de la perfusion 3 120-124 h aprés le  0-4 h aprés I’arrét
début de la perfusion de la perfusion
0
48 52
48 h apres le début
de la perfusion
g
N X
B g 8] 0.017 ng/(kg.min) F10 ¢
r >
z , -
3 ! 2
g g
g g
k=) 3
= =2
= 2
> (=3
5 g
=1
5 a
c m
Q N
Q ~
S g
3
° Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 C
Temps (j)
8 ! a
1 8 c
1
1
4 . 4
1
1
0 | : : ., 8 b
-4 0 4 0+
i 0-4 h apres le début 4 120
Période controle de la perfusion 120-124 h aprés le 0-4 h aprés I’arrét
0 début de la perfusion de la perfusion
48 52

48 h apres le début
de la perfusion

Figure 23 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques d’E2 (x, pg/mL) et des
concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) avant, pendant et apres une perfusion d’E2 d’une durée
de 6 jours a la dose totale de 1.5 pg/kg (A) et 0.15 pg/kg (B), correspondant aux taux de perfusion
respectifs de 0.17 ng/(kg.min) et de 0.017 ng/(kg.min) a 2 brebis prépubéres.

La bande noire indique la durée de la perfusion (de 0 a 124 h) et le taux de perfusion. Les traits pointillés verticaux
indiquent le début et I’arrét de la perfusion. En vignette, des agrandissements du profil des concentrations
plasmatiques de LH avant le début de la perfusion, entre 0 et 4 h (a), 48 et 52 h (b) et 120 et 124 h aprés le début
de la perfusion et entre 0 et 4 h apres I’arrét de la perfusion (c) sont présentés a la méme échelle. Durant la
perfusion d’E2 au taux de 0.017 ng/(kg.min), les concentrations plasmatiques d’E2 étaient inférieures a la LOD de la
méthode analytique (0.8 pg/mL).
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Avant le début de la perfusion au taux de 0.17 ng/(kg.min) (dose totale de
1.5 pg/kg, Figure 23.A), les concentrations basales de LH au cours de la période contréle
étaient peu élevées (1.1 ng/mL) (Figure 23.A.a). Un pulse de LH de grande amplitude a été
observé au bout de 2h (Figure 23.A.b) et de 12 h de perfusion. Les concentrations
plasmatiques de LH ont été diminuées uniqguement au bout de 48 h de perfusion (Figure
23.A.b) et aucun pulse n’a été détecté pendant tout le reste de la perfusion, i.e. pour une
Css de E2 de 2.9 pg/mL. L’arrét de la perfusion a immédiatement été suivi par la reprise de
la pulsatilité de LH (Figure 23.A.c).

Avec un taux de perfusion de 0.017 ng/(kg.min) (dose totale de 0.15 pg/kg, Figure
20.B), la fréquence et I'amplitude des pulses n’ont pas été diminuées au cours des
premiéres 48 h de perfusion (Figure 20.B.b). Au bout de 5 jours de perfusion, la fréguence
des pulses de LH a sensiblement été réduite par rapport a la période contréle (0.57 versus
0.8 pulse/4 h) (Figure 20.B.c). Les concentrations basales ont diminué et atteint la LOQ
(0.3 ng/mL) au bout de 48 heures de perfusion. La Cs de E2 pour ce niveau de perfusion est
restée inférieure a la LOD de la méthode analytique (0.8 pg/mL). Le niveau de base de LH

a augmenté progressivement pendant les 4 heures qui ont suivi I’arrét de la perfusion.

Ces résultats montrent que la perfusion d’une dose équivalente de E2 permet de
maintenir les Css d’E2 au dessus de la valeur seuil et de prolonger les effets inhibiteurs de
I’E2, comparativement au bolus, la durée de I’inhibition de LH correspondant a la durée
pendant laquelle les concentrations de E2 sont supérieures a la valeur seuil de 2 pg/mL.

L’abolition rapide des pulses de LH aprés I’administration d’E2 sous forme de bolus
ou suite a une perfusion au taux de 1.7 ng/(kg.min) suggére un mécanisme d’action non
génomique dit « non traditionnel » de I’E2. Cet effet serait trés important au cours des
10-12 h suivant I’administration d’E2 sous la forme d’un bolus a la dose de 5ug/kg ou suite
a une perfusion d’E2 a un taux important (1.7ng/(kg.min)) capable de maintenir des
concentrations plasmatiques d’E2 élevées (~100 pg/mL). L’hypothese d’une action non
génomique de I’E2 a également été suggérée par Arreguin et al. [183] qui ont observé une
inhibition rapide des sécrétions de LH suite a la perfusion d’E2 au taux de 23 pug/min a des
brebis OVX, soit un taux 270 fois supérieur a celui que nous avons utilisé. Cet effet pourrait
s’exercer au niveau de I’hypophyse et serait responsable de I’inhibition de la libération
de LH observé.

La latence de I’effet inhibiteur de I’E2 observé aprés une perfusion d’E2 a des taux
inférieurs (0.17 et 0.017 ng/(kg.min)) suggére I’existence d’un autre mécanisme d’action
de I’E2, qui serait de nature génomique dit « traditionnel » et qui pourrait s’exercer sur
la synthése de LH. Le plus faible taux de perfusion (0.017 ng/(kg.min)) a été associé a une

diminution des concentrations basales de LH sans modification de la fréquence des pulses

77



Etude expérimentale - Partie 1

de LH. Cette diminution des concentrations basales de LH pourrait traduire une inhibition
de la sécrétion tonique de LH, qui selon Laurentie et al. [128], contribuerait a 50 % aux

concentrations plasmatiques de I’hormone.

VII- Essai _préliminaire 4 : Evaluation des parameétres

pharmacocinétiques de I’E2 chez la brebis prépubére

Schéma expérimental

Afin d’évaluer la linéarité de la cinétique de I’E2, nous avons comparé les
parametres PK de I’E2 suite a I’adminsitration d’E2 sous la forme d’un bolus aux doses de
0.15, 1 et 1.5 pug/kg. Afin d’évaluer la stationnarité de la cinétique de I’E2, nous avons
comparé les parametres PK de I’E2 obtenus chez 3 brebis prépuberes qui recevaient un
traitement chronique a I’E2 sous la forme d’une administration i.m. quotidienne pendant 8
jours, a ceux des brebis prépuberes traitées dans les mémes conditions au solvant (n=3).
Les paramétres PK de I’E2 ont été évalués aprés I’administration i.v. d’E2 a la dose de
5 ug/kg au début et a la fin du traitement (E2 versus SOLVANT).

Résultats

La linéarité de la cinétique de I’E2 a été évaluée pour les quatre doses d’E2
précédemment administrées sous la forme d’un bolus. Les valeurs des paramétres PK de
I’E2 obtenus aprés I’administration d’E2 par voie i.v sous la forme d’un bolus aux doses de

0.15, 1.5 et 5 ug/kg sont rapportées dans le Tableau IX.

Tableau IX : Parametres pharmacocinétiques de E2 obtenus aprés une administration par voie i.v. de

E2 sous la forme d’un bolus aux doses de 5, 1.5 et 0.15 pg/kg.

Dose d’E2 (pg/kg)

Parametre Unités 5 1.5 0.15
AUCtot pg.h/mL 1912.9 512.5 45.2
1/ 2lim h 2.8 1.3 1.2

CL mL/(kg.min) 43.6 48.8 55.3

Dose/AUC mL/(kg.h) 2614 2927 3319

AUC tot : aire sous la courbe entre 0 et I’infini ; ty/qim : temps de demi-vie ; Cl : clairance plasmatique

Apres la dose de 5 pg/kg, la clairance de I’E2 a été estimée a 43.6 mL/(kg.min).
L’AUC totale (aire sous la courbe) et la t;/, élimination ont été estimés respectivement a
1912.9 pg.h/mL et 2.8 h. Les rapports dose/AUC avec les doses de 1.5 et 0.15 pg/kg ont

été similaires a ceux obtenus avec la dose de 5 pg/kg, ce qui suggére que la cinétique de
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I’E2 est linéaire. La clairance et la demi-vie d’élimination ont également été équivalentes

a celles qui avaient été estimées avec la dose de 5 pg/kg (Tableau IX).

Nous avons comparé les parametres PK de I’E2 avant et aprés un traitement a I’E2
ou au solvant d’une durée de 8 jours. Les cinétiques de décroissance des concentrations
plasmatiques moyennes en E2 observée aprés un bolus a la dose de 5 ug/kg avant et apreés

les traitements sont présentées Figure 24.

A SOLVANT
—e— Avant traitement

10000 —O0— Apres traitement

Concentrations plasmatiques d'E2
(pg/mL)

Temps (h)
B 100000 OESTRADIOL
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Figure 24 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (xSD) de E2 (-, pg/mL)
suite a une administration i.v. de E2 a la dose de 5 pg/kg avant et aprés un traitement de 8 jours au
solvant (A) ou a I’E2 (B).

Le traitement a I’E2 consistait en des administrations quotidiennes de E2 a la dose de 5 pg/kg par voie i.m.. Chaque
lot était constitué de 3 animaux.

Pendant toute la durée du traitement, des prélevements sanguins ont été réalisés
avant chaque administration quotidienne, soit environ 24 heures aprés I’administration
précédente d’E2. Les concentrations plasmatiques en E2 étaient indétectables quel que soit
le traitement (E2 ou SOLVANT) et durant toute la durée du traitement. L’inspection visuelle
de la Figure 24 montre que les profils des concentrations plasmatiques de E2 sont similaires
avant et aprés le traitement pour les deux groupes. Ce résultat a été formalisé par la

comparaison des AUCs de I’E2 avant et apres un traitement solvant (1044.1 +617.7 versus
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1108.1 +999.7 h.pg/mL) et avant et aprés un traitement a I’E2 (1439.5.1 +736.5 versus
1128.2 +499.8 h.pg/mL). Ces AUCs sont du méme ordre de grandeur que celles qui avaient
précédemment été observées suite a I’administration d’E2 & la méme dose (Tableau IX). De
méme les paramétres PK moyens obtenus sont similaire a ceux précédemment décrits
(Tableau IX), soit une demi-vie moyenne de 2.4 +1.4 h et une clairance de I’ordre de
60 mL/(kg.min).

Dans cet essai préliminaire, nos résultats suggérent que la cinétique de I’E2 est
linéaire entre 0.15 et 5 ug/kg et stationnaire. Nous pouvons estimer la clairance de I’E2
dans notre modéle de I’ordre de 50 mL/(kg.min), i.e. du méme ordre de grandeur que celle
qui a été précédemment estimée par Challis et al. [184] a 1625 mL/(kg.h), soit
27 mL/(kg.min) chez la brebis adulte. Cette valeur de clairance qui est et I’ordre du débit
sanguin hépatique, suggére que le métabolisme des oestrogenes est principalement
hépatique [185].

VIll-  Conclusion-Partie 1

L’objectif de cette partie était de caractériser les propriétés PK et PD de I’E2 dans
notre modéle animal de la brebis prépubére OVX. Ces essais préliminaires ont permis de
mettre en évidence I’existence d’une concentration seuil des effets de I’E2 sur la sécrétion
de LH de I'ordre de 2 pg/mL et I’existence d’une latence de I’ordre de 48 heures dans
I’apparition des effets inhibiteurs de I’E2 sur la sécrétion de LH pour les plus faibles
niveaux d’exposition a E2 (1 a 3 pg/mL). Nos résultats suggerent également que la
cinétique de I’E2 est linéaire et stationnaire.

Ces essais nous ont également permis d’établir le schéma d’exposition a I’E2 dans
notre modéle qui permet de caractériser les effets de I’E2 les plus puissants, i.e. ceux
observés 48 heures aprés une exposition a des CixE2 de I’ordre de 1 a 3 pg/mL obtenue par
I’intermédiaire d’une perfusion i.v.. Ce schéma a été appliqué par la suite a I’évaluation

des effets oestrogéniques du BPA dans notre modele.
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Partie 2 : VaLIDATION bu MoDELE ANIMAL DE LA BRreBIS PREPUBERE
OVARIECTOMISEE POUR EVALUER LES EFFETS OESTROGENO-MIMETIQUES DU BPA sur

LA SECRETION DE LH

Cette deuxiéme partie correspond a [I’article « Estrogenicity of Bisphenol A: a
concentration-effect relationship on luteinizing hormone secretion in a sensitive model of

prepubertal lamb » publié dans le journal Toxicological Sciences (voir pagel02).

|- Introduction

Afin de quantifier les effets oestrogéniques du BPA, nous avons évalué un
biomarqueur quantitatif, précoce et sensible des effets de I’E2 : la sécrétion de LH de la
brebis prépubere OVX.

Les Essais préliminaires de la partie 1 ont permis de caractériser les effets de I’E2
sur la sécrétion de LH dans notre modéle animal et de proposer un schéma expérimental
d’exposition au BPA. Dans cette deuxiéme partie, nous avons évalué les effets du BPA,
comparativement a I’E2 dans notre modéle dans un contexte d’exposition aigué (Etude
expérimentale 1). Dans un second temps, nous avons examiné les effets d’une exposition

prolongée au BPA sur la sécrétion de LH dans notre modele (Etude expérimentale 2).

Les résultats obtenus seront présentés dans deux études expérimentales distinctes

et discutés a la fin de cette partie.
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II- Etude expérimentale 1 : Validation du modéle animal de la

brebis prépubére ovariectomisée comme modele d’étude des

effets oestrogéniques du BPA lors d’une exposition aigué

A) Problématique

L’évaluation de la relation entre les concentrations en BPA et ses effets sur un
biomarqueur de [I’activité oestrogénique du BPA représente un enjeu capital dans
I’évaluation des risques liés a une exposition au BPA. Cette étude a été réalisée afin
d’évaluer I’impact d’une exposition au BPA sur la sécrétion de LH de la brebis prépubére
OVX en utilisant une approche toxicocinétique-toxycodynamique (TK-TD). Cette approche a
consisté a analyser la relation entre les concentrations plasmatiques en BPA et ses effets
sur la sécrétion de LH comparativement a I’E2, qui est la molécule de référence, dans le

modéle animal de la brebis prépubére OVX.

B) Objectifs
Les objectifs de cette étude étaient de :

(1) valider le modéle expérimental, a travers I’évaluation de la puissance de I’E2, i.e.
la concentration plasmatique a I’équilibre qui produit 50 % de I’effet maximal sur la
secrétion de LH, a I’aide d’une approche TK-TD,

(2) appliquer le modele a I’évaluation des effets du BPA en analysant la relation entre
les concentrations plasmatiques en BPA et ses effets sur la pulsatilité de LH,

(3) comparer la puissance des effets oestrogéniques du BPA a celle de I’E2 dans notre

modele.

C) Matériels et Méthodes

Animaux

La premiére partie de I’étude expérimentale a eu lieu en avril-mai avec 18 brebis
prépubéres nées au mois de janvier, d’un poids moyen de 27.9 +3 kg et la seconde partie en
décembre avec 10 autres brebis prépubéres nées au mois d’aout, qui avaient un poids
moyen de 26.9 +2 kg. Toutes les brebis prépubéres ont été ovariectomisées entre 2.5 et 3
mois d’age, i.e. entre 2 et 4 semaines avant le début de I’étude expérimentale selon la

procédure décrite dans le « Matériels et Méthodes communs » (M&M, § B, P59).

Schéma expérimental
Dans la premiére partie de cette étude, le protocole expérimental a été divisé en 2
périodes séparées de 2 semaines. Les animaux (n=15) ont été répartis aléatoirement pour
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recevoir une dose d’E2 et une dose de BPA selon I’une des deux séquences suivantes : E2
puis BPA (n=7) ou BPA puis E2 (n=8). Pour chaque substance, 5 doses ont été testées, soit 3
animaux par niveau de dose. Chaque composé a été perfusé par voie i.v. pendant 54 h. L’E2
a été administré aux doses de 0.03, 0.14, 0.72, 3.6 et 18 ug/(kg.j) correspondant a des taux
de perfusion respectifs de 0.02, 0.1, 0.5, 2.5 et 12.5 ng/(kg.min). Le BPA a été administré
aux doses de 5, 10, 20, 40 et 80 mg/(kg.j) correspondant aux taux de perfusion respectifs
de 3.4, 7, 14, 28 et 55.6 pg/(kg.min). Ces doses de BPA ont été sélectionnées sur la base de
la LOAEL établie par I’EFSA [37] a 50 mg/(kg.j). Le rang des doses d’E2 testées a été choisi
sur la base des résultats des Essais préliminaires qui ont montré que I’E2 a des effets
marqués sur la sécrétion de LH a partir d’un taux de perfusion de 0.17 ng/kg.min. Les
animaux contrdle (n=3) ont recu le solvant durant chaque période.

Dans la seconde partie de cette étude, des doses plus faibles de BPA ont été
utilisées pour consolider les résultats de la premiére partie et pour déterminer la plus
faible concentration qui a un effet détectable dans notre modéle. Cette partie de I’étude a
été reéalisée dans des conditions comparables a celle de la premiére partie (état
physiologique des animaux, poids corporel, durée depuis I’ovariectomie, perfusion et
procédures de collectes). Le BPA a été administré pendant 54 heures sous la forme d’une
perfusion a I’un des taux suivants 0.3, 0.7 ou 1.7 pug/(kg.min) (n=3/dose), correspondant a
des doses de BPA respectivement de 0.5, 1 et 2.5 mg/(kg.J). Une brebis prépubére a recu
de I’E2 au taux de perfusion de 0.5 ng/(kg.min) correspondant a une dose de 0.72 ug/(kg.j)
au titre de contréle positif et afin de vérifier que les conditions expérimentales des deux
parties de I’étude (réponse de I’axe HH a I’E2) étaient comparables. Les perfusions ont été

réalisées selon la procédure décrite dans la section M&M (§ D, P61).

Prélevements sanguins

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de LH, des prélévements sanguins ont
été réalisés toutes les 15 min pendant 6 heures, 24 h avant le début de la perfusion
(période contrdle : -6 a 0 h), immédiatement aprés (0-6 h), et 48 h apres le début de la
perfusion (48-54 h), soit durant les mémes phases du nycthémére et enfin au cours des 4h
suivant I’arrét de la perfusion (54-58 h).

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques en BPA ou en E2, des prélévements
sanguins ont été effectués a 1.5 h d’intervalle durant les 6 h de chaque période de
prélévements de sang et aux temps 0.25, 0.5, 1, 2, 3 et 4 h aprés la fin de la perfusion.

Les prélévements sanguins ont été réalisés selon la procédure décrite dans la section
M&M (8 F, P62).
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Dosage des échantillons

Les concentrations plasmatiques de LH, d’E2 et de BPA ont été déterminées selon
les méthodes de dosages décrites respectivement dans les paragraphes H, | et J du M&M
(P63).

Analyse des pulses de LH

Les pulses de LH ont été détectés selon la méthode décrite dans la section M&M
(8§ F, P62). Pour chaque brebis, les parametres de la sécrétion de LH (fréquence, amplitude
et concentrations basales) ont été déterminés pour chacune des sessions de 6 h, soit avant
le début de la perfusion, pendant les 6 premiéres heures de perfusion et 48 h aprés le
début de la perfusion.

Le pourcentage d’inhibition de la fréquence des pulses de LH a été déterminé a
partir de la différence entre la valeur obtenue durant la période contréle et celle obtenue
aprés 48 h de perfusion d’E2 ou de BPA, exprimée en pourcentage de la valeur obtenue
durant la période contrdle. La fréquence des pulses de LH a été sélectionnée comme étant
le paramétre le plus pertinent pour évaluer les effets de I’E2 (ou du BPA) sur I’axe HH, car
il est généralement admis que les effets physiologiques de LH dépendent de la fréquence
des pulses de LH [133, 134].

Analyse PK-PD

Les analyses PK ont été réalisées a I’aide du logiciel WinNonlin®. Les concentrations
plasmatiques de BPA et d’E2 en fonction du temps obtenues pendant et apres la fin de la
perfusion i.v. de BPA et d’E2 ont été ajustées avec une équation polyexponentielle

décrivant un modéle bicompartimental avec une absorption du premier ordre (Equation 5) :

Cy = Alexp(-at) —exp(—at*)) + B(exp(-At) —exp(-ft*)) Equation 5

ou C, est la concentration plasmatique en E2 ou en BPA au temps t, A et B les constantes
pré-exponentielles (ng/mL), a et B les constantes de premier ordre de la phase initiale et

de la phase terminale (h™), t le temps et t* la durée de la perfusion

Les paramétres ont été estimés par régression non linéaire. Les données ont été pondérées
par I’inverse de la valeur estimée au carré (1/Y?). Le bon ajustement du modéle a été
vérifié en utilisant le critere des moindres carrés et I’inspection visuelle des résidus.
Le temps de demi-vie plasmatique de la phase terminale (t,) a été calculé en utilisant
I’Equation 6 :

t, :|I’172

La clairance plasmatique du BPA (CI) a été calculée en utilisant I’Equation 7 :

Equation 6
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Cl =Ky, *V

. Equation 7

ou Vc est volume du compartiment central et Ky, the constante d’élimination du BPA a
partir du compartiment central

Les concentrations plasmatiques a I’équilibre d’E2 (C<E,) et de BPA (CiBPA) ont été
obtenues avec I’Equation 8 :

_ Taux.de. perfusion
Cl

avec Taux.de.perfusion le débit massique de la perfusion et Cl la clairance plasmatique.

Css

Equation 8

Un modele sigmoide (Equation 9) a été utilisé pour décrire la relation entre les
concentrations plasmatiques en E2 a I’équilibre (CixE2) estimées avec le modéle PK et le

pourcentage d’inhibition de la fréquence des pulses de LH.

4
%inhibition. freq.LH = E, x( Cs yj Equation 9
$s50

C., +EC

ou Ena (%) représente le pourcentage d’inhibition maximal de la fréquence des pulses de
LH, Cs la concentration plasmatique d’E2 a I’équilibre estimée grace a I’équation 8, ECgsp
(ng/mL) la concentration plasmatique d’E2 a I’équilibre produisant 50 % de I’effet maximal
sur la sécrétion de LH et y le coefficient de Hill (ou coefficient de sigmoidicité) indiquant la
pente de la relation concentration-effet.

Les paramétres (Enax, ECssso €t 7) ont été estimés par régression non linéaire.

Analyse statistique
L’effet du niveau de perfusion de BPA ou E2 sur les parameétres PK de BPA ou de I’E2

a été évalué en utilisant une analyse de variance avec la dose comme facteur a effet fixe.

D) Résultats

¢ Evaluation de I’effet de I’E2 sur la sécrétion de LH

La Figure 25 montre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH et d’E2
(observées et ajustées) obtenues pendant la perfusion de E2 aux 5 niveaux de doses testés
(0.03, 0.14, 0.72, 3.6 et 18 pug/(kg.j)) chez 5 brebis prépubéres représentatives. Le Tableau
x donne les paramétres moyens de la sécrétion de LH obtenus pour les différents niveaux de
perfusion d’E2. Les concentrations plasmatiques d’E2 augmentent rapidement apres le
début de la perfusion de E2 pour atteindre 90 % des concentrations plasmatiques a
I’équilibre, 12 h apres le début de la perfusion et sont maintenues a I’équilibre durant les
54 h de perfusion. Les concentrations en E2 diminuent rapidement aprés la fin de la

perfusion (ty, de 3.5 +2.6 h).
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Figure 25: Profils des concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) et des concentrations
plasmatiques d’E2 ajustées (-) (pg/mL) obtenus pour chaque niveau de perfusion de E2 aux doses de
0.03, 0.14, 0.72, 3.6 et 18 pg/(kg.j) chez un animal représentatif.

Des préléevements sanguins ont été réalisés toutes les 15 minutes pendant 6 heures, 24 heures avant,
immédiatement et 48 heures apres le début de la perfusion et enfin durant 4 heures apres I’arrét de la perfusion.
Les pulses de LH détectés selon la méthode adaptée de celle de Wallace et Mc Neilly sont indiqués avec un rond noir
(®). Les croix (x) indiquent les concentrations plasmatiques en E2 observées. La zone grisée indique la période de
perfusion (début de la perfusion a t=0 h et arrét de la perfusion a t=54 h). Durant la perfusion de E2 a la dose de
0.03 pg/(kg.j), les concentrations plasmatiques d’E2 étaient inférieures a la LOQ (- - ) de la méthode analytique
(1.32 pg/mL).

Les paramétres PK moyens de I’E2 n’ont pas été influencés par le niveau de
perfusion d’E2. La clairance moyenne de I’E2 a été estimée a 63.5 £26.2 mL/(kg.min). Les
concentrations plasmatiques moyennes d’E2 a I’équilibre (CsxE2) obtenues pour les doses
d’E2 respectives de 0.14, 0.72, 3.6 et 18 pug/(kg.j) ont été 2.3 £1.2, 13.5+7.1, 34.3 £19.4,
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144.5 +87.8 pg/mL. Pendant la perfusion d’E2 a la dose de 0.03 ug/(kg.j), les
concentrations plasmatiques sont restées inférieures a la LOQ de la méthode analytique
(1.32 pg/mL). La sécrétion pulsatile de LH, observée durant toutes les périodes contréles (-
6 to 0 h) a été totalement abolie aprés 2 a 4 h de perfusion d’E2 pour les doses de 3.6 et
18 pg/(kg.j), correspondant a des CiE2 de 34.3 £19.4 pg/mL et 144.5 +87.8 pg/mL. Pour les
plus faibles doses d’E2 (< & 0.72 pug/(kg.j)), la fréquence des pulses de LH a également été
diminuée mais seulement aprés 48 h de perfusion d’E2. Cet effet retardé est clairement
observé pour la dose d’E2 de 0.14 pg/(kg.j) correspondant a une Cs de 2.3 1.2 pg/mL.
L’effet inhibiteur de I’E2 a été maintenu durant les 4 h qui ont suivi I’arrét de la perfusion.

La perfusion d’E2 n’a pas modifié les concentrations basales de LH (Tableau X).

Tableau X : Paramétres moyens (+SD) de la sécrétion de LH : fréquence (pulse/h), concentration
basale de LH (ng/mL) et amplitude (ng/mL) obtenus pendant la période contrble, immédiatement
apres le début de la perfusion et 48 heures aprés le début de la perfusion i.v. d’E2 aux doses de 0.03,
0.14, 0.72, 3.6 et 18 pg/(kg.j)-

Doses d'E2 (ug/(kg-j))

0.03 0.14 0.72 3.6 18
n=2 n=3 n=3 n=3 n=2
Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD
| Période controle 0.70 £ 0.25 0.81 * 0.10 0.81 + 0.10 0.71 = 0.16 0.70 = 0.25
Frequence
Aprés 6h de perfsion 0.70 £ 0.00 0.87 * 0.00 0.70 £+ 0.18 0.40 = 0.20 0.09 = 0.12*
(pulse/h)
Aprés 48h de perfusion 0.60 + 0.11 0.22 + 0.22 0+ 0* 0+ 0* 0+ 0*
Concentration  pgriode controle 1.07 + 0.16 0.93 = 0.55 0.65 £+ 0.25 156 = 0.11 0.88 = 0.81
basale de LH Aprés 6h de perfusion 0.87 + 0.08 0.93 + 0.58 0.55 + 0.18 1.12 + 0.36 0.15 = 0.21*
(ng/mL) Aprés 48h de perfusion  0.64 + 0.25 0.65 * 0.60 0.92 £+ 0.87 139 = 0.20 0.91 = 0.09
. Période controle 2.04 £ 0.18 1.47 + 0.49 1.32 + 0.29 242 + 0.77 229 = 1.07
Amplitude
(ng/mL) Apreés 6h de perfusion 1.74 + 0.14 1.12 + 0.56 0.72 + 0.30 0.94 + 0.33 0.66 (n=1)
ng/m
Aprés 48h de perfusion ~ 2.55 + 0.14 1.66 + 0.08 N/A N/A N/A

N/A : non applicable
* effet de I’E2 durant la période de perfusion par rapport a la période contrdle (P<0.05)

¢ Evaluation de I’effet du BPA sur la sécrétion de LH

La Figure 26 montre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH et de BPA
(observées et ajustées) obtenues pendant la perfusion de BPA aux 8 niveaux de doses testés
(0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40 et 80 mg/(kg.J)) chez 8 brebis prépuberes représentatives. Le
Tableau XI donne les paramétres moyens de la sécrétion de LH obtenus pour les différents
niveaux de perfusion de BPA. Les concentrations plasmatiques de BPA augmentent
rapidement apres le début de la perfusion de BPA pour atteindre 90 % des concentrations
plasmatiques a I’équilibre, 7 h aprés le début de la perfusion, soit un délai cohérent avec la
ti» du BPA (2.1 +1.8 h), et restent stables durant les 54 h de perfusion. Les concentrations

de BPA diminuent rapidement apreés la fin de la perfusion.
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Figure 26 : Profils des concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) et des concentrations
plasmatiques de BPA ajustées (-, ng/mL) obtenus pour chaque niveau de perfusion de BPA aux doses de
0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40 et 80 mg/(kg.j) chez un animal représentatif.

Des préléevements sanguins ont été réalisés toutes les 15 minutes pendant 6 heures, 24 heures avant,
immédiatement et 48 heures aprés le début de la perfusion et durant 4 heures apres I’arrét de la perfusion. Les
pulses de LH détectés selon la méthode de Wallace et Mc Neilly sont indiqués avec un rond noir (e). Les croix (x)
indiquent les concentrations plasmatiques en BPA observées. La zone grisée indique la période de perfusion (début
de la perfusion a t=0 h et arrét de la perfusion a t=54 h).

Les paramétres PK moyens du BPA n’ont pas été influencés par le niveau de
perfusion de BPA. La clairance moyenne du BPA a été estimée a 54.1 +24.7 mL/(kg.min).
Les concentrations plasmatiques moyennes de BPA a I’équilibre (CBPA) obtenues pour les
doses de BPA respectives de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40 et 80 mg/(kg.j) ont été de 9.5 £1.2,
33.9+16.8, 52.3+9.8, 38.0+0.04, 182.3+49.8, 223.6+77.4, 551.3+130.0 et
669.5 £102.0 ng/mL.

La sécrétion pulsatile de LH observée pour toutes les sessions contrdles (-6 to 0 h) a
été abolie immédiatement apres le début de la perfusion de BPA pour des doses supérieures
ou égales a 40 mg/(kg.j), correspondant a des CsBPA supérieures a 551.3 £130.0 ng/mL. A
la dose de 20 mg/(kg.j), correspondant a une C¢BPA de 223.6+77.4ng/mL, les
concentrations basales de LH sont diminuées mais seulement aprés 48 h de perfusion.
Aucun effet du BPA n’est détecté pour la dose de 10 mg/(kg.j), correspondant a une CiBPA
de 182.3 +49.8 ng/mL. Cependant, la fréquence des pulses de LH est diminuée de moitié
sur environ 50 % des animaux traités a des doses plus faibles (entre 2.5 et 5 mg/(kg.j)),

associée a des Cs de BPA comprises entre 38.0 £0.04 et 52.3 +9.8 ng/mL. La plus faible
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concentration plasmatique en BPA pour laquelle un effet est observé a été de 38 ng/mL.

De fagon intéressante, pour les fortes doses de BPA (> to 20 mg/(kg.j)), I’inhibition
totale de la sécrétion de LH observée pendant la perfusion, a persisté aprés I’arrét de la
perfusion bien que les concentrations plasmatiques de BPA aient diminué rapidement et
soient devenues inférieures a 4 ng/mL, 4 h aprés la fin de la perfusion (Figure 26). Les
concentrations basales de LH ont été diminuées, 48 h apres le début de la perfusion de BPA

aux doses de 20 et 40 mg/(kg.j), et sont restées élevées a la dose de 80 mg/(kg.j) (Tableau
X1).

Tableau XI: Paramétres moyens (xSD) de la sécrétion de LH : fréquence (pulse/h), concentration basale
de LH (ng/mL) et amplitude (ng/mL), obtenus pendant la période contrdle, immédiatement apres le
début de la perfusion et 48 heures aprés le début de la perfusion i.v. de BPA aux doses de 0.5, 1, 2.5,
5, 10, 20, 40 et 80 mg/(kg.j).-

Doses de BPA (mg/(kg.j))

0.5 1 2.5 5
n=3 n=3 n=3 n=3
Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD
Période contrdle 0.41 + 0.10 0.58 + 0.10 0.58 + 0.10 0.87 = 0.24
Fréquence (pulse/h) Apres 6h de perfusion 0.46 + 0.10 0.58 *= 0.10 0.52 + 0.17 0.61 * 0.13
Aprés 48h de perfusion 0.41 + 0.10 0.70 + 0.17 0.41 + 0.20 0.44 = 0.37*
. Période contrdle 0.30 + 0.01 0.50 + 0.34 0.40 + 0.08 0.65 = 0.08
Concentration basale de .
Apres 6h de perfusion 0.33 =+ 0.05 0.42 = 0.21 0.40 + 0.06 0.38 + 0.01
LH (ng/mL)
Apres 48h de perfusion 0.30 + 0.00 0.43 = 0.14 0.46 + 0.15 0.38 + 0.11
Période contrdle 1.96 + 0.24 2.00 + 0.29 2.15 + 0.57 1.52 + 0.16
Amplitude (ng/mL) Aprés 6h de perfusion 1.76 + 0.50 1.37 + 0.60 1.85 + 0.27 1.28 + 0.13
Aprés 48h de perfusion 1.62 + 0.44 1.53 + 0.60 245 + 0.32 1.84 + 0.26
10 20 40 80
n=2 n=3 n=3 n=3
Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD
Période contrdle 0.70 + 0.18 0.75 + 0.20 0.71 + 0.20 0.83 %= 0.11
Fréquence (pulse/h) Aprés 6h de perfusion 0.93 + 0.10 0.58 = 0.20 0.47 + 0.2* 0.11 £+ 0.1*
Aprés 48h de perfusion 0.76 + 0.10 0.52 + 0.18 0+ 0* 0+ 0*
. Période contrdle 1.10 £ 0.34 1.04 + 0.45 164 + 1.15 0.75 = 0.24
Concentration basale de .
Aprés 6h de perfusion 1.15 + 0.06 0.90 = 0.56 1.06 + 1.11* 0.20 + 0.17*
LH (ng/mL)
Apres 48h de perfusion 0.93 + 0.13 0.48 = 0.18* 0.52 + 0.22* 1.17 * 0.75
Période contrdle 2.06 £+ 0.23 1.41 + 0.35 1.90 + 0.59 1.33 + 0.45
Amplitude (ng/mL) Aprés 6h de perfusion 1.38 + 0.77 1.57 £ 0.98 0.94 + 0.41 0.84 = 0.14
Aprés 48h de perfusion 1.68 + 1.58 1.95 + 1.58 N/A N/A

N/A : non applicable
* effet du BPA durant la période de perfusion par rapport a la période contréle (P<0.05)
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Le BPA et I’E2 n’ont jamais été détectés pendant la perfusion du solvant et la

perfusion de solvant n’a pas modifié le profil de sécrétion de LH.

¢ Evaluation de la relation concentration-effet du BPA et de I’E2 sur la sécrétion
de LH
La Figure 27 représente la relation entre les concentrations plasmatiques a
I’équilibre d’E2 et de BPA ajustées (CsxE2 et CBPA) et I’inhibition de la fréquence des
pulses de LH, observée 48 h aprés le début de la perfusion d’E2 ou de BPA.
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Figure 27 : Relation entre les concentrations plasmatiques a I’équilibre d’E2 et de BPA ajustées
(ng/mL) et le pourcentage d’inhibition de la fréquence des pulses de LH, 48 heures apres le début de la
perfusion i.v. d’E2 et de BPA chez 24 brebis prépuberes.

Chaque point représente un animal ayant recu une perfusion i.v. d’E2 (e) ou de BPA (o) d’une durée de 54 heures.
L’inhibition de la fréquence des pulses de LH (%) a été déterminée a partir de la différence entre la valeur obtenue
durant la période contrble et celle obtenue aprés 48 h de perfusion, exprimée en pourcentage de la valeur obtenue
durant la période contrdle. Les concentrations plasmatiques ajustées d’E2 et de BPA sont les concentrations
atteintes aprés 48 h de perfusion i.v. d’E2 ou de BPA. Les zones en pointillés indiquent les fenétres de
concentrations d’E2 et de BPA dans lesquelles la fréquence des pulses de LH est modifiée. Pour des concentrations
supérieures a cette fenétre, la pulsatilité de LH est abolie. La ligne en pointillé indique la concentration a
I’équilibre d’E2 pour laquelle on observe 50 % d’inhibition de la sécrétion de LH (ECasso)-

Pour I’E2, cette relation est ajustée avec une équation sigmoide avec un effet
maximal (Emax) de 100 %, une concentration plasmatique a I’équilibre d’E2 produisant une
inhibition de 50 % de la sécrétion de LH (ECsso) de 1.9 pg/mL (SE=0.06 pg/mL) et un
coefficient de Hill de 6.3 (SE=1.26), indiquant une relation concentration-effet du tout ou
rien. La Figure 27 montre que la sécrétion pulsatile de LH est totalement supprimée pour
des concentrations d’E2 supérieures ou égales a 2.9 pg/mL, mais n’est jamais affectée pour
des concentrations inférieures a 1.3 pg/mL. Une fenétre de concentration d’E2 comprise
entre 1.3 et 2.9 pg/mL, pour laquelle la fréquence des pulses de LH est diminuée, a ainsi
été définie.
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Pour le BPA, a cause de la dispersion des données, cette relation n’a pas pu étre
ajustée avec une équation sigmoide et la possibilité d’une courbe concentration-réponse
«en U» n’a pas été définitivement exclue. La Figure 27 montre que la sécrétion pulsatile
de LH est totalement supprimée pour des concentrations supérieures ou €égales a
443 ng/mL, mais n’est pas affectée pour des concentrations de BPA inférieures a 33 ng/mL.
Une fenétre de concentration de BPA comprise entre 38 et 306 ng/mL, pour laquelle la
fréquence des pulses de LH est modifiée a été définie. Pour cette fenétre de
concentrations beaucoup plus large que celle précédemment définie pour I’E2, une

inhibition de la fréquence des pulses de LH a été observée sur 6 des 12 animaux traités.
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[1- Etude expérimentale 2 : Evaluation des effets d’une

exposition prolongée au BPA sur la pulsatilité de LH

A) Problématique

La premiere étude expérimentale a mis en évidence un effet aigu du BPA sur la
sécrétion de LH pour des concentrations de BPA supérieures a 40 ng/mL. Dans cette
deuxiéme étude expérimentale, nous avons évalué les effets d’une exposition prolongée

(7 semaines) au BPA sur les concentrations plasmatiques de BPA et la réponse de I’axe HH.

B) Objectifs
Les objectifs de cette étude étaient :
(1) d’examiner I’effet d’une exposition prolongée (quelques semaines) sur les
concentrations plasmatiques de BPA,
(2) d’évaluer la possibilité d’un effet temps-dépendant d’une exposition au BPA sur

la réponse de I’axe HH en terme de sécrétion de LH.

C) Matériels et Méthodes

Animaux

Cette étude a été réalisée avec 13 brebis prépubéres d’un poids moyen de 29.2
19 kg et ovariectomisées entre 39 (n=9) et 134 jours d’age (n=4), i.e. entre 9 et 107 jours
avant le début du traitement selon la procédure décrite dans le « Matériels et Méthodes

communs » (§ B, P59).

Schéma expérimental

Les brebis prépubéres ont été réparties aléatoirement en trois groupes selon la
nature du traitement : BPA (n=5), DES (diéthylstilbestrol) (n=4) et SOLVANT (n=4). Les
brebis prépubéres ont recu deux fois par semaine (lundi et vendredi), pendant 7 semaines,
une administration intramusculaire (i.m.) de BPA a la dose de 3.5 mg/kg, de DES a la dose
de 1.75 mg/kg (contrdle positif), ou de solvant (contrdle négatif) (Figure 28), selon un
schméma d’exposition comparable a celui de Evans et al. [167]. A la fin du traitement, tous
les brebis prépubéres ont été sacrifiées et I'utérus et les glandes mammaires ont été

préleveés et peses.
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OVX | bolus i.m. de SOLVANT, DES (1.75 mg/(kg.j) ou BPA (3.5 mg/(kg.j)) |
: VVIV VIV VIV VIV VIV VIV VIV
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Figure 28 : Schéma expérimental de I’Etude expérimentale 2

Les tétes de fleche représentent les administrations i.m. réalisées deux fois par semaine (lundi et vendredi),
pendant 7 semaines de BPA a la dose de 3.5 mg/kg ou de DES a la dose de 1.75 mg/kg, ou de solvant. Les rectangles
noirs indiquent les sessions de prélévements sanguins d’une durée de 6 heures (mercredi).

Administration

Le BPA et le DES ont été dissous aux concentrations respectives de 25 et 1.25 mg/mL
dans un mélange éthanol/huile de mais (1 :7, vol:vol). Les administrations i.m. ont été
réalisées dans les lombes, alternativement a droite et a gauche. Le volume administré (4-
6 mL) a été ajusté au poids corporel déterminé une fois par semaine. Le groupe contréle a

recu un volume équivalent de solvant.

Prélévements sanguins

Les échantillons sanguins ont été obtenus par ponction directe de la veine jugulaire
gauche et collectés dans des tubes en verre recouverts de silicone.

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques en BPA, des échantillons sanguins ont
été collectés avant et aux temps 0.16, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10 et 24 h apres la premiére
et la derniéere administration. Durant les 7 premiéres semaines de traitement, des
préléevements ont également été réalisés toutes les heures pendant une session de 6 heures
séparée de 48 heures de chacune des deux administrations hebdomadaires de BPA (Figure
28).

Durant ces sessions, des échantillons sanguins ont été collectés toutes les 15 minutes

pour évaluer les effets des traitements sur la sécrétion pulsatile de LH.

Dosages des échantillons

Les dosages de LH ont été réalisés sur les échantillons de la période contréle, la
premiére, la sixieme et la septiéme semaine de traitement selon le protocole décrit dans le
les paragraphes H du M&M (P63). Le dosage du BPA a été réalisé sur tous les échantillons
sériques obtenus apreés la premiére et la derniere administration et pendant les sessions de

préléevements hebdomadaires selon la méthode décrite dans le paragraphe | du M&M (P63).
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Analyse des pulses de LH
Les pulses de LH ont été détectés selon la méthode décrite dans la section M&M
(8 K, P64). Les parametres de la sécrétion de LH (fréquence, amplitude et concentrations

basales) ont été déterminés pour chaque session de 6 h au cours du traitement.

Analyse pharmacocinétique
Les concentrations sériques en BPA observées tout au long du traitement au BPA ont
été analysées a I’aide du logiciel WinNonlin®. Les concentrations de BPA ont été ajustées

avec une équation triexponentielle (Equation 10) :

C(t) = Aexp ™+ Bexp '+ (A+ B)exp <! Equation 10
ou C(t) est la concentration plasmatique au temps t (ng/mL), A et B les constantes pré-
exponentielles (ng/mL) et a et B les constantes de temps de premier ordre de la phase

initiale et terminale (h™) et Ko, la constante d’absorption de premier ordre (h™).

Les parametres PK ont été estimés par régression non linéaire et les données ont été
pondérées par I’inverse de la valeur observée au carré (1/Y%). La méthode de Nelder-Mead
a été utilisée comme méthode de minimisation de la somme des carrés des résiduelles.
L’aire sous la courbe des concentrations sériques de BPA a été calculée de t=0 a t=24 h
(AUCoy.04n), aprés la premiére et la derniere administration en utilisant la méthode des
trapézes arithmétiques. La clairance apparente (CI/F) et la demi-vie plasmatique du BPA
(ti2, elim) ONt été déterminées a partir des Equations 3 et 4. La concentration plasmatique
maximale de BPA (Cnax) et le temps d’occurrence du Cpax (Tmax) Ont été déduits des profils

des concentrations plasmatiques.

Analyse statistique

Les AUCq..4n aprés la premiére et la derniére administration ont été comparées en
utilisant un test de Student. Les parametres moyens de la sécrétion de LH (amplitude,
fréquence et concentrations basales) des groupes BPA et DES ont été comparés a ceux du
groupe SOLVANT au méme moment du traitement en utilisant un test de Student. Les poids
moyens de I’utérus et des glandes mammaires exprimés en pourcentage du poids corporel

ont été comparés a ceux du groupe SOLVANT en utilisant un test de Student.

D) Résultats

+ Evaluation de I’exposition interne au BPA suite a une exposition prolongée
La Figure 29 décrit I’évolution des concentrations sériques moyenne (xSD) de BPA en
fonction du temps apres la premiére et la derniere administration par voie i.m. de BPA a la
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dose de 3.5mg/kg lors du traitement au BPA, qui a comporté deux administrations

hebdomadaires pendant 7 semaines, chez les 5 brebis prépuberess traitées.
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Figure 29 : Evolution des concentrations sériques moyennes (+ SD) en BPA (ng/mL) en fonction du
temps (h) aprés la premiére (o) et la derniere (o) administration de BPA a 5 brebis prépubéres.

Le traitement au BPA était composé de deux administrations par semaine de BPA, a la dose de 3.5 mg/kg par voie

i.m., pendant 7 semaines.

L’aire sous la courbe moyenne des concentrations sériques de BPA (AUCqy.4) a €té
évaluée a 1502 +183 et 1429 +208 ng.h/mL (test “t” apparié, P>0.05) respectivement apres
la premiére et la derniére administration, indiquant I’absence d’accumulation du BPA. La
concentration sérique moyenne de BPA pendant les 24 heures suivant I’administration de
BPA a été estimée respectivement a 62.6 +7.6 ng/mL et 59.6 +8.7 ng/mL aprés la premiere
et la derniére administration de BPA.

Le profil des concentrations sériques de BPA (ajustées et simulées avec le modele
pharmacocinétique) au cours des 7 semaines de traitement est présenté Figure 30 pour une

brebis prépubere représentative.

Y
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Concentrations sériques de BPA
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Figure 30 : Evolution des concentrations sériques en BPA (ng/mL) observées (x) et ajustées (-) chez
une brebis représentative en fonction du temps (j) et de la semaine de traitement.

Le traitement au BPA était composé de deux administrations par semaine de BPA, a la dose de 3.5 mg/kg par voie
i.m., pendant 7 semaines. Les fleches noires indiquent les administrations de BPA.
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Durant les sessions de prélévements sanguins hebdomadaires, les concentrations
seriques en BPA sont restées de I’ordre ou inférieures a la LOQ du dosage (3 ng/mL). Les
paramétres PK moyens du BPA pour toutes les brebis prépuberes traitées sont présentés

dans le Tableau XII.

Tableau XlI : Parameétres pharmacocinétiques moyens (xSD) du BPA.

Parameétres (unités) Moyenne + SD
Crmax (Ng/mL) 425 + 134
Trmax (M) 0.6 + 0.3

AUC (ng.h/mL) 1918  + 302
t1/2e1im () 228 £ 8.2
Vss/F (L/kg) 271 £ 7.5
CI/F (mL/(kg.min)) 276 £ 13.0

Cmax : cOncentration maximale, Tmax : temps d’occurrence du Cpnax, AUC : aire sous la courbe entre 2 administrations,
ti1/2¢1im : temps de demi-vie, Vss/F : volume de distribution apparent, CI/F : clairance apparente

Le temps de demi-vie du BPA estimé aprés une administration i.m. est tres supérieur
au temps de demi-vie estimé apres une administration i.v. (22.8 versus 2.1 h), ce qui
suggere un « flip-flop », i.e. que I’élimination du BPA aprés I’administration i.m. est limitée
par la vitesse d’absorption du BPA. Le volume de distribution a I’équilibre est trés
important (27.1L) et le Cnax du BPA (425 +134 ng/mL) est atteint environ 40 min aprés

I’administration de BPA.

+ Effets du BPA sur la sécrétion de LH suite a une exposition prolongée
Aucun effet du BPA sur la sécrétion de LH n’a été observé aprés 1 semaine de
traitement au BPA, alors que le traitement au DES a totalement inhibé la sécrétion de LH
dés la premiére semaine de traitement (Figure 31). Le traitement au BPA a entrainé une
diminution des concentrations basales de LH & partir de la 6°™ semaine de traitement et un

effet sur la fréquence des pulses de LH a été observé uniquement au bout de 6 semaines.
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Figure 31 : Profil des concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) pendant 6 heures au cours des
7 semaines de traitement au solvant, au DES et au BPA chez une brebis prépubére représentative de
chaque groupe.

Le traitement au BPA était composé de deux administrations par semaine de BPA, a la dose de 3.5 mg/kg par voie
i.m., pendant 7 semaines. Des prélevements sanguins ont été réalisés toutes les 15 minutes pendant une session de
6 heures séparée de 48 heures de chacune des deux administrations hebdomadaires de BPA. Les pulses de LH
détectés selon la méthode de Wallace et Mc Neilly sont indiqués avec un rond noir (e).

La Figure 32 montre les paramétres moyens (xSD) de la sécrétion pulsatile de LH
(amplitude, fréquence et concentrations basales) obtenus durant les sessions de
prélévements sanguins hebdomadaires, réalisées avant, et au cours de la 6°™ et la 7°™

semaine de traitement pour chacun des groupes.
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Figure 32 : Effets d’un traitement au DES ou au BPA sur les parametres moyens (+ SD) de la sécrétion

de LH au cours du traitement.

(A) amplitude (ng/mL), (B) la fréquence des pulses (pulses/h) et (C) les concentrations basales (ng/mL) pour le
groupe contrdle (n=4, blanc), les groupes traités au DES (n=4, gris) et au BPA (n=5, noir) avant le traitement et aprés
6 et 7 semaines d’un traitement de 7 semaines.

* Effet du traitement P<0.05

Avant le début du traitement, les parametres de la pulsatilité de LH des animaux du
groupes CONTROLE, DES et BPA étaient comparables. Tous les paramétres moyens de la
sécrétion pulsatile de LH (amplitude, fréquence et concentrations basales) des animaux du
groupe DES ont été significativement diminués deés la premiére semaine de traitement et au
cours de la 6°™ et de la 7°™ semaine de traitement (test “t”, P<0.05) indiquant que notre
modéle était bien sensible aux oestrogénes. La fréguence moyenne des pulses de LH et la
concentration basale moyenne de LH des animaux traités au BPA ont été légérement
diminués aprés 6 semaines de traitement au BPA, comparativement aux animaux du groupe
contrdle (test “t”, P<0.05). Cependant, aprés 7 semaines de traitement cette différence a

été uniqguement observée pour les concentrations basales de LH (test “t”, P=0.05).
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L’amplitude moyenne des pulses de LH n’a pas été affectée par le traitement au BPA et
ceci quelque soit le moment du traitement (test “t”, P>0.05).
La Figure 33 représente les poids moyens (+SD) de l'utérus et de la glande

mammaire des animaux de chaque groupe, rapportés au poids de I’animal.
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Figure 33 : Effets d’un traitement au DES et au BPA sur le poids moyen (+ SD) de I’utérus et de la
glande mammaire, en pourcentage du poids de I’animal, a la fin du traitement.
* Effet du traitement P<0.05

Une augmentation significative du poids de la glande mammaire a été observé chez
les animaux traités au DES (test “t”, P<0.05), cette augmentation n’a pas été retrouvée
pour les animaux traités au BPA. Pour I’utérus, une diminution du poids de I’utérus a été

observée chez les animaux du groupe DES et ceux du groupe BPA (test “t”, P<0.05).

V- Discussion

L’objectif de cette partie était de valider un modele prédictif de I’activité
oestrogénique d’un xénobiotique, le BPA. Le modéle animal développé est celui de la
brebis prépubére ovariectomisée dont le systéme générateur de pulses de LH est tres
sensible a I’effet inhibiteur des cestrogénes. Ce modele a été appliqué a I’évaluation des
effets du BPA sur la sécrétion de LH lors d’une exposition aigué et lors d’une exposition

prolongée en relation avec les concentrations plasmatiques de BPA.

+ Evaluation de I’'impact du BPA sur la sécrétion de LH lors d’une exposition aigué,
comparativement a I’E2

Nous avons évalué les effets du BPA sur les profils de sécrétion de LH des brebis

prépubéres ovariectomisées en utilisant un schéma d’exposition comparable a celui de I’E2,

i.e. une perfusion i.v. d’une durée de 48 heures. Le principal résultat de cette étude est

que, dans notre modéle, le BPA se comporte comme un cestrogéne faible avec un rapport

de puissance entre le BPA et I’E2 de I’ordre de 20 000. Ce rapport est largement supérieur
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a celui de 1 000 rapporté pour le rapport des affinités du BPA et de I’E2 pour les ERs, dans
les études in vitro [118], [119], [116]. Ce rapport différent entre les situation in vivo et in
vitro ne peut pas étre expliqué par une différence d’importance des fractions plasmatiques
d’E2 et de BPA non liées aux protéines plasmatiques, car elles sont du méme ordre de
grandeur (3 a 4 % pour le BPA [58] et 5 % pour I’E2 [186]).

Il a également été observé que les effets oestrogéniques du BPA s’exercent a partir
de concentrations plasmatiques de I’ordre de 38 ng/mL, i.e. pour des concentrations
plasmatiques environ 2 fois supérieures aux valeurs maximales des concentrations
plasmatiques de BPA rapportées dans les différentes études de biosurveillance, comprises
entre 0.2 et 22 ng/mL [92]. La concentration de BPA associée a une perturbation de la
sécrétion de LH de 38 ng/mL a été obtenue chez la brebis prépubére ovariectomisée, un
modéle animal ou les niveaux circulants de LH peuvent étre supprimés en réponse a de trés
faibles doses d’E2 jusqu’a I’age de 30 semaines [135].

Selon les concentrations plasmatiques en E2 (ou en BPA), les deux mécansimes
d’action préalablement identifiés pour I’E2 (Etude expérimentale 1) pourraient étre
impligués dans I’effet inhibiteur de E2 (et du BPA) sur la sécrétion de LH. Pour des
concentrations plasmatiques relativement élevées en E2 (supérieure a 23 pg/mL), I’'E2
exercerait un effet inhibiteur instantané sur la sécrétion de LH. Cet effet rapide de I’E2
suggere un mécanisme d’action de E2 de nature non génomique, dit « non traditionnel » qui
pourrait s’exercerait sur la libération de LH en réponse au GnRH. Une étude réalisée sur le
modéle de la brebis adulte OVX a montré que I’administration i.v. d’E2 & une dose forte de
25 pg/kg induisait une inhibition immédiate de la sécrétion de LH alors que I’inhibition de
la sécrétion de GnRH était observée avec une latence de 6 heures [187]. Pour des
concentrations plasmatiques d’E2 inférieures a 23 pg/mL, I’E2 inhibe la fréquence des
pulses de LH, mais uniquement apres une période de latence de 48 heures, un délai
cohérent avec un effet génomique dit « traditionnel ». Des événements similaires d’un
point de vue qualitatif sont observés avec le BPA, mais pour un rang de concentrations
plasmatiques plus élevé, respectivement de 38 et 443 ng/mL pour les effets retardé et
immédiat. De la méme facon que pour I’E2, le rapport de puissance entre les deux types
d’effets du BPA est de 10.

La sensibilité de notre modele a été caractérisée en mesurant la relation entre
I’exposition interne a E2 et les effets sur la sécrétion de LH, et il a été montré que la
sécrétion pulsatile de LH est significativement altérée a partir d’une dose d’E2 de
0.14 pg/(kg.J), correspondant a une concentration plasmatique d’E2 de I’ordre de 2 pg/mL.
Cette valeur est inférieure au taux de production d’E2 chez le garcon prépubére (6 pg/j),

qui représente la valeur de référence prise en compte par la FDA pour établir I’exposition
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maximale aux stéroides sexuels autorisée ; la période prépubére étant considérée comme

une période de vulnérabilité a I’effet des hormones sexuelles exogénes.

¢ Evaluation de I'impact du BPA sur I’axe HH lors d’une exposition prolongée au
BPA

L’effet perturbateur que nous avons décrit dans la premiére étude expérimentale a
été obtenu dans un contexte d’exposition aigué (48 heures). Dans la seconde étude
expérimentale nous avons étudié I’effet du BPA sur la sécrétion de LH lors d’une exposition
prolongée (7 semaines) qui est plus pertinente vis-a-vis de I’exposition humaine. L’objectif
de cette étude était d’analyser un effet potentiellement temps-dépendant d’une exposition
prolongée au BPA sur I’activité de I’axe HH et de tester I’hypothése d’une accumulation de
BPA suite a une exposition prolongée. Cette derniére hypothése avait été formulée par
Evans et al. [167] pour expliquer les effets a long terme du BPA sur la sécrétion de LH de la
brebis prépubere.

Nous avons montré que les concentrations plasmatiques en BPA fluctuent largement
aprés une administration i.m. de BPA sous la forme d’un bolus (entre 400 ng/mL et une
valeur inférieure a la LOQ (3 ngZ/mL)), et que I’exposition interne au BPA est identique en
terme d’AUC apres la premiére et la derniére administration de BPA. Ce résultat exclut
I’hypothése d’une accumulation de BPA, notamment dans le tissu adipeux [188]. Cette
observation est également en accord avec la demi-vie courte du BPA que nous avons
évaluée chez la brebis prépubére (de I’ordre de 2 h, Etude expérimentale 1). Ainsi, une
dose unique ou la méme dose administrée durant un traitement prolongé (7 semaines, 2
fois par semaine) conduit exactement aux mémes résultats en terme d’exposition interne
au BPA.

De la méme facon, nous n’avons pas observé d’évidence d’un phénoméne de
désensibilisation ou d’une hyper sensibilité de I’axe HH suite a un traitement prolongé au
BPA. En effet, le profil des concentrations plasmatiques de LH évalué a 48 heures
d’intervalle de deux administrations consécutives de BPA apres plusieurs semaines de
traitement n’a pas différé du profil des concentrations plasmatiques de LH évalué avant le
début du traitement, indiquant que la sensibilité de I’axe HH n’est pas altérée par un
traitement a long terme au BPA. Dans notre étude, les profils de LH ont été évalués a
48 heures d’intervalle de deux adminstrations successives de BPA, i.e. au moment ou les
concentrations plasmatiques de BPA sont de I’ordre ou inférieures a 3 ng/mL. Le seul effet
inhibiteur que nous avons observé a été une diminution des concentrations basales de LH,
qui contraste avec I’inhibition de la sécrétion de LH préalablement observée par Evans et

al. [167], avec un modele et un schéma d’exposition comparable.
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V- Conclusion-Partie 2

En résumé, I’ensemble des résultats de cette deuxieéme partie sont en faveur d’un
effet aigu du BPA sur la sécrétion de LH, qui nécessite le maintien des concentrations de
BPA au dessus d’une valeur seuil pendant plusieurs heures, i.e. un effet concentration-
dépendant. Nous avons montré que le BPA est un cestrogéne faible, comparativement a
I’E2 (rapport des puissances de 20 000), mais qu’il exerce néanmoins un effet
neuroendocrinien sur I’axe HH d’un modéle animal prépubére a partir de concentrations
proches des concentrations maximales observées chez I’Homme. Nos résultats indiquent
également que les concentrations en BPA et leur impact sur I’axe HH ne sont pas affectés
par une exposition prolongée au BPA. L’interprétation des résultats en terme d’évaluation
du risque lié a une exposition humaine au BPA nécessite d’évaluer avec exactitude la TK et

I’exposition au BPA chez I’Homme.
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“Estrogenicity of Bisphenol A : a concentration-effect relationship on LH secretion in a

sensitive model of prepubertal lamb.”
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The model of the prepubertal ovariectomized lamb was selected
as a sensitive model to characterize the estrogenic effects of
bisphenol A (BPA) on the hypothalamo-pituitary axis (HPA). In a
first experiment, the disrupting effect of BPA and of 17-B estradiol
(E2), administered as a constant 54-h iv infusion, on luteinizing
hormone (LH) pulsatility was quantified. The results showed that
the inhibitory effect of BPA and E2 on LH secretion appeared to
follow a dual mechanism: a rapid (about 1 h) suppressive effect for
high exposure and an effect observed with a period of latency
(about 48 h) probably of genomic origin and observed for lower E2
and BPA levels. For E2, the disrupting dose was 0.14 pgf(kg-d),
corresponding to a plasma concentration of 2 pg/ml; for BPA, the
lowest observed disrupting plasma concentration was 38 ng/ml,
a value only 10-fold higher than the human plasma concentration
routinely reported in biomonitoring surveys. In a second exper-
iment, we showed that after 7 weeks of BPA treatment, there was
no BPA accumulation and no evidence of an alteration in the HPA
responsiveness to BPA. Finally, our results showed that directly
considering plasma concentrations, the ratio of the BPA disrupt-
ing plasma conceniration in lambs over the observed human
plasma concentration is only 10, whereas if the dose is considered,
it could be concluded that the BPA disrupting dose in lamb is
conservatively 50-fold higher than the currently recommended
Tolerable Daily Intake of 50 pg/(kg-d).

Key Words: bisphenol A; luteinizing hormone; prepubertal
lamb: estradiol.

Bisphenol A (BPA) is a xenoestrogen leading to contamina-
tion of food and water (Le erf al.. 2008), which could contribute
to the almost ubiquitous human exposure to BPA (Calafat er al.,
2005: vom Saal and Hughes, 2005). Numerous biomonitoring
studies have reported that BPA can be measured in human
tissues and fluids and some of them have reported very high
BPA concentrations, up to 20 ng/ml (870M) in serum
(Vandenberg er al., 2007). The potential toxicity of this BPA
exposure in the population has been extensively addressed with

regulatory toxicity studies in order to cover multigeneration
reproductive toxicity endpoints relevant for hazard character-
ization (Tyl er al.. 2002, 2008). From these studies, the
regulatory agencies have defined a Tolerable Daily Intake (TDI)
of 50 pg/(kg-d) by applying a 1000-fold uncertainty factor to the
lowest-observed-adverse-effect-level (LOAEL) of 50 mg/(kg-d)
(EFSA. 2006). However. there is a considerable debate about
this TDI and whether or not the current exposure of the
population represents an environmental risk. This is because
many independent peer-reviewed publications emanating from
academic institutions, and using scientific tools that are not
routinely used in regulatory toxicology. have reported that BPA
can cause a variety of adverse effects in rodents exposed during
the fetal period at doses of 2.4 pg/(kg-d) by the oral route
(Akingbemi et al.. 2004) and 25 pgf(kg-d) sc infused (Durando
et al., 2007), i.e., far below the regulatory LOAEL. Currently,
these low-dose BPA effects that are mainly seen in rodents have
not been considered as sufficiently relevant by regulatory bodies
to be taken into account, and they are currently the source of
controversy between regulatory agencies and the scientific
community (Myers et al., 2009a.b; Tyl, 2009).
Pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamic (PD) facts
need to be considered to understand the origins of this
controversy. First, there are major interspecies differences in
the toxicokinetics of BPA between humans and rodents
(Tominaga et al., 2006; Volkel er al., 2002), and rodents
may not be the best animal models to predict the effects of
BPA in humans. For a given nominal BPA dose. systemic
exposure may be very different across species and may be
influenced by the route of administration (e.g.. oral vs. non-oral
route) when an extensive hepatic first-pass metabolism exists.
This is the case for BPA administered by the oral route with
extensive metabolism of BPA to BPA-glucuronide (BPA-G),
an inactive BPA metabolite in terms of estrogenicity (Matthews
et al., 2001). BPA-G can undergo enterohepatic recycling in
rats (Kurebayashi er al., 2003) with BPA-G hydrolysis and
BPA absorption in the cecum and colon (Sakamoto et al..
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2002). i.e., in the most distal parts of digestive tract that are not
drained by the portal system (de Boer et al., 1982), allowing
a partial by-pass of the BPA hepatic first-pass effect: such
a modality of BPA exposure does not exist in human because
BPA-G is mainly eliminated by renal clearance (Volkel et al.,
2002). It should be acknowledged that any systemic undesir-
able BPA effect is directly related to the internal BPA exposure
(i.e., to the plasma BPA concentration) rather than to the
administered BPA dose. Second, another class of arguments
fueling the debate is of a PD nature and may be attributed to
estrogen responsiveness of the species or strains used that may
be weakly responsive to estrogens (Tyl et al., 2002; Yamasaki
et al.. 2002). In most BPA toxicological evaluations, selected
endpoints were the detection of gross changes in morphology,
gonadal development, or function. Because these types of
endpoint are focused on assessing late developmental processes
and long-term alterations, they might lack sensitivity. To detect
more subtle and precocious effects that actually may impact on
gonadal function, we hypothesized that an alteration in the
function of the hypothalamo-pituitary axis (HPA) in a pre-
pubertal animal model could be a relevant target for BPA
action and that the luteinizing hormone (LH) secretion pattern
offered a sensitive and precocious endocrine response. The
prepubertal female lamb has a long period of sexual develop-
ment during which the HPA is exquisitely sensitive to negative
feedback by estradiol (E2) (Foster, 1988) giving a suitable
model for a longitudinal investigation into BPA exposure. The
goal of the present study was to evaluate the relationship be-
tween the internal exposure to BPA and altered LH pulsatility
in the prepubertal lamb in response to acute and long-term BPA
exposures.

MATERIAL AND METHODS

Animals and surgery. The first part of experiment | was carried out on
18 female Lacaune lambs with an average body weight of 27.9 = 3 kg and the
second part on 10 other female Lacaune lambs with an average body weight of
269 + 2 kg. All the lambs were ovariectomized between 2.5 and 3 months of
age, ie., between 2 and 4 weeks before the beginning of the experiment.
Experiment 2 was conducted on 13 female Lacaune lambs with an average
body weight of 29.2 + 9 kg and ovariectomized between 36 (n = 9) and
134 days of age (n = 4), i.e., between 9 and 107 days before treatment. They
received two daily meals of a commercial pelleted ration and hay and water
were given ad libitum. Ovariectomy was aseptically performed under general
anesthesia to remove endogenous E2 negative feedback. All animal procedures
were conducted in accordance with accepted standards of humane animal care
under the agreement number 31-247 for animal experimentation from the
French Ministry of Agriculture.

Test material and treatments. All materials for the preparation of
solutions including materials used for sampling, processing, and analysis were
in glass or in BPA-free plastic (polypropylene). All chemicals were purchased
from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). For iv infusions
(experiment 1), BPA powder was dissolved in ethanol-propylene glycol
(1:49, vol:vol) at concentrations ranging from 0.4 to 86.2 mg/ml. E2 stock
solutions were prepared in ethanol at 0.2 or 2 mg/ml, kept at 4°C, and were
diluted in the same vehicle as BPA to obtain E2 concentrations ranging from

0.02 to 184 pg/ml. For all infusions, the concentrations of the E2 or BPA
solutions infused into each animal were adjusted to the body weight recorded
within the two previous days. For im administrations (experiment 2), BPA and
diethylstilbestrol (DES) were dissolved at 25 and 1.25 mg/ml, respectively,
in ethanol-com oil (1:7, vol:vol). The volume administered to the animals
(4-6 ml) was adjusted to the most recently recorded body weight. The control
group received an equivalent volume of vehicle.

Experiment 1: Relationship between BPA or E2 plasma concentrations
and their effects on LH pulsatility. The experiment was designed to evaluate
the impact of BPA exposure in our lamb model using a PK-PD approach
consisting of analyzing the relationship between BPA plasma concentrations
and BPA effects on LH pulsatility as compared with the E2 effect, in order to
compare the potency, i.e., the steady-state plasma concentration producing half-
maximal effect of E2 versus BPA.

The experimental protocol of the first part of the experiment was divided
into two periods separated by 2 weeks. Control lambs (n = 3) received vehicle
during each period. Each treated lamb (n = 15) received BPA and E2
treatments at two different periods according to two sequences: E2 first and
then BPA (n = 7) and BPA first and then E2 (n = 8). For each compound, five
dose levels were tested and each animal was randomly assigned to receive
a single dose of each compound. Each compound was infused iv for 54 h at an
infusion rates of 0.02, 0.1, 0.5, 2.5, and 12.5 ng/(kg-min) corresponding to total
E2 doses of 0.03, 0.14, 0.72, 3.6, and 18 pg/(kg-d), respectively, whereas the
rates of BPA infusion were 3.4, 7, 14, 28, and 55.6 pg/(kg-min) corresponding
1o total BPA doses of 5, 10, 20, 40, and 80 mg/(kg-d). respectively. These BPA
doses were selected on the basis of the LOAEL established by EFSA (2006) at
50 mgf(kg-d). The range of E2 doses was chosen on the basis of preliminary
experiments.

In the second part of the first experiment, lower BPA doses were used to
consolidate the results of part 1 of the experiment and to determine the lowest
observable concentration having an adverse effect in our model. This part of the
experiment was performed under conditions comparable with that of the first
part of the experiment (physiological state of the animals. body weight, time
since ovariectomy. infusion, and sampling procedures). Lambs received BPA at
one of three infusion rates of 0.3, 0.7, or 1.7 pg/(kg-min) (n = 3 per dose) for
54 h corresponding to BPA doses of 0.5, 1, and 2.5 mg/f(kg-d), respectively.
One lamb received E2 at the infusion rate of (.5 ng/(kg-min) corresponding to
an E2 dose of 0.72 pg/kg-d) as a positive control and to ensure that the HPA
responsiveness of these lambs was comparable with lambs used in the first part
of the experiment 1.

For monitoring LH secretion, (.5 ml blood samples were taken every 15 min
for 6 h, 24 h before the beginning of the infusion (control session; —6 to 0 h),
immediately after (0-6 h), and 48 h after the beginning of the infusion
(48-54 h), during the same stage of the day-night cycle, and for the 4 h
following the end of the infusion (5458 h). In order to measure the plasma
exposure o BPA or E2, 2 ml blood samples were collected at 1.5-h intervals
during the 6 h of each LH session and at 0.25, 0.5, 1. 2, 3, and 4 h after the end
of the infusion.

Experiment 2: Effects of a long-term BPA exposure on LH pulsatility. The
objective of this study was (1) to examine whether the BPA internal exposure
resulting from prolonged external exposure (several weeks) was the same as
that observed with the acute experiment and (2) to test the responsiveness of the
HPA under long-term BPA exposure, previously described by other researchers
(Evans er al, 2004). Lambs were ranked as a function of time since
ovariectomy and randomly allocated to three treatment groups (BPA, DES, and
vehicle). For 8 weeks, lambs received twice a week, on Monday and Friday, an
im administration of BPA at 3.5 mg/kg (n = 5), DES at 0.175 mg/kg (n = 4,
positive control), or vehicle (n = 4. negative control). In order to measure the
BPA exposure, 3 ml blood samples were collected before and at 0.16, 0.5, 1,
1.5, 2.4, 6,8, 10, and 24 h after the first and the last administration and every
hourfor a 6-h session every Wednesday (48 h apart from the BPA administrations )
during the first 7 weeks of treatment. During the same sessions, | ml blood
samples were collected at 15-min intervals for 6 h to monitor the time-course of
the treatment effect on pulsatile LH secretion.
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Blood sample collection and processing. During experiment |, blood
samples were drawn via an indwelling catheter inserted the day before the
experiments into the right jugular vein. Blood samples for the BPA assay were
collected in heparinized tubes, immediately chilled in ice, and centrifuged for
30 min at 3000 > g. During experiment 2, blood samples were obtained by
direct puncture of the right jugular vein. Blood samples for the BPA assay were
collected in silicone-coated glass tubes. When the serum was decanted, samples
were centrifuged at 3000 X g for 30 min at 4°C. Blood samples for LH assay
were collected in heparinized tubes and centrifuged for 30 min at 3000 X g.
Plasma and serum were separated and stored at —20°C until assayed.

Administrations. Iv infusions (experiment 1) were performed into the left
jugular vein via an indwelling catheter comnnected to a portable syringe pump
(Graseby MS 32) placed in a backpack on the animal. The syringe pump was
fitted with a 20-m! Luer-Lock syringe connected to a polyethylene extension
(Vygon, Ecouen, France) and infusions were carried out at a flow rate of 1.3 ml/h.
The absence of BPA monomers leaching from the infusion material was
previously checked. For the im administration of BPA (experiment 2), the
solutions were mjected mnto the gluteal muscles.

Hormone assays. For experiment 2, LH was assayed in blood samples
obtained during the first, the fifth, the sixth, and the seventh weeks of treatment.
10 pl of plasma samples were assayed for LH using an ELISA kit for ovine
plasma from LH Detect (INRA Nouzilly, France). The mean intra- and mnter-
assay coefficients of vanation of three quality control (QC) pools were 12.9 and
15.5%, respectively. The limit of quantification (LOQ) of the LH assays was 0.6
ng/ml. E2 plasma concentrations were determined using an RIA kit from
DiaSorin S.A (Antony, France) adapted for sheep plasma as previously
described (Thiery er al., 2006). All the samples from this experiment were run in
a single assay. The mean intra-assay coefficient of variation for a QC at 5 pg/ml
was 6.8%. The LOQ of the E2 assay was 1.32 pg/mlL

BPA assays. BPA concentrations in plasma samples (experiment 1) were
assayed by liquid chromatography-mass spectrometry with an Acquity ultra
performance liquid chromatography (UPLC) coupled to a Xevo triple quadrupole
mass spectrometer (Waters, Milford, MA). Plasma samples spiked with intemal
standard BPA-d;,, were purified by protein precipitation. BPA and the intemal
standard were separated on a UPLC CI8 column (2.1 X 100 mm; 1.7 pm;
Waters) with a H,O/AcN gradient elution. The Multiple Reaction Monitoring
transitions used to detect BPA and BPA-d,,; were m/z 227.2 < 133.0 and m/z
241.3 < 142.0 with collision energies of 28 and 30 eV, respectively. The
calibration curve ranged from 1 to 250 ng/ml. Within-day and between-day
precisions (coefficients of variation) were lower than 12 and 13%, respectively,
with an accuracy ranging from 102 to 111% and the LOQ was 1 ng/ml.

BPA concentrations in serum samples (experiment 2) were determined by
high performance liquid chromatography with UV and fluorescence detection
(Agilent technologies. Boblingen, Germany). BPA and the intemal standard
(Bisphenol F) were separated on a Pursuit XRs Diphenyl column (150 X 2.0 mm
3 pm; Varian, Palo Alto, CA) with a H.O/acetonitrile (65/35) elution. Serum
samples were purified by liquid/liquid ex traction with methyl tert-butyl ether. The
BPA concentrations ranged from 3 to 100 ng/ml and 50 to 5000 ng/ml for
fluorescence and UV detection, respectively. For both detections, within-day and
between-day precisions were lower than 7 and 9%, respectively, withan accuracy
ranging from 98 to 112%. BPA concentrations measured in plasma during an iv
infusion of BPA (10 mg/[kg-d]) were similar to those measured in serum; the
mean difference between plasma and serum values expressed as a percentage of
plasma values was lower than within-day precision of BPA assay.

LH pulse analysis. LH pulses were detected in the serial blood samples
using a method adapted from Wallace and McNeilly (1986). Pulsatile LH
secretion parameters (frequency, amplitude, and basal concentrations) were
determined for each 6-h session in experiment | and experiment 2. In experiment
1, the percentage of inhibition of the LH pulse frequency was determined from the
difference between values obtained during the control session and those obtained
after 48 h of E2 or BPA infusion and expressed as a percentage of the value
obtained during the control session. LH pulse frequency was selected as the most

relevant endpoint to evaluate the effects of E2 (or BPA) on the reproductive axis
because it is generally assumed that the biological effects of LH depend on LH
pulse frequency (Martin, 1984).

PK-PD analysis. All PK analyses were performed using WinNonlin
software (WinNonlin 5.2; Pharsight Corporation, CA). The BPA and E2
plasma concentrations versus time curves obtained during and after the end of
BPA and E2 iv infusions (experiment 1) were fitted using a polyexponential
equation. The parameters were estimated by non-linear regression. The data
points were weighted by the inverse of the squared fitted values. The goodness
of fit of the model was assessed using least-squares criteria and visual
inspection of residuals. A polyexponential equation describing a bicompart-
mental open model with first-order absorption was selected and the main PK
parameters were obtained according to classical equations given by Perrier and
Gibaldi (1982).

The relationship between E2 and the percentage of inhibition of LH pulse
frequency was determined by plotting the observed changes in LH frequency
against fitted C E, plasma concentrations. The parameters (£, ECi50. and )
were evaluated by a non-linear least-squares regression using a classical
sigmoidal equation allowing a maximal effect (£, = 100%) to be computed,
as well as the nominal steady -state concentration of E2 producing half-maximal
inhibition of LH secretion (EC.;s [ng/ml]) and the Hill coefficient indicating
the slope of the concentration-effect relationship ().

In experiment 2, the area under the curve (AUCy a4,) for serum BPA
concentrations was calculated from r = () to t = 24 h, after the first and the last
BPA administrations using the arithmetic trapezoidal rule,

Statistical analysis. Unless otherwise specified, all values in the results
section are reported as mean (£ SD). Systat software (version 12.0; Chicago,
IL) was used for the statistical analysis. p values lower than 0.05 were
considered statistically significant. In experiment 1, the effect of the level of
BPA or E2 infusion on BPA or E2 PK parameters was assessed using a one-
way ANOV A with dose as a fixed effect factor. In experiment 2, the mean BPA
AUC a4y, average serum BPA concentrations over the first 24 h after the last
administration were compared with those of the first administration using
a Student’s r-test. The mean LH pulse amplitude, frequency, and basal
concentration of BPA- and DES-treated groups were compared with those of
the control group at the same time of treatment using a Student’s r-test.

RESULTS

Experiment 1: Relationship between BPA or E2 Plasma
Concentrations and Their Effects on LH Pulsariliry

Figure | shows the time development of LH plasma levels and
observed and fitted E2 plasma concentrations during E2 infusion
at five doses (0.03. 0.14, 0.72, 3.6, and 18 pg/[ke-d]) in five
representative lambs. The mean PK parameters of E2 were not
affected by the E2 infusion rate. Plasma E2 concentrations
increased rapidly after the beginning of the infusion to reach
about 90% of steady-state concentrations 12 h after the beginning
of the infusion and remained steady during the 54 h of infusion.
The E2 concentrations decreased rapidly after the end of the
mfusion (terminal half-life of 3.5 + 2.6 h). The overall mean
clearance of E2 was 63.5 £ 26.2 ml/(kg-min). The mean steady-
state concentration for E2 (C E2) were 2.3 + 1.2, 135 = 7.1,
34.3 £ 19.4, and 144.5 + 87.8 pg/ml for the 0.14, 0.72, 3.6, and
18 pgfikg-d) doses, respectively. During the E2 infusion at the
dose of 0.03 pg/(kg-d), plasma concentrations remained below
the limit of quantification (1.32 pg/ml) of our analytical method.
A pulsatile pattern of LH secretion was seen during all the control
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FIG. 1. Profile of LH plasma concentrations (nanogram per milliliter)

(o, open circles) and fitted E2 plasma concentrations (picogram per milliliter)
(-) in a representative lamb for each level of E2 iv infusion at doses of 0.03,
0.14, 0.72, 3.6, and 18 pg/(kg-d). Blood samples for monitoring LH
concentrations were collected every 15 min over a 6-h period 24 h before,
immediately after and 48 h afier the beginning of infusion, and during the 4 h
following the end of the infusion. Closed circles (@) indicate identified pulses.
Crosses (X) indicate observed E2 concentrations. Gray areas indicate the
period of E2 infusion (beginning of the infusion at + = 0 h and the end of
infusion at ¢+ = 54 h). During the E2 infusion at the dose of 0.03 pg/(kg-d), E2
concentrations remained below the limit of quantification (—) (1.32 pg/ml) of
our analytical method. Visual inspection of the figure indicates that LH
secretion is inhibited for E2 dose of 0.14 pg/(kg-d) and upward.

sessions (—6 to 0 h) and was totally abolished after 2—4 h of E2
infusion at 3.6 and 18 pg/(kg-d), corresponding to CLE2 ranging
from 34.3 + 19.4 10 144.5 + 87.8 pg/ml. For the lower E2 doses
(< 0.72 pg/lkg-d]), the LH pulse frequency was also decreased
but only afier 48 h of E2 infusion; this delayed effect being
clearly observed for the (.14 pg/(kg-d) E2 dose corresponding to
2.3 = 1.2 pg/ml. The inhibitory effect of E2 was maintained
during the 4 h that followed the end of the E2 infusion. E2
infusion did not modify LH baseline values. These effects of E2
were in agreement with those observed when considering mean
LH secretion parameters (Supplementary table 1).

pulsatile LH secretion persisted even though the BPA levels
dropped rapidly and had decreased below 4 ng/ml. 4 h after the
end of the infusion (Figure 2). LH baseline values were
decreased after 48 h of BPA infusion at the doses of 20 and
40 mg/(kg-d). whereas it remained elevated at 80 mg/(kg-d).
These effects of BPA were in agreement with those observed
when considering mean LH secretion parameters (Supplemen-
tary table 2). BPA and E2 were never detected during vehicle
infusion, and the vehicle did not affect LH secretion.

Figure 3 represents the exposure-effect relationship between
the fitted C E2 and C,BPA plasma concentrations versus the
inhibition of LH frequency after 48 h of E2 or BPA infusion.
For E2. this relationship was fitted with a sigmoid equation
with a maximal effect (Epay) of 100%, a steady-state plasma
concentration of E2 producing half-maximal inhibition of
LH secretion (ECysp) of 1.9 pg/ml (SE = 0.06 pg/ml)
indicating a high E2 potency and a Hill's coefficient (slope
of the linear phase) of 6.3 (SE = 1.26), indicating a very steep
concentration-effect relationship. Figure 3 LH
pulsatile secretion was totally suppressed by E2 concentrations
greater or equal to 2.9 pg/ml but not affected by E2
concentrations below 1.3 pg/ml. A narrow window of E2
concentrations between 1.3 and 2.9 pg/ml was observed where

shows that
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FIG. 2. Profile of LH plasma concentrations (nanogram per milliliter) (0, open circles) and fitted BPA plasma concentrations (nanogram per milliliter) (-) in
a representative lamb for each level of BPA iv infusion at doses of 0.5, 1, 2.5, 5, 10. 20, 40, and 80 mg/(kg-d). Blood samples for monitoring LH concentrations
were collected every 15 min over a 6-h period 24 h before, immediately after and 48 h after the beginning of mfusion, and during the 4 h following the end of the
infusion. Closed circles (®) indicate identified pulses. Crosses (X) indicate observed BPA concentrations. Gray areas indicate the period of BPA infusion

(beginning of the infusion at = 0 h and the end of infusion at r = 54 h).

the LH pulse frequency was decreased. For BPA, because of
data scatter, this relationship was not fitted with a sigmoid
equation and the possibility of having a U-shaped curve for BPA
was not definitely ruled out. Figure 3 shows that LH pulsatile
secretion was totally suppressed for concentrations greater or
equal to 443 ng/ml but not affected by BPA concentrations
below 33 ng/ml. A rather large window of BPA concentrations
between 38 and 306 ng/ml was observed in which some effects
of BPA on the LH pulse frequency were seen, with the LH pulse
frequency being decreased in 6 out of 12 treated lambs,

Experiment 2: Effects of a Long-Term Exposure to BPA on
LH Puisatility

Figure 4 depicts the time course of the mean (£ SD) serum
BPA concentrations after the first and the last im administration
of BPA (3.5 mg/kg. twice a week for 8 weeks). The mean area
under the curve of BPA (AUCy ayp) were 1502 %= 183 and
1429 + 208 ng-h/ml (paired “¢"-test, p > 0.05) after the first
and the last im administrations, respectively, indicating the
absence of BPA accumulation between the two administra-
tions. The average serum BPA concentration over the first 24 h
was 62.6 = 7.6 and 59.6 = 8.7 ng/ml after the first and the last
im administrations, respectively. During the weekly blood

sampling sessions, BPA serum concentrations remained below
the LOQ of the assay (3 ng/ml). No effect of BPA on LH
secretion parameters was observed after 1 and 5 weeks of BPA
treatment, whereas DES treatment inhibited LH secretion as
early as the first week of treatment (data not shown). Figure 5
shows the mean parameters (£ SD) of LH pulsatile secretion
(amplitude, frequency, and basal concentration) obtained
before and during the sixth and seventh weeks of treatment
for each group during the weekly blood sampling sessions,
48 h apart from the BPA administrations. Before treatment, the
LH parameters from the DES and BPA groups did not differ
significantly from those of the control group. The mean LH
amplitude, frequency, and basal concentrations of the DES
group (0.175 mg/kg) were mostly decreased or even sup-
pressed at both 6 and 7 weeks of treatment (r-test, p < 0.05).
mndicating that the model was responsive to estrogen. By
contrast, the mean LH pulse frequency and basal concen-
trations in the BPA-treated lambs were only slightly decreased
after 6 weeks of BPA treatment compared with the control
lambs (#test. p < 0.05). This difference being only observed
for LH basal concentrations after 7 weeks of treatment (z-test.
p = 0.05). The mean LH amplitude was not affected by BPA
treatment at any time (f-test, p > 0.05).
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human plasma BPA levels reported in different biomonitoring
surveys, ranging from 0.2 to 22 ng/ml (Lee er al.. 2008;
Schonfelder ef al., 2002; Vandenberg et al., 2007). In addition,
having established a full concentration-effect relationship, we
clearly showed that for both E2 and BPA. there was a dual
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FIG. 4. Semilogarithmic plot of the mean (+ SD) serum BPA concen-
trations (nanogram per milliliter) versus time (hour) afier the first administration
(©) and the last administration (@) of an 8-week BPA treatment at a dose of
3.5 mg/kg, twice a week in five lambs.

FIG. 5. Mean parameters (£ SD) describing LH secretion: (A) amplitude
(nanogram per milliliter), (B) frequency (pulse/hour), and (C) basal
concentration (nanogram per milliliter) for vehicle (n = 4, white bars) and
wreated groups: DES (n = 4, gray bars) and BPA (n = 5, black bars) before
treatment. after 6 and 7 weeks of an 8-week treatment at a dose of 3.5 mg/kg.
twice a week. *Effect of treatment p < 0.05.

mechanism of action on LH secretion, most likely correspond-
ing to a genomic versus nongenomic action of estrogens.

The main goal of the present study was to express the
disrupting effect of BPA in terms of BPA plasma concen-
trations in order to document the contentious issue of the so-
called low-dose BPA effect. It should be stressed that a dose is
by essence a hybrid PK and PD variable rendering difficult
interspecific extrapolation of a dose-effect relationship because
the PK can be a confounding variable. This is the case for BPA
disposition that shows large differences between rodents and
humans. In contrast to a dose-effect relationship, a plasma
concentration-effect relationship is not confounded by any PK
factors (clearance and bioavailability) and an effective plasma
concentration (e.g., an ECsy) is a genuine PD parameter of
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a more generic value than an effective dose (e.g.. an EDsg) that
is only a contextual variable. Assuming that the disrupting BPA
plasma concentration observed in lambs (38 ng/ml) is of the
same order of magnitude as the BPA disrupting concentration in
humans, and considering a typical human BPA plasma exposure
with a plasma concentration of 2—4 ng/ml, it should be noticed
that the ratio of the BPA disrupting plasma concentration in
lambs to the observed human plasma concentration is only
about 10, i.c., far below the uncertainty factor of 1000 applied
when determining the TDI from the LOAEL of 50 mg/(kg-d).
Furthermore, if we take into account the estimated plasma BPA
clearance in human (about 20 ml/[kg-min]) (Miclke and
Gundert-Remy, 2009), and again assuming a disruptive BPA
plasma concentration in human of 38 ng/ml, the lowest
disruptive BPA dose in man can be computed by simply
multiplying the human daily plasma clearance (i.e., 28.8 I/
[kg-d]) by the putative disrupting plasma concentration in our
model (38 pg/l). This comes out as high as 1094 pg/(kg-d),
a rather conservative value considering the regulatory TDI of
50 pg/kg-d). The large discrepancy between our conclusions
when based either on the direct comparison of the disrupting
plasma BPA concentrations or on the computed disrupting BPA
dose in human is because of some inconsistencies in the values
reported in the literature. Either the plasma clearance of BPA in
human is not 20 ml/(kg-min) but much lower to be able to
explain human plasma BPA concentrations of 2-4 ng/ml
(assuming a BPA food intake actually lower than the current
TDI) or the reported plasma BPA concentrations in humans are
largely overestimated because of some preanalytical and/or
analytical bias as suggested by some authors (Volkel et al.,
2008). Another possibility is that the bioavailable ingested BPA
dose in human is above the TDI (about 58 pg/[kg-d]), which
would explain a plasma concentration of 2 ng/ml with a daily
plasma clearance of 28.8 lf(kg-d). A distinct advantage of
considering the disrupting plasma concentration in order to
extrapolate experimental results from a test animal model to
human is that it is not necessary to know the actual plasma BPA
clearance in human (a parameter difficult to obtain) but only to
ascertain that the currently reported BPA plasma concentrations
in human are accurate.

Our reported disrupting plasma concentration of 38 ng/ml was
obtained in prepubertal ovariectomized lambs, an animal model
in which circulating LH levels can be suppressed in response to
very low exogenous E2 until about 30 weeks of age (Foster,
1988). During this prepubertal period of exquisite sensitivity of
the gonadotropin releasing hormone (GnRH) pulse generator
system to E2 negative feedback, endogenous E2 feedback can
be reversed by ovaricctomy (while the animal remains very
sensitive to negative feedback) providing a powerful model to
assess the estrogenicity of xenoestrogens, such as BPA.,

The sensitivity of our model was characterized by measuring
the E2 exposure-effect relationship, and it was shown that LH
pulsatile secretion was disrupted by infusion of E2 doses as
low as 0.14 pgfkg-d), corresponding to E2 plasma concen-

trations around 2 pg/ml. Incidentally, this value is lower than
the daily production rate of E2 in prepubertal boys (i.c., 6 pg/d)
that is considered by the U.S. Food and Drug Administration to
establish the maximal safe intake of natural sex steroids
because the childhood period is considered as the most
vulnerable for exogenous sex hormone activity.

The inhibitory effect of E2 appeared to follow a dual mech-
anism of action according to E2 plasma levels. At relatively
high E2 plasma concentrations (higher than 23 pg/ml), E2
triggered an immediate inhibition of LH secretion. This nearly
immediate effect suggests a non-genomic pathway for E2 action
(Arreguin-Arevalo and Nett, 2000) at the pituitary level. By
contrast, at E2 plasma concentrations lower than 23 pg/ml,
E2 still inhibited the LH pulse frequency but only after a 48-h
period of latency, a delay consistent with a genomic effect.
Similar qualitative events were observed with BPA but for
a higher range of plasma concentrations (38 vs. 443 ng/ml for the
delayed vs. immediate effect); similarly to E2, the potency ratio
of the genomic versus nongenomic effect was 10. The E2-
induced suppression of LH pulses was not associated to a decrease
of LH basal concentrations. We can speculate that the phasic and
tonic components of LH secretion, which have been shown to
contribute equally to the total LH secretion in ram (Laurentie
et al., 1992), were differentially regulated by estrogens.

The aforementioned disruptive effects were obtained under
acute conditions, and we also investigate the effects of BPA on
LH secretion over a longer term exposure (7 weeks) that was
more relevant to human exposure. The goal of our second
experiment was twofold: to investigate a possible accumulation
of BPA following repeated administration and to assess
a possible time-dependent effect of long-term BPA exposure
on the responsiveness of our test system. Indeed, in a previous
study reported by other rescarchers (Evans er al., 2004), the
disrupting effect of the long-term exposure to BPA on
prepubertal female lambs was tentatively explained in terms
of BPA accumulation. However, in our second experiment,
the serum BPA exposure was exactly the same after the first
and the last im BPA administration, ruling out a possible
accumulation of BPA. This is consistent with the short terminal
half-life of BPA in lambs (2.1 h). Thus, an initial single dose or
the same dose administered during a long-term treatment have
exactly the same result in terms of serum BPA exposure, and
there is no PK confounding effect because of the repeated BPA
administration. Similarly, we did not obtain evidence of either
a tolerance (desensitization) or a hyper responsiveness of the
HPA because of the long-term BPA treatment; the LH plasma
concentration profiles established at 48 h apart from the
BPA administrations were rather similar before the treatment
and at the last 2 weeks of BPA treatment, indicating that the
responsiveness of the HPA remain unaltered by a long-term
BPA administration. The weakness of the effect of long-term
BPA treatment on LH secretion could be explained by the fact
that LH measures were performed 48 h apart from the BPA
administrations, i.e., at a time when BPA plasma concentrations
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had decreased to reach levels close or lower than 3 ng/ml
Together, with the results of the first experiment, this latter
observation is rather in favor of an acute effect of BPA on LH
secretion that may require the maintenance of BPA concen-
trations above a threshold value for several hours.

In conclusion, our main result is that BPA is a weak estrogen
that nevertheless exerts an acute neuroendocrine effect on the
HPA of a prepubertal mammalian model at exposure levels that
may not be far from the current reported human exposure.
A more conclusive interpretation requires some clarification
concermning the accuracy of the BPA disposition and plasma
exposure in humans.
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Etude expérimentale - Partie 3

Partie 3 : Mecanismes D’AcTion Du BispHeENOL A Au Niveau De L’ Axe

HypPoTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

|- Introduction

Dans I’Etude expérimentale 1, nous avons développé une approche
pharmacocinétique-pharmacodynamique pour analyser la relation entre les concentrations
plasmatiques en BPA (versus E2) et leurs effets sur la composante hypothalamo-
hypophysaire de I’axe gonadotrope, i.e. sur la pulsatilité de LH chez la brebis prépubere
ovariectomisée. Les résultats obtenus ont permis de montrer que le BPA, comme I’E2,
exerce deux types d’effets inhibiteurs sur la sécrétion de LH : (1) un effet rapide, dit « non
traditionnel » observé sur la sécrétion de LH pour des concentrations élevées de BPA (Cg
supérieures a 400 ng/mL) et (2) un effet qui s’exerce sur la fréquence des pulses de LH
avec une latence (48 h) pour des concentrations plus faibles de BPA (C, de I’ordre de
40 ng/mL) et qui pourrait refléter un effet génomique dit « traditionnel ». Etant donné que
ce dernier effet peut étre observé pour des niveaux d’exposition au BPA proches de
I’exposition humaine, nous nous sommes focalisés sur les mécanismes hypothalamo-

hypophysaires impliqués dans cet effet qui s’exerce avec une latence de 48 heures.

Dans notre étude, les effets inhibiteurs du BPA sur I’axe HH ont été en évidence
chez la brebis prépubere OVX, i.e. en I’absence d’oestrogénes, mettant en exergue un
mécanisme d’action oestrogéno-mimétique, i.e. reproduisant les effets de I'E2. La
possibilité demeure donc que le BPA puisse moduler les effets des oetrogénes endogenes

sur le fonctionnement de I’axe HH (Figure 34).

Les objectifs de cette troisieme partie expérimentale étaient (1) d’identifier les
mécanismes d’action du BPA au niveau de I’axe HH qui sont impliqués dans I’inhibition de
la fréquence des pulses de LH chez la brebis prépubére OVX et (2) de tester I’hypothéese

selon laquelle le BPA peut moduler les effets de I’E2 sur le fonctionnement de I’axe HH.

113



Etude expérimentale - Partie 3

Bisphenol A

Oestradiol

Neurones a Kiss Bisphenol A

(POA, ARC)
—> Hypothalamus f

Neurones a GnRH

Au niveau central ?

Bisphenol A

— Hypophyse Au niveau hypophysaire ?

r r r Inhibition

Figure 34 : Représentation schématique des mécanismes d’action du BPA sur I’axe hypothalamo-

hypophysaire.

Ces mécanismes ont été testés dans cette troisieme partie comme étant potentiellement impliqués dans I’inhibition
de la fréquence des pulses de LH suite a une exposition aigué au BPA chez la brebis prépubere ovariectomisée.

Pour répondre a ces objectifs, trois approches méthodologiques différentes ont été

développées :

1) une approche pharmacologique pour évaluer au niveau hypophysaire I’effet du

BPA sur la relation dose réponse entre la GnRH et la sécrétion de LH induite (Etude

expérimentale 3),

2) une approche immunohistochimique pour évaluer au niveau hypothalamique

I’effet du BPA sur I’activité des systémes neuronaux a Kiss (Etude expérimentale 4),

3) une approche modélisatrice visant a caractériser les effets inhibiteurs de I’E2

sur la sécrétion pulsatile de LH en présence de BPA (Etude expérimentale 5).

Les résultats obtenus seront présentés dans trois études expérimentales distinctes et

discutés séparément apres chaque résultat.
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|I- Etude expérimentale 3 : Approche pharmacologique :

évaluation de I’effet du BPA sur la relation dose-réponse au

GnRH en termes de sécrétion de LH

A) Problématique et objectif

A notre connaissance, le site d’action de E2 impliqgué dans I’expression du
rétrocontréle négatif de E2 au cours de la période prépubére ou la sensibilité aux effets de
I’E2 est exacerbée, n’est pas identifié. La diminution de la sécrétion de LH précédemment
observée pour des concentrations plasmatiques de BPA de I’ordre de 40 ng/mL pourrait
avoir pour origine un mécanisme hypophysaire conduisant a une diminution de la réponse
au GnRH. Pour tester cette premiére hypothése, nous avons évalué I’effet du BPA sur la

courbe dose-réponse au GnRH en termes de sécrétion de LH.

Cette approche pharmacologique a été développée dans un contexte d’exposition
aigué au BPA obtenue avec une perfusion i.v. a la dose de 5 mg/(kg.j), permettant
d’atteindre des concentrations plasmatiques a I’équilibre de I’ordre de 40 a 50 ng/mL, soit
le plus faible niveau de BPA associé a une diminution de la fréquence des pulses de LH chez

la brebis prépubéere OVX comme nous I’avons décrit dans I’Etude expérimentale 1 (P82).

L’objectif de cette étude était d’examiner I’effet du BPA sur la réponse au GnRH en

termes de sécrétion de LH chez des brebis prépubéeres OVX.

B) Matériels et Méthodes

Animaux

Cette étude a été réalisée avec 8 brebis prépubéres nées au mois d’aolt, agées
d’environ 6 mois au début de I’étude qui a eu lieu en février, d’un poids moyen de 33.3
+2.7 kg et ovariectomisées vers I’age de 3 mois selon la procédure décrite dans la section

« Matériels et Méthodes communs » (§ D, P61).

Schéma expérimental

Les brebis prépubéres OVX ont recu un implant sous-cutané (s.c.) d’E2 afin de
supprimer la sécrétion endogéne de GnRH sans altérer la réponse au GnRH. Les brebis
prépubéres ont été réparties aléatoirement en 2 groupes, BPA (n=4) et CONTROLE (n=4).
Les brebis prépubéres du groupe BPA ont recu une perfusion i.v. de BPA a la dose de
5 mg/(kg.j) pendant 6 jours, les brebis prépubéres du groupe CONTROLE ont recu une
perfusion de solvant dans les mémes conditions. Apres 2, 3, 4, 5 et 6 jours de perfusion de

BPA ou de solvant, les brebis prépubéres de chaque groupe ont recu une administration i.v.
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de GnRH a 4 doses différentes : 0.01, 0.1, 1 et 10 pg/kg selon un plan d’expérience en

crossover équilibré. Le schéma expérimental est présenté Figure 35.

bolus iw, de GnRH: 0.01, 0.1, 1 and 10 pafkg

| perfusion i.v, de SOLYANT ou de BPA (dmz fika. i]]
| implant .z, de 17- [ estradiol

jours de Pétude expérimentale

Figure 35: Schéma expérimental de I’Etude expérimentale 3.
La bande blanche indique la durée du traitement a I’E2 sous la forme d’un implant sous-cutané d’E2. La bande
grisée indique la durée de perfusion du BPA (n=4) ou de solvant (n=4). Les fleches représentent les 4 périodes du

crossover au cours desquelles une administration de GnRH a été réalisée. Les rectangles noirs indiquent les sessions
de préléevements sanguins d’une durée de 6 heures.

OVX : ovariectomie ; i.v. intraveineux ; s.c. sous-cutané

Modalités d’administration

L’E2 a été administré sous la forme d’un implant s.c. (Silastic®, diamétre externe :
0.46 cm, diamétre interne : 0.34 cm) contenant une colonne de 2 cm d’oestradiol 17- sous
la forme de poudre mis en place 10 jours avant le début de I’étude (Figure 35). Les
données de Claypool et al. [189] ont montré que chez des animaux prépubéres, cette taille
d’implant permet de maintenir des concentrations d’E2 de I’ordre de 3 a 5 pg/mL. Chez la
brebis adulte OVX, ces concentrations d’E2 sont capables de supprimer la sécrétion

endogéne de GnRH sans modifier la réponse au GnRH [190].

Le BPA a été administré a la dose de 5 mg/(kg.j) sous la forme d’une perfusion
d’une durée de 6 jours au taux de 3.4 ug/(kg.min). Le groupe contrdle a recu un volume
équivalent de solvant. Le BPA et le solvant ont été perfusés selon la procédure décrite dans
la section M&M (8§ D, P61).

Une solution stock de GnRH (LHRH sel d’acétate, Ref: H-4005.0025, poids
moléculaire : 1182.31 g/mol, Bachem®) & la concentration de 1 mg/mL dans du sérum
physiologique contenant 0.1 % d’albumine sérique bovine (BSA) a été préparée le 2°™ jour
de I’étude expérimentale et conservée a -80°C. Les solutions d’administration de GnRH aux
concentrations de 0.1, 1, 10 et 100 pg/mL ont été préparées extemporanément dans les
mémes conditions a partir de la solution stock de GnRH au cours de I’heure précédant
I’administration de GnRH. Le volume administré a été ajusté au poids corporel déterminé
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la veille du début de la perfusion. La GnRH a été administrée par voie i.v. sous la forme
d’un bolus aux doses de 0.01 ; 0.1 ; 1 et 10 ug/kg selon la procédure décrite dans la section
M&M (8 D, P61).

Prélevements sanguins

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de BPA a I’équilibre (Cg), des
prélévements sanguins ont été réalisés avant le début de la perfusion, puis aux temps 2, 4
et 6 heures aprés chaque administration de GnRH (Figure 35). Afin d’évaluer les
concentrations plasmatiques de LH, un prélévement sanguin a été effectué avant chaque
administration de GnRH puis aux temps 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 3, 3.5, 4,
4.5, 5, 5.5 et 6 h aprés chaque administration de GnRH (Figure 35).

Les prélévements sanguins ont été réalisés selon la procédure décrite dans la
section M&M (§ F, P62).

Dosage de LH et de BPA

Les concentrations plasmatiques de LH et de BPA ont été déterminées selon les

méthodes de dosage décrites respectivement dans les paragraphes H et J du M&M (P63).

Analyse de la réponse en LH

L’AUC des concentrations plasmatiques de LH a été calculée de t=0 a t=6 h (AUCy, o-
6h), aprés chaque administration de GnRH en utilisant la méthode des trapézes
arithmétiques. La concentration plasmatique maximale de LH (Chax) et le temps
d’occurrence du Chax (Tmax) ONt été déduits des profils des concentrations pour chaque

niveau de dose de GnRH.

Analyse statistique

L’effet d’un traitement au BPA sur les parameétres de la sécrétion de LH (AUC4 o-6h,
Cmax €t Thax) @ été évalué a I’aide d’une analyse de variance suivie de tests de comparaisons
multiples de Dunett avec le traitement (solvant, BPA) et la dose de GnRH comme facteurs a
effet fixe et le facteur brebis comme facteur a effet aléatoire. L’effet du traitement a été
analysé en utilisant comme terme résiduel la variance du facteur brebis hiérarchisé dans le
groupe (BPA versus SOLVANT).
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C) Résultats

¢ Evaluation de I’exposition interne au BPA des animaux traités
La perfusion de BPA a la dose de 5 mg/(kg.j) a permis d’atteindre une C, moyenne
de BPA de 62 .2 +£10.8 ng/mL, i.e. équivalente a celle préalablement associée a une

inhibition de la sécrétion spontanée de LH (Etude expérimentale 1).

¢ Evaluation de I’effet du BPA sur la relation dose-réponse au GnRH

La Figure 36 décrit I’évolution des concentrations plasmatiques moyennes de LH
aprés I’administration de GnRH aux doses de 0.01, 0.1, 1 et 10 ug/kg chez les animaux du
groupe CONTROLE et les animaux du groupe BPA. L’inspection visuelle de la Figure 36
montre que les concentrations plasmatiques de LH sont indétectables (< 0.3 ng/mL) avant
I’administration de GnRH, et qu’elles augmentent immédiatement aprés I’administration de
GnRH quelle que soit la dose de GnRH pour les animaux du groupe contrdle et du groupe
BPA. Six heures aprés I’administration de GnRH, les concentrations plasmatiques de LH
retournent & leur valeur basale observée avant I’administration pour toutes les doses de
GnRH.

L’inspection visuelle de la Figure 36 suggere également que la réponse a la plus
forte dose de GnRH (10 ug/kg) en termes de sécrétion de LH est moins importante chez les

animaux traités au BPA par rapport aux animaux du groupe CONTROLE.

CONTROLE
| | BPA Doses de GnRH
L \/  J —~—0.01 pg/kg
§ 30 7 30 —o-0.1 pg/kg
£ ——1 ug/kg
£ 3 0 —0—-10ug/kg
@ £
3>
2INCH
ST
23 10
=)
c
]
(8]
5 o
© 0 2 4 6 0 2 4 6
Temps aprés I’administration de GnRH (h) Temps aprés I’administration de GnRH (h)

Figure 36 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (+SD) de LH (ng/mL) apres
une administration i.v. de GnRH aux doses de 0.01 (0), 0.1 (o), 1 (A) et 10 pug/kg (o) aux brebis
prépubeéres du groupe CONTROLE et du groupe BPA.

Les animaux ont recu une perfusion i.v. de BPA a la dose de 5 mg/(kg.j) (n=4, BPA) ou de solvant (n=4, CONTROLE)
pendant une durée d’au moins deux jour au moment de I’administration de GnRH. Des prélévements sanguins ont
été réalisés avant chaque administration de GnRH (téte de fléche noire), puis aprés I’administration de GnRH toutes
les 15 minutes pendant les 2 premiéres heures, puis toutes les 30 minutes pendant les 4 heures suivantes.
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Le Tableau Xl donne les paramétres moyens de la sécrétion de LH (AUC.4 0-6h» Cmax»

Tmax €t CLy 4n) Obtenus apres chaque dose de GnRH en fonction du traitement.

Tableau XIIl : Paramétres moyens (xSD) de la sécrétion de LH (AUC 4 0-6h, Cmaxs Tmax €t Cip 4n) Obtenus
chez les animaux du groupe CONTROLE (n=4) et les animaux du groupe BPA (n=4) aprés une
administration de GnRH aux doses de 0.01, 0.1, 1 et 10 pg/kg.

Dose de GnRH ) Parameétres (unités)
ug/kg Traitement AUCLH.(O-Gh) Cmax Tmax
(ng.h/mL) (ng/mL) (h)

0.01 CONTROLE 3.5+2.5 2.4 2.5 0.6 £0.1
BPA 2.9+1.3 2.1+1.7 0.4 £0.1
0.1 CONTROLE 11.1 9.7 6.7 £3.9 0.7 £0.6
BPA 12.7 £15.8 6.8 £7.3 0.9 £0.7
1 CONTROLE 26.6 £20.0 11.0 8.2 1.7 +0.3
BPA 22.6 £23.3 9.1+9.5 1.3+0.4
10 CONTROLE 55.0 £18.6 21.9 +6.9 1.8 +0.0
BPA 28.1 +20.6 11.6 £8.9 1.5+0.4

AUC : aire sous la courbe des concentrations plasmatiques de LH ; Cnax : concentration maximale de LH observée ;
Tmax : temps d’occurrence du Cmax ; Cin, an : CcOncentration de LH observée 4 heures apres I’administration de GnRH
* effet du traitement au BPA par rapport au groupe contréle (P<0.05)

Chez tous les animaux, I’AUC_ 4 06n €t le Chax augmentent avec la dose de GnRH
(Tableau XIIl). Le Tmax €st également augmenté lorsque la dose de GnRH augmente, il est
observé dans les 30 minutes qui suivent I’administration de GnRH aux doses de 0.01 et
0.1 pug/kg, et environ 2 heures aprés I’administration de GnRH pour les doses de 1 et
10 pg/kg.

Aucun effet significatif du traitement au BPA n’a été mis en évidence sur I’AUC 4 .6,
le Crax €t le Thax quelle que soit la dose de GnRH testée. L’AUC 4 o.6n €t le Cax Obtenus apres
I’administration de GnRH a la plus forte dose de GnRH de 10 pg/kg chez les animaux traités
au BPA tendent a étre inférieurs a ceux des animaux contrble, respectivement 55.0 +18.6
versus 28.1 £20.6 ng.h/mL (P=0.219) et 21.9 6.9 versus 11.6 £8.9 ng/mL (P=0.253).

D) Discussion

Dans cette premiére approche, nous avons testé I’hypothése d’un effet direct du
BPA au niveau hypophysaire, qui s’exercerait via une modification de la sensibilité de
I’hypophyse au GnRH. Nous avons montré que le traitement au BPA ne modifie pas la
sécrétion de LH induite par une dose physiologique de GnRH, i.e. équivalente a celle d’un
pulse endogéne de GnRH chez la brebis (5ng/kg) [190, 191]. Une diminution des
paramétres de la réponse au GnRH en termes de sécrétion de LH (AUC_y06n, Cmax) @ €té
observée suite a I’administration de GnRH a la dose la plus élevée de 10 pg/kg, i.e. une
dose pharmacologique de GnRH qui est 10 fois supérieure a la quantité de GnRH libérée
dans le systeme porte lors du pic préovulatoire [192]. Cette dose de GnRH pourrait étre
associée a la réponse maximale au GnRH. En effet, a partir de I’AUC 0.6y Obtenue chez les

animaux contrble aprés la plus forte dose de GnRH (55 ng.h/mL), nous avons estimé la
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guantité de LH libérée a 633 ug, i.e. une valeur du méme ordre de grandeur que le contenu
hypophysaire total de LH estimé a 750 pug chez la brebis en ancestrus [193]. Cet effet du
BPA sur la réponse maximale de I’hypophyse au GnRH pourrait résulter d’une diminution de
la réserve hypophysaire de LH, de I’ordre de 333 ug, consécutive a un effet du BPA sur la
synthése de LH. Cet effet du BPA pourrait relever d’un effet oestrogéno-mimétique sur
I’expression du géne de la sous-unité B de la LH [163]. Une hypothése alternative est que la
diminution de la réponse hypophysaire maximale observée suite a un traitement au BPA
pourrait étre due a une diminution de I’expression des R-GnRH des cellules gonadotropes,
selon un mécanisme comparable a celui observé suite & un traitement avec des endotoxines
chez le rat [194].

Dans notre étude, nous avons observé une grande variabilité de la réponse inter-
individuelle pour une dose donnée de GnRH. L’effet du BPA sur la relation dose-réponse du
GnRH pourrait étre caractérisé en termes de relation concentration de GnRH/réponse de LH
afin de s’affranchir d’une possible variabilité interindividuelle de la disposition du GnRH,
comme cela a déja été réalisé chez les bovins pour déterminer une dose thérapeutique de
GnRH [195].

Les effets du BPA sur la réponse au GnRH ont été évalués dans des conditions
expérimentales ou I’inhibition de la sécrétion endogéne de GnRH a été obtenue grace a un
implant s.c. d’E2 [189]. D’autres approches méthodologiques, telles que I’utilisation d’un
dispositif délivrant de la progestérone auraient permis de s’affranchir des effets potentiels
de I’E2 sur la sécrétion hypophysaire de LH. Le modéle expérimental choisi ne permet pas
en effet de discriminer un effet propre du BPA d’un éventuel effet potentialisateur des
effets inhibiteurs de I’E2 sur la réponse au GnRH. L’Etude expérimentale 5, a précisément

été mise en place afin d’évaluer I’effet du BPA sur la puissance des effets de I’E2.

En résumé, la diminution de la réponse au GnRH des brebis prépubéres traitées au
BPA pourrait résulter d’un effet a long terme sur la synthése de LH et la réserve de LH. Cet
effet du BPA au niveau hypophysaire aurait peu d’impact dans une situation pertinente sur
le plan physiologique, i.e. ou la stimulation au GnRH n’est pas maximale. C’est la raison
pour laquelle, nous nous sommes focalisés par la suite sur un effet potentiel central du BPA
qui pourrait affecter des systemes neuronaux sensibles aux oestrogénes qui contrélent la

sécrétion de GnRH.

120



Etude expérimentale - Partie 3

lll- Etude expérimentale 4 : Approche immunohistochimique :

évaluation de I’effet du BPA sur les systemes neuronaux a Kiss

A) Problématique et objectif

De nombreuses données suggerent que le rétrocontréle de I’E2 au niveau central ne
s’exerce pas directement sur les neurones a GnRH mais via des systémes neuronaux
sensibles a I’action de I’E2 et qui établissent des contacts avec les neurones a GnRH. Parmi
ces systémes, les données récentes montrent que les systéemes neuronaux a Kiss constituent
un intermédiaire essentiel impliqué dans I’exercice des rétrocontrdles de I’E2, notamment
parce qu’ils expriment des ER [154]. Ainsi, I’inhibition de I’activité des systémes a Kiss par
I’E2 au niveau du noyau arqué (ARC) pourrait contribuer a I’expression du rétrocontréle
négatif de I’E2. Une telle hypothese est cohérente avec I’augmentation du nombre de
neurones immunoréactifs a Kiss concommitante d’une augmentation de LH aprés I’OVX chez
la brebis [158]. Nous formulons donc I’hypothése selon laguelle I’inhibition de la sécrétion
de LH par le BPA (versus I’E2) chez la brebis prépubére OVX est associée a une diminution
du nombre de neurones immunoréactifs a Kiss dans les noyaux hypothalamiques Une
approche immunohistochimique a été développée dans un contexte d’exposition aigué au
BPA ou a I’E2 afin de quantifier I’expression de Kiss dans des noyaux spécifiques chez la
brebis prépubére OVX.

L’objectif de cette étude était d’évaluer les effets d’un traitement au BPA (ou a
I’E2), associé a une inhibition de la sécrétion spontanée de LH, sur le nombre de neurones

immunoréactifs a Kiss dans les noyaux hypothalamiques.

B) Matériels et Méthodes

Animaux

Cette étude a été réalisée avec 9 brebis prépubéres, nées fin décembre, agées
d’environ 6 mois au début du protocole, d’un poids moyen de 35 +2.3 kg et ovariectomisées
a I’age de 3 mois (93.1 +3 jours) selon la procédure décrite dans le « Matériels et Méthodes

communs » (§ B, P59).

Schéma expérimental
Les brebis prépubéres ont été réparties aléatoirement en trois groupes selon la
nature du traitement : CONTROLE (n=3), E2 (n=3) et BPA (n=3). Le schéma d’exposition a
I’E2 et/ou BPA qui a été choisi est celui qui permet d’atteindre des concentrations a
I’équilibre proches des ECso de I’E2 et du BPA dans notre modele (Etude expérimentale 1),
i.e. une dose d’E2 de 0.14 pg/(kg.j) ou une dose de BPA de 20 mg/(kg.j) administrées sous
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la forme d’une perfusion i.v. d’une durée de 53 heures. Les brebis prépubéres du groupe
CONTROLE ont regu une perfusion de solvant dans les mémes conditions. Les perfusions ont
été réalisées selon la procédure décrite dans la section M&M (§ D, P61). Aprés 53 heures de

perfusion, les brebis prépubéres ont été euthanasiées et les cerveaux prélevés.

Prélevements sanguins

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques a I’équilibre d’E2 et de BPA (Cy), des
prélevements sanguins ont été réalisés avant le début de la perfusion et toutes les

90 minutes entre 48 et 53 heures de perfusion.

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de LH, des prélévements sanguins ont
été réalisés toutes les 15 min pendant 5 heures, 24 h avant le début de la perfusion
(période contréle : -5 a 0 h) et 48 h aprés le début de la perfusion (48-53 h), soit durant les
mémes phases du nycthémere.

Les prélevements sanguins ont été réalisés selon la procédure décrite dans la section
M&M (8 F, P62).

Prélevements des blocs hypothalamiques

Aprés 53 heures de perfusion, les brebis prépubéres ont recu 2 administrations i.v.
d’héparine a 10 minutes d’intervalle (soit 15 000 Ul, Héparine Choay), suivies de deux
administrations de thiopental sodique (10mg/kg, Nesdonal®, Merial, Villeurbanne, France)
par voie i.v. a 10 min d’intervalle. Immédiatement aprés la deuxieme administration et
I’arrét cardiaque, les animaux ont été décapitées et la téte a été perfusée via les carotides
a un débit de 50 mL/min avec 6 L d’une solution de paraformaldéhyde (PAF) a 4 % dans un
tampon phosphate de sodium (TP, 0.1 M, pH=7.3) contenant 0.1 % de nitrite de sodium et
10 UI/mL d’héparine.

L’encéphale a ensuite été extrait de la boite cranienne et un bloc de tissu
contenant I’ensemble des noyaux hypothalamiques et I’éminence médiane (EM) a été isolé
et immergé dans la solution de PAF a 4 % pendant toute la nuit a 4°C. Le lendemain, le
bloc a été lavé dans un tampon phosphate salé (PBS, 0.01M, pH 7.4), puis transféré dans un

une solution de sucrose a 30 % dans du TP contenant 0.01 % d’azide de sodium.

Des coupes coronales sériées de 40 um d’épaisseur ont été réalisées de I’aire
préoptique (APO) rostrale jusqu’aux corps mamillaires a |’aide d’un microtome a
congélation (LEICA CM 1900). Les coupes ont été placées dans un liquide de

cryopréservation (TP contenant 30 % de sucrose, 30% d’éthylene glycol, 1% de
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polyvinylpyrrolidone (PVP-40) et 0.02 % d’azide de sodium) sous agitation pendant une nuit

a 4°C, puis elles ont été stockées a -20°C jusqu’a leur marquage immunohistochimique.

Immunohistochimie

L’immunomarquage anti-Kiss a été réalisé selon une méthode adaptée de Desroziers
et al. [196] sur une série de coupes distantes de 0.4 mm (1 sur 10) pour chaque animal. Les
coupes ont été retirées du liquide de cryopréservation et rincées 6 fois pendant 10 min
dans du tampon PBS (0.01 M) sous agitation a température ambiante (TA). Les coupes ont
ensuite été traitées avec un tampon PBS contenant 3 % de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et
0.3 % de triton pendant 10 min puis rincées 3 fois 5 min dans du PBS. Aprés saturation des
sites non spécifiques pendant 30 min a TA dans le tampon de blocage (TB : tampon PBS,
0.3 % de Triton X-100, 0.1 % d’azide de sodium, 2 % de sérum ovin non immun et 0.25 %
d’albumine sériqgue humaine (HSA)), les coupes ont été incubées pendant 3 nuits a 4°C sous
agitation avec I’anticorps primaire : anticorps polyclonal dirigé contre le petide kp-10 de
souris obtenu chez le lapin (antisérum #566 fourni a titre gracieux par A. Caraty, Nouzilly,
France) et dilué au 1 :50 000 dans le TB. Apres 6 lavages de 7 min dans du PBS sous
agitation a TA, les coupes ont été incubées pendant 90 min sous agitation avec I’anticorps
secondaire : anticorps biotinylé dirigé contre les IgG lapin obtenu chez la chévre (Ref : 111-
065-144, Jackson Immunoresearch laboratories, UK) dilué au 1 :500 dans le TB a TA. Aprés
3 lavages de 7 min dans du PBS sous agitation a TA, les coupes ont été incubées pendant 90
min a TA sous agitation avec le complexe avidine-biotine (Vector Elite PK-6100, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) dilué au 1 :200 dans un tampon PBS contenant 0.3 % de
Triton X-100 et 0.25 % de HSA.

Aprés 3 lavages de 7 min dans du PBS, puis dans un tampon Tris-HCI (0.1M, pH 7.6)
sous agitation a TA, la peroxydase a été révélée par incubation avec un mélange de DAB
(3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride) a 0.1 mg/mL contenant 0.001 % d’H,0, dans un
tampon Tris-HCI pendant 15-20 min. Apres 6 lavages de 7 min dans un tampon Tris-HCI sous
agitation a TA, les coupes ont été montées sur lame (SuperFrost®Plus) et séchées pendant

48 heures & 37°C, puis montées entre lame et lamelle dans du Depex®.

La spécificité de I’anticorps anti-kp-10 souris pour la détection des neurones Kiss
chez la brebis a été précédemment décrite [155]. Seuls les contrdles
immunohistochimiques classiques ont été réalisés (omission de I’anticorps primaire et
omission de I’anticorps secondaire) pour vérifier I’absence de liaison non spécifique.
L’observation de toutes les lames a été réalisée avec un microscope a lecture optique
(Nikon Eclipse E600) en utilisant une caméra digitale pour I’acquisition des images

(DXM1200).
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Analyse de I’immunomarquage

La détection des structures anatomiques a été réalisée sur les sections adjacentes
colorées au violet de crésyl et les régions ont été identifiées a I’aide de I’Atlas
stéréotaxique du cerveau de brebis [197]. Le nombre de corps cellulaires immunoréactifs a
Kiss a été compté sur deux coupes représentatives de chacune des 3 régions de I’ARC :

rostrale, médiane et caudale pour chaque brebis.

Dosage des échantillons
Les concentrations plasmatiques de LH et de BPA ont été déterminées selon les

méthodes de dosages décrites respectivement dans les paragraphes H et J du M&M (P63).
Analyse des pulses de LH

La détection des pulses de LH a été réalisée selon la méthode décrite dans la
section M&M (8 K, P64).

Analyse statistique

L’effet du traitement a I’E2 et au BPA sur le nombre de neurones immunoréactifs
pour Kiss dans la totalité de I’ARC (moyenne de six coupes) et dans chaque région de I’ARC
(moyenne de deux coupes) a été évalué en utilisant une analyse de variance suivie de tests
de comparaisons multiples de Dunett avec le traitement et la région comme facteurs a
effets fixes et le facteur brebis comme facteur a effet aléatoire. L’effet du traitement (E2
et BPA versus CONTROLE) a été analysé en utilisant comme résiduelle la variance du

facteur brebis hiérarchisée dans le groupe.

C) Résultats

¢ Evaluation de I’effet d’un traitement au BPA sur la sécrétion de LH

La Figure 37 montre I’évolution des concentrations plasmatiques de LH obtenues
avant le début de la perfusion et aprés 48 heures de perfusion de solvant, d’E2 a la dose de
0.14 pg/(kg.j) ou de BPA & la dose de 20 mg/(kg.J) chez les 3 brebis prépubéres issues de
chaque groupe. La sécrétion pulsatile de LH, observée durant toutes les périodes contrdles
(-5 to 0 h), n’a pas été modifiée par la perfusion de solvant (Figure 37). La perfusion d’E2 a
la dose de 0.14 ug/(kg.j) a totalement supprimé la sécrétion pulsatile de LH aprés 48
heures de perfusion chez deux brebis prépuberes (#B16 et #B20). Sur la troisieme brebis
prépubére (#B21), une diminution de la sécrétion pulsatile de LH a été notée en association

avec une augmentation des concentrations basales de LH (Figure 37). La perfusion de BPA a
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la dose de 20 mg/(kg.j) était associée a des Ci de BPA respectivement de 275.1 +3.2 et
239.9 +20.6 ng/mL pour les brebis prépubéres #B13 et #B19. La fréquence des pulses de LH
a été sensiblement diminuée chez la brebis prépubere #B13 uniquement (0.84 versus 0.63
pulse/h). Une diminution des concentrations basales de LH a été observée chez ces deux
brebis prépubéres aprés 48 h de perfusion, 1.34 versus 0.97 ng/mL pour #B13 et 2.27 versus
1.53 ng/mL pour #B19. Aucun effet du BPA sur la sécrétion pulsatile de LH n’a été mis en
évidence pour la troisiéme brebis prépubere du groupe BPA (#B11), exposée a une CsBPA de
251.1 £56.9 ng/mL (Figure 37).
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Figure 37: Profils des concentrations plasmatiques de LH (o, ng/mL) en fonction du temps (h) obtenus
chez les brebis prépubéres ayant recu une perfusion de solvant (CONTROLE, n=3), ou de E2 a la dose de
0.14 pg/(kg.j) (n=3) ou de BPA a la dose de 20 mg/(kg.j) (n=3).

Des prélévements sanguins ont été réalisés toutes les 15 minutes pendant 5 heures, 24 heures avant, et 48 heures
apres le début de la perfusion. Les pulses de LH détectés selon la méthode adaptée de Wallace et Mc Neilly sont
indiqués avec un rond noir (e). La bande noire indique la période de perfusion (début de la perfusion a t=0 h et arrét
de la perfusion a t=53 h).
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¢ Localisation immunocytochimique de Kiss chez la brebis prépubéere
Le marquage Kiss est cytoplasmique au niveau des corps et de fibres neuronales.
L’observation des neurones a Kiss sur les coupes de cerveau des brebis prépuberes issues du
groupe CONTROLE a permis d’identifier deux régions hypothalamiques majeures dans
lesquelles un marquage de Kiss a été observé : I’aire préoptique (APO) et le noyau arqué
(ARC) (Figure 38).
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Figure 38 : Représentation schématique sur une vue latérale du cerveau de brebis de la localisation de
I’ARC et de I’APO dans lesquels des neurones immunoréactifs a Kiss ont majoritairement été identifiés

chez la brebis prépubere ovariectomisée.

En vignette, une coupe transversale représentative de chaque région d’une brebis prépubére issue du groupe

contréle est présentée. L’échelle est indiquée en bas a droite de chaque coupe.

APO : aire préoptique ; ARC : noyau arqué ; EM : éminence médiane ; IV : troisieme ventricule

Au niveau de I’APO, le marquage Kiss a été identifié uniquement sous la forme d’un
marquage en « collier de perles », correspondant au marquage des vésicules contenant le
peptide Kiss transporté dans les prolongements axonaux. Le marquage s’intensifie de la
région rostrale vers la région caudale. Des microphotographies de différentes régions de
I’APO sont présentées Figure 39 A-C. La distribution des fibres a un aspect aléatoire dans la
région rostrale de I’APO. En revanche, les fibres sont majoritairement orientées
parallelement & la bordure du troisieme ventricule (11IV) dans la partie caudale de I’APO.
Les contours des corps cellulaires des neurones a Kiss dans cette région ne sont pas bien
définis, et c’est la raison pour laquelle ils n’ont pas pu étre quantifiés.

Au niveau de I’ARC, le marquage est tres intense au niveau des corps cellulaires
dont les contours sont bien définis (Figure 39-D et E). Dans I’ARC, I'immunoréactivité Kiss
dans les corps cellulaires est intense. Ces corps cellulaires ont une forme ovale, d’un

diametre d’environ 20 um et sont le plus souvent bipolaires (Figure 39-J). Les fibres
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immunoréactives a Kiss sont marquées de facon similaire a celles de I’APO, sous la forme
d’un « collier de perles ». Dans la partie la plus ventrale de I’ARC qui correspond a la région
pré-mammillaire, le marquage Kiss a été observé uniquement au niveau des fibres avec un
réseau tres dense tout autour du récessus pré-mammillaire. Le marquage des corps
cellulaires immunoréactifs a Kiss s’intensifie de la région rostrale vers la région caudale
(Figure 39-F et G), comme cela a été observé pour I’APO.

Deux autres régions hypothalamiques ont présenté un marquage Kiss mais plus
hétérogene. La premiére région a été localisée au dessus du chiasma optique (Figure 39-H),
correspondant au noyau suprachiasmatique (NSC). Le marquage des corps cellulaires de la
région du NSC est trés hétérogéne et peu intense (Figure 39-1). Une autre région dont le
marquage est bien délimité et situé en bordure du troisieme ventricule a également été

identifiée, elle correspond au noyau paraventriculaire (NPV) (Figure 39-H).

k 1. -‘ .". ; l'
s S R

Figure 39: Microphotographies de sections coronales de I’hypothalamus de brebis prépubére
ovariectomisée.

Les neurones a Kiss immunomarqués ont été observés dans I’aire préoptique (APO) (A, B et C), le noyau arqué (ARC)
(D, E, F, G et J) et le noyau paraventriculaire (NPV) et le noyau suprachiasmatique (NSC) (H et I). A, D, E et H
présentent la densité du marquage dans chaque région. F, G et | sont des agrandissements des régions encadrées
respectivement en D, E et H. J est un agrandissement d’une région de I’ARC permettant de caractériser les neurones
immunoréactifs a Kiss. Echelle = 500 um sur A-E et H et 50 pm sur F, G, | et J.

NPV : noyau paraventriculaire, NSC : noyaux suprachiasmatique, Ch.O : chiasma optique, IIIV : troisieme ventricule,
E.M : éminence médiane
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+ Evaluation des effets d’un traitement a I’E2 ou au BPA sur le marquage de Kiss
chez la brebis prépubére
L’effet du traitement a I’E2 ou au BPA sur le nombre total de corps cellulaires
immunoréactifs a Kiss a été analysé dans la totalité de I’ARC, et pour chaque région de
I’ARC (Figure 40).
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Figure 40 : Effet d’un traitement a I’E2 et au BPA sur le nombre moyen (xSD) de neurones
immunoréactifs a Kiss dans I’ARC.

(A) nombre total de neurones identifiés sur les coupes représentant I’ARC. En vignette, une coupe située dans une
méme région de I’ARC est présentée pour une brebis prépubére issue de chague groupe. (B) nombre de neurones
identifiés dans les régions rostrale, médiane et caudale de I’ARC. Le traitement était constitué d’une perfusion i.v.
d’une durée de 53 heures de solvant (CONTROLE, n=3, blanc), d’E2 a la dose de 0.014 pg/(kg.j) (n=3, gris) ou de BPA
a la dose de 20 mg/(kg.j) (n=3, noir).

*Effet du traitement P<0.05

Le nombre moyen de neurones immunoréactifs a Kiss dans I’ARC de brebis
prépubéres traitées a I’E2 est inférieur a celui des animaux contrdle (940 +508 versus
534 +284, P<0.05). Si I’on considere les différentes régions de I’ARC, une diminution
significative du nombre de neurones a Kiss a été retrouvée dans les régions rostrale et

médiane de I’ARC (P<0.05), mais pas dans la partie caudale. La différence significative
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entre le groupe E2 et le groupe contrble, conjointement avec I’hypotheése d’un effet
oestrogéno-mimeétique du BPA a conduit a une comparaison unilatérale entre le groupe
contréle et BPA.

Le nombre moyen de neurones immunoréactifs a Kiss dans I’ARC de brebis
prépuberes traitées au BPA n’a pas différé de facon significative de celui des brebis
contréle (940 +508 versus 958 +428, P>0.05). Lorsque les régions de I’ARC sont considérées
séparément, le nombre moyen de neurones immunoréactifs a Kiss dans la région médiane
de I’ARC des animaux traités au BPA est inférieur a celui des brebis contréles (481 +139
versus 289 +109 ; P=0.05, test unilatéral).

D) Discussion

L’approche immunohistochimique a permis de décrire pour la premiéere fois les
populations neuronales qui expriment Kiss chez la brebis pendant la période prépubére,
essentiellement I’APO et I’ARC. Ces deux régions sont celles ou les corps cellulaires des
neurones a Kiss ont été localisés chez la brebis adulte [155-157]. Dans I’APO, le marquage
identifié est celui des prolongements neuronaux qui avait déja été décrit précédemment
chez la jument [198]. Il est important de noter que dans I’étude de Franceschini et al.
[155] réalisée chez la brebis adulte en phase lutéale, le marquage des corps cellulaires de
I’APO a été décrit chez des animaux qui avaient été préalablement traités a la colchicine,
de facon a inhiber le transport de Kiss et a marquer les corps cellulaires. L’ensemble des
données bibliographiques suggére que le marquage de Kiss dans I’APO est dépendant de
I’espéce étudiée et du statut physiologique. Nous avons également mis en évidence un
marquage de Kiss dans les corps cellulaires du NPV et du NSC, moins important que dans
I’APO et dans I’ARC. Le marquage du NPV avait été mis en évidence par Franceschini et al.
[155], mais a notre connaissance celui du NSC n’avait jusqu’a présent jamais été décrit

chez les ovins.

¢ Rétrocontrbdle négatif et implication de Kiss pendant la période prépubére

Dans notre étude, I’effet d’un traitement aigu a I’E2 capable de supprimer la
sécrétion pulsatile de LH a été associé a une diminution du nombre de corps cellulaires
immunoréactifs a Kiss dans les régions rostrale et médiane de I’ARC. Plusieurs études
suggerent que les populations neuronales a Kiss ne seraient pas impliquées de la méme
facon dans la régulation du signal oestrogénique en fonction de leur localisation dans les
noyaux hypothalamiques mais aussi au sein des noyaux. Ainsi, chez les rongeurs, le noyau
antéroventropériventriculaire  (AVPV) serait préférentiellement impliqué dans le
rétrocontréle positif de I’E2, alors que la modulation de I’activité des systemes a Kiss de

I’ARC participerait a I’expression du rétrocontr6le négatif de I’E2 [149, 199]. A notre
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connaissance, cette étude est la premiére a mettre directement en évidence un effet aigu
de I’E2 sur les populations neuronales a Kiss. Nos résultats sont cohérents avec les données
obtenues chez la brebis adulte qui montrent que I’immunoréactivité des systemes a Kiss est
augmentée dans la région caudale de I’ARC au moment du pic préovulatoire suggérant
I’implication de cette région dans le rétrocontréle positif de I’E2 [200] ; alors qu’elle est
globalement diminuée dans I’ARC chez des brebis OVX traités a E2, i.e. initiant un
rétrocontréle négatif [158] Nos résultats suggerent fortement que I’inhibition de I’activité
des systemes neuronaux a Kiss des régions rostrale et médiane de I’ARC serait impliquée
dans I’inhibition de la sécrétion de LH par I’E2 pendant la période prépubére.

Il a été montré, chez les rongeurs, que les neurones a Kiss de I’APO sont impliqués
dans I’initiation de la puberté [160]. Aucune étude n’a cependant été réalisée chez la
brebis prépubére. Dans notre étude, nous n’avons pas montré de marquage des corps
cellulaires de I’APO, alors qu’une étude réalisée chez la brebis adulte montre que cette
population neuronale de I’APO existe. Ainsi, I’absence de marquage des corps cellulaires de
I’APO chez les brebis prépubéeres dans notre étude pourrait étre liée soit & une limite
méthodologique qui nécessiterait de bloquer le flux axonal pour distinguer un marquage des
corps cellulaires, soit I’absence de marquage reflete un phénoméne physiologique, i.e.
I’inhibition d’un systéme Kiss stimulateur de LH par I’E2. Cette hypothése est renforcée par

plusieurs études qui ont montré que les neurones a Kiss coexpriment ERB.

¢ Evaluation de I’effet d’un traitement au BPA sur Kiss

Nous avons montré que le nombre de neurones immunoréactifs a Kiss diminue dans
les régions rostrale et médiane de I’ARC suite au traitement BPA. Il est & noter toutefois
que chez ces brebis, le BPA a eu un effet limité sur la sécrétion pulsatile de LH, de sorte
gu’il difficile de conclure quant a la signification fonctionnelle en termes de LH. En outre,
la sensibilité et/ou la limite de résolution sur le plan quantitatif de notre approche pourrait
étre améliorée par la réalisation d’un co-marquage de Kiss avec un marqueur de I’activité
transcriptionnelle, tel que Fos, ou la détection des ARNm Kiss par hybridation in situ chez
les animaux prépubeéres traités a I’E2 et ou au BPA. Dans des conditions d’exposition a plus
long terme, et pendant des périodes sensibles du développement, certaines études ont en
effet observé un effet d’un traitement au BPA sur I’expression de Kiss chez le rat et les

ovins.

L’ensemble des nos résultats suggérent que I’effet aigu de I'E2 et Ieffet
oestrogénique du BPA observés sur la sécrétion pulsatile de LH dans notre modéle (Etude
expérimentale 1) pourraient résulter d’un effet inhibiteur de I’E2 (et du BPA) sur les
systemes neuronaux a Kiss. La diminution du nombre de neurones immunoréactifs a Kiss

stimulateurs de la sécrétion de LH serait impliquée dans la suppression de la sécrétion de
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LH. Cette hypothése pourrait étre mise a I’épreuve par I’évaluation des effets de
I’administration de Kiss sur la sécrétion de LH chez des animaux traités a I’E2 ou au BPA.
L’effet inhibiteur de I’E2 et du BPA sur I‘expression de Kiss pourrait étre relayé au niveau
de la régulation de la sécrétion de LH par les neurones a GnRH, comme en témoigne le
contact de fibres immunoréactives a Kiss avec des fibres et des corps cellulaires des
neurones & GnRH dans I’APO [157], [154]. Cependant, la possibilité d’une action directe des
systemes neuronaux a Kiss au niveau hypophysaire ne peut pas étre écartée [201], car il a
été montré que de nombreuses fibres a Kiss projettent dans I’EM [155] et que le récepteur

a Kiss (GPR54) est exprimé sur les cellules gonadotropes [147].

En résumé, notre approche immunohistochimique a permis de localiser les neurones
immunoréactifs a Kiss chez la brebis prépubere. Nos résultats suggérent que les neurones a
Kiss constituent une cible d’action privilégiée de I’action des oestrogéno-mimétiques. A
notre connaissance, cette étude est la premiere a mettre en évidence un effet aigu d’un
traitement a I’E2, i.e. seulement 48 heures de perfusion, sur le nombre de neurones

immunoréactifs a Kiss.
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V- Etude expérimentale 5 : Approche modélisatrice :

évaluation de l’effet de I’E2 en présence de BPA sur la

sécrétion pulsatile de LH

A) Problématique et objectif

Dans les études expérimentales précédentes, I’effet du BPA sur I’axe HH a été
analysé chez la brebis prépubére ovariectomisée. Ces études ont permis de montrer que le
BPA est un faible oestrogéno-mimétique, i.e. qu’il peut reproduire les mémes effets que
I’E2 mais pour des concentrations plasmatiques 20 000 fois inférieures. Nous ne pouvons pas
écarter I’hypothése selon laquelle le BPA pourrait, en présence d’E2, potentialiser les
effets inhibiteurs de I’E2 sur la sécrétion de LH. Selon cette hypothése, en présence de
BPA, les effets de I’E2 sur la sécrétion de LH seraient observés pour des niveaux
d’exposition a I’E2 plus faibles que ceux précédemment associés a une altération de la

sécrétion spontanée de LH chez la brebis prépubere ovariectomisée en présence d’E2 seul.

Des essais préliminaires réalisés sur 4 brebis prépubéres issues de I’Etude
expérimentale 2 avaient montré que la sécrétion de LH était supprimée ou fortement
diminuée par la co-administration d’E2 et de BPA a des doses sans effet lorsqu’elles étaient
perfusées seules, i.e. a des doses d’E2 et de BPA respectivement de 0.03 ug/(kg.j) et de
0.5 mg/(kg.j) (Figure 41). L’effet maximal inhibiteur de I’E2 qui avait précédemment été
obtenu pour une dose d’E2 de 0.3 pg/(kg.J) a pu étre reproduit pour une dose d’E2 10 fois
inférieure (0.03 pg/(kg.j)) en présence de concentrations plasmatiques de BPA a I’équilibre
de I’ordre de 10 ng/mL.

w
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BPA : 0.5 mg/(kg.j)
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Figure 41 : Hypothése d’une potentialisation des effets inhibiteurs de I’E2 sur la sécrétion de LH en

présence de BPA, a des niveaux proches de I’exposition environnementale humaine.

Profil des concentrations plasmatiques de LH (ng/mL) avant et aprés une perfusion i.v. d’E2 et de BPA aux doses
respectives de 0.03 pg/(kg.j) et 0.5 mg/(kg.j). Les concentrations plasmatiques de LH sont présentées pendant la
période contréle (-6 a 0 h) et au bout de 48 heures de perfusion.
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A partir de ces résultats préliminaires, nous avons formulé I’hypothése selon
laquelle en présence de BPA a une concentration de I’ordre de 10 ng/mL (valeur proche des
concentrations plasmatiques de BPA chez I’Homme), I’EDs, de I’E2 pourrait étre diminuée

d’un facteur 10.

L’objectif de cette étude était de tester I’hypothése selon laquelle la courbe dose-
réponse de I’E2 sur la sécrétion de LH est modifiee en présence de BPA a des

concentrations proches de I’exposition environnementale humaine.

B) Matériels et Méthodes

Animaux

Cette étude a été réalisée avec 20 brebis prépuberes agées de 4 mois au début du
protocole, d’un poids moyen de 30.7 2.8 kg et ovariectomisées a I’age de 3 mois
(95.5 +£3.6 jours) selon la procédure décrite dans le « Matériels et Méthodes communs »
(8 B, P59).

Schéma expérimental

Les animaux ont été répartis de facon aléatoire en deux lots :E2 seul ou E2 en
présence de BPA. Les doses d’E2 testées ont été sélectionnées a partir de la simulation de
la courbe dose-réponse de I’E2 qui prend en compte les paramétres de la relation
concentration-effet évaluée dans notre modéle pour I’E2 (Enax, ECso €t Y,), les paramétres
pharmacocinétiques de I’E2 (Etude expérimentale 1) et I’hypothése selon laquelle I’EDs

était divisée par un facteur 10 en présence de BPA.

Modalités d’administration

L’E2 a été administré seul aux doses de 0.03, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21, 0.24, 0.5,
0.75 et 1 ug/(kg.j) sous la forme d’une perfusion d’une durée de 54 heures aux taux
respectifs de 0.02, 0.06, 0.08, 0.1, 0.12, 0.14, 0.16, 0.35, 0.5 et 0.7 ng/(kg.min) ou en
association avec le BPA aux doses de 3, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 50, 75 et 100 ng/(kg.j) sous la
forme d’une perfusion d’une durée de 54 heures aux taux respectifs de 2, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 35, 50 et 70 pg/(kg.min). Le BPA a été administré a la dose de 1 mg/(kg .j) sous la
forme d’une perfusion d’une durée de 54 h au taux de 0.34 pg/(kg.min). Les perfusions ont

été réalisées selon la procédure décrite dans la section M&M (8§ D, P61).

Prélévements sanguins

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques a I’équilibre de BPA (Cs), des

préléevements sanguins ont été réalisés avant le début de la perfusion, puis toutes les
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heures entre 48 et 54 heures de perfusion.

Afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de LH, des prélévements sanguins ont
été effectués toutes les 15 min pendant 6 heures, 24 h avant le début de la perfusion
(période contréle : -6 a 0 h) et 48 h aprés le début de la perfusion (48-54 h), soit durant les
mémes phases du nycthémeére.

Les prélevements sanguins ont été réalisés selon la procédure décrite dans la section
M&M (8 F, P62).

Dosages
Les concentrations plasmatiques de LH et de BPA ont été déterminées selon les

méthodes de dosages décrites respectivement dans les paragraphes H et J du M&M (P63).

Analyse du profil des concentrations plasmatiques de LH

La détection des pulses de LH a partir du profil des concentrations plasmatiques de
LH a été réalisée selon la méthode décrite dans la section M&M (8§ K, P6462). La relation
dose-effet de I’E2 sur la sécrétion de LH a été décrite a I’aide d’un modéle sigmoide décrit
dans I’Etude Expérimentale 1 (Analyse PK-PD, P83).

C) Résultats

¢ Evaluation de I’exposition interne au BPA chez les animaux traités a I’E2 et au
BPA

Les concentrations plasmatiques moyennes de BPA a I’équilibre (Cs) atteintes pour

les brebis ayant recu I’E2 en présence de BPA ont été de I’ordre de 10.2 £3.2 ng/mL. Les C

d’E2 n’ont pas été déterminées, car d’aprés les résultats de I’Etude expérimentale 1, elles

auraient été comprises entre 0.2 et 10 pg/mL, i.e. le plus souvent non quantifiables avec

notre méthode analytique (LOQ 1.32 pg/mL).

¢ Evaluation de I’effet inhibiteur de I’E2 sur les concentrations plasmatiques de LH

Les Figures 42 et 43 illustrent le profil des concentrations plasmatiques de LH pour

chaque niveau de dose d’E2 en absence (Figure 42) et en présence de BPA (Figure 43) pour
la période contrble (avant la perfusion) et au bout de 48 heures de perfusion.

En présence d’E2 uniguement, la sécrétion de LH est totalement abolie aprés

48 heures de perfusion a partir de la dose d’E2 de 0.18 pg/(kg.j). Pour des doses

inférieures, i.e. comprises entre 0.03 et 0.15 pg/(kg.j), une diminution de la fréquence des

pulses de LH a été observée au bout de 48 heures de perfusion. Contrairement aux résultats
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observés lors de I’Etude Expérimentale 1, un effet marqué de I’E2 sur la fréquence des
pulses de LH a été observé au bout de 48 heures de perfusion dés la plus faible dose d’E2
de 0.03 pg/(kg.j). Cet effet est caractérisé par une diminution de la fréquence des pulses
de LH par rapport a la période contrble, 0.7 versus 0.5 pulses/h.

En présence de BPA a la dose de 1 mg/(kg.j), aucun effet de I’E2 sur la sécrétion
de LH n’a pu étre mis en évidence pour des doses d’E2 inférieures a 0.03 pg/(kg.j), i.e. une
dose a partir de laquelle I’E2 administré seul est capable de perturber la sécrétion de LH.

La Figure 44 illustre la relation entre la dose d’E2 et le pourcentage d’inhibition de
la fréquence des pulses de LH 48 h aprés le début de la perfusion d’E2 seul ou d’E2 en
présence de BPA. Pour I’E2 seul, la relation dose-réponse a été ajustée avec une équation
sigmoide avec un effet maximal (Enax) de 100 %, une dose d’E2 a I’équilibre produisant une
inhibition de 50 % de la sécrétion de LH (EDso) de 0.145 pg/(kg.j) et un coefficient de Hill
de 10. Pour les doses d’E2 en présence de BPA, cette relation n’a pas pu étre ajustée avec

une équation sigmoide.
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o Concentrations plasmatiques de LH (ng/mL)
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Figure 42 : Profils  des concentrations

plasmatiques de LH (o, ng/mL) obtenus pour
chaque niveau de perfusion de E2 aux doses de
0.03, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21, 0.24, 0.5, 0.75,
et 1 pg/(kg.j) (1 animal/niveau de perfusion).

Les pulses de LH détectés selon la méthode de Wallace
et Mc Neilly sont indiqués avec un rond noir (e). La barre
noire indique la période de perfusion (début de la
perfusion a t=0 h et arrét de la perfusion a t=54 h).
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o Concentrations plasmatiques de LH (ng/mL)
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Figure  43: Profils des  concentrations
plasmatiques de LH (o, ng/mL) obtenus pour
chaque niveau de perfusion de E2 aux doses de
0.003, 0.009, 0.012, 0.015, 0.018, 0.021, 0.024,
0.05, 0.075, et 0.1 pg/(kg.j) en présence de BPA
au taux de 1mg/(kg.j) (1 animal/niveau de
perfusion).

Les pulses de LH détectés selon la méthode de Wallace
et Mc Neilly sont indiqués avec un rond noir (e). La barre
noire indique la période de perfusion (début de la
perfusion & t=0 h et arrét de la perfusion a t=54 h).
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Oestradiol en Oestradiol

présence de
100 BPA

80 -

60
© ED,,=0.14509/(kg.j)

40 |

20 -

Inhibition de la fréquence des
pulses de LH (%)

‘o
0.001 0.01 0.1 1

Dose d'E2 (ug/(kg-j))

Figure 44 : Relation entre la dose d’E2 (ug/(kg.j)) et le pourcentage d’inhibition de la fréquence des
pulses de LH (%) 48 heures apres le début de la perfusion i.v. de E2 seul ou de E2 en présence de BPA a
la dose de 1 mg/(kg.]j).

Chaque point représente un animal ayant recu une perfusion i.v. d’E2 seul (o) ou d’E2 en présence de BPA a la dose
de 1 mg/(kg.j)(o). La ligne en pointillée indique la dose d’E2 pour laquelle on observe 50 % d’inhibition de la
sécrétion de LH (EDs).

D) Discussion

Cette approche nous a permis d’évaluer les effets inhibiteurs de I’E2 sur la sécrétion
de LH en présence de BPA & une concentration proche des expositions retrouvées dans la
population humaine. En effet, jusqu’a présent, nous avons évalué séparément les effets du
BPA et de I’E2 dans notre modéle de brebis prépubére OVX. Or, dans les conditions
environnementales, la population humaine est exposée a un cocktail de substances
oestrogéniques, d’origine exogéne mais aussi endogene. Les concentrations plasmatiques
d’E2 atteintes dans notre étude ont été estimées entre 0.2 et 10 pg/mL, i.e. de I’ordre des
concentrations physiologiques d’E2 retrouvées chez la brebis qui sont comprises entre 2 et
20 pg/mL [202].

Cette étude n’a pas mis en évidence une potentialisation des effets de I’E2 par le
BPA. Afin d’évaluer les effets synergiques du BPA et de E2, nous aurions pu choisir d’étudier
les effets de différents niveaux d’exposition au BPA sur les effets d’une dose de E2
inférieure aux doses nécessaires pour inhiber la sécrétion de LH. Il nous a cependant paru
plus pertinent d’évaluer I’effet d’une exposition environnementale au BPA pour différents
niveaux d’E2 qui représentent les variations physiologiques des niveaux d’E2 qui peuvent
étre retrouvés au cours du cycle chez les femelles. De plus, une étude récente a montré
que les concentrations urinaires de BPA (n=60) n’étaient pas différentes chez la femme
selon les moments du cycle [102]. Une autre approche méthodologique pour évaluer les

effets synergiques de substances consiste a évaluer les effets de différentes mixtures par la
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technique des isoboles, qui a été reprise par [203] pour décrire les effets combinés de
substances oestrogéniques. La technique des isoboles qui consiste a décrire les
combinaisons de deux substances qui produisent le méme effet pourrait étre utilisée afin
d’identifier les mixtures d’E2 et de BPA qui sont responsables d’un effet sur la sécrétion de
LH. La sensibilité exquise de la sécrétion de LH aux effets de E2 dans notre modéle
représente cependant une limite a I’étude des effets potentiellement synergiques de E2 et
du BPA.

V- Conclusion-Partie 3

Les résultats obtenus au cours de cette troisieme partie peuvent étre interprétés de
la facon suivante. A I’aide de la premiére approche, nous avons montré qu’il n’y avait pas
de modification de la réponse au GnRH pour une dose physiologique de GnRH suite a un
traitement au BPA, suggérant que I’inhibition de la fréquence des pulses de LH par le BPA
aurait une origine centrale. Cet effet central a été confirmé pour I’E2 & I’aide de
I’approche immunohistochimique, dans laquelle nous avons montré que I’inhibition de la
sécrétion de LH par I’E2 (et dans une moindre mesure par le BPA) était associée a une
diminution du nombre de neurones immunoréactifs a Kiss. Nous avons montré que le BPA a
un niveau d’exposition proche des valeurs d’exposition humaine ne modifiait pas la

puissance des effets inhibiteurs de I’E2.
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Partie 4 : ToxicociNeTIQUE Du BispHENoOL A CHez DiFrerenTES Especes De

MAMMIFERES

|- Introduction

Dans I’Etude expérimentale 1, nous avons montré que le BPA a une concentration
plasmatique environ deux fois supérieure aux valeurs maximales de I’exposition humaine
(de I'ordre de 40 ng/mL) est capable de perturber la sécrétion de LH chez la brebis
prépubére ovariectomisée. La pertinence de ce résultat en termes de risques pour la santé
humaine est liée au caractere plausible des concentrations plasmatiques de BPA, comprises
entre 1 et 20 ng/mL, qui sont décrites dans les études de biosurveillance chez I’Homme. En
prenant en compte un taux d’entrée du BPA inférieur a la DJA, la clairance rapide du BPA
décrite dans un nombre limité d’études chez I’Homme [47, 51] n’est pas compatible avec
les valeurs des concentrations plasmatiques humaines qui sont de I’ordre du ng/mL. Ainsi,
Mielke and Gundert-Remy [204] ont prédit des concentrations plasmatiques de BPA de
I’ordre du pg/mL, i.e. 1000 fois inférieures a celles actuellement décrites dans les études
de biosurveillance.

Afin de documenter les mécanismes d’absorption, de distribution et d’élimination du
BPA, nous avons développé une approche comparative de la TK du BPA chez différentes
espeéces de mammiféres, dont le modéle ovin qui est I’espece modele de ce projet, les
rongeurs classiqguement utilisés dans les études de toxicologie et le porc pour sa pertinence
pour I’Homme d’un point de vue de la physiologie digestive. Le but ultime était de dégager
des mécanismes communs de la disposition du BPA chez différentes espéces et d’identifier
les facteurs de variabilité de la TK du BPA et d’extrapoler la valeur de la clairance du BPA
chez I’Homme (Etude expérimentale 6).

Cette étude expérimentale a été complétée par un projet collaboratif qui avait pour
objectif d’évaluer I’exposition interne au BPA aprés une administration de BPA par voie
orale sous la forme d’un bolus versus une exposition au BPA via I’alimentation chez la souris

(Etude expérimentale 7).

Les résultats obtenus au cours de ces deux études seront présentés et discutés

successivement.
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II- Etude expérimentale 6 : Evaluation des différences

interspécifiques de toxicocinétique du BPA et du BPA-G

Cette partie s’appuie sur I’article « Interspecies comparison of Bisphenol A toxicokinetic:
new insights for extrapolating observations from animals to human » qui sera soumis
prochainement dans Environmental Health Perspectives et sur I’article « Simultaneous
guantification of bisphenol A and its glucuronide metabolite (BPA-G) in plasma and urine:

applicability to toxicokinetic investigations » paru dans le journal Talanta (voir page 164).

A) Objectifs
Les objectifs de cette étude réalisée chez 5 espéces de mammiferes (mouton, porc, chien,
rat et souris) étaient :
(1) d’évaluer les paramétres PK du BPA apres une administration orale et intraveineuse
(i.v.) de BPA,
(2) d’évaluer la biodisponibilité, la fraction absorbée et I’effet de premier passage
hépatique,

(3) d’évaluer I’excrétion urinaire du BPA et du BPA-G.

B) Matériels et Méthodes

Schéma expérimental

La TK du BPA a été étudiée aprés une administration i.v. et une administration
orale, aux doses respectives de 5 et 100 mg/kg de BPA.

Pour chaque espéce, le protocole a été réalisé selon un plan en cross over équilibré
avec deux périodes, séparées d’une semaine, excepté pour les souris et les rats pour
lesquels un plan expérimental en parallele a été réalisé. Selon le plan en cross over, les
animaux ont été répartis aléatoirement en deux groupes et ont recu une administration de
BPA par voie i.v. et par voie orale selon I’une des deux séquences suivantes : i.v. puis
orale, ou orale puis i.v.. Selon le plan en paralléle, les animaux ont recu soit le BPA par

voie i.v., soit le BPA par voie orale.

Préparation des solutions d’administration

Pour les administrations i.v. chez toutes les espéces sauf les souris, le BPA a été
dissous extemporanément dans un mélange éthanol-propyléne glycol (1:49, vol:vol) a des
concentrations comprises entre 5 et 50 mg/mL selon les espéces. Pour les adminsitrations
chez les souris, le BPA a été dissous extemporanément dans un mélange diméthyl sulfoxyde
(DMSO)-sérum physiologique (1:9, vol:vol) a la concentration de 1 mg/mL.
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Pour les administrations orales, le BPA a été dissous extemporanément dans un
mélange éthanol-huile de mais (1:9, vol:vol) a des concentrations comprises entre 10 et
100 mg/mL selon les espéces.

Le volume administré a été ajusté au poids individuel enregistré la veille de
I’administration. Les concentrations des solutions d’administration de BPA ont été vérifiées
par UHPLC-MS/MS (voir section Dosages du BPA et du BPA-G, P44).

Animaux, modalités d’administrations et de prélevements spécifiques pour chaque espéce
Tous les animaux ont été acclimatés aux conditions d’hébergement standard des
leur arrivée. lls ont recu une nourriture conventionnelle et ont été abreuvés ad libitum.

Souris : Des souris femelles CD-1 [Crl :CD-1 (ICR)br] (n=99) (Charles River Laboratories,
L’arbresle, France) d’un poids moyen de 22.7 £1.3 g ont été utilisées. Le BPA a été
administré par voie i.v. dans la veine latérale de la queue sur des souris vigiles, placées
dans un tube de contention pendant I’administration (entre 5 et 10 secondes). Le BPA a été
administré par voie orale en utilisant une sonde de gavage. Les prélevements de sang ont
été obtenus avant (t=0) et 30, 45 min et 1, 1.5, 2, 4, 8, 12 or 24 h aprés I’administration de
BPA (et au temps supplémentaire 15 min uniguement apres I’administration i.v.) sur n=3 ou
4 souris par temps de prélevement. Les préléevements sanguins (un prélévement par animal)
ont été obtenus par ponction de la veine cave sous anesthésie gazeuse (isoflurane
(AErrane®, Baxter SA, Maurepas, France) 1.5 a 2%, O,: 0.7 mL/min). Afin d’évaluer
I’excrétion urinaire du BPA et du BPA-G, un groupe supplémentaire de 16 souris a été
utilisé. Les souris hébergées dans des cages a métabolisme (cages en polycarbonate,
Tecniplast®) ont recu une administration de BPA par voie i.v. (n=8) ou par voie orale (n=8).
Pour chaque voie d’administration, la totalité des urines (un échantillon/souris) a été
recueillie aux temps 6 h (n=4) et 24 h (n=4) aprés I’administration de BPA en utilisant le
systeme de récolte des cages a métabolisme. Au moment du receuil des urines, un
préléevement sanguin a été réalisé selon la méthode précédemment décrite.

Rats : Des rats méales Wistar [HsdHan:WIST] (n=12) (Harlan, Gannat, France) d’un poids
moyen de 303 £13 g ont été utilisés. Le BPA a été administré par voie i.v. (n=6) dans la
veine latérale de la queue sous anesthésie gazeuse (isoflurane (AErrane®, Baxter SA,
Maurepas, France) 1.5 a 2 %, O,: 0.7 mL/min). Le BPA a été administré par voie orale (n=6)
en utilisant une sonde de gavage. Pour chaque voie d’adminsitration, des prélévements
sanguins (250 uL) ont été obtenus chez 3 rats avant (t=0) et 10, 45 min et 1.5, 4, 12, 36 h et
chez les trois autres rats aux temps 30 min et 1, 2, 8, 24, 48 h aprés I’administration de
BPA. Les préléevements sanguins ont été collectés a I’aide d’un cathéter inséré
chirurgicalement dans la veine fémorale gauche sous anesthésie gazeuse (isoflurane

(AErrane®, Baxter SA, Maurepas, France) 1.5 & 2 %, O, : 0.7 mL/min) au moins 2 jours avant
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I’administration de BPA. Apreés chaque prélévement sanguin, un volume de sérum
physiologique équivalent au volume de sang prélevé a été administré, et le cathéter a été
rempli avec 200 pL de sérum physiologique hépariné (50 Ul/mL). Aprés I’administration, les
rats ont été placés individuellement dans une cage a métabolisme et la totalité des urines a
été recueillie aux temps 3, 6, 9, 12, 24, 36 et 48 h apres I’administration de BPA.

Chiens : Des chiennes de race Beagle femelle (n=6) (Harlan, Gannat, France) agées de 4
a 6 ans, d’un poids moyen de 10.2 +0.6 kg ont été utilisées. Les chiennes ont été hébergées
dans des cages a métabolisme en inox. Le BPA a été administré par voie i.v. a I’aide d’un
cathéter inséré dans la veine céphalique droite juste avant I’administration. Le BPA a été
administré par voie orale a I’aide d’une intubation gastrique. Les chiens a jeun depuis 24
heures ont été nourris 2 heures aprés I’administration de BPA. Des prélévements sanguins
sériés ont été réalisés avant (t=0) et aux temps 30 min et 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18 et
24 h aprés I’administration de BPA (et au temps supplémentaire 15 min uniquement apres
I’i.v.). Les prélévements sanguins (2 mL) ont été réalisés par ponction de la veine jugulaire
gauche. La totalité des urines a été recueillie aprés chaque miction spontanée avant et
pendant 24 heures aprés I’administration de BPA.

Porcs : Des porcs males [Genetic pic] (n=8) (Villefranche de Rouergue, France) d’un
poids moyen de 22.4 £3.4 kg ont été utilisés. Les porcs ont été hébergés dans des cages a
métabolisme. Le BPA a été administré par voie i.v. a I’aide d’un cathéter inséré dans la
veine auriculaire juste avant I’administration. Le BPA a été administré par voie orale par
intubation gastrique. Les porcs a jeun depuis 16 heures ont été nourris 4 heures aprés
I’administration de BPA. Des prélévements sanguins sériés ont été collectés avant (t=0) et
aux temps 30 min, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18 et 24 h aprés I’administration de BPA (et
au temps supplémentaire 15 min uniquement aprés I’administration i.v.). Les prélévements
de sang (4 mL) ont été effectués par ponction de la veine jugulaire. La totalité des urines a
été été recueillie aprés chaque miction spontanée, avant et pendant 24 heures apres
I’administration de BPA.

Moutons : Des brebis de race Lacaune (n=6) d’un poids de 61.7 +5.2 kg ont été utilisées.
Le BPA a été administré par voie i.v. a I’aide d’un cathéter inséré dans la veine jugulaire
gauche juste avant I’administration. Le BPA a été administré par voie orale par sondage
gastro-oesophagien. Les brebis, a jeun depuis 16 h, ont été nourries 4 h apres
I’administration de BPA. Des prélévements sanguins sériés ont été réalisés avant (t=0) et
aux temps 20, 30 min et 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 36 et 48 h aprés
I’administration de BPA (et aux temps supplémentaires 2, 4, 8 et 15 min uniquement aprés
I’adminsitration i.v. et 10 min apres la voie orale). Les prélévements sanguins (2 mL) ont
été effectués par ponction de la veine jugulaire droite. Une sonde de Foley a été insérée

dans I'uretre dans I’heure précédant I’administration et la totalité des urines a été
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recueillie juste avant I’administration et aux temps 1, 2, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 28, 32 et
36 h aprés I’administration de BPA.

Traitement des échantillons sanguins

Tous les échantillons sanguins ont été recueillis dans des tubes héparinés,
immédiatement placés sur la glace et centrifugés pendant 10 min a 3000 x g et a 4°C. Le
plasma a été séparé en deux fractions aliquotes sur de la glace et stocké a -20°C jusqu’au

moment de la réalisation du dosage du BPA et du BPA-G.

Traitement des échantillons urinaires

Le volume total d’urine obtenu par miction spontanée a été collecté dans des
récipients en verre placés sur la glace. Les urines ont été filtrées sur une membrane de
nylon (maillage de 250 pm) pour les porcs et les chiens. Le volume total d’urine collecté et
I’heure de collecte ont été enregistrés et un échantillon d’urine a été conserve,
immédiatement placé sur la glace et centrifugé pendant 10 min a 3000 x g a 4°C.
L’échantillon d’urine a été séparé en deux fractions aliquotes sur de la glace et stocké a -

20°C jusqu’au moment de la réalisation du dosage du BPA et du BPA-G.

Purification du BPA-G

La quantification du BPA-G, en s’affranchissant de I’étape d’hydrolyse représente un
enjeu analytique important car jusqu’a présent aucune méthode ne permettait de doser le
BPA-G. Afin de quantifier le BPA-G dans nos échantillons plasmatiques et urinaires et en
raison de la non disponibilité commerciale du BPA-G, une méthode d’isolation et de
purification du BPA-G a été développée au laboratoire a partir des urines chargées en BPA-
G par flash chromatographie. La méthode de purification a été publiée par Lacroix et al.
(Article 2, P158) et est brievement décrite ci-apres. Les urines de brebis récoltées apres
une administration orale de BPA a la dose de 100 mg/kg ont été pré-concentrées et
injectées sur une cartouche C18 (Chromabond® Flash, 25 g, Macherey Nagel, Hoerdt,
France) flash chromatographie (CombiFlash Companion® Teledyne Isco, Wierde, Belgique) &
un débit de 25 mL/min et selon un gradient d’élution H,O0/MeOH. Les fractions de BPA-G
collectées ont été évaporées sous flux d’air et lyophilisées afin d’obtenir le BPA-G sous
forme de poudre. Cette méthode a permis d’obtenir 1 g de BPA-G qui a été caractérisé en

UHPLC-MS/MS et en RMN (Résonance magnétique nucléaire).

Dosages du BPA et du BPA-G
Les concentrations plasmatiques et urinaires de BPA et de BPA-G ont été analysées

simultanément par UPLC-MS/MS. Les échantillons (100 pL) ont été purifiés par précipitation
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protéique avec 150 puL d’AcN et 50 yL de standard interne (SI) (BPA-dis, 5 pg/mL). Apres
10 minutes de centrifugation & 20 000 x g, 5 uL de surnageant ont été injectés sur une
chaine Acquity UPLC® couplée a un spectrométre de masse triple quadripdle (Xevo®,
Waters, Milford, MA). Le BPA, le BPA-G et le Sl ont été séparés sur une colonne C18 (2.1 x
100 mm; 1.7 um, Waters) avec un gradient d’élution H,O/AcN (to 4 0.5min = 10 % ACN; to.5 4 amin
= 90 % AcN). Les transitions MRM qui ont été suivies pour détecter le BPA, le BPA-d et le
BPA-G étaient respectivement m/z 227.2 < 212, m/z 241.3 < 142.0 et m/z 403 < 227 avec
des énergies de collision respectives de 28eV, 30eV et 28eV. Les données
chromatographiques ont été acquises et traitées avec le logiciel TargetLynx® (Waters,
Milford, MA, USA).

La méthode de dosage a été validée selon les lignes directrices de la FDA [180] pour
le BPA et le BPA-G dans le plasma et I’'urine de I’espéce ovine. Une validation partielle a
par la suite été réalisée pour les autres espéces (porc, chien rat et souris). Pour la
guantification du BPA, la précision évaluée par les CV intra- et inter-jour était inférieure a
12 %, avec une exactitude comprise entre 95 et 109 %. Pour la quantification du BPA-G, la
précision évaluée par les CV intra- et inter-jour était inférieure a 15 % pour le plasma et
comprise entre 16 et 18 % dans les urines, avec une exactitude comprise entre 91 et 110 %.
Les LOQs ont été déterminées dans chaque matrice et pour chaque substance avec une
précision inférieure a 20 % et une exactitude comprise entre 80 et 100 %. Les valeurs des
LOQs qui ont été déterminées pour le BPA et le BPA-G dans le plasma et dans les urines

pour chaque espéce sont présentées dans le Tableau XIV.

Tableau XIV : Limites de quantification (LOQs) de la méthode UHPLC-MS/MS développée pour chaque
matrice (plasma et urine) et chaque espéce pour I’évaluation des concentrations en BPA et en BPA-G
en ng/mL (A) et en uM (B).

: - oA .-

LOQ (en pg/mL) Mouton Porc Chien Rat Souris
BPA 0.001 0.001 0.001 0.001 0.010
Plasma
BPA-G 0.02 0.02 0.02 0.05 0.05
Urine BPA 0.025 0.025 0.025 0.010 0.010
BPA-G 1 1 1 1 1
B
LOQ (en pM) Brebis Porc Chien Rat Souris
BPA 0.004 0.004 0.004 0.004 0.044
Plasma
BPA-G 0.049 0.049 0.049 0.124 0.124
Urine BPA 0.110 0.110 0.110 0.044 0.044
BPA-G 2.474 2.474 2.474 2.474 2.474
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Analyse des données

(1) Analyse non-compartimentale des données plasmatiqgues de BPA et de BPA-G :

Les concentrations plasmatiques de BPA et de BPA-G ont été analysées a I’aide
d’une approche non-compartimentale en utilisant le logiciel WinNonlin®. Pour I’analyse des
concentrations plasmatiques et urinaires de BPA-G, la quantité de BPA-G qui entre dans
I’organisme a été calculée en équivalent BPA, i.e. en faisant I’hypothése que tout le BPA
admininistré est transformé en BPA-G. L’aire sous la courbe des concentrations
plasmatiques de BPA et de BPA-G de t=0 jusqu’au temps d’occurrence de la derniére
concentration quantifiable (AUCorast) @ €té calculée avec la méthode des trapézes
arithmétiques pour le BPA et le BPA-G, puis le rapport des AUCs a été calculé pour chaque
voie d’administration.

La clairance du BPA (Clgpa), la clairance apparente du BPA-G (Cl/Fgpag), le temps
moyen de résidence (MRTgpn) et la demi-vie terminale d’élimination du BPA et du BPA-G
(ti2.8en €1 t1/2 8rac) ONt été estimés apres I’administration i.v. de BPA. La Clgpa et la Cl/Fgpac
ont été obtenues en divisant la dose de BPA administrée par I’AUC correspondante. Les
ti2en €L tin8eac @prés I’administration i.v. ont été calculés en divisant le logarithme
népérien de 2 par B, la constante de temps de la phase terminale (Equation 3). L’option
« données éparses » de WinNonlin® a été utilisée pour analyser les données individuelles
obtenues chez le rat et la souris, permettant ainsi d’obtenir une erreur standard (SE)

associée a chague parameétre.

(2) Ajustement des données plasmatiques et urinaires par__une__approche

modélisatrice :

La disposition du BPA et du BPA-G dans le plasma et dans les urines a été analysée
par une approche modélisatrice. Un modéle compartimental a été utilisé pour décrire
simultanément la disposition du BPA et du BPA-G aprés une administration i.v. et une
adminsitration orale, ce modéle est une simplification de la réalité qui vise a décrire le
comportement d’un systéme biologique sous la forme d’un modéle semi-physiologique
associé a un modéle mathématique.

Le modéle semi-physiologique décrit dans la Figure 45 a été construit pour ajuster
simultanément les données plasmatiques et urinaires en BPA et en BPA-G obtenues sur un
méme animal aprés une administration i.v. et aprés une administration orale. Le modéle
semi-physiologique représente le systéme biologique sous une configuration de «n
compartiments » reliés entre eux par des constantes de premier ordre appelées
« constantes de transfert ». Le compartiment se définit comme un volume a I’intérieur
duquel la substance se répartit de fagcon homogene et posséde une cinétique uniforme de

transformation et/ou de transfert. Les constantes de transfert (exprimées en inverse du
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temps) traduisent le passage de la substance d’un compartiment a une autre ou bien son
élimination a partir d’un compartiment. Les processus de transfert sont dits de premier

ordre car la vitesse de transfert d’un compartiment a un autre est proportionnelle a la

concentration dans le compartiment en amont.

m Tractus gastro- K910 Fraction non
intestinal absorbée
9 10
Kog
K K K
12 81 74 -
BPA fians les BPA ) BPA-G BPA G dans les
tissus Foie tissus
L Plasma L
périphériques Kg, Plasma périphériques 7
Ky 1 Kis 8 4 Ky
Km, Vmax K811 K45 K46
BPA Autres BPA-G BPA-G
. métabolites Urine autres voies
Urine
11 5 6

Figure 45 : Modele semi-physiologique permettant d’évaluer simultanément de facon quantitative la
disposition du BPA et du BPA-G aprés une administration orale et i.v. de BPA.

Les compartiments sont numérotés de 1 a 11 et les constantes de transfert du premier ordre du compartiment i au
compartiment j sont notés Kj. La dose intraveineuse (i.v.) (5 mg/kg) a été introduite dans le compartiment
plasmatique du BPA (compartiment 1), alors que la dose orale (100 mg/kg) a été introduite dans le compartiment 9
représentant le tractus gastro-intestinal.

La dose i.v. (5 mg/kg) a été introduite dans le compartiment plasmatique du BPA
(compartiment 1) qui est également le site de prélévement, alors que la dose orale
(100 mg/kg) a été introduite dans le compartiment 9 représentant le tractus gastro-
intestinal. K, Ky, Kz et Ky sont les constantes de transfert entre le plasma
(compartiments 1 et 4) et les tissus périphériques (compartiments 2 et 7) pour le BPA et le
BPA-G. Kgi, Kig et Kg, représentent les constantes de transfert entre le foie (compartiment
8) et le plasma (compartiments 1 et 4). Vi et Ky, représentent respectivement la capacité
maximale d’élimination du BPA dans les urines et K., la constante de Michaelis-Menten qui
est la concentration plasmatique de BPA pour laguelle la vitesse délimination du BPA dans
les urines (V) est égale a Vina/2. Kys représente la constante d’élimination du BPA-G a partir
du plasma dans les urines (compartiment 5) et K45 représente la constante d’élimination du
BPA-G par une autre voie que la voie urinaire (compartiment 6). La constante Kgy;
représente la formation d’un autre métabolite du BPA que le BPA-G produit par la foie.
Enfin, Kgg et Kg1p représentent respectivement les fractions absorbée et non absorbée de la

dose administrée par voie orale.
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Le modele mathématique est le systeme d’équations différentielles qui décrit la
variation des quantités de substances en fonction du temps dans chaque compartiment du
modeéle semi-physiologique. A chaque instant t, la quantité X(t) de substance présente dans
un compartiment donné est la différence entre la quantité qui entre et la quantité qui sort.
La variation de la quantité s’étudie a partir de la dérivée de cette fonction. Le modéle
mathématique a été défini par les équations suivantes (Equations 11 a 24) :

CPgpp = é Equation 11
1

X, -
CPgpa_c :V—4 Equation 12
4

Km = Kn Equation 13
Vl

dx v .
d_tl:K21XX2+K81XX8_(K12+K18 +m)xxl Equatlon 14
dX,

dt

=K, x X, - K, xX, Equation 15

X3 __ Vins x X, Equation 16
dt K, + X,

m

dx,
dt

= Kgy x Xg + Ky x X, = (K6 + Kjs + K,;) x X, Equation 17

dX,
dt
dX,
dt

=K, x X, Equation 18

=K x X, Equation 19

dX;,
dt

=K, x X, —K,, x X, Equation 20

dX,
dt

= K X X, + Kgg x Xg = (Kg; + Kg, + Kgy) x Xy Equation 21

X )
% =—(Kg + Koo)X Xy Equation 22

% = Koy % X Equation 23

dX )
—H =K, x X, Equation 24

avec Cpgpa et Cpgp, o les concentrations plasmatiques observées respectivement en BPA

(compartiment 1, volume V;) et en BPA-G (compartiment 4, volume V,), Km la

concentration plasmatique de BPA pour laquelle la vitesse d’élimination du BPA dans les
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urines est égale a Vmax/2, Xm la quantité de BPA éliminée dans les urines, X; la quantité

en BPA ou de BPA-G dans le compartiment i, Kj; la constante de transfert de premier ordre

du compartiment i au compartiment j.

Pour évaluer les parameéetres de ce modele, nous disposons des concentrations
plasmatiques de BPA et de BPA-G (compartiments 1 et 4) et des quantités urinaires
cumulées de BPA et de BPA-G (compartiments 3 et 5) obtenus apres I’adminsitration de BPA
par voie i.v. et orale pour chaque animal (mouton, porc, chien) ou sur I’ensemble des
animaux (rat, souris). Les concentrations massique (ng/mL) ont été exprimées en
concentration molaire (UM ou pumoles/L) de BPA et de BPA-G pour prendre en compte la
conversion mole a mole de BPA en BPA-G avec les poids moléculaires respectifs de
228.115 g/mol et 404.147 g/mol et les données urinaires ont été exprimées en quantité
cumulées de BPA et BPA-G éliminées dans les urines (en pmoles) au cours du temps.

Les paramétres du modéle ont été déterminés en réalisant le meilleur ajustement
des données expérimentales (optimisation). L’ajustement des données au modéle a été
réalisé & I’aide du logiciel WinNonlin®, avec une pondération par I’inverse du carré des
valeurs ajustées. La méthode de Nelder-Maed a été utilisée comme algorithme de
minimisation de la somme des carrés des résiduelles. Pour chaque individu (mouton, porc,
chien), les constantes de transfert et les volumes permettant de réaliser le meilleur
ajustement ont été estimés.

A partir des parameétres primaires du modéle, les paramétres PK secondaires
suivants ont été déterminés :

- la fraction de la dose de BPA réellement absorbée aprés I’administration par voie
orale, exprimée en pourcentage de la dose administrée, a été calculée avec

I’équation 25 :

K .
e = —————x100 Equation 25
K98 + K910

- la fraction de la dose de BPA qui échappe a I’effet de premier passage hépatique
(Fr), exprimée en pourcentage de la dose administrée, a été calculée avec
I’équation 26 :

K81

= x100 Equation 26
K81 + K84 + I<811

h

- la biodisponibilité du BPA (F) aprés une administration orale a été calculée avec
I’équation 27 :

F =F,,xF, Equation 27
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- le coefficient d’extraction hépatique (E;), qui traduit I’intensité de I’effet de

premier passage hépatique a été calculé avec I’équation 28 :
E,=1-F, Equation 28
- la fraction de la dose de BPA métabolisée en BPA-G, exprimée en pourcentage de la
dose administrée, a été calculée avec I’équation 29 :
K84

F = X
BPA-BPA-G abs
K84 + K81 + K811

x100  Equation 29

- la fraction de la dose de BPA éliminée sous la forme de BPA-G par voie urinaire,
exprimée en pourcentage de la dose administrée, a été calculée avec I’équation 30 :
F spacuine= F xkxloo Equation 30
—G—urine BPA-BPA-G K +
45 46
- la fraction de la dose de BPA éliminée sous la forme de BPA-G par une autre voie
que la voie rénale, exprimée en pourcentage de la dose administrée, a été calculée
avec I’équation 31 :
K

Fopac—aures = Fepasrac X —*x100  Equation 31
Kas + Kys

- la fraction de la dose de BPA métabolisée en un autre métabolite que le BPA-G,
exprimée en pourcentage de la dose administrée, a été calculée avec I’équation 32 :

K8ll
K811 + KBl + K84

F

%100 Equation 32

BPA-autres abs><

(3) Approche allométrigue :

Une relation allométrique (Equation 33) a été utilisée pour décrire la variabilité
interspécifique de la clairance plasmatique du BPA (Clgp,), estimée par I’analyse non-

compartimentale, chez le mouton, le porc, le chien, le rat et la souris.

Clgp, =axP’ Equation 33
avec P le poids en kg, Clgpa la clairance plasmatique du BPA en L/min, a le coefficient
allométrique et b I’exposant allométrique

La relation allométrique a été linéarisée par la double transformation logarithmique
(log-log), afin d’avoir une représentation graphique sur laquelle toutes les espéces étudiées
(poids corporel compris entre 20g pour la souris et 60 kg pour le mouton) sont
représentées. La linéarisation de I’Equation 33 par transformation logarithmique conduit a
I’Equation 34 :

logClg, =loga+ (bxlog P) Equation 34

avec b I’exposant allométrigue donné par la pente de la droite de régression et a le
coefficient qui correspond a I’ordonnée a I’origine de la droite de régression.
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C) Résultats

La Figure 46 décrit I’évolution des concentrations plasmatiques moyennes (£SD) de
BPA et de BPA-G en fonction du temps aprés une administration i.v. de BPA a la dose de
5 mg/kg (A) et aprés une administration orale de BPA a la dose de 100 mg/kg (B) chez les 5
especes.

Aprés I’administration i.v. de BPA a la dose de 5 mg/kg, les concentrations
plasmatiques de BPA diminuent rapidement et atteignent la LOQ de la méthode analytique
entre 6 h et 12 h aprés I’administration chez le mouton, le porc et le chien, alors que les
concentrations plasmatiques de BPA sont maintenues au-dessus de la LOQ pendant
24 heures chez le rat et la souris (Figure 46.A). Les concentrations plasmatiques de BPA-G
augmentent immédiatement aprés I’administration de BPA et la concentration plasmatique
maximale de BPA-G (Cna) est atteinte dans les 15 premieres minutes qui suivent
I’administration. Chez le rat et la souris, la valeur de C,. de BPA-G est tres inférieure a
celle observée chez les autres espéces.

BPA

A- Intraveineuse, 5 mg/kg

=
o
o

0.1

Concentrations plasmatiques de BPA (ng/mL)
Concentrations plasmatiques de BPA-G (ng/mL)

0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Temps (h) Temps (h)
B- Orale, 100 mg/kg

1000 1000+

[N
o
o

[N
o

o
i

LoQ

o
o
P=s

0.014

o
o
IS]
=

0.001

Concentrations plasmatiques de BPA (ng/mL)
i
Concentrations plasmatiques de BPA-G (ng/mL)

0 é 12 18 24

Temps (h) Temps (h)
Figure 46 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (+SD) de BPA et de BPA-G
(en ng/mL) chez le mouton (e, n=6), le porc (o, n=8), le chien (*, n=6), le rat (A) et la souris (m) apres
une administration i.v. de BPA a la dose de 5 mg/kg (A) et aprés une administration orale de BPA a la
dose de 100 mg/kg (B).

La ligne horizontale en pointillé indique la LOQ pour chaque analyte.
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Aprés I’administration orale de BPA a la dose de 100 mg/kg, le Cnax du BPA est
atteint trés rapidement apres I’administration et les concentrations plasmatiques de BPA
sont maintenues au dessus de la LOQ pendant environ 24 heures apres I’administration,
excepté chez le porc ou la LOQ est atteinte au cours des 12 premiéres heures (Figure 46.B).
Les concentrations plasmatiques de BPA atteintes aprés I’administration orale de BPA sont
trés faibles comparativement a celles qui ont été observées aprés I’administration i.v.
d’une dose de BPA, 20 fois inférieure a celle administrée par voie orale. Les concentrations
plasmatiques de BPA-G augmentent trés rapidement apres I’administration de BPA par voie
orale, et le Cnhxx du BPA-G est atteint dans les 15 premiéres minutes qui suivent
I’administration. Chez

le rat, les concentrations plasmatiques de BPA-G sont trés

inférieures a celles observées chez les autres espéces pendant les 12 premiéres heures,
alors qu’elles présentent des valeurs équivalentes a celles des autres espéces au cours des
12 dernieres heures. Aprés avoir atteint le C., les concentrations plasmatiques de BPA
diminuent paralléelement aux concentrations plasmatiques de BPA-G pendant les 24 heures

qui suivent I’administration chez toutes les espéces.

¢ Analyse non-compartimentale
Les paramétres PK du BPA estimés avec I|’analyse non-compartimentale sont

présentés dans le Tableau XV.

Tableau XV : Parameétres pharmacocinétiques du BPA obtenus a partir des données plasmatiques de
BPA et de BPA-G observées apres une administration i.v. de BPA a la dose de 5mg/kg et une

administration orale a la dose de 100 mg/kg chez les 5 espéces étudiées (mouton, porc, chien, rat et

souris).
- | - L.
Parametres (unités) Mouton Porc Chien Rat Souris
Moy +SD Moy +SD Moy +SD Moy +SE Moy +SE
AUCgpa,i.v (pmol.h/L) 15.6 +4.8 71122 12.6 +1.1 5.6 0.4 5.8 0.5
AUCgpa-,i.v. (HMol.h/L) 79.2 £16.1 45.0 9.3 69.5 +14.8 10.8 +1.25 9.2 +1.4
Rapport AUCgpa.,i .v./ AUCepa,i.v. 5.0 6.3 5.5 1.9 1.6
AUCgpa orale (Hmol.h/L) 2.6 +1.3 0.8 +1.4 2.8+15 3.4 0.5 7.0 2.0
AUCepa-g,orale (umol.h/L) 1765.1+388.2 | 576.5x119.4 | 1050.4 156.3 145.8 +24.4 402.4 165.5
Rapport AUCgpa.G orales AUCgpa orate 678.9 720.6 375.1 42.9 57.5
Cl gpa (mL/(kg.min)) 25.06.5 56.4 +19.5 29.2+2.7 64.2 54.0
ti/2, Bra (h) 1.3+0.6 1.9+3.2 0.9z0.7 3.0 9.1
CI/F gpag (ML/(kg.min)) 8.4 +1.5 14.4 £2.7 8.8 +1.6 1.7 18.0
ti/2, sra-G () 5.0£2.3 5.245.9 9.7+7.8 24.5 6.8

AUC : aire sous la courbe des concentrations plasmatiques, Cl : clairance, CI/F : clairance apparente, ti/, : temps
de demi-vie plasmatique terminale, MRT : temps moyen de résidence

Aprés I’administration i.v., le rapport AUCgppc.i.vs AUCgpaiyv. indique que les

concentrations plasmatiques globales de BPA-G sont 5 & 6 fois supérieures a celles de BPA
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chez le mouton, le porc et le chien, alors que chez les rongeurs les concentrations
plasmatiques de BPA-G sont seulement 1.5 & 2 fois supérieures a celles de BPA (rapport
AUCgppc.iv.s AUCgpaiv. cCOmpris entre 1.6 et 1.9). Apres I’administration orale, le rapport
des AUCs est augmenté d’un facteur 100 chez le mouton, le porc et le chien et d’un facteur
20 chez le rat et la souris. Ce rapport est 5 fois inférieur chez les rongeurs
comparativement aux autres especes.

Aprés I’administration i.v. de BPA, la Cl gpa varie de 25.0 mL/(kg.min) chez le
mouton a 64.2 mL/(kg.min) chez le rat. La ty/,, gpa €St courte, de I’ordre de 1 a 2 heures
chez le mouton, le porc et le chien, alors qu’elle est supérieure a 2 heures chez le rat et la
souris, respectivement 3 et 9.1 h. La CI/F gpac est 10 fois inférieure a celle du BPA
(comprise entre 1.7 et 14.4 mL/(kg.min)), et la ti;» grac €St entre 2.5 (mouton, porc,
souris) et 10 fois supérieure a celle du BPA (chien, rat), e.g. 1.3 £ 0.6 h versus 5.0+ 2.3 h

chez le mouton.

¢ Analyse compartimentale
Le modele compartimental présenté sur la Figure 45 a été choisi pour ajuster les
données expérimentales, le choix du modéle est basé sur le critére d’Akaike [182] qui
prend en compte le principe de parcimonie. La Figure 47 montre I’évolution des
concentrations plasmatiques en BPA et en BPA-G (observées et ajustées avec le modele) et
les quantités cumulées de BPA et de BPA-G dans les urines (observées et ajustées avec le
modele) obtenues aprés I’administration de BPA par voie i.v. (A) ou adminsitration orale (B)

pour un animal représentatif par espéce pour le mouton, le porc et le chien.
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Figure 47 : Evolution des concentrations plasmatiques de BPA (e) et de BPA-G (o) (en uM) et des
quantités cumulées de BPA (m) et de BPA-G (o) éliminées dans les urines (en pmoles) obtenues et
ajustées (—) en fonction du temps avec le modéle compartimental aprés une administration i.v. de BPA
a la dose de 5 mg/kg (A) et aprés une administration orale de BPA a la dose de 100 mg/kg (B) pour un

animal représentatif de chaque espéce (mouton, porc, chien).

L’inspection visuelle de la Figure 47 montre que le modele a permis de bien ajuster
les données plasmatiques et urinaires chez le mouton, le porc et le chien. Le modéle n’a
pas permis d’ajuster les données expérimentales chez le rat et la souris, car le décours
temporel des concentrations plasmatiques de BPA et de BPA-G est différent des autres
espéces (ajustements non présentés).

Quelle que soit la voie d’administration, les profils des quantités cumulées de BPA et
de BPA-G dans les urines au cours du temps montrent que 70 a 80 % de la dose retrouvée
dans les urines est éliminée deés les premiéres heures chez toutes les espéces. La majorité
de la dose de BPA éliminée dans les urines sous forme de BPA-G. Aprés I’administration i.v.,
la quantité cumulée de BPA-G retrouvée dans les urines est environ 100 fois supérieure a
celle de BPA, alors qu’aprés I’administration orale, elle est environ 1000 fois supérieure a
celle de BPA. Les paramétres primaires estimés avec le modéle pour chaque espéce sont
présentés dans le Tableau XVI.
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Tableau XVI: Paramétres primaires moyens (+SD) du modele obtenus chea le mouton, le porc et le
chien a partir de la modélisation simultanée des concentrations plasmatiques de BPA et de BPA-G et

des quantités urinaires en BPA et en BPA-G aprés une administration i.v. et orale de BPA.

Mouton Porc Chien
Paramétres (unités) Moy SD Moy sb Moy sb

Vi) 26.2 +13.5 62.3 +20.6 9.7 4.4

V4 (L) 5.0 +3.4 0.7 +0.4 1.6 £1.7

Ko (0 0.8 +0.6 0.01 +0.03 0.2 +0.2

Kyq () 0.4 +0.4 0.004 +0.01 0.8 +0.7

Vimax (umole. h%) 8.6 +14.5 0.3 +0.2 0.1 +0.1

K (uM) 30.2 +32.4 | 0.00007 +0.00003 0.2 +0.2

Kga (0™ 84.6 +51.7 5.2 +3.0 121.2 +78.2

Kss (™) 2.6 +2.3 10.5 +6.6 0.3 £0.1

Kae (0 0.2 +0.4 0.0001 +0.0001 1.9 +0.8

Ka7 (0™ 0.9 +0.9 10.0 +4.3 1.1 +0.6

K74 (0 0.2 +0.2 0.02 +0.01 0.1 +0.0

Ke1 (h™) 1.5 +1.2 0.04 +0.01 2.4 +1.7

Kig (hY) 2.4 +1.2 1.2 +0.2 2.0 +0.9

Kog (™) 0.1 +0.1 0.4 +0.2 0.3 +0.2
Koz (h) 0.01 +0.03 NE NE
Ke11 (W) NE NE NE

Kij sont les constantes de transfert du premier ordre du compartiment i au compartiment j (voir Figure 45 pour les
différents compartiments). V; et V, sont les volumes du compartiment central de BPA et de BPA-G. Les paramétres
primaires moyens (£SD) du modele ont été obtenus chez le mouton (n=6), le porc (n=8) et le chien (n=6).

NE : non estimable

A partir des paramétres primaires du modéle, les parameétres PK secondaires liés a
I’administration du BPA par voie orale ont été calculés chez le mouton, le porc et le chien
(Tableau xvi). Apres une administration orale de BPA, la totalité de la dose de BPA
administrée est absorbée avec une F,s de 100 %. Aprés avoir été absorbé, le BPA est
intensément glucuronidé au niveau hépatique chez le mouton, le porc et le chien, comme
le montre la fraction négligeable de la dose qui échappe a I’effet de premier passage
hépatique (F,) chez le mouton, le porc et le chien (de I’ordre de 1 a 2 %) et le coefficient
d’extraction hépatique (En) qui est supérieur a 0.9 chez ces trois espéces. Etant donné que
Fans €st de 100 %, la biodisponibilité systémique du BPA (F) est équivalente a F, d’apres
I’équation 27, soit de I’ordre de 1 a 2 % (Tableau XVII).

L’analyse non compartimentale a été utilisée pour estimés les paramétres PK
secondaires liés a I’administration du BPA par voie orale ont été calculés chez le rat et la
souris (Tableau XVII). Malgré un effet de premier passage hépatique également trés
important (E,~0.95), la biodisponibilité systémique du BPA chez les rongeurs est Iégerement
supérieure a celle des autres espéces, respectivement 3.03 et 6.03 % chez le rat et la
souris. Cette différence de biodisponibilité peut étre expliqué par un défaut d’absorption
chez le rat (F.s=67.6 %), comparativement aux autres espédes et une augmentation de la

fraction qui échappe a I’effet de premier passage hépatique chez la souris (F, 6 %).
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Tableau XVII : Absorption, biodisponibilité systémique et effet de premier passage hépatique du BPA.

" = a an_ =
Mouton Porc Chien Rat Souris
Parametres (unités) Moy SD Moy SD Moy SD Moy Moy
Fabs (%) 100.0 +0.0 100.0 0.0 100.0 +0.0 67.1 100.0
Fr, (%) 1.2 +1.1 1.1 +0.7 1.9 +0.4 4.5 6.03
F (%) 1.2 +1.1 1.1 +0.7 1.9 +0.4 3.03 6.03
(= 0.99 +0.01 0.99 =0.01 0.98 +0.004 0.95 0.94
Fans : fraction de BPA absorbée dans la veine porte aprés une administration orale ; Fy : fraction qui échappe a

a été

I’effet de premier passage hépatique ; F : biodisponibilité systémique ; E, : coefficient d’extraction hépatique

NE : non estimable

Remarque : Pour les rongeurs, la biodisponibilité et I’absorption ont été estimés a partir des résultats issus de
I’analyse non compartimentale

Le pourcentage de la dose éliminée dans les urines sous la forme de BPA et de BPA-G

estimé a partir des parametres primaires du modéle en pourcentage de la dose

administrée chez le mouton, le porc et le chien, et a partir de la quantité totale de BPA-G

éliminée dans les urines chez le rat et la souris. Les résultats sont présentés dans le

Table

au XVIII.

Tableau XVIII : Fraction de la dose de BPA administrée éliminée sous la forme de BPA, de BPA-G ou

d’un autre métabolite dans les urines ou par une autre voie d’élimination.

w |, AN & »
Mouton Porc Chien Rat Souris

Parameétres (unités) Moy sD Moy sD Moy sD Moy Moy

Fepa-ra-c (%) 98.8 1.0 98.9 +0.7 98.1 + 0.4 NE NE
Fepa-G-urine (%) 89.7 +178 98.9 +0.7 12.2 + 2.1 11.65 48.4

Fepa-G-autres (%) 9.1 +18.1 0.0 +0.0 86.0 + 2.2 NE NE

Fapa-autres (%) 0.0 +0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 NE NE

Fepasrac : fraction de la dose métabolisée sous la forme de BPA-G, Fgpp-autres : fraction de la dose métabolisée en un
autre métabolite que le BPA-G, Fgpac-urine : fraction de la dose éliminée sous la forme de BPA-G dans les urines, Fgpac-
autres - fraction de la dose éliminée sous la forme de BPA-G par une autre voie que la voie urinaire.

Les fractions éliminées sont identiques quelle que soit la voie d’administration (i.v. ou orale) car la fraction
absorbée est de I’ordre de 100 % pour toutes les especes.

NE : non estimable

Remarque : Pour les rongeurs, la biodisponibilité et I’absorption ont été estimés a partir des résultats issus de
I’analyse non compartimentale

D’apres notre modéle, le BPA-G est le principal métabolite formé chez le mouton, le

porc et le chien (Fgpara-c SUPErieure a 98 %). Le BPA-G est principalement éliminé dans les

urines chez le mouton et le porc (89.7 + 9.1 %) et le porc (98.9 £ 12.2 %), alors qu’il est

essentiellement éliminé par une autre voie d’élimination chez le chien (Fgpac, urine-12.2

+2.1

%). La fraction de la dose qui est éliminée sous la forme d’un autre métabolite ou par

une autre voie d’élimination est nulle d’aprés I’ajustement du modéle chez toutes les

espec

es, ce qui suggere que les autres métabolites sont minoritaires. Chez les rongeurs la

fraction de la dose de BPA qui est éliminée dans les urines sous la forme de BPA-G est
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Iégérement ou tres inférieure a celle des autres espéces (48.4 % chez la souris et 11.65 %

chez le rat).

Le BPA qui échappe a I’effet de premier passage hépatique est essentiellement
éliminé dans les urines de fagcon non lin€aire, i.e. non propotionnelle & la concentration
plasmatique de BPA. La Figure 48 illustre pour le chien représentatif présenté sur la Figure
47 I’évolution du taux d’excrétion du BPA dans les urines en fonction des concentrations
plasmatiques de BPA pour un K, de 0.12 pM et un Vpax de 0.04 uM/h (Tableau XVI).

0.05 -

0.04

0.03

0.02

0.01

Taux d'excrétion rénal (L/h)

Concentrations plasmatiques de BPA (uUM)

Figure 48 : Taux d’excrétion rénal du BPA en fonction des concentrations plasmatiques de BPA (uM)
chez un chien représentatif.

L’élimination du BPA dans les urines suit une cinétique de Michaelis-Menten, le taux d’élimination augmente
proportionnellement aux concentrations de BPA lorsque les concentrations sont inférieures a Ky, puis de fagon non
proportionnelle jusqu’a une valeur maximale, notée V.« pour des concentrations plasmatiques de BPA supérieures a
Km. Le Km représente la concentration de BPA pour laquelle 50 % de la capacité maximale d’élimination urinaire du
BPA est observée.

L’évolution du taux d’excrétion urinaire du BPA en fonction des concentrations
plasmatiques de BPA montre que lorsque les concentrations plasmatiques de BPA sont
faibles, soit inférieures a K, (0.1 uM équivalent a 22.8 ng/mL, dans I’exemple du chien
représentatif), I’élimination du BPA augmente de facon proportionnelle aux concentrations
plasmatiques de BPA. Lorsque les concentrations plasmatiques de BPA sont supérieures a
Km, le taux d’élimination du BPA tend vers sa capacité maximale, notée V.

Les paramétres V. et K, ont été déterminés avec le modeéle chez toutes les
espéces étudiées (Tableau XVI). La valeur de K, est élevée chez le mouton (30.2 uM), de
I’ordre de 0.2 uM chez le chien et trés faible chez le porc (0.000074 uM).

La Figure 49 représente la relation allométrique entre la Clgps €t le poids corporel

(P).
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Figure 49 : Relation allométrique (log-log) entre la clairance plasmatique du BPA (L/min) et le poids
corporel (kg) chez le mouton, le porc, le chien, le rat et la souris.

Chaque point représente la clairance moyenne du BPA estimée par analyse non compartimentale chez un groupe
d’animaux ayant regu une administration i.v. de BPA a la dose de 5 mg/kg et I’équation allométrique entre la
clairance et le poids est indiquée sur le graphique.

La Figure 49 suggére que la clairance plasmatique du BPA augmente linéairement
avec le poids corporel chez les cing especes étudiées. Cette relation a été ajustée par
régression linéaire, puis linéarisée par double transformation logarithmique, et les
paramétres de la relation allométrique ont été estimés (a=0.0438 et b=0.9414). La droite
de régression explique environ 99 % de la variance (R?=0.9924), i.e. que 99 % de la variation
de la Clgen entre les espéces sont expliqués par la variation interspécifique du poids

corporel.

D) Discussion

Dans cette quatrieme partie, nous avons décrit la disposition du BPA et du BPA-G
aprés une administration i.v. et orale de BPA chez plusieurs espéces de mammiféres. Les
espéces de mammiferes étudiées couvrent la famille des canidés (carnivores), des suidés,
des rongeurs (omnivores) et des bovidés (herbivores). De nombreuses études TK avaient
déja étudié la disposition du BPA chez les rongeurs et les primates non-humains, mais le
plus souvent uniqguement aprés une administration extravasculaire [75, 77], ou sur plusieurs
especes mais aprés une administration i.v. [46-48]. A notre connaissance, cette étude est la
premiére a évaluer la TK du BPA aprés une administration i.v. et orale de BPA chez cing
espéces de mammiféres différentes. De plus, cette étude TK est également la premiére

dans laquelle la méthode analytique utilisée permet de quantifier directement le BPA-G.
159



Etude expérimentale - Partie 4

¢ Evaluation de [I’exposition interne au BPA chez différentes espéeces de
mammiféres en fonction de la voie d’administration

Aprés une administration orale de BPA, nous avons montré que la biodisponibilité
du BPA par voie orale est faible (de I’ordre de 1 et 2 %), et cohérente avec les quelques
données déja disponibles [46, 48-50]. L’approche modélisatrice que nous avons utilisée
montre que la faible biodisponibilité du BPA aprés I’administration orale n’est pas liée a un
défaut d’absorption, mais a un fort effet de premier passage hépatique (Eh>0.7). Nous
avons également observé, aprés I’administration orale, que les concentrations plasmatiques
de BPA-G diminuent parallelement aux concentrations plasmatiques de BPA. Ce résultat
suggere que I’élimination du BPA-G est limitée par sa formation a partir du BPA, et que
I’élimination du BPA est limitée par I’absorption. Ce phénoméne, appelé « flip-flop », a été
observé chez toutes les espéces aprés I’administration orale de BPA et avait déja été
observé chez le mouton apres une administration i.m. de BPA (Etude expérimentale 2,
P92). L’administration de BPA par voie i.v. représente donc la seule voie d’administration
permettant d’évaluer les véritables paramétres PK d’une substance (clairance, demi-vie) et
donc d’analyser la variabilité interspécifique.

Apres I’administration i.v. de BPA, la principale différence interspécifique mise en
évidence est une différence de disposition du BPA-G entre le rat et les autres espéces,
notamment la demi-vie du BPA-G tres supérieure chez le rat (24.5 h versus 5 a 10 h chez les
autres espéces). Le maintien des concentrations plasmatiques de BPA-G a un niveau
supérieur a la LOQ pendant une plus longue durée chez le rat par rapport aux autres
espéces pourrait étre lié a un comportement alimentaire spécifique du rat, la coprophagie,
qui contribuerait a une surexposition au BPA-G. La coprophagie est un acte nocturne qui
consiste a I’ingestion des féces (jusqu’a 40 % de I’élimination totale) [205]. Afin de tester
cette hypothese, nous avons évalué I’exposition interne au BPA et au BPA-G apres
I’administration de BPA par voie orale a la dose de 100 mg/kg chez des rats dont le
comportement de coprophagie était empéché par un harnais en cuir selon la méthode de
Armstrong (1966) [206]. Nous avons montré que les AUCs du BPA obtenues ne sont pas
significativement différentes de celles des animaux de notre étude, respectivement 11.8
versus 3.4 £0.5 umol.h/L, pour les AUCgps et 211.4 versus 145.8 £24.4umol.h/L pour les
AUCgpp.c. Nous avons également montré le BPA ne s’accumule pas chez le rat apres une
administration quotidienne de BPA par voie orale a la dose de 100 mg/kg pendant 7 jours.
Ces résultats suggérent que la valeur de la demi-vie du BPA-G chez le rat supérieure a celle
des autres espéces pourrait étre liée a la clairance du BPA-G plus faible que chez les autres

especes (1.8 versus 10 mL/(kg.min) chez les autres espéces).
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+ Evaluation des spécificités d’élimination du BPA et du BPA-G chez cing especes
de mammiféres

Les principales différences mises en évidence dans cette étude sont les différences
interspécifiques d’élimination du BPA et du BPA-G. En ce qui concerne I’élimination du
BPA, I’administration de BPA par voie i.v. a permis de mettre en évidence que I’élimination
rénale du BPA est non linéaire, i.e. que le taux d’élimination du BPA varie selon les
concentrations plasmatiques de BPA. L’élimination rénale du BPA est donc saturable, ce qui
suggere que le BPA n’est pas éliminé uniquement par filtration glomérulaire, et que
d’autres mécanismes saturables tels que la réabsorption et/ou la sécrétion pourraient étre
impligués. Nous avons évalué la valeur de K, qui est trés variable selon les espéces, i.e.
comprise entre 0.00007 uM chez le porc et et 30.2 uM chez le mouton (respectivement
équivalent a 0.01 ng/mL et 68 pyg/mL de BPA), i.e. de l’ordre des concentrations
plasmatiques de BPA équivalentes a celles retrouvées dans la population humaine chez le
porc ou 60 000 fois supérieures chez le mouton. Cette différence interspécifique a peu
d’influence sur I’exposition interne au BPA car la majorité de dose de BPA est éliminée sous
la forme de BPA-G dans les urines.

D’aprés nos résultats, I’élimination rénale du BPA ne dépend pas uniquement de la
filtration glomérulaire. C’est la raison pour laquelle, nous n’avons pas normalisé les
concentrations urinaires de BPA par la créatinurie, qui permet de corriger les
concentrations en fonction du débit de filtration glomérulaire, car la créatinine n’est pas
liée aux protéines plasmatiques alors que le BPA est lui trés lié aux protéines plasmatiques
[53, 56].

Dans cette étude, nous avons également mis en évidence I’existence de différences
interspécifiques quantitatives et qualitatives d’élimination du BPA-G. Chez le mouton et le
porc, le BPA-G est majoritairement éliminé dans les urines, alors que chez la souris mais
surtout le chien, le rat, notre modéle suggere qu’il existe une autre voie d’élimination du
BPA-G. L’hypothese que nous formulons et qui a déja été avancée par plusieurs auteurs est
que chez le chien et le rat, le poids moléculaire du BPA-G autorise une élimination biliaire
du BPA-G (Etude bibliographique, Figure 7, p34). Cette hypothese a été confirmée par une
étude complémentaire réalisée au laboratoire chez un chien en utilisant une approche
chirurgicale de dérivation totale de la bile. Au cours de cette étude, nous avons montré que
39.5 % de la dose de BPA administrée par voie i.v. a la dose de 5 mg/kg était éliminée par
voie biliaire chez le chien sous la forme de BPA-G. De plus, nous avons montré que la demi-
vie du BPA-G était diminuée (ti2srac 9.7 versus 1.8 h) lorsque I’élimination biliaire était
court-circuitée. Ces données d’excrétion biliaire du BPA-G suggerent la possibilité d’une

recirculation entérohépatique du BPA-G chez le chien.

161



Etude expérimentale - Partie 4

Chez I’Homme, Volkel et al. [60, 81] ont montré que la totalité de la dose de BPA
administrée par voie orale était retrouvée dans les urines sous la forme de BPA-G. Le
mouton et le porc représentent les deux espéces pour lesquelles le BPA est également
éliminé en quasi-totalité dans les urines avec un pourcentage de la dose de BPA retrouvée
dans les urines sous la forme de BPA-G, respectivement 89.7 et 98.9 % de la dose de BPA.
Chez ces espéces, la quantité de BPA-G éliminée dans les urines représente un bon

marqueur du niveau d’exposition expérimentale externe au BPA.

¢ Apports de I’approche de TK comparative vis-a-vis des études classiques de TK

L’approche modélisatrice développée dans cette étude a permis (1) d’expliquer les
données expérimentales obtenues chez toutes les espéces sauf les rongeurs avec un modeéle
unique, (2) de décrire les données expérimentales par des paramétres PK. Cette approche
va nous permettre de réaliser des simulations qui permettent de prédire des situations pour
lesquelles nous ne disposons pas de données expérimentales, e.g. pour une dose de I’ordre
de la DJA. Cette approche modélisatrice est donc un outil capital pour prédire les
concentrations plasmatiques de BPA associées aux différents schémas d’exposition et de
dose utilisées dans les conditions expérimentales.

La construction du modéle a été basée sur I’hypothése selon laquelle la totalité du
BPA qui arrive au foie est métabolisée en BPA-G. Cette méthode nous a permis d’estimer
I’effet de premier passage hépatique et la clairance du BPA-G. C’est a partir de cette
hypotheése nous avons pu estimer la clairance du BPA-G. Pour avoir une estimation plus
précise de cette clairance, il serait nécessaire d’administrer directement le BPA-G par voie
i.v.. Cet essai qui a récemment été réalisé au laboratoire sur la brebis et montre que la
clairance du BPA-G est de I’ordre de 4 a 6 mL/(kg.min) (Article 2, Figure 5, p 169), soit
relativement proche de la clairance apparente du BPA-G estimée avec le modele.

Notre modele ne permet pas de quantifier un éventuel métabolisme intestinal du
BPA, qui selon une étude réalisée avec des microsomes humains ne contribuerait qu’a 10 %
du métabolisme hépatique [207].

Gréace a I’approche modélisatrice, nous avons montré que chez toutes les especes le
BPA est une substance a fort coefficient d’extraction hépatique. Pour les substances qui
sont fortement extraites au niveau d’un organe, la clairance plasmatique est limitée par le
débit sanguin de I’organe excréteur. Ainsi, la clairance plasmatique du BPA serait
équivalente au débit sanguin hépatique, tel que défini par une équation allométrique
(Qn=0.0555*P1%#* avec P le poids en kg et Q, en L/min [52]). Lorsqu’un paramétre PK,
comme la clairance est conditionné par un processus d’élimination, I’approche
allométrique est trés performante pour extrapoler ce parameétre a d’autres espéces a partir

du poids corporel. Ainsi, nous avons estimé a 2.4 L/min, soit 40 mL/(kg.min), la clairance
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plasmatique du BPA pour un Homme de 70 kg par extrapolation de la relation allométrique
(Figure 50). Pour parfaire cette estimation de la clairance du plasmatique du BPA chez
I’Homme par allométrie, il sera nécessaire de montrer que la clairance du BPA chez une
espéce de poids corporel supérieur a celui de I’Homme, e.g. le cheval est équivalente a

celle prédite a partir de la relation allométrique (Figure 50).
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Figure 50 : Relation allométrique (log-log) entre le poids et la clairance plasmatique du BPA chez 5

especes de mammiféres (e, souris, rat, chien, porc et mouton) et extrapolation a I’Homme et au cheval

(0).

La régression linéaire a été réalisée uniqguement avec les données obtenues chez le mouton, le porc, le chien, le rat
et la souris.

L’estimation de la clairance plasmatique du BPA chez I’Homme grace a cette
approche donne des résultats comparables a ceux observés par d’autres auteurs (entre 19
et 30 mL/(kg.min)) chez I’Homme [47, 51, 204]. Cette approche allométrique permet
d’estimer la clairance du BPA chez I’Homme en s’affranchissant de la nécessité
d’administrer la substance pour évaluer sa clairance.

Le fort effet de premier passage hépatique du BPA (=0.9), signifie qu’aprés une
administration de BPA, moins de 10 % de la dose arrive dans la circulation générale sous la
forme de BPA et plus de 90 % sous la forme de BPA-G, or le BPA-G est dépourvu d’activité
oestrogénique [68]. L’effet de premier passage hépatique constitue un mécanisme de
détoxification de I’organisme qui doit étre pris en compte dans les études toxicologiques.
Chez les rongeurs, les différences sensibles d’excrétion du BPA-G et de biodisponibilité
suggerent gu’ils constituent des modéles moins pertinents pour I’Homme en termes de TK,
mais les différences quantitatives sensibles des processus d’élimination que nous avons
mises en évidence n’ont pas d’impact significatif sur les concentrations de BPA libre qui

représente le véritable marqueur d’exposition au BPA.
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En résumé, nous avons montré que les profils des concentrations plasmatiques
moyens de BPA et de BPA-G observés aprés une administration i.v. ou orale de BPA sont
comparables chez toutes les especes étudiées et qu’il existe une relation allométrique
entre la clairance plasmatique du BPA et le poids corporel. Cette relation allométrique a pu
étre établie grace a I’approche modélisatrice qui a permis de montrer gu’il existait un fort
effet de premier passage hépatique du BPA, et donc que la clairance du BPA était
équivalente au débit sanguin hépatique chez toutes les espéces étudiées. Nous avons
également montré qu’il existe des différences d’élimination du BPA-G en fonction de
I’espéce considérée. D’aprés ces données expérimentales, le mouton et le porc semblent
étre les espéces les plus proches de I’Homme en termes (1) de poids corporel et donc de
clairance plasmatique du BPA, mais (2) également en terme d’excrétion urinaire du BPA-G.
Cette étude montre également I’importance de prendre en compte a la fois les
concentrations en BPA et en BPA-G pour évaluer I’exposition interne au BPA dans les études

toxicologiques.
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Article 2

“Simultaneous quantification of bisphenol A and its glucuronide metabolite (BPA-G) in

plasma and urine: applicability to toxicokinetic investigations.”
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Bisphenol A (BPA) is a widely used plasticizer that can contaminate food and the wider environment
and lead to human exposure. In humans, it is mainly metabolized to bisphenol A-glucuronide (BPA-G)
and eliminated in the urine. As BPA causes adverse physiological effects at low doses, it is necessary to
document the toxicokinetics of both molecules for risk assessment. Because BPA-G is not available as an
analytical standard, it is usually quantified after the assay of BPA, following an enzymatic hydrolysis with
B-glucuronidase. With this approach, two separate assays are required for BPA and BPA-G quantification,
which can lead to critical pitfalls in terms of accuracy and analysis time. To overcome this problem, we
have developed a new method for the isolation and purification of BPA-G from urine by flash chromatog-
Toxicokinetic raphy. Large amounts of BPA-G (1 g) were isolated and characterized by mass spectrometry and NMR.
Mass spectrometry This BPA-G is suitable for an use as analytical standard and enabled us to develop a novel method for the
UPLC simultaneous quantification of BPA and BPA-G in biological matrices by UPLC/MS/MS. It has also been
Flash chromatography used for in vivo toxicokinetic studies in sheep. The method of quantification was validated according
FDA guidelines and used to monitor the time course of plasma and urine concentrations of BPA or BPA-G
following their administration. The simultaneous quantification of BPA and BPA-G was compared to the
commonly used method for urine and plasma samples. For plasma samples, the results obtained with
the direct assay of BPA-G were similar to those obtained by quantification after enzymatic hydrolysis.
With urine samples, the simultaneous quantification appeared to be more suitable than the hydrolysis
method for the BPA-G determination.

Keywords:
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Bisphenol A-Glucuronide

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Bisphenol A (BPA) is a monomer widely used in the production
of epoxy resins and polycarbonate plastics used in food packaging.
The human exposure to BPA occurs mainly by ingestion of food
and water contaminated by residual monomers of BPA released
from by food contact with the polymeric packaging materials. It
has been shown that BPA can cause adverse effects in laboratory
animals exposed to lower doses than the recommended toler-
able dose intake (TDI 50 g/kg/d) [1]. The polemic concerning
the TDI established by the regulatory authorities and the scien-
tific community might arise from the physiological differences
between rodents and humans in terms of the toxicokinetics (TK)
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In humans, BPA is metabolized in the liver to its glucurono-
conjugated form (BPA-G) and eliminated mainly in urine [3.4].
Glucuronidation is considered to be a detoxification mechanism,
because BPA-G does not possess estrogenic activity [5]. The esti-
mation of the transformation of BPA into BPA-G is of great concern
for the risk analysis for human health based on animal studies [2],
underlying the urgent need for rapid and reliable methods to assay
BPA-G in different biological matrices. As a BPA-G analytical stan-
dard is not commercially available, BPA-G is usually quantified by
LC/MS/MS by analysing the BPA produced after the hydrolysis of
the BPA-G with commercial enzyme from Helix Pomatia which has
both B-glucuronidase and aryl-sulfatase activities [6,7]. Therefore
BPA-G concentrations are calculated by subtraction of the uncon-
jugated BPA assayed before hydrolysis from the total BPA found
after hydrolysis. Consequently two separated analyses of BPA are
required to calculate the concentration of the BPA metabolite. Fur-
thermore, this method has limitations linked to the fact that BPA-G
is not discriminated from the other conjugated metabolites which
can also be hydrolysed by B-glucuronidase (Sulfo-, glucosulfo-
derivatives) [8]. Some laboratories have developed methods to
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isolate BPA-G from urine [3], bile [9] or liver microsomes [10].
These methods are time consuming and expensive and produce
only limited amounts of BPA-G at any one time [3,9]. Toxicokinetic
investigations involving the in vivo administration of BPA-G and its
determination in several matrices and tissues often require large
amounts of this compound. It is noteworthy that several instances
including US NIEHS have been working on BPA metabolites syn-
thesis, which raises the hope that other standards might be soon
available for the scientific community to work with.

The first goal of the present study was therefore to develop
a method to isolate and purify large amounts of BPA-G. During
the last decade, hybrid systems of gravity column chromatogra-
phy and conventional HPLC for rapid preparative chromatography
with pre-packed cartridges have been commercialized as “Flash
Chromatography” systems and cartridges. These systems allow
higher sample loads than preparative HPLC with good separation
of compounds from matrices and other contaminants. They were
developed for the purification of synthetic products [11] but few
studies have addressed the isolation of compounds from biological
matrices [12]. Thus, in this study we applied the flash chromatogra-
phy technique to purify BPA-G from urine after the administration
of BPA to sheep.

The second goal of this study was to develop and validate an
UPLC/MS/MS method according to the Food and Drug Administra-
tion (FDA) guidelines for the simultaneous quantification of BPA
and BPA-G in urine and plasma. The method was evaluated for its
suitability to monitor simultaneously BPA and BPA-G in biological
matrices for TK investigations. Finally, this new method was com-
pared to the common method using enzymatic hydrolysis for the
determination of BPA and BPA-G.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Bisphenol A, acetonitrile (AcN), methanol (MeOH), ethanol
(EtOH), corn oil, Tris—HCl buffer, sodium chloride (NaCl), -
glucuronidase from Helix Pomatia and deuterated (d16) bisphenal
A (BPA-d16) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). Water was obtained from an ultrapure water
(18.2M£) system (Elga Labwater Veolia, Anthony, France).

Working concentrated solutions were prepared by serial dilu-
tions of BPA and BPA-G in AcN/H>0 (50/50, v/v) to obtain final
concentrations of each analyte of 10,000, 1000, 100, 10, 1, and
0.1 pg/mL.

Standard and quality control (QC) solutions were obtained by
diluting working solutions in drug-free sheep plasma or urine to
obtain concentrations ranging from 1 ng/mL to 500 pg/mL for the
standard curve calibrators and from 2.5 ng/mL to 250 pg/mL for the
QC samples. Calibrators and QC solutions were stored at —20°C in
100 pL aliquots.

The stock solution of the internal standard (IS, BPA-d16) was
prepared in AcN at a concentration of 1 mg/mL and stored at —20°C.
A new working IS solution was prepared each week by diluting the
stock solution in ultrapure water and storing at 4°C.

2.2, Animal treatment and sample collection

All animal procedures were carried out in accordance with
accepted standards of humane animal care under agreement num-
ber 31-242 for animal experimentation from the French Ministry
of Agriculture.

2.2.1. Oral administration of BPA for urine collection and sample
processing

For oral administration, BPA powder was extemporaneously
dissolved in EtOH/corn 0il (1:9, vol:vol)at 100 mg/mL. A BPA dose of

100 mg/kg body weight (b.w.) was orally administered to one ewe
(61 kg) using a naso-oesophagian tube. Total urine samples were
collected 1, 2.5 and 3.5 h after the oral administration via a Foley
catheter placed in the urethra and immediately chilled in ice. A
volume of approximately 250 mL was obtained for BPA-G isolation
with flash Chromatography.

2.2.2. Intravenous administration of BPA and BPA-G for
pharmacokinetic studies and sample processing

BPA powder was extemporaneously dissolved in
EtOH/propylene glycol (1:49, vol:vol) at 5mg/mL and puri-
fied BPA-G solution (40 mg/mL) was diluted in EtOH/NaCl buffer
0.1% (1:49, vol:vol) to give 3 mg/mL. A BPA dose of 0.5 mg/kg b.w.
was intravenously (IV) administered to three ewes (61.5+4.0kg)
via an indwelling catheter inserted into the left jugular vein
just prior to the BPA administration. In a second trial, BPA-G was
infused intravenously for 24 h at a constant rate of 0.68 p.g/( kg min)
corresponding to a total BPA-G dose of 1 mg/(kgd) to two ewes
(35 and 40 kg) into the left jugular vein via an indwelling catheter
as previously described [13].

Serial blood samples were collected before and at 2, 4, 8, 15, 20,
30minand1,1.5,2,3,4,6,8,10,12,16,20, 24, 36 and 48 h after BPA
administration and every 30 min during the second trial of BPA-G
infusion starting 21 h after the beginning of the infusion and 2, 4,
8, 15, 30, 45min, 1, 1.5, 2, 4, G, 8, 10, 24, 32 and 48 h after the end
of the infusion.

Blood samples were collected in heparinized tubes by direct
puncture of the right jugular vein, immediately chilled in ice and
centrifuged for 30 min at 3000 x g at 4°C. The resulting plasma was
stored at —20°C until assay.

After the intravenous administration of BPA, urine samples were
collected as described above at 1,2, 3,6,9,12, 16, 20, 24, 28, 32 and
36 h.

All urine samples were centrifuged for 10min at 3000 x gat4°C
and then aliquoted into glass tubes in 1 mL fractions and stored at
-20°C.

2.3. BPA-G purification by flash chromatography

Pooled urine samples were concentrated with a rotavapor at
50°C to obtain a volume of approximately 30 mL. Pre-concentrated
urine samples were injected on the flash chromatographic system
with a H;0/MeOH gradient elution (Supplementary material). The
collected BPA-G fractions (10 mL) were pooled and dried under a
stream of air at 50°C. The dried residue was dissolved in 4 mL of
EtOH, filtered under vacuum, and stored at —20°C.

2.4. Analytical instrumentation and conditions

2.4.1. Instrumentation

BPA and BPA-G identification and quantification were per-
formed with an Acquity ultra performance liquid chromatography
(UPLC®) coupled to a Xevo® triple quadrupole mass spectrometer
and an Acquity PDA detector (Waters, Milford, MA, USA). BPA, BPA-
G and the internal standard were separated on an Acquity BEH®
C18 column (2.1 mm x 100 mm; 1.7 pm; Waters). Samples were
ionised in negative electrospray ionisation mode (ESI-). The capil-
lary voltage and source temperature was set at 2.2 kV and 150°C,
respectively. The desolvatation temperature and nitrogen flow rate
were set at 650 °Cand 1200L/h, respectively. Argon was used as the
collision gas at a flow rate of 0.12 mL/min.

2.4.2. BPA-G identification

The BPA-G fractions collected by flash chromatography were
eluted on the C18 column with a H,O/AcN gradient ({0 — 1 min):
10% AcN; t{1 — 10 min): 90% AcN). BPA-G was identified by diode
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array detection (DAD) with wavelengths ranging from 190 to
500 nm; MS full scan with a mass range of 50-800 Da. The MS/MS
daughter scan was set at m/z=403 corresponding to the [M—H]~-
BPA-G ion parent with a collision energy of 20 eV and with a mass
range of 50-500 Da. BPA-G chemical structure was checked by 'H
and '3C NMR (Supplementary material).

24.3. Methods of quantification

24.3.1. Quantification after enzymatic hydrolysis. The aliquots of
purified BPA-G obtained from the first purification run were diluted
a thousand fold in sheep plasma. Fifty microliters of these BPA-G
and of BPA spiked plasma samples were incubated for 2 h at 37 °C
with 30 L of B-glucuronidase from Helix Pomatia and 420 pL of
Tris—HCl buffer (50 mM, pH 7.4). After incubation, the samples were
centrifuged at 20,000 x g at 4°C for 10min. BPA in supernatant
(100 L) was quantified as described below. Aliquots of the frac-
tions obtained from the subsequent purification runs were directly
quantified with spiked BPA-G plasma samples as described below.

24.3.2. Simultaneous BPA and BPA-G quantification. BPA and BPA-G
in urine or plasma samples (100 pL) were purified by protein pre-
cipitation/dilution with 150 pL AcN and 50 pL of the IS (BPA-d16).
BPA and BPA-G were eluted on the C18 column with a H,O/AcN
gradient (t(0 — 0.5min): 10% AcN; 0.5 — 4min): 90% AcN). The
quantification of BPA and BPA-G was by using Multiple Reac-
tion Monitoring, MRM transitions and collision energies (Ecoll)
for quantification were 227>212 Ecoll =28 eV for BPA, 241> 142
Ecoll=20¢eV for BPA-d16 and 403>227 Ecoll=30eV for BPA-G.
Chromatographic data were monitored by Targetlynx® software
(Waters, Milford, MA, USA).

2.5. Validation procedure

BPA and BPA-G standard curves and gquality controls (QC) were
prepared separately to avoid potential contamination. The quan-
tification method for each molecule was validated according to the
Food and Drug Administration (FDA) guidelines in term of selectiv-
ity, linearity, repeatability and reproducibility [14]. Selectivity was
tested by comparing six blank plasma (or urine) chromatograms
with chromatograms at the limits of quantification (LOQ). Limit
of detection (LOD) was defined as the estimated concentration
with a signal equal to three times the mean noise of six blank
matrices at the retention time of the analytes. Calibration curves
were calculated using WinNonlin® 5.2 sofware (Pharsight Corpo-
ration, Mountain View, CA, USA). Linear (Y=aX+b) and quadratic
(Y=aX2+bX+c) models were tested with weightings: 1, 1/X and
1/X% (X=nominal concentration). The linearity of the calibration
curve was assessed using three approaches: (1) the calculation of
the relative standard deviation between the nominal concentra-
tion and the concentration obtained with the model (RSD%), which
should be lower than £15% (except at the LOQ, £20%), (2) the visual
inspection of the residual distribution which should be randomized
around the mean [15] and, (3) a lack of fit test to check the goodness
of fit of the model [16,17]. The LOQ were defined as the lowest con-
centration of the calibration curve that could be quantified with a
precision lower than 20% and within an accuracy range of 80-120%.
Intra-day and inter-day precisions and accuracy of BPA and BPA-G
were calculated from three different days and with six replicates
of QC samples at three concentration levels (low, middle and high)
covering the range of standard curve concentrations. Matrix effects
were quantitatively estimated with the matrix factor (MF). MF is
defined as the ratio of analyte peak area in the presence of matrix
ions to the analyte peak area in the absence of matrix ions [18].
BPA-G matrix factor was calculated at three concentrations levels

0.01; 0.1 and 1 pg/mL for plasma and 1; 10 and 100 p.g/mL for urine
covering the range of each calibration curve.

3. Results and discussion
3.1. BPA-Gluc purification

3.1.1. Optimization of flash chromatography

Normal phase flash chromatography used with silica cartridges
was first checked for its ability to separate BPA-G from BPA and
other interfering urine components. Thin layer chromatography
(TLC) was used for the mobile phase selection [12] and the best sep-
aration between BPA and BPA-G was obtained with a CH;Cl;/EtOH
(70/30) mixture. Gradient elution with this selected mixture and
sample loading were optimized according the general method used
for the transposition of TLC to flash chromatography [19]. However,
because of its high polarity, BPA-G was strongly retained on the
silica and eluted in the last fractions of the gradient, which made
accurate UV detection difficult. Consequently, reverse phase flash
chromatography was tested with a C18 cartridge. The solvent and
gradient elution developed for semi-preparative chromatography
were adapted for flash chromatography [12]. A good separa-
tion between BPA, BPA-G and interfering urine components was
obtained with a H;O/MeOH gradient elution in less than 40 min and
after injection of 4 mL of pre-concentrated urine (Supplementary
material).

3.1.2. BPA-Gluc identification

The fractions collected by flash chromatography were pooled
and analyzed by LC-UV and LC-MS/MS. For both methods of detec-
tion, no interference was observed on the chromatograms, with
only one peak that was eluted at tg=2.5 min. With UV detection,
this peak had maximum absorbance at the following wavelengths:
Aabs =190, 230 and 280 nm corresponding to the transitions of the
phenol function. In mass spectrometry, one peak was observed at
fr=2.5min at mfz=403 which corresponded to the deprotonated
parent ion [M—H]- of BPA-G. MS/MS was performed at m/z=403
with 20 eV of collision energy; the resulting fragments gave char-
acteristic ions at m{z=227 and m/z= 175 corresponding to the BPA
and glucuronic acid moieties, respectively and at m/z=113 cor-
responding to the loss of CO; and H;0 from the glucuronic acid
moiety (Fig. 1). Chemical structure was confirmed by 'H and '3C
NMR and results were similar to those described in the literature
[5.9] (Supplementary material).

3.1.3. Calculation of the amount of purified BPA-G

Initially the BPA-G obtained from the first purification
was quantified by UPLC/MS/MS after enzymatic hydrolysis
with B-glucuronidase using a BPA spiked plasma standard
curve (1-100 pg/mL). The BPA concentration measured after
enzymatic hydrolysis was 22.7 +1.0mg/mL corresponding to
403+ 1.8 mg/mL of BPA-G after correction for the difference in
molecular weights. For this first attempt, the method of BPA-G
purification appeared to be promising in terms of amount. Fractions
were then directly quantified with a spiked BPA-G plasma standard
curve (0.01-20 pg/mL), which showed that 1036 mg of BPA-G could
be purified from one ewe. The time-course of the presence of BPA-G
in the urine indicated that the yield could be optimized by collect-
ing urines samples for much longer after BPA administration than
3.5h (Fig. 4).

3.2, Simultaneous quantification of BPA and BPA-G
2.2.1. Optimization of the UPLG/MS/MS assays

The extraction procedure for the BPA and BPA-G was a simple
AcN dilution/precipitation for plasma and urine samples to mini-
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Fig. 2. MRM chromatograms of blank and spiked sheep plasma (1 ng/mL of BPA and 20 ng/mL of BPA-G). The retention times of BPA and BPA-G were 1.68 min and 3.26 min,
respectively.

mize potential sources of contamination by BPA. No interference 3.2.2. Validation of the methods

in blank matrices was detected at the transition of BPA and BPA-G The ranges of the calibration curve and validation results are
with this extraction procedure (Fig. 2). The elution conditions were summarized in Table 1. Partial validation was successful for both
optimized to separate BPA from BPA-G and BPA-G from the solvent matrices (plasma, urine) of piglets, dogs, rats and mice (data not
frontin the shortest run time (less than 5 min). The retention times shown), attesting to the robustness of the method and its suit-
of BPA and BPA-G were 1.68 min and 3.26 min, respectively (Fig. 2). ability for different species. For BPA quantification, the accuracy
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Table 1
Validation results of BPA and BPA-G in sheep plasma and urines.
Matrices BPA BPA-G
Nominal Mean Accuracy Precision RSD% Nominal Mean Accuracy Precision RSD%
concentration (pg/mL) concentration (pgfmL)
(pg/mL) (pg/mL)
Calibration range Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day
Plasma LOD® (S|N=3) 0.0006 LOD® (§/N=3) 0.002
LOQ(n=6) LOQ (n=6)
BPA 0.001 0.00108 108% 12% 0.020 0.017 102% 6%
0.001-1 pg/mL
BPA-Gluc QC(n=18) QC(n=18)
0.02-20 pg/mL
0.0025 0.0024 97% 12% 12% 0.050 0.051 103% 12% 128
0.025 0.024 95% 7% 11% 0.750 0.825 110% 8% 8%
0.250 0252 101% 6% 3% 7.50 &1 108% 8% %
Urine LOD" (§/N=3) 0.002 LOD® (5/N=3) 0.010
LOQ" (n=6) LOQ® (n=6)
BPA 0.025 0.027 109% 10% 1 0.97 a7% 15%
0.025-10 pg/mL
BPA-Gluc QC(n=18) QC(n=18)
1-500 pg/mL
0.075 0.079 105% 10% 10% 250 247 Qg% 17% 17%
025 0.266 106% 9% 9% 25 239 96% 18% 18%
2.50 254 101% 1% 11% 250 227 91% 15% 15%

? LOD estimated from 6 blanks and with signal to noise ratio §{N=3.

B LOQ established in urine as the lowest calibration point necessary for toxicokinetic investigations.

ranged from 95% to 109% and the dispersion was lower than
12%. The accuracy range of BPA-G was 91-110% with precision
lower than 15% for plasma and around 15-18% for urine sam-
ples.

The LOQ was set and validated for the lowest value of the
calibration curve chosen for its relevance toward toxicokinetic
investigation. For BPA-G in urine, this LOQ was 1000-fold higher
than those reported in the literature after enzymatic hydrolysis
[7,20]. We did not aim at determining the lowest concentration
of BPA-G that could be measured with suitable precision and accu-
racy to fulfill FDA requirements [14]. LODs were 1 and 10 ng/mL
in plasma and urine, respectively (Table 1) suggesting that it is
possible to optimize the assay to obtain a LOQ within the ng/ml
range.

Since the matrix effect observed for stable isotope-labeled
internal standard is similar to those observed for the matching

e
3

10

analyte [18], matrix factor was calculated in both matrices only
for BPA-G. In plasma samples, BPA-G matrix effects were negli-
gible (MF=1.04 £0.14). In contrast, BPA-G MF in urine samples
was 0.57 £0.09 suggesting BPA-G ionization suppression. As for
BPA, this matrix effect could be overcome by the use of inter-
nal standard of BPA-G labeled with a stable isotope. Purification
of such an internal standard with our method has been envis-
aged but it would require large amounts of isotope-labeled BPA
as BPA-G is extracted from sheep urine. It is noteworthy that this
matrix effect appeared to be similar for three levels of BPA-G con-
centrations covering the calibration range limiting its potential
impact on assay performance. As mentioned above and based on
the LOD evaluation, our method could be improved to be suitable
for BPA and BPA-G residue screening in human. Nevertheless, this
method gave sensitivity and reproducibility suitable for TK inves-
tigations.
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Fig. 3. Mean+ 5D plasma molar concentrations versus time of BPA (), BPA-G (O) and BPA-G+BPA (x) after direct measurement, and BPA (@) obtained after an enzymatic

hydrolysis, after an IV bolus administration of BPA (0.5 mg/kg (b.w.}) to sheep (n=3).

170



Etude expérimentale - Article 2

2058 MZ. Lacroix et al. / Talanta 85 (2011) 2053-2059
1000 § 0.2
= ¥ = 0.483x
= w0 ¥ % i " R = 0.9999
=8 X " £ 015 e
c % 3 -
S 10 A I .0 e
— -1 T .
E 3 T E& e
“" 1 o T 0.1 -
3 E{? o =5 e
5 0.1 9% =
<] A L e
o & o 0.05 _,""’
m m
0.01 . . : : . . E L
0 6 12 18 24 30 36 2 -
. o+ . : ' : : : !
Time (h) 0 0.05 01 015 0.2 025 0.3 0.35

Fig.4. Mean +SDurine molar concentrations of BPA( (), BPA-G(0) and BPA-G + BPA
(x) after direct measurement and BPA (@) obtained after an enzymatic hydrolysis,
versus time after an [V bolus administration of BPA(0.5 mg/kg (b.w.})tosheep (n=3).

= End of BPA-G infusion
E
2 l
5 L] L}
= [ I | " ]
2 [
1 o a
m o o |;|'
£ 01 . . b
8 "
< L.
I =]
(&) G [
q' o
o
@ p01
20 n 22 23 24 25 26 27 28 29

Time (h)

Fig. 5. Plasma concentrations of BPA-G versus time after an IV infusion of BPA-G
(1 mg/(kg.d) (b.w.)) to sheep (n=2).

3.3. Applicability of the method for toxicokinetic studies of BPA
and BPA-G

Two experiments were carried out to verify the suitability of the
direct measurement of BPA-G for TK studies.

Firstly, as shown in Figs. 3 and 4, BPA and BPA-G were quantified
upto 12 hin plasma and up to 36 h in urine after an IV bolus admin-
istration of BPA (0.5 mg/kg b.w.) in sheep. Our method appeared to
be suitable to determine the time course of BPA and BPA-G concen-
trations in both urine and plasma in the same run without the use
of enzymatic hydrolysis.

Secondly, BPA and BPA-G were assayed after an IV infusion
of BPA-G (1mg/(kgd)). The mean steady-state BPA-G concen-
tration (Css[BPA-G]) was 0.185+0.072 pg/mL. The direct BPA-G
quantification enabled the time-course of BPA-G concentrations
to be monitored after the end of the infusion. BPA-G concentra-
tions decreased rapidly and were below the limit of quantification
(0.02 p.g/mL) 4 h after the end of the infusion (Fig. 5). Interestingly,
no BPA was detected, suggesting that BPA-G was neither signifi-
cantly hydrolysed into BPA in vivo, nor during the sample extraction
procedure.

3.4. Comparison between f-hydrolysis of BPA-G and direct
BPA-G quantification

BPA-G concentrations in plasma samples after BPA-G infusion
(n=29) were measured after enzymatic hydrolysis using either a
hydrolysis BPA-G standard curve or enzyme-treated BPA curves. As
shown in Fig. 6, the values obtained with the two calculations were
perfectly correlated according to a linear curve equation with an R?

BPA-G (pg/mL) from hydrolysed BPA-G standard curve

Fig. 6. Sheep BPA plasma concentrations (n=29) after BPA-G IV infusion
(1 mg/(kg.d) (b.w.)) measured by using a hydrolysis BPA-G standard curve (X-axis)
versus the same BPA-C plasma samples measured with an enzyme-treated BPA
curve {Y-axis).
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Fig. 7. Log-transformed Bland-Altman plots of BPA+BPA-G between the direct
measurement method (dir) and the enzymatic hydrolysis method (hyd) for the
corresponding BPA+BPA-G plasma concentration. The X-axis is the logarithmic
mean of the BPA+BPA-G measured with the two methods and the Y-axis is the
log-transformed difference between the two methods.

0f 0.9999 and a slope of 0.493, close to the ratio of the molecular
weights of BPA to BPA-G (0.564). Thus the difference between the
two slopes accounted for less than 7% of the expected value.

BPA-G and BPA concentrations in sheep plasma and urines fol-
lowing an IV bolus of BPA were evaluated in the same samples
with both the enzymatic hydrolysis method and the simultane-
ous direct measurement method (Figs. 7 and 8). Log-transformed
Bland-Altman plots showed that the residuals were randomly dis-
tributed around the mean value of the two measurements for
plasma samples (Fig. 7) attesting that the two methods were in
good agreement [21]. Moreover, this good correlation between the
two methods clearly suggests that the contribution of BPA-sulfate
to total BPA concentration if any is negligible.

Howeverin urine, the agreement between the two methods was
biased particularly for the highest values (Fig. 8). Indeed, the val-
ues obtained after hydrolysis were systematically higher than those
obtained by direct measurement. It can be assumed that metabo-
lites other than BPA-G can be eliminated in urines [8] and that these
metabolites are also sensitive to hydrolysis by B-glucuronidase. The
contribution of these BPA metabolites formed by hydrolysis might
be sufficient in high concentrations to lead to an overestimation of
BPA-G.

Furthermore, Table 2 shows that when measuring the total
amounts of BPA found in urines over 36h following the IV
bolus administration of BPA as a percentage of the administered
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Table 2
Percentage of BPA dose found in urine with the two methods.
Sheep % BPA dose
BPA BPA-G BPA hydrolyzed Other Metabolites
1 <0.01% 247% 41.1% 16.4%
2 <0.01% 25.4% 82.0% 56.6%
3 <0.01% 18.2% 34.1% 15.9%
(% 17% 49% 79%
— . Mean + 250 measurement of BPA-G in complex matrices such as urine or tissue
: extracts.
o
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Fig. 8. Log-transformed Bland-Altman plots of BPA+BPA-G between the direct
measurement method and the enzymatic hydrolysis method for the corresponding
BPA +BPA-G urine concentration.

dose, the hydrolysis method led to an inter-individual coeffi-
cient of variation much higher than the direct method. This could
be explained by modulation of the efficiency of the enzymatic
hydrolysis by different factors such as contamination or infections
[22,23]. From this standpoint, the direct measurement method
can be considered as more reliable than the enzymatic hydrolysis
one.

4. Conclusion

The present study describes a novel method of BPA-G purifi-
cation from urine and a new UPLC/MS/MS method for the
simultaneous quantification of BPA and BPA-G in urine and plasma.
This new approach of purification by flash chromatography enabled
the rapid purification of large amounts of BPA-G in the gram range
with a purity compatible with standard grade norms [24]. The
simultaneous quantification of BPA and BPA-G by UPLC/MS/MS has
been validated according the criteria of the FDA guidelines. The par-
ticular advantage of this method is its ability to quantify both BPA
and BPA-G rapidly, in less than 5min and in a single run. This is
a real benefit in terms of the time devoted to sample preparation
and analysis. This method is all the more useful in that (1) it allows
BPA-G to be specifically assayed independently of any other con-
jugated BPA metabolites and (2) it avoids the problems of factors
likely to alter B-glucuronidase activity and thereby the accurate

the online version, at doi:10.1016/j.talanta.2011.07.040.
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[1- Etude expérimentale 7 : Evaluation de [I’exposition

interne au BPA aprés une administration par voie orale sous la

forme d’un bolus versus via I’alimentation

Ce projet collaboratif a fait I’objet d’un article « Comparison of serum bisphenol A
concentrations in mice exposed to Bisphenol A through the diet versus oral bolus
exposure.» paru dans le journal Environmental Health Perspecives (voir page P173). Notre
contribution dans ce projet a été d’analyser les données brutes issues de I’étude
expérimentale (déconvolution, analyse PK) et de participer a la rédaction de I’article.

Dans I’Etude expérimentale 6, nous avons montré que le BPA est une substance a
fort effet de premier passage hépatique (Eh>0.7), or ces substances peuvent étre soumises
a des différences de distribution, de métabolisme et d’élimination lors d’une administration
au moment du repas, car les protéines alimentaires peuvent inhiber I’effet de premier
passage hépatique, c’est ce qui est couramment appelé en pharmacocinétique, le « food

effect ».

Résumé

La principale source d’exposition au BPA est la voie alimentaire, or jusqu’a présent I’exposition interne
au BPA, i.e. les concentrations plasmatiques et/ou sériques en BPA, a été évaluée uniquement aprés une
administration de BPA par voie orale sous la forme d’un bolus que ce soit chez I’Homme ou les rongeurs.

L’objectif de cette étude a été de comparer I’exposition interne au BPA chez la souris aprés une
administration orale de BPA sous la forme d’un bolus versus chez des souris nourries ad libitum avec un aliment
contenant du BPA.

Des souris femelles adultes ont recu soit une administration unique de BPA d-¢ & la dose de 20 mg/kg
par voie orale sous la forme d’un bolus, soit elles ont été nourries ad libitum avec un aliment contenant
100 mg/kg de BPA d-¢ pendant 7 jours. Les concentrations sériques en BPA d-¢ ont été analysées par une dilution
isotopique en LC/MS/MS et comparées entre les 2 groupes sur les 24 premiéres heures et aprés 1 et 7 jours chez
les souris nourries avec I’aliment.

La concentration sérique maximale (Cn,) de BPA a été atteinte respectivement 1 h et 6 h aprés le
bolus et I’ingestion via la nourriture. La biodisponibilité relative du d-¢ BPA est supérieure chez les souris
exposées par la nourriture comparativement au bolus, malgré une absorption relative plus faible. Ces résultats
suggerent un effet inhibiteur de la nourriture sur I’effet de premier passage hépatique, également appelé
« food-effect ». Enfin, lorsque les souris ont été exposées via la nourriture, les concentrations sériques en BPA
étaient supérieures au bout de 7 jours, comparativement au premier jour. L’administration par voie orale sous
la forme d’un bolus sous-estimerait les concentrations sériques en BPA par rapport a I’exposition via la
nourriture chez la souris. Ce résultat suggere que I’exposition continue des animaux par la nourriture serait plus
prédictive de I’exposition interne au BPA que I’administration sous la forme d’un bolus pour évaluer le risque

pour la santé humaine lié a une exposition environnementale au BPA.

173




Etude expérimentale - Article 3

Article 3

“Comparison of serum bisphenol A concentrations in mice exposed to Bisphenol A through

the diet versus oral bolus exposure.”

Sieli P.T., Jasarevi¢ E., Warzak D.A., Mao J., Ellersieck M.R., Liao C., Kannan K., Collet
S.H., Toutain P.L., Vom Saal F.S., Rosenfeld C.S.
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Research

Comparison of Serum Bisphenol A Concentrations in Mice Exposed
to Bisphenol A through the Diet versus Oral Bolus Exposure

Paizlee T. Sieli,"2 Eidin Jasarevié.23* Denise A. Warzak,? Jiude Mao,® Mark R. Ellersieck,® Chunyang Liao,”
Kurunthachalam Kannan,” Séverine H. Collet 22 Pierre-Louis Toutain,?? Frederick S. vom Saal,?

and Cheryl S. Rosenfeld’2

'Department of Biomedical Sciences, 2Bond Life Sciences Center, *Department of Biological Sciences, #Interdisciplinary Neuroscience
Program, ®Division of Animal Sciences, and 8Agricultural Experiment Station, University of Missouri, Columbia, Missouri, USA;
TWadsworth Center, New York State Department of Health, and Department of Environmental Health Sciences, School of Public Health,
State University of New York at Albany, Albany, New York, USA; 8INRA, UMR1331, Toxalim (Research Centre in Food Toxicology),

Toulouse, France; Université de Toulouse, INP, ENVT, UPS, EIP, Toulouse, France

BACKGROUND: Bispllenol A (BPA) is a widely prnduced eudocriuerdisrupriug chemical. Diet is a
primary route of exposure, but internal exposure (serum concentrations) in animals and humans has
been measured on]y after s'mgle oral bolus administration.

OsjecTIVE: We compared serum concentrations of BPA over a 24-hr period after oral bolus adminis-
tration or ad libitum feeding in mice and assessed for buildup with dietary exposure.

MerHoDS: Adult female mice were administered [dimethyl-¢|-BPA (BPA-j) as a single oral bolus
(20 mg/kg body weight) or fed a diet containing 100 mg BPA-dg/kg feed weight ad libitum for
1 week. Serum concentrations were analyzed using isotope dilution liquid chromatography coupled
with electrospray tandem mass spectrometry and compared between exposure groups over the first
23 hr and after 7 days of dictary exposure.

RESULTS: Maximum concentration lCM) for BPA—(/G durin.g the frst 24 hr was reached at 1 hr
and 6 hr for oral bolus and dict groups, respectively. Relative BPA-d; bioavailability (unconjugated
BPA—JBJ was highrr in diet-expnsed mice than in the bolus group despite a relative lower absorp—
tion, a phenomenon consistent with an inhibitory effect of food on first-pass hepatic metabolism. In
mice with ongoing dietary exposure, unconjugated BPA-; was higher on day 7 than on day 1.

Concrusions: This is the first report of serum BPA concentrations in an animal model exposed
to this chemical via the diet. Although bolus administration of BPA-#; led to peak concentrations
within 1 hr, C_, for diet-exposed mice was delayed for several hours. However, bolus adminis-
tration underestimates bioavailable serum BPA concentrations in animals—and presumably
humans—than would result from dietary exposure. Exposure via diet is a more natural continuous
exposure route than oral bolus exposure and is thus a better predictor of BPA concentrations in
chmuically Exposed animals and humans.

KEY woRDSs: bioavailability, BPA, chronic exposure, deconvolution analysis, endocrine disrup-
tor, food effect, oral bolus, pharmacokinetic analysis. Environ Health Perspect 119:1260-1265

(2011). hep://dx.doi.org/10.1289/ehp.1003385 [Online 6 June 2011]

Bisphenol A (BPA) was first developed in the
1930s and is presently used in the manufac-
ture of many polycarbonate plastic containers
(including baby bottles and reusable water
bortles), denral sealants, merallic food cans,
paper, and cardboard items (Biedermann
ct al. 2010; Galloway ct al. 2010; He ct al.
2009). Because this chemical was assumed
to be relatively harmless, demand for these
products has increased, and so has the manu-
facture of BPA, which is now produced in
amounts cxceeding 8 billion pounds/ycar,
with little signs of diminution of output
(Bailin er al. 2008). BPA is stable in sediment
and detectable in almost all bodies of warter
(Environment Canada 2008). Thus, expo-
sure of wildlife and humans to BPA is inevi-
table, likely to continue, and even to increase
(Vandenberg et al. 2009). Human and ani-
mal contact with BPA can occur through
various sources, and whether diet is the pri-
mary source of exposure remains unresolved
(Stahlhut et al. 2009). Regardless, > 90% of
people in the United States have measurable

1260

levels of BPA (Calafat et al. 2008), and there
is no reason to supposc that the reach of BPA
is not global (Vandenberg et al. 2010a).

The overarching question concerns the
total amount of BPA that most humans are
subjected to on a daily basis. An attendant
question is whether these exposures lead to
adverse outcomes. Although a handful of
studies have tried to address this question
by measuring serum and urinary concentra-
tions of BPA in human populations, great
variability cxists in the exact estimates [Food
and Drug Administration (FDA) 2008;
Vandenberg et al. 2007; vom Saal et al. 2007].
For instance, the FDA estimated that the daily
BPA exposure for adults is 0.16 pg/kg/day
(FDA 2008). However, based on the avail-
able data at the time, a conference sponsored
by the National Institute of Environmental
Health Sciences in 2007 predicted that inter-
nal exposure ( plasm:l or serum concentrations)
in humans is > 35 mg/day (- 500 pg/kg/day)
(Vandenberg et al. 2007; vom Saal et al.
2007). This prediction has been updated

(Vandenberg et al. 2010a) to reflect mount-
ing evidence suggesting that human exposure
to BPA can occur through routes other than
dict and water consumption (Gies et al. 2009;
Vandenberg et al. 2010b).

A major hurdle in estimating human
exposure to BPA is accounting for all of the
potential routes of exposure, even though
contaminated food and beverages are still
considered the dominant source for this
chemical (Galloway et al. 2010; Vandenberg
et al. 2009; Willhite et al. 2008). For exam-
ple, BPA exposure might also occur through
less-explored routes, including dermal conract
with thermal (carbonless) receipts, inhala-
tion of houschold dusts, and cigarette smoke
(Biedermann et al. 2010; Galloway et al.
2010; He ct al. 2009). Only one published
study to dare has examined the elimination of
BPA from blood after a single oral adminis-
tration to volunteer human subjects, and this
study failed to detect active BPA in the serum
of these individuals (Volkel et al. 2002), most
probably because concentrations fell below
the derection limit of the relatively insen-
sitive assay employed (Taylor et al. 2011;
Vandenberg et al. 2009). Rather than recog-
nize the potential limitation of that study,
some investigators have used the data to

Address correspondence to C.S. Rosenfeld, Department
of Biomedical Sciences and Bond Life Sciences Center,
University of Missouri, 440F Bond Life Sciences
Center, 1201 East Rollins Rd., Columbia, MO 635211
USA. Telephone: (573) 882-5132. Fax: (573) 884-
9395. E-mail: rosenfeldc@missouri.edu

Supplemental Material is available online (heep://
dx.dni.orgt’lD.lZS?fehp.lOO}ﬂBSJ.

We thank J. Taylor and J. Keegan for provid-
ing input and assistance for these experiments and
V. Henige for assisting with the mouse husbandry.
We are also grateful to R. Roberts for his critical
review and editing of the manuscript.

Funding for this research was provided by a
National Institutes of Health Challenge Grant to
C.S.R. (RC1 ES018195).

F.S.v.S. consulted for an attorney involved in civil
litigation regarding the health cffects of BPA, but he
has no financial interests related to plastics, products,
or compounds that might serve as alternatives to
BPA. The remaining authors declare they have no
actual or potential competing financial interests.

Received 25 December 2010; accepted 27 May
2011.

voLume 119 [ numser 9 | September 2011 - Environmental Health Perspectives

175



Etude expérimentale - Article 3

Sieli et al.

The linear statistical model was a two by seven
facrorial (two treatments, seven time points).
If main effects were statistically significant at
2 < 0.05, mean differences were determined
using Fisher’s least significant difference. All
dara are presented as mean + SE.

Pharmacokinetic analysis. Unconjugared
and toral serum concentration—time profiles
after oral and dict BPA-d; exposure were ana-
lyzed with a noncompartmental analysis (NCA)
using WinNonlin (WinNonlin® Professional,
version 5.3; Pharsight Corporation, Cary, NC,
USA). We calculared area under the curve
(AUC) up to the last quantifiable serum con-
centration [i.e., AUC sy, using the linear
trapezoidal rule. For additional information
on NCA analysis, sce Supplemental Material,
p- 5 (http://dx.doi.org/10.1289/chp.1003385).
The sparse data option of WinNenlin was
used, allowing computation of the different
SEs associated with estimated parameters (see
Supplemental Material, Tables 3-5).

We analyzed unconjugated BPA-d,
serum concentrations after oral exposure
with a compartmental analysis using a mono-
compartmental model withour lag time.
Pooled data were fitted using the following
cquation (the so-called Bateman equation):

Ky X dose

A*) = T X (Ko - Kia)

[exp(—KioX#) —exp(— Ko X 1)], [1]

where () is the pooled BPA-d; serum con-
centration art time #, F is the unknown bio-
availability of BPA-d, dosc is the BPA-dj
dose, V is the volume of distriburion (milli-
liters per kilogram), Ky, (per hour) is the

first-order rate constant of absorption and Ky

=

=
= e

[ e Cumuiative ingested BPA-d;

Cumulative BPA-d; (mg/kg)

4 b = Cumulative ingested BPA-dg
determined by deconvolution
a analysis
0 T T T T T T
4 8 12 16 20 24

Time after BPA-d; administration (hr)

r T T T T T T
1800 2300 0300 0700 1100 1500 1900

Darl/light cycle

Figure 1. Cumulative diet exposure to BPA-d; versus
time and night/day cycle estimated by amount of
food consumed and by deconvolution. Deconvolution
analysis was performed by using the oral bolus
administration as a reference to evaluate the in vivo
BPA-dg input rate (BW) over 11 hr (i.e, during the
night). Time points with different superscripts are
significantly different from each other based on logyg
scale analysis (p < 0.01).

1262

(per hour) is the first-order rate constant of
elimination. V/F, Kjp, and Kj; were estimared.
Tterative reweighting was used during minimi-
zation process, that is, the data were weighted
by the inverse of the observed value (1/¥;,)
[see Supplemental Material, Figure 1 (htep://
dx.doi.org/10.1289/chp.1003385)]. The good-
ness of fit of the model was assessed by using
lcast-squares criteria and visual inspection of
residuals. Weighted residuals are presented in
Supplemental Material, Figure 2. For addi-
tional information on compartmental analysis,
see Supplemental Material, p. 6.

The relative bioavailability between the
two condirions of administration was calcu-
lated from the following equarion:

AUC — 241y,
AUC(0 - 24 1)

D
x ——=Coml bolus 5 1y, 2]

Dose e

F%—=
oral bolus

A UC((}—Eéhr)oral bolus and AUC(0—24hr)die[
(the AUC of unconjugated serum BPA) was
estimated by noncompartmental analysis, and
Dose, ) polus and Dosey were the actual nomi-
nal dose and dose ingested through the dier,
respectively, with the dict dose estimated by
food consumption. We also used Equartion 2
to estimate the extent of BPA-dj; absorption
replacing unconjugated BPA-d; AUCs by the
correspanding rotal BPA-4; AUCs.

We used deconvolution to evaluate in vive
drug release and delivery when data from a
known drug input were available (i.c., the
kinetics after the oral bolus BPA-d; admin-
istration). The BPA-4 input rate evaluared
when BPA-d;; was administered in the dict
corresponded to the iz vive BPA-dj; release
from food followed by a BPA-;; delivery to
the general systemic circulation. In this exper-
iment, deconvolution was used to evaluate
the in vivo BPA-dj; input rate (milligrams per
hour) into bloed of mice fed during the night.
Data from 0 to 11 hours (i.c., only data col-
lected during the nocturnal period) were con-
sidered. The reference BPA input was obtained
from the bolus oral administration for which
the input into the digestive tract was instanta-
neous (drenching). The deconvolution analy-
sis was performed using the mean of pooled
unconjugated BPA-dj; scrum concentrations
after diet exposure over time. More details
and results of these analyses are included in
Supplemental Material, pp. 5-8, 11-18, and
21; Tables 3-7; and Figures 3 and 4 (hep://
dx.doi.org/10.1289/chp.1003385).

Results

Measurement of external cumulative expo-
sure rate to BPA-dg in diet-exposed mice. By
knowing the weight of BPA-ds—supplemented
dict provided at the outset of the experiment,
the amounts remaining at each time point

of secrum collection, and the weight of the
mice in each cage at the time of serum col-
lection, we could calculate the cumulative
exposure of BPA-d; (milligrams per kilogram)
in the diet-exposed group (Figure 1). Mice
were placed on the BPA-d; supplemented
dier at 1900 hours (i.e., ar the end of their
normal light cycle), and within the first 6 hr
(i.c., by 0100 hours) the animals had caten
about 50% of the food consumed over 24 hr
(Figure 1). By this time point, mice had con-
sumed 6.5 + 0.4 mg/kg BPA-d, (mean + SE).
After 11 hr, consumption had increased to
8.6 + 1.3 mg/kg and ar 24 hr had reached
13.0 + 1.1 mg/kg. After 7 days of consum-
ing the BPA-dg—supplemented diet, the roral
ingested dosc was 78.1 + 0.7 mg/kg rather
than the 140 mg/kg expected dose.

No differences in BW were observed among
the mice on the two treatment regimens, and
overall body mass did not change significantly
over the 7-day experimental period. In addi-
tion, none of the mice showed ourward signs of
ill health. These data thus suggest that BPA-d;
in the feed was well tolerated.

Measurement of internal exposure to
unconjugated BPA-dg in serum. For mice
recciving the oral bolus (20 mg/kg BW),
maximum concentration (Cp,,,) of unconju-
gated BPA-dg; (21.0 + 3.9 ng/mL, mean & SE)
occurred within 1 hr (i.c., by 2000 hours)
of administration of BPA-d; (Table 1 and
Figure 2A) and declined slowly thereafier,
reaching barely detectable concentrations after
24 hours (i.c., at 1900 hours the day after bolus
administration). In the dict-cxposed group,
the estimated dose was 13 mg/kg BW over
the first 24 hr, and peak BPA-d; concentra-
tions (18.8 + 4.4 ng/mL) were not observed
until 6 hr (0100 hours) after the initiation
of the BPA-dg—supplemented dict (Table 1
and Figure 2A); unconjugated serum BPA-dj
concentrations declined significantly by
11 hr. However, because C.y occurred after
consuming only 6.5 mglkg BW of BPA-d,
(Figures 1 and 2), we derived a scaled Cp,,
value for dictary exposure consistent with
the oral bolus dose of 20 mg/kg BW [i.c.,
(20 mg/kg + 6.5 mg/kg) x 18.8 ng/mL] resule-
ing in an estimated peak concentration of
57.9 ng/mL for diet exposure. Unconjugated
BPA-d; serum concentrations collected at
1900 hours from mice on BPA-dg—containing
dict for 7 days were higher than unconjugated
BPA-d; serum concentrations in mice on
this diet for 24 hr (13.2 + 5.2 ng/mL versus
6.9 + 3.3 ng/mL, p < 0.05), revealing thar sig-
nificant buildup of biologically active BPA-d
had occurred during the 7-day exposure
period. To compare the oral bolus and diet
groups at the same external dose, we scaled the
dosc of the dict-exposed group to 20 mg/kg
BW, and the AUC gy 241y was modestly greater
(but not statistically significant) in the diet
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group compared with the oral bolus group
(227.4 + 41.1 and 201.0 + 20.6 ng-hr/mlL,
respectively), indicaring a relative bicavailabil-
ity of 113% for the diet group.

Rate constants (initial and terminal rates)
were estimated by using compartmental anal-
ysis to fitred unconjugated BPA-4; serum
concentrations after oral bolus exposure [see
Supplemental Material, Figure 1 (htep://
dx.doi.org/10.1289/chp.1003385)]. The ter-
minal half-life of BPA-dj; was estimared to be
6.4 + 1.1 hr (mean + SE, see Supplemental
Material, Table 6). Deconvolution analysis for
time development of the internal exposure in
the dict-exposed group supported our original
finding on exposure rate obrained with food
consumption. When bolus administration of
BPA-dj; was used as the reference, the total esti-
mated bioavailable BPA-d; dose berween 0 and
11 hr after the beginning of diet cxposure based
on deconvolution analysis was 15.6 mg/kg,
which is close to the 13 mg/kg BW estimated
by actual weighing of ingested food (Figure 1;
scc also Supplemental Material, Figures 3
and 4). From the deconvolution analysis, it
appeared that most of BPA-d; ingestion was
during the first part of the night, and 90% of
the bioavailable BPA had been computed to be
absorbed into the bloodstream by 5.46 hr after
the beginning of the diet exposure (i.c., before
0100 hours the next day) (scc Supplemental
Marterial, Table 7).

Measurement of internal exposure to
total BPA-dg in serum. Total BPA is the
sum of the unconjugated and conjugated
BPA-dg in the serum of exposed mice.
Concentrations of the conjugated form were
up to 70-100 times higher than those of
unconjugated BPA (Table 1), which could
account for the differences in blood clear-
ance between conjugated and unconjugated
forms. In the oral bolus group, peak concen-
trations (i.c., presumed C,,,) of conjugated
BPA-d; occurred by 1 hr (at 2000 hours)
after treatment (1596.7 + 1006.6 ng/mlL,
mean + SE) (Figure 2B). In the oral bolus
group, there was a sccond increase, which
in contrast to unconjugated BPA-d; data
was statistically significant between the 4-hr
collections (2300 hours) and the measure-
ments at 6 hr (693.2 + 176.9 ng/mL ver-
sus 1636.5 + 642.6 ng/mL; p < 0.0.01) and
at 11 hr (1200.5 + 252.8) (Figure 2B). By
24 hr, however, total BPA-d; had declined

Serum

markedly in both groups to about 5% of their
peak concentrations noted ar 1 hr. The G,y
for the diet group (802.2 + 126.6 ng/mlL)
was achieved later (at around 6 hr; 0100 hr)
than in the bolus group (Figure 2B), thus
mirroring the dara for unconjugared BPA-dj
(Figure 2A).When total BPA-4; concentra-
tions for diet exposure were scaled to the oral
bolus dose [i.c., (20 mg/kg + 6.5 mglkg) x
802.2 ng/mL], the estimated peak con-
centration for the diet-exposed group was
2468.3 ng/mL. Toral BPA-4; concentra-
tions declined after 6 hr in the diet-exposed
group (Figure 2B). Concentrations of toral
serum BPA-dj at 24 hr and 7 days in the
diet-exposed group were nort significantly
different (193.9 + 44.4 ng/mL vs. 359.6
+ 64.23 ng/mL; p > 0.05).

Assuming that toral BPA-dg is formed
only by a hepatic first-pass effect (Dckant
and Volkel 2008), the AUC for total BPA-4,,
reflects the extent of BPA-dj absorption,
whereas the amount of unconjugated BPA-d;
that reaches systemic circulation after escaping
hepatic first-pass metabolism reflects the extent
of BPA-d; bioavailability. The AUCy 54, for
diet exposure and bolus administration at the
same external dose were 11547.3 + 1219.5
and 21979.3 + 3813.5 ng-hr/mL, respectively,
indicating a relative absorption of 81% for
the dict group. Thus, less total BPA-d;, was
absorbed after dict exposure than after oral
bolus administration. Consequently, the
higher bioavailability associated with diet
exposure (113%) is presumably explained by
postabsorption events rather than by increased

BPA-d; absorption.

Discussion

Previous studies have demonstrated that
exposure to BPA through dict can induce
cpigenctic and behavioral changes in mice
(Cox et al. 2010; Dolinoy et al. 2007), sug-
gesting that exposure to BP’A has measurable
biochemical and phenotypic effects in ani-
mals. However, to our knowledge, the pres-
ent study is the first to quantify serum BPA
concentrations in any species after exposure
through the dict. We chose an external expo-
sure of BPA that was lower than the lowest
observed adverse effect level of 50 mg/kg BW/
day reported in rodents (Cox et al. 2010) but
still within the detection limit of the assay
that would yicld accurate measurements.

Table 1. Pharmacokinetics parameters of BPA-d; obtained after NCA of unconjugated and total BPA-dg
serum concentrations in mice over a 24-hr period after exposure via oral bolus or diet.

Oral bolus (20 mg/kg BW) Diet (13 mg/kg BW)?
Pharmacokinetic parameter Unconjugated Total Unconjugated Total
G (ng/mL) 210+39  16365+6426  18B+44 8022+ 1266
AUCqz4 (ng.hr/mL) 201.0+£20.6 21979.3+38135 147.8+267 11547.3+12195
Average 24-hr concentration (ng/ml) 8.3 915.8 6.1 4811
AUCq_p4y, total/unconjugated BPA-d 109 79

3stimated ingested dose based on food consumption.

Environmental Health Perspectives -

voLume 119 | numeer 9 | September 2011

BPA concentrations in diet-exposed mice

Because phase I enzymes are not saturable
within many orders of magnirude of human
exposure, it is commonly accepred that
BPA concentrations in the systemic blood
are linear over a wide range of doses (Doerge
et al. 2010a; Taylor et al. 2011; Teeguarden
er al. 2011; Vandenberg er al. 2007, 2010a),
thereby negating the need to measure inter-
nal concentrations after much lower doses of
BPA-d;. Intake of BPA-dj at the levels used
in our study, cither as a single bolus dose or
through ad libitum teeding, allowed us to
measure both unconjugated and roral BPA-d;
in the serum of the exposed C57Bl/6] female
mice using a combination of HPLC and ran-
dem mass spectrometry. The inclusion of a
separate, spiked, deuterated form of BPA,
(BPA-4);) in the collected serum served as an
internal control to estimate recovery through
the analytical steps. Morcover, the BPA-dj
consumed could be distinguished from any
contaminating compound and the internal
control by virtue of the transitions of 233 m/z
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Figure 2. Arithmetic plot of the mean (+ SE) serum
concentrations of unconjugated BPA-d; (A) (and
the total BPA-dy serum concentrations (B) ver-
sus time and versus night/day cycle after a sin-
gle oral bolus of BPA-dg at 20 mg/kg BW or after
exposure to BPA-dg at 100 mg/kg feed weight
(13 mg/kg BW in the first 24 hr; see Figure 1) in
mice. For the oral bolus, €, for unconjugated
BPA-d; and total BPA-d; occurred 1 hr after the
treatment (2000 hours). In contrast, C,, was not
obtained until 6 hr after treatment (0100 hours) in
the diet-exposed group. Within each treatment
group, values with different superscripts are sig-
nificantly different (p < 0.05).
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> 215 m/z for BPA-dj; and 241 miz > 223 m/z
for BPA-d|5. Hence, the method was not
only sensitive but specific and accurate for the
compounds analyzed.

Although the spacing of sampling times
did not permit precise pharmacokinetic pro-
files to be assessed, it was possible to com-
pare the consequences of ingestion of BPA-d
as a bolus versus ad libitwm consumption in
the food, which was the primary goal of the
study. Most studies on the effects of BPA
in rodents or in nonhuman primates and
humans have used a single bolus adminis-
tration (Doerge et al. 2010a, 2010b; Taylor
et al. 2011). We have shown that BPA-4; is
rapidly merabolized to one or more conju-
gated forms and that both free and conjugated
forms are cleared fairly rapidly from serum
after exposure through diet as well as after
oral bolus administration. The terminal half-
life value for disposition of the unconjugared
form of BPA-d; after bolus administration
was approximately 6 hr, and thus by 24 hr
this group had low circulating concentrations
of the substance.

An important finding from our experi-
ments is that the bioavailability is higher after
diet administration than after bolus adminis-
tration of BPA-dg, despite evidence of lower
relative absorption after diet administration.
This finding may be tentatively explained by
a “food-effect,” which has been previously
described for several highly extracted drugs
(Tam 1993; Wilkinson 1997). Specifically, it
has been hypothesized that food transiently
inhibits the intrinsic ability of the liver to
metabolize highly extracted substances (i.c.,
chemicals that are preferentially metabolized
by the liver), particularly during the absorption
phase (Tam 1993; Wilkinson 1997). Thus,
consumption of BPA-d; in food increased its
internal bioavailable concentrations, despite
lower BPA-d;; absorption, relative to oral
bolus cxposure. When the treatments were
initiated at the beginning of the dark phase
(1900 hours), neither oral bolus nor diet-
exposed groups had commenced their noc-
turnal feeding. After treatments were initi-
ated, both groups were fed the same amount
of a dict that was identical except for the addi-
tion of BPA-d; [sce Supplemental Material,
Tables 1 and 2 (http://dx.doi.org/10.1289/
chp.1003385)]. It is unlikely that the very
small volume of corn oil used for oral bolus
administration affected the results, particu-
larly because maximum concentrations (Cp,yy)
also occurred 1 hr postadministration in mice
provided an oral bolus of BPA-d; during the
light phase (versus the dark phase) of the cycle
(Taylor ct al. 2011). Morcover, although the
scaled Gz (57.9 ng/ml) after administration
of BPA-d; in the dict was almost three times
higher than the C,,, after oral bolus expo-
sure (21.0 ng/mL), the scaled AUC for diet
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versus oral bolus exposure was only increased
by about 13%. This difference between €,
and AUC is consistent with a transient food
effect increasing C., but not AUC, which
was calculated over a 24-hr peried (i.c., before
and after the Cp,, period). These findings of
the effect of food on BPA absorption might
account for the spurious or dramaric varia-
tions in peak plasma concentrations observed
in human biomonitoring studies (Vandenberg
eral. 2010b).

Our finding that diet exposure resulted
in increased serum concentrations of acrive
BPA-dj; is relevant to animals and humans,
where a significant portion of the total expo-
sure to BPA is believed to occur through dier
(Matsumoto ct al. 2003). Recendy, Teeguarden
er al. (2011) demonstrated that in humans
there is considerable inter- and intrameal vari-
ability in BPA urinary excretion, consistent
with an estimated range of exposure from 3.29
o 73.29 pg. However, these findings mighe
also be explained by a food effect, the inhibi-
tory cffect of food on first-pass hepatic metabo-
lism. In addition, BPA exposure through food
consumption is experimcu[al[y more conve-
nient; because it is less stressful than other
routes of administration, it may provide a more
relevant pharmacokinetic profile by reducing
stress-relared confounds.

Another potential noteworthy finding is
possible bicaccumulation of free BPA when
BPA-dj is provided through the dict, which
has not been observed when BPA is admin-
istered as a single bolus (Doerge ct al. 2010a;
Taylor ct al. 2011). For example, in the 24-hr
experiment, concentrations of free BPA-d;
were significantly higher in the diet-exposed
group than in mice given BPA-dj; as a single
bolus. In addition, concentrations of unconju-
gated or active BPA-d; in the dict group were
higher after 7 days of dictary exposure than at
24 hr after exposure. One untested explana-
tion is that chronic exposure to BPA might
eventually compromise metabolizing capacity
of the liver, as suggested previously (Hanioka
ct al. 2008), leading to progressively elevated
concentrations of active BPA. Variation in
animal feeding habits might also account for
differences between dict compared with bolus
exposure, although there is no reason to pre-
sume that mice would exhibit different feeding
patterns after 7 days versus 1 day of BPA-dj
exposure, particularly as the samples were col-
lected at the same time of day (1900 hours).
Another consideration is that the stage of the
estrous cycle might influence BPA metabolism
and accumulation. However, in a previous
study Nepomnaschy et al. (2009) suggested
that menstrual cycle stage did not influence
urinary BPA concentrations in samples from
60 women taken 2 and 4 weeks apart. In
short, the reason why circulating unconjugated
BPA-dj; increased over time after diet exposure

cludes us, but studies are currently under way
with radioactive BPA to determine where the
ingested BPA becomes concentrated.

Conclusions

Our data highlight possible limitations
of single oral bolus administration of BPA,
the experimental design used for the major-
ity of studies examining the pharmacokinetics
of BPA exposure in both animal models and
humans (Doerge ct al. 2010a, 2010b; Taylor
et al. 2011; Vandenberg et al. 2009). Results
of the present study suggest that the presence
of food may increase internal exposure to bio-
active BPA, possibly by an inhibitory effect on
first-pass (presystemic) elimination, and thus
dict exposure is presumably the more relevant
way of modeling the natural route of contact
to BPA thar occurs in humans. In conrrast,
experiments using single oral bolus exposure
may not only underestimate exposure to bio-
active BPA in serum bur also lead to inaccurate
conclusions concerning long-term concentra-
tions of active BPA in serum or plasma of ani-
mals and humans. Our data may explain how
although humans can rapidly eliminate BPA
when it is provided as a single bolus (Volkel
ct al. 2002), continuous external BPA exposure
appears to lead to sustained concentrations that
are detectable in serum or plasma of humans
who have not been knowingly exposed to this
endocrine-disrupting chemical (FDA 2008;
Vandenberg ct al. 2007; vom Saal ct al. 2007).
We conclude that exposure through the dier
provides a better approach for assessing the
impact of BPA on internal organ systems than
delivery as a single bolus.
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DISCUSSION GENERALE

En raison de son potentiel oestrogénique et de I’exposition ubiquitaire de la
population humaine, le BPA compte parmi les PE les plus étudiés depuis une dizaine
d’années. L’objectif de ce travail de these était de développer un modéle animal
permettant d’évaluer les effets oestrogéniques du BPA sur la fonction de reproduction. Le
modéle animal choisi est celui de la brebis prépubéere ovariectomisée, dont le profil de
sécrétion de LH, reflet de I’activité de I’axe HH représente un biomarqueur précoce et
sensible des effets oestrogéniques.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons caractérisé les effets et la
disposition de I’E2, molécule de référence, dans notre modéle. Nous avons ainsi montré que
la clairance de I’E2 est élevée (de I’ordre de 50 mL/(kg.min)) et que les effets inhibiteurs
de E2 sur la sécrétion de LH sont concentration-dépendants. Les effets les plus sensibles
ont été mis en évidence au bout de 48 heures pendant lesquelles les concentrations
plasmatiques d’E2 ont été maintenues au-dessus d’une valeur seuil de 1-2 pg/mL.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons appliqué notre modéle ovin a
I’évaluation de I’'impact du BPA sur la sécrétion de LH dans un contexte d’exposition aigué.
Nous avons ainsi montré que le BPA exerce les mémes effets que I’E2 sur la sécrétion de
LH, mais que ces effets sont observés pour des concentrations plasmatiques de BPA
20 000 fois supérieures a celles d’E2. La plus faible concentration de BPA associée a une
perturbation de la sécrétion de LH dans notre modéle a été évaluée a 40 ng/mL, i.e. une
valeur environ deux fois supérieure aux valeurs maximales observées dans la population
humaine.

Dans la troisieme partie de ce travail, nous avons développé différentes approches
méthodologiques pour identifier les mécanismes d’action du BPA au niveau de I’axe HH,
responsables de I’inhibition de la sécrétion de LH. Nos résultats suggérent que les effets du
BPA ne s’exerceraient pas sur la réponse hypophysaire au GnRH, mais qu’ils pourraient
impliquer une diminution de I’activité des systémes neuronaux a Kiss. Enfin, nous n’avons
pas mis en évidence d’effet potentialisateur d’une exposition au BPA, proche de
I’exposition humaine sur I’inhibition de la sécrétion de LH par I’E2.

Enfin dans la quatriéme partie de ce travail, nous avons caractérisé et quantifié les
processus de distribution et d’élimination du BPA et du BPA-G chez différentes espéces de
mammiferes. Nous avons montré que chez toutes les espéces, la clairance plasmatique du
BPA est élevée, i.e. de I’ordre de celle du débit sanguin hépatique. Nos résultats suggerent
que la clairance du BPA suit une relation allométrique qui permet de prédire la valeur de la

clairance du BPA chez I’Homme & 40 mL/(kg.min).
181



Discussion générale

Cette derniere partie a pour objectif de replacer I’ensemble des résultats présentés
dans le manuscrit dans le contexte général de la these, mais aussi dans la problématique

des PE, tout en soulignant les points qui mériteraient d’étre confirmés ou approfondis.

¢ Quels sont les avantages et les limites du modeéle animal de la brebis prépubére

ovariectomisée pour évaluer les effets oestrogéniques du BPA ?

Nous avons montré que la sécrétion de LH de la brebis prépubére OVX constitue un
biomarqueur sensible des effets de substances oestrogéniques, dont le BPA. Notre modéle
pourrait étre appliqué a I’évaluation de I’activité oestrogénique d’autres substances telles
que les phtalates, les parabénes.. Nos résultats suggérent que notre modéle est
reproductible et relativement stable entre I’age de 2 et 6 mois d’un point de vue de la
sensibilité aux oestrogenes, comme en témoignent les effets comparables sur la sécrétion
de LH de deux doses d’E2 (0.14 et 0.72 pg/(kg.j)) chez des brebis prépubéres agées de 2.5
mois (Etude expérimentale 1, cf: P82) et chez des brebis prépuberes agées de 4 mois
(Etude expérimentale 5, cf: P132) et des brebis prépubéres agées de 6 mois (Etude
expérimentale 4, cf: P121). Ce modele autorise donc I’évaluation de la chronicité des
effets d’un xénoestrogéne pendant une période de 4 mois a partir de I’age de 2 mois.

Foster et al. [135] avaient montré que le maintien des concentrations plasmatiques
d’E2 a des valeurs de I’ordre de 4 pg/mL a I’aide d’un implant sous cutané était associé a
une inhibition de la sécrétion de LH de 20 a 30 semaines d’age. Nous avons montré que
I’0VX de la brebis prépubére était accompagnée d’une augmentation de la sécrétion de LH
uniguement a partir de I’&ge de 2 mois. Avant I’Age de 2 mois, des facteurs « non
ovariens » pourraient contribuer a I’inhibition de la sécrétion de LH comme cela a été
observé chez le singe a la naissance [208]. Chez le singe castré, il a ainsi été montré que
I’inhibition de la sécrétion de LH pendant la période néonatale était liée a des facteurs
« extra-ovariens », et que I’effet inhibiteur des stéroides ovariens était exprimé juste avant
la puberté [209]. Les événements endocriniens se succédent plus rapidement chez les ovins
dont la durée de la période prépubére est trés inférieure a celle des primates, dont
I’Homme. Ainsi, I’inhibition d’origine « extra-ovarienne » observée chez le singe se
produirait peu aprés la naissance et pendant une courte période néonatale chez le jeune
ovin [208].

La principale limite du modéle animal de la brebis prépubére ovariectomisée est liée
a I’0OVX. En effet, I’OVX aboutit a une situation non physiologique en raison de |’absence
des facteurs ovariens, dont les oestrogenes. Nous n’avons pas mis en évidence un effet
potentialisateur d’une exposition au BPA sur I’inhibition de la sécrétion de LH par I’E2

(Etude expérimentale 5, cf : P132). Nos résultats suggérent donc que le modéle de la brebis
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prépubéere OVX est pertinent pour d’évaluer les effets oestrogéniques d’un PE. Des données
suggerent également que la sensibilité de I’axe HH aux effets des oestrogénes varie au
cours du temps apres I’OVX. Des auteurs ont ainsi montré que lorsque des béliers adultes
sont castrés depuis une longue période, une augmentation de la fréquence des pulses de LH
est observée (1 pulse/70 min entre 2 et 15 jours aprés OVX versus 1 pulse/36 min entre 1 et
6 mois aprés OVX), et que la synchronisation entre les pulses de LH et de GnRH n’est plus
parfaite [126]. Ces différences de fréquence des pulses de LH et de GnRH en fonction de
I’intervalle de temps depuis la castration, ont été attribuées a une altération de la réponse
hypophysaire au GnRH suite a une longue période sans imprégnation oestrogénique. A
nouveau, les effets comparables de deux doses de E2 sur la sécrétion de LH chez la brebis
prépubére entre 2.5 et 6 mois d’age dans notre modéle indiquent que la réponse

hypophysaire au GnRH n’est pas affectée par le délai depuis I’OVX.

¢ D’aprés I’ensemble de nos résultats, quels mécanismes d’action de I’E2 et du BPA

sur I’axe hypothalamo-hypophysaire peut-on envisager ?

Dans ce travail, notre schéma expérimental nous a permis de mettre en évidence
deux types d’effets inhibiteurs de I’E2 sur la sécrétion de LH chez la brebis prépubeére, un
effet rapide qui s’exerce pour des concentrations élevées d’E2 et de BPA et un effet qui
s’exerce avec une latence et qui a été mis en évidence pour des concentrations a
I’équilibre d’E2 tres faibles (de I’ordre de 1 a 2 pg/mL), et de BPA de I’ordre de 40 ng/mL.
Nous nous sommes plus particulierement intéressés a ce dernier effet qui est observé pour
les plus faibles concentrations de BPA, afin d’analyser les mécanismes d’action du BPA sur
I’axe HH qui sont pertinents dans un contexte d’exposition environnementale au BPA.

Le temps de latence nécessaire pour observer les effets du BPA (et de I’E2) sur la
sécrétion de LH ne permettait pas de présager de leur site d’action au niveau de I’axe HH.
C’est la raison pour laquelle, nous avons analysé les mécanismes hypophysaires et
hypothalamiques potentiellement responsables de I’inhibition de la sécrétion de LH. Cette
approche meécanistique nous a permis de contribuer a I’identification des mécanismes
d’action des oestrogenes sur I’axe HH impliqués dans I’expression du rétrocontrble négatif
de E2 au cours de la période prépubere.

Nos résultats suggerent que I’exercice du rétrocontrdle négatif de I’E2 pendant la
période prépubére pourrait impliquer I’inhibition des systemes neuronaux a Kiss des régions
rostrale et médiane de I’ARC. En ce qui concerne le BPA, nous avons montré que dans des
conditions physiologiques, I’effet inhibiteur du BPA sur la sécrétion de LH ne peut pas
étre expliqué par une diminution de la réponse hypophysaire au GnRH. Nos résultats

suggerent que I’effet du BPA, comme celui de E2, pourrait s’exercer par I’intermédiaire de
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systemes neuronaux sensibles a [I’action de composés oestrogéno-mimétiques, et
notamment qu’il pourrait impliquer une diminution de I’activité des systémes neuronaux a
Kiss de I’ARC hypothalamique. Pour confirmer cette action centrale du BPA qui serait
relayée par les neurones a GnRH, il faudrait utiliser une approche chirurgicale délicate qui
a été développée chez les ovins et qui permet d’évaluer la sécrétion de GnRH dans le sang
porte hypothalamo-hypophysaire [126]. L’implication des neurones a Kiss, comme cible des
oestrogenes dans I’exercice du rétrocontr6le négatif sur I’axe HH, pourrait également étre
confirmée par la levée d’inhibition de la sécrétion de LH suite a I’administration de Kiss a
des animaux prépuberes OVX, dont la sécrétion de LH est inhibée par le BPA. L’étude des
mécanismes d’action du BPA au niveau de I’axe HH pourrait représenter un moyen
d’identification des biomarqueurs de I’action du BPA plus sensibles et précoces que la
modification de la sécrétion de LH.

Si le BPA a un effet sur I’activité des neurones a Kiss, la possibilité d’un effet du BPA
directement sur les neurones a GnRH ne doit pas étre négligée. En effet, la moitié des
neurones a GnRH expriment ERB chez les ovins et le BPA a une affinité 10 fois supérieure
pour ERB que pour ERa [68].

Nos résultats suggérent que le mécanisme d’action cellulaire impliqué reléverait de
mécanismes d’action dits « traditionnels » ou « génomiques » des oestrogénes, car ils sont
observés uniquement aprés une latence de I’ordre de plusieurs heures. Afin de compléter
cette approche mécanistique des effets du BPA sur I’axe HH, le type de récepteur et les
voies de signalisation pourraient étre étudiés, en comparant par exemple les effets d’une
administration de BPA sur la sécrétion de LH a ceux d’un agoniste spécifigue de ERa et
d’ERB [176, 210].

Nos résultats ne nous ont pas permis d’exclure totalement la possibilité d’une
relation de type « non-monotone » entre les concentrations plasmatiques en BPA et les
effets sur la sécrétion de LH (Etude expérimentale 1, cf: P82). Les effets que nous avons
évalués dans notre étude sont de type oestrogénique, ainsi la possibilité selon laquelle les
effets observés pour de faibles doses de BPA pourraient relever de mécanismes non
oestrogéniques ne doit pas étre négligé, car le BPA se lie a d’autres récepteurs que les ER

(le récepteur des hormones thyroidiennes [211], le récepteur des androgénes [212]...).

¢ Que suggéere I’ensemble de nos résultats expérimentaux en termes de risques pour

la santé humaine lié & une exposition au BPA ?

Les résultats obtenus au cours de ce travail peuvent étre interprétés de deux facons
en termes de risque pour la santé humaine lié a une exposition au BPA. En prenant en

compte les données expérimentales obtenues dans notre modeéle et les données disponibles
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dans la littérature, deux scénarios qui ameénent des résultats tres différents en terme de

risque pour la santé humaine sont possibles.

1°"® scénario : Si I’on compare la plus faible concentration de BPA associée a une
perturbation de la sécrétion de LH dans notre modéle ovin (40 ng/mL) a I’exposition interne
au BPA de la population humaine, décrite dans les études de biosurveillance (2 & 4 ng/mL),
on note que le rapport entre les concentrations plasmatiques de BPA ayant un effet dans
notre modele et le niveau d’exposition interne de la population humaine est de I’ordre de
10, soit inférieur au facteur de sécurité de 1000 qui correspond au rapport entre la LOAEL
et la DJA. Si les données issues des études de biosurveillance sont exactes et reflétent
I’exposition interne réelle de la population humaine au BPA, la valeur de la DJA pourrait

étre sous-estimée.

2°™M scénario : Sous réserve de connaitre la clairance du BPA chez I’Homme,
évaluée a 30 mL/(kg.min) dans la littérature [47, 204], il est possible d’estimer la dose de
BPA qui devrait permettre d’atteindre chez I’Homme un niveau de concentration équivalent
a la plus faible concentration de BPA ayant un effet perturbateur de la sécrétion de LH, a
partir de I’Equation 35 :

Dose = Concentration x Clairance Equation 35

avec Concentration la plus faible concentration de BPA associée a un effet dans notre

modéle, i.e. I’exposition interne, la Clairance plasmatique du BPA chez I’Homme, et

Dose I’exposition externe correspondante

D’apres cette relation, on estime que la plus faible dose ayant un effet (LOAEL)
serait de 1728 pg/(kg.j), soit une valeur 30 fois supérieure a I’actuelle DJA de 50 pg/(kg.j),
en considérant que la totalité de la dose de BPA est biodisponible aprés une administration
orale. D’aprés nos résultats, si I’on admet que chez I’Homme, comme chez les autres
espéces, la fraction biodisponible (F) du BPA aprés une administration par voie orale est
seulement de 1 %, la plus faible dose ayant un effet aigu dans notre modéle serait plutot de
I’ordre de 172.8 mg /(kg.j), soit une valeur 3 fois supérieure a la LOAEL et 3000 fois

supérieure a la DJA.

Ces observations mettent en évidence une incohérence entre les valeurs des
expositions externes et internes au BPA, et de clairance rapportées dans la littérature chez
I’Homme :

(1) ou bien la clairance plasmatique du BPA chez I’Homme est trés inférieure a
30 mL/(kg.min), ce qui permettrait d’expliquer des concentrations plasmatiques de I’ordre

de 2 a 4ng/mL, si I’'on admet que I’exposition externe au BPA, estimée a partir des
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différentes sources de contamination et/ou des données urinaires est de I’ordre de

1 pg/(kg.j)-
— Les résultats de notre étude TK ne confortent pas cette hypothése et suggerent
que la clairance du BPA chez I’Homme, comme chez les autres especes, équivalente
au débit sanguin hépatique, est relativement élevée, i.e. de [I’ordre de
40 mL/(kg.min). A partir d’une valeur de clairance du BPA du méme ordre de
grandeur et des données urinaires, Mielke et Gundert-Remy [204] ont prédit des
concentrations plasmatiques de BPA a I’équilibre de I’ordre de 2.6 pg/mL, soit pres
de 1000 fois inférieures a la valeur moyenne de I’exposition interne humaine.

Il est important de noter que les données plasmatiques issues des études de
biosurveillance font apparaitre une grande variabilité de I’exposition humaine
interne au BPA (Tableau I, P39). L’origine de cette variabilité qui ne peut pas étre
attribuée a des différences majeures d’exposition externe au BPA, comme en
témoigne la relative homogénéité des données urinaires, n’a pas été identifée.
L’étendue des variations de I’exposition interne au BPA pourrait traduire une
variabilité des parametres PK du BPA. Des conditions physiologiques, pathologiques
ou pharmacologiques particuliéres pourraient augmenter I’exposition interne au
BPA, comme la grossesse associée a des variations physiologiques importantes, ou
les pathologies ovariennes comme les ovaires polykystiques associées a une
hyperandrogénisme, ou des traitements thérapeutiques. A titre d’exemple, des
traitements thérapeutiques pourraient avoir un impact sur les concentrations
plasmatiques de BPA en diminuant I’effet de premier passage hépatique. En effet,
une étude in vitro a montré que certains médicaments (naproxéne, carbamazépine,
acide méfénamique...) pourraient diminuer de 50 % la glucuronidation du BPA [213].
De méme, les résultats obtenus dans I’Etude Expérimentale 7 (cf : P173) suggérent
gue les modalités de prise de nourriture pourraient modifier les paramétres PK du
BPA en influencant I’effet de premier passage hépatique. Des études TK
complémentaires doivent étre réalisées pour identifier les facteurs de variabilité de

la clairance du BPA.

(2) ou bien I’exposition externe au BPA chez I’Homme est supérieure a la DJA, ce
qui suggére I’existence de sources d’exposition non identifiées.

— Les études TK réalisées chez I’Homme et nos résultats suggérent que la totalité

ou presque de la dose de BPA qui entre dans I’organisme est éliminée dans les urines

essentiellement sous la forme de BPA-G qui integre I’ensemble des sources

d’exposition au BPA y compris les sources non identifiées. Cette deuxiéme

hypothese n’est donc pas cohérente avec les données urinaires actuelles et les
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études de biosurveillance disponibles qui permettent d’estimer I’exposition externe

au BPA a une valeur trés inférieure a la DJA.

(3) ou bien les concentrations plasmatiques en BPA rapportées chez I’Homme
sont surestimées en raison d’un biais pré-analytique ou analytique comme certains auteurs
I’ont suggéré [25].

— Une surestimation des concentrations plasmatiques de BPA par les études de

surveillance pourrait avoir plusieurs origines : 1) une hydrolyse des composés

conjugués dans les échantillons biologiques selon les conditions expérimentales
comme cela a été précédemment suggéré [102, 214], 2) une possible
contamination des échantillons interne au laboratoire ou liée au matériel utilisé

[215], et 3) la spécificité de la méthode analytique utilisée, qui peut étre

insuffisante pour des raisons d’interactions non spécifiques avec I’anticorps dans le

cas d’un dosage ELISA [80], ou parce gu’elle peut étre a I’origine d’une confusion
avec des molécules exogenes d’un poids moléculaire équivalent au BPA (e.g. : le
resvératrol), comme cela a été précédemment suggéré [81]. Ces biais
méthodologiques constituent une source de variation non controlée des données des
concentrations plasmatiques issues des études de biosurveillance. Il est donc
essentiel de développer des méthodes analytiques de quantification du BPA-G,
comme celle qui a été développée au laboratoire (Lacroix et al. [216]) et d’évaluer
les concentrations plasmatiques de BPA-G pour s’assurer que les concentrations de

BPA évaluées refletent une réelle exposition interne.

De facon générale, il est nécessaire d’évaluer avec exactitude les valeurs
d’exposition interne humaine qui représentent les vraies variables explicatives des effets
oestrogéniques du BPA. Cette assertion a été vérifiée par notre approche expérimentale qui
a montré que pour une méme dose, la durée des effets de E2 sur la sécrétion de LH varie
en fonction du schéma d’exposition : ainsi les effets transitoires d’une dose de E2 apportée
sous la forme d’un bolus étant prolongés lorsque la méme dose est administrée sous la

forme d’une perfusion.

¢ Quels sont les risques pour la fonction de reproduction liés a une exposition au
BPA ?

Dans notre étude, les effets du BPA mis en évidence sur I’axe HH ont été observés
au cours de la période prépubére, i.e. une période de susceptibilité pouvant étre

responsable d’effets « tardifs » sur I’initiation de la puberté. L’unique étude qui a évalué
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les effets du BPA suite a une exposition prépubere a été réalisée chez le rat male. Dans
cette étude, les auteurs ont observé une diminution des concentrations de testostérone des
rats males exposés pendant 7 jours & la dose de 40 pg/(kg.j). Cette diminution était
maintenue a I’age adulte et associée a une modification de I’activité sexuelle, réduisant les
performances de I’adulte [217]. Une diminution de I’age a la puberté a été observée chez
des femelles exposées prénatalement et post-natalement au BPA chez les rongeurs [218-
220]. Ces effets sont actuellement trés controversés car d’autres €tudes n’ont pas permis
de les reproduire [169, 221]. Des différences entre les périodes d’exposition, les voies
d’administration et les niveaux de doses ne permettent pas de conclure et soulignent
I’importance d’évaluer I’exposition interne en BPA des animaux pour pouvoir extrapoler les
résultats d’une espéce a lI’autre, quel que soit le schéma posologique.

Quelques rares études épidémiologiques réalisées dans la population humaine ont
« suspecté » la possibilité d’une relation entre une exposition au BPA et I’apparition de
troubles de I’érection, de la stéroidogénése et de la gamétogénese [40, 222, 223], et un
avancement de la puberté chez les filles [224], mais ces études restent limitées et leurs
résultats sont divergents. Ainsi, les controverses actuelles autour de la problématique
posée par le BPA (effets faibles doses, exposition interne de la population humaine) ne
permettent pas d’affirmer I’existence d’un lien entre une exposition au BPA et I’incidence
des troubles de la fonction de reproduction. Ainsi, par principe de précaution la position
actuelle des agences réglementaires, notamment celle de I’EFSA est « d’éviter tout contact
de la nourriture (ou du lait) avec des plastiques de type polycarbonate chez les

nourrissons, jeunes enfants, femmes enceintes ou qui allaitent ».

¢ Quel devenir pour I’utilisation du BPA dans la vie quotidienne ?

Comme cela s’est produit pour le DES il y a 30 ans, il est envisageable que dans
guelques années ou mois, avec I’appui de nouvelles études, les risques pour la santé
humaine liés a une exposition au BPA conduiront a une modification de la réglementation
actuelle. Le Canada a été le premier pays a interdire la commercialisation des biberons a
base de BPA en 2010 ; en France, plusieurs communes ont demandé I’interdiction de
I’utilisation de biberons a base de BPA dans les creches communales, et les expertises se
multiplient (évaluation INSERM 2011 et ANSES 2011) pour apporter des éléments de
réponses au risque pour la santé humaine lié a une exposition au BPA et aux inquiétudes
soulevées par le BPA dans la population. La position actuelle des agences réglementaires,
au moment de la rédaction de cette thése s’oriente vers la recherche de substances de
substitution a I’utilisation du BPA, dont I’innocuité est prouvée. Cette démarche a déja été

inititée par les industriels, a titre d’exemple le BPA utilisé dans les papiers thermiques a
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récemment été remplacé par du Bisphenol S. Encore plus récemment, I’assemblée
nationale francaise vient de voter I’interdiction du BPA dans tous les contenants

alimentaires a partir de 2014.

CONCLUSION GENERALE

En conclusion, les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis d’évaluer in
vivo les effets oestrogéno-mimétiques du BPA relativement a I’E2 dans notre modéle animal
de la brebis prépubere ovariectomisée. Le plus faible niveau d’exposition interne au BPA
qui a été associé a un effet perturbateur sur la sécrétion de LH est de I’ordre de 40 ng/mL,
i.e. une valeur proche de I’exposition humaine au BPA. L’identification des mécanismes
d’action de I’E2 et du BPA sur I’axe HH gonadique a révélé que les neurones a Kiss
pourraient constituer la cible de I’action de I’E2 et du BPA sur la sécrétion de LH et donc un
biomarqueur des effets centraux du BPA. Enfin, nos résultats montrent que la clairance du
BPA est élevée chez I’Homme et du méme ordre de grandeur que le débit sanguin
hépatique. Ainsi, pour un taux d’entrée de BPA équivalent a la DJA, la clairance élevée du
BPA (40 mL/(kg.min)) permet de prédire chez ’Homme des concentrations plasmatiques de
BPA trés inférieures a celles associées a une perturbation de la sécrétion de LH dans notre

modéle ovin trés sensible aux interférences oestrogéniques.
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TITLE : Development of a physiologically-based toxicokinetic/toxicodynamic approach to
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