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Introduction

Parmi les sujets qui préoccupent les consommateurs quant a leur santé, le Bisphénol A
(BPA) en est un qui anime les polémiques. Il est a ce sujet possible d’entendre dire que « de
nombreuses études prouvent que le BPA est dangereux mais elles sont ignorées », que « les études
financées par I’industrie ne sont pas objectives et ne devraient pas étre a la base de décisions
réglementaires », que « le BPA rend les hommes stériles »... Parmi ces déclarations, que faut-il
croire ? Lesquelles tiennent de la réalit¢ ou de I’idée recue? Que connaissons-nous de cette
substance ? Comment les autorités sanitaires gerent-elles 'utilisation de ce produit ? Pour le
comprendre, il est nécessaire de définir ce qu’est le BPA, comment il interagit avec 1’organisme et

ses dangers.

Le BPA est un composé largement utilisé dans 1’industrie du plastique. Son utilisation était
réglementée au niveau européen en tant que reprotoxique de catégorie 3, c’est-a-dire jugée «
préoccupante pour la fertilité de [’espéce humaine » en raison « d’effets toxiques possibles » mais
non démontrés sur la reproduction. Il se distinguait alors des substances de catégories 1 et 2 dont
les effets néfastes sur la santé humaine sont avérés (directive européenne 67/548/CEE relative a la
classification, 1’étiquetage et I’emballage des substances dangereuses). Or, depuis 2014, I’agence
européenne des substances chimiques a délivré un avis favorable a la proposition de 1’Anses
concernant le classement du BPA en tant que substance toxique pour la reproduction de catégorie 1

(www.anses.fr).

Le BPA est un produit chimique d’origine industrielle libéré dans notre environnement qui
présente une activité hormonale potentielle ou qui peut induire une perturbation hormonale dans un
organisme intact ; il est, a ce titre, qualifi¢ de « perturbateur endocrinien » (Vandenberg et al.,
2012). Ces derniers, en interférant avec le fonctionnement normal du systeme endocrinien peuvent
exercer une toxicité méme a de tres faibles doses par le biais, notamment, de ’interaction entre le
xénobiotique et le récepteur hormonal (Triendl et al., 2001). L hypotheése émise par plusieurs
groupes de chercheurs est, que I’exposition a un perturbateur endocrinien pendant la période
critique du développement embryonnaire et feetale ou des premiers jours de vie postnataux, peut
étre a I’origine d’altérations fonctionnelles et morphologiques a 1’4ge adulte. Ces derniéres peuvent

conduire a des altérations de la croissance, de la reproduction et du développement.

L’exposition aux perturbateurs endocriniens tels que le Bisphénol A est suspectée d’étre a

I’origine de I’augmentation de I’incidence de troubles pathologiques et d’altération de la fertilité.
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Les effets suspectés du BPA reposent principalement sur des observations expérimentales
utilisant des rongeurs, qui mettent en évidence des effets néfastes du BPA a des doses inférieures a
la dose journaliére admissible (EFSA, 2006) chez des animaux exposés in utero au BPA. Ces
résultats sont a I’origine de la controverse actuelle autour de ce xénooestrogene et de ses éventuels
effets sur la sant¢é humaine. Les agences mondiales sont confrontées a d’importantes difficultés
pour donner un avis univoque sur le risque pour la santé humaine 1i€ a I’exposition au Bisphénol A,
ce qui rend difficile la prise de décision réglementaire par les autorités. En outre, 1’exposition
feetale humaine pour des expositions maternelles environnementales au BPA est peu connue, ce qui

limite considérablement 1’évaluation du risque pour le feetus.

Pour répondre a cette problématique, il a été développé par 1’équipe gestation Perturbateurs
endocriniens de Toxalim un modé¢le intégratif fondé sur des considérations physiologiques : le
modele in vivo du feetus ovin instrumenté qui autorise la réalisation de perfusions et de
prélévements sanguins du coté feetal et du co6té maternel. Ce modele a permis de montrer que, suite
a une administration maternelle de BPA, le ratio des concentrations plasmatiques en BPA entre les
circulations foetales et maternelles est de ’ordre de 0.5 alors que les activités métaboliques de
I’unité¢ foeto-placentaire conduisent a la formation de composés glucurono*- (BPA-G) et sulfo-
conjugués (BPA-S) qui s’accumulent dans les fluides feetaux en raison d’un défaut de passage
transplacentaire, conduisant & un ratio des concentrations plasmatiques en BPA-G entre les
circulations foetales et maternelles de 1’ordre de 10 (Corbel et al., 2013). Ce résultat souléve la
question des mécanismes d’élimination du BPA-G a partir de 1'unité foeto-placentaire et de
I’implication de I’hydrolyse potentielle du BPA-G dans ce processus d’élimination. En effet, une
étude ex vivo récemment réalisée au laboratoire a mis en évidence une hydrolyse du BPA-G au
niveau des tissus feetaux et du placenta (Corbel et al., 2015).

L’étude a laquelle j’ai participé visait a caractériser I’exposition des organismes maternels et
feetaux au BPA et a ses métabolites ainsi que les modalités de leur élimination. L’objectif ultime
était de tester I’hypothése de la réactivation in vivo des métabolites inactifs du BPA au niveau des

tissus feetaux et d’évaluer son impact sur I’exposition feetale au BPA.

Dans une premicre partie, les connaissances actuelles concernant le BPA seront présentées,
notamment, sa large utilisation, ainsi que la réglementation qui s’y rattache. Ensuite, seront traités
I’exposition humaine et le métabolisme du BPA, en détaillant tout particuliérement la période de la
gestation. Dans un second temps, seront détaillées les études expérimentales concernant les
modalités des expositions feetale et maternelle au BPA et a ses métabolites a la suite de perfusions
feetales en BPA et BPA-G. Les résultats obtenus seront alors interprétés, et la possibilité de
réactivation des métabolites en BPA actif dans I’organisme feetal sera discutée.
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I. Etude bibliographique

Le Bisphénol A (BPA) ou 4-4’dihydroxy-2,2-diphenylpropane a été synthétis€ pour la
premicere fois il y a plus de cent ans par un chimiste russe, nommé A. Dianin, dans le cadre de la
recherche d’cestrogénes de synthése a visée thérapeutique (Dodds et al. 1936). Ses propriétés
cestrogéno-mimétiques ont été mises en évidence dés la fin du XIXe siécle, mais il n’a jamais été

utilisé en tant que tel.

Depuis plus de 50 ans, le BPA est synthétisé par catalyse acide de deux phénols avec une
cétone et polymérisé pour la fabrication de matiéres plastiques de type polycarbonate et de résines
époxydes principalement. Ce n’est pas un additif du plastique, mais un composant essentiel de ce
dernier. D’aprés le groupe Plastics Europe (Association des Industries Plastiques en Europe,
www.bisphenol-a-europe.org), 99% du BPA est transformé en polymeres, le reste étant utilisé sous

forme non polymérisée en tant qu’antioxydants ou agents actifs.

Le BPA se présente sous la forme d’une molécule de petite taille, lipophile et non ionisée dans
I’intervalle des pH physiologiques comme le confirment ses caractéristiques physicochimiques
(Tableau 1). Ces derniéres conférent au BPA la capacité de traverser les membranes plasmiques

des cellules d’un organisme, et de se distribuer ainsi aux différents organes.

Tableau 1 : Caractéristiques du BPA et conséquences physiologiques.

Propriétés Données concernant le BPA Conséquences ‘
CHj
Structure chimique CH,
Molécule de petite taille
Formule chimique brute Ci5H;60,
Masse molaire 228.28 g/mol
Coefficient de partage 3.4(2.20-4.16)

Molécule hydrophobe et
octanol/eau (log Kow)

relativement lipophile

Solubilité dans I’eau 120-300 mg/La pH 7
Constante d’ionisation 9.73 (9.6-10.2) —»  Molécule non ionisée

K . .
(PKa) a pH physiologique
Coefficient de répartition 0.67-1.1 —»  Molécule partiellement li¢e
(sang/plasma)

aux protéines plasmatiques
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L 1. Le Bisphénol A : pourquoi et comment est-il utilisé ?

I.1.1. Diverses utilisations

Le Bisphénol A est présent dans de trés nombreux produits utilisés au quotidien par
I’Homme. Selon les données fournies par 1’industriel Plastics Europe, la production mondiale est
supérieure a 3 millions de tonnes par année et d’apres les données de 2005 et 2006, 1.15 millions

de tonnes de BPA sont utilisées par an au sein de I’Union Européenne.

Sa trés forte production et utilisation vient du fait qu’il peut étre utilisé sous différentes formes

(Figures 1 et 2), telles que :

e les polycarbonates
IIs représentent plus de deux tiers de 'utilisation totale du BPA. Ils constituent un plastique
trés polyvalent, durable, transparent, qui résiste a la chaleur et au choc. C’est un matériau de
choix pour une large gamme de produits aussi divers que les DVD, les ordinateurs,
I’¢électroménager, les lunettes et lentilles, les bombonnes d'eau réutilisables et le matériel

médical (site www.bisphenol-a-europe.org).

W Media optigue 14%

M Electrique et électronique
16%

M Electro-menager 15%

B Construction 265

B Automabile 14%

@ Recipients et bonbonnes

reutilisables 4%
@ Medical et Sante 2%

[ Loisir et securita 4%
O fwrtres 5%

Figure 1: Domaines d’utilisation des polycarbonates (Source : Fédération de la plasturgie, 2011).
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e les résines époxy-phénoliques
Elles représentent 30 % de 1’utilisation du BPA environ. Elles sont utilisées principalement en
tant que revétement pour des applications industrielles et de consommation, telles que la
nourriture, les boissons en canettes et les revétements de protection pour des utilisations

¢électroniques et marines (site www.bisphenol-a-europe.org).

B Composites 3%
M Electrique et electronigue 16%
W Revétement isolant 15%

B Eevetemnent de canettes et de
bobines 11%

B BE=vétameant dans le sacteur
automobile 9%

B adhésifs 4%

N produits de protection contre la
lumiére 2%

m Geénie civil 15%

secteur de la maring et
revétements protecteurs 209

Figure 2: Domaines d’application des résines époxydes (Source : Plastics Europe, 2007).

e les autres dérivés contenant du BPA
Les autres utilisations du BPA représentent moins de 5% de son utilisation totale. Ce dernier
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. Le BPA est également utilisé en dentisterie sous

forme de composites dentaires (www.bisphenol-a-europe.org).

La large utilisation du BPA, sa présence ubiquitaire mise en évidence dans les études de
biosurveillance humaine ainsi que son potentiel toxique, notamment chez le feetus, a fait du
Bisphénol A I’objet de nombreuses polémiques, qui ont opposé les scientifiques aux agences

réglementaires.
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1.1.2. Réglementations relatives a ’utilisation du Bisphénol A

Une réglementation concernant 1’utilisation du BPA a été mise en place et a pour but de
protéger la population humaine en limitant son exposition au BPA.
Différentes notions sont a définir pour mieux comprendre la réglementation en vigueur

(Tableau 2).

Tableau 2: Notions et valeurs définies par les autorités sanitaires européennes nécessaires a la

compréhension de la réglementation concernant I'utilisation et I’exposition du BPA.

Notions  Définitions ‘ Valeurs Origines ‘

DJA i = Dose Journaliére Admissible : 50 pg/kg/j i Définie par ’EFSA au
' = DJA recommandée niveau européen

» Estimation de la quantité de jusqu’en 01/2014

BPA qui peut étre ingérée | DJA=NOAEL/100
chaque jour durant toute la 4ug/kg/j |
vie, sans effet néfaste = DJA temporaire
appréciable sur la santé recommandée |

(valable pour toutes sources depuis 01/2014

d’exposition confondues)

NOAEL = No Observed Adverse Effect 5 mg/kg/j Etablie dans un
' Level . modéle rongeur dans

 des études

» Dose la plus élevée sans toxicologiques
I effet délétére observable Drapres Tyl et al. 2002 ; 2008 réglementaires

LMS = Limite de Migration 0.6 mg/kg d’aliments Dépend de la Directive
' Spécifique ' 2004/19/CE

» Quantité maximale de

I migration de BPA a partir
d’un matériau dans le
milieu avec lequel il est en

contact

22



La DJA a ét¢ définie en appliquant un facteur de sécurité de 100 a la dose la plus élevée sans
effet délétere observable (NOAEL). Ce facteur de sécurité de 100 prend en compte :
- un facteur de 10 pour I’extrapolation des données de 1’animal de laboratoire a I’Homme
(différences interspécifiques),

- un facteur de 10 pour la prise en compte des différences interindividuelles.

La NOAEL a été établie a partir des ¢tudes toxicologiques réglementaires réalisées selon les
lignes directrices élaborées par I’OCDE (Organisation de Coopération et de Développement
Economique) et selon les bonnes pratiques de laboratoire (Tyl et al. 2002 ; 2008) au cours
desquelles, il a été mis en évidence des effets de toxicité systémique du BPA (diminution du poids
corporel, diminution du poids des organes, toxicité hépatique) pour des doses supérieures a la dose

de 5 mg/kg/j, ainsi identifiée comme valeur de référence pour ’EFSA.

La LMS permet de contréler la concentration des aliments en BPA. D’apres la loi n° 2012-
1442 du 24 décembre 2012 visant a la suspension de la fabrication, de l'importation, de
l'exportation et de la mise sur le marché de tout conditionnement & vocation alimentaire contenant
du Bisphénol A, il est prévu une « suspension, a compter du ler janvier 2015, de la
commercialisation de tout conditionnement alimentaire comportant du Bisphénol A et suspension a
compter du ler janvier 2013 pour les conditionnements destinés a recevoir des produits

alimentaires pour les nourrissons et les enfants en bas dge » selon le site legifrance.

La Figure 3 présente I’évolution des réglementations européenne et frangaise concernant le
BPA depuis 2006. Il est a noter que malgré les données expérimentales, ’EFSA n’a pas jugé
nécessaire de réévaluer la DJA en 2010. En décembre 2004, VomSaal et al. ont référencé sur
PubMed 115 études évaluant les effets du BPA a de faibles doses : 94 rapportent des effets
significatifs pour des doses inférieures a la NOAEL, dont 31 montrant un effet significatif du BPA
a des doses inférieures a la DJA (VomSaal et al, 2005). Cependant, en janvier 2014, I’EFSA a
rendu public un avis provisoire sur le bisphénol A dans lequel ’agence européenne dit s'étre
penchée sur « plus de 450 études portant sur les dangers potentiels pour la santé associés au
BPA » et a identifié « des effets indésirables probables sur le foie et les reins, ainsi que des effets
sur la glande mammaire, liés a ['exposition a cette substance chimique ». L'EFSA a ainsi
recommandé en 2014 de réduire la DJA, celle-ci devant passer de 50ug/j’kg a 4pg/j/kg. « Cette
DJA est temporaire jusqu'a ce que les résultats des recherches en cours réalisées par I’'US
National Toxicology Program puissent étre incorporés a l'évaluation » (www.efsa.europa.eu). Pour

le calcul de cette nouvelle DJA, I'EFSA a utilisé une méthode plus précise pour calculer la dose la
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plus faible a laquelle le BPA provoque un effet négatif 1éger dans les reins des souris. L’EFSA a
établi que cet effet se produit a la dose de 8 960 pg/kg pc/jour. Les experts de cette agence ont pu
convertir la dose qui engendre un effet négatif sur les reins des souris en une dose orale équivalente
pour 'homme de 609 pg/kg pc/jour. Il reste alors un facteur de 25 a appliquer pour tenir compte
des différences interspécifique et interindividuelle (non égal a 100 car les différences inter-especes
toxicocinétiques du BPA sont déja prises en compte lors du calcul de la dose équivalente humaine).
Enfin, un facteur supplémentaire de 6 a été inclus pour tenir compte des incertitudes relatives aux
effets sur la glande mammaire, sur les systémes reproductif, neurocomportemental, immunitaire et
métabolique. Ainsi, un facteur d’incertitude global de 150 (= 25 x 6) a été appliqué a la dose
équivalente humaine permettant d’obtenir la nouvelle DJA temporaire de 4 pg/kg pc/jour

(www.efsa.europa.eu).

1
- L'EFSA fixe la DJT a 0,05 mg/kg de poids corporel

- Le réglement REACH (CE) n°1907/2006 traite de I'enregistrement, de I'évaluation, de l'autorisation et des
restrictions applicables aux substances chimiques

2006

2007 |
2008 - La FDA considére I'exposition au BPA sans danger

2009 |

- LAFSSA déclare I'existence éventuelle d’effets du BPA sur le comportement de jeunes rats exposés in utero

2010 - ['AFSSA estime que « la protection des consommateurs doit étre renforcée »
- L'EFSA assure qu’a la vue des connaissances actuelles, la DJT ne sera pas modifiée faute de données bibliographiques
|

- Le réglement UE n°10/2011 autorise I'utilisation du BPA dans les aliments avec une LMS (0,6mg/kg dans les aliments)

2011 ) réglement UE n°8/2011 interdit I'utilisation de BPA dans |a fabrication des biberons en polycarbonate pour

nourrisson ainsi que leur importation et mise sur le marché
i
- La loi n® 2012-1442 interdit |'utilisation de BPA dans tous les conditionnements d’aliments destinés aux nourrissons et
2012 epfants en bas age a partir du ler janvier 2013 (interdiction étendue a tous les contenants alimentaires au ler janvier
2015)

- LAnses rend public un avis sur le BPA et met en évidence des risques potentiels pour la santé et confirme la nécessité

2013 PR o
de réduire I'exposition

2014 - LUEFSA recommande une DJA temporaire de 4 pg/kg de pc/jour (valeur de la DJA précédente divisée par dix)

i
- Aprés une nouvelle évaluation, I'EFSA conclut que le BPA ne présente pas de risques pour les consommateurs de tous

2015 les groupes d'age (y compris les enfants a naitre, les nourrissons et les adolescents) aux niveaux actuels d’exposition

- Maintien de la DJA temporaire a 4ug/kg de pc/jour

Figure 3: Evolution des réglementations européenne et frangaise autour du BPA au cours des dix

derniéres années.
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Au-dela des mesures réglementaires d’ores et déja prises en France, I’Anses émet dans son
rapport de 2013 différentes recommandations qui visent notamment a réduire les risques liés a
I’exposition au BPA pendant la grossesse. Ces recommandations concernent la réduction des
risques liés a I’exposition au BPA (par voie alimentaire ainsi que par contact avec les papiers
thermiques). Il est a noter que les avis de 1’Anses sont essentiels dans la gestion de 1’exposition
humaine au BPA car ils sont pris en compte pour le vote des textes réglementaires comme ce fut le
cas apres l’avis scientifique de 2011 qui a mené au vote par I’Assemblée Nationale de la

proposition de loi visant a interdire I’utilisation du BPA dans les contenants alimentaires.
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1.1.3. L’utilisation du Bisphénol A est-elle dangereuse pour I’Homme ?

Les recherches scientifiques ont montré que de trés petites doses de BPA altérent le
développement des organes reproducteurs chez la souris (Howdeshell et al. 1999 ; Kubo et al.
2001; Markey et al. 2001; Schonfelder et al. 2002a ; vom Saal et al. 1998 ; Welshons et al. 1999).
Ceci a été I'un des éléments déclencheurs de I'inquiétude des consommateurs autour de cette
substance. En effet, I’exposition prénatale de rongeurs a des doses de BPA inférieures a la NOAEL
a été associée a des effets délétéres révélés en période postnatale : réduction de la production
spermatique quotidienne chez les males (vom Saal et al., 1998), augmentation du poids de la
prostate (Welshons et al., 1999), altération du développement de la glande mammaire et de
I’organisation tissulaire de cette derniere (Markey et al., 2001), perturbation de la différentiation
cérébrale (Kubo et al. 2001), effets délétéres a long terme sur le vagin (Schonfelder et al., 2002a) et
accélération de la croissance et de la survenue de la puberté chez les femelles (Howdeshell et al.,
1999). Ces effets n’ont toutefois pas été retrouvés dans d’autres études, telles que celles menées par

Ashby et al. (1999) et Cagen et al. (1999).

Ces différentes conclusions ont mené a une controverse toujours d’actualité sur I’éventuel effet
délétére du BPA sur la santé. Selon les agences réglementaires, les résultats d’études
expérimentales sur des modéles rongeurs ne peuvent étre extrapolés a ’Homme car les effets
observés pour de faibles doses d’exposition n’ont pas pu étre reproduits et les techniques utilisées
dans les études précédemment citées ne sont pas communément employées dans les études
toxicologiques réglementaires. En outre, il existe des différences toxicocinétiques entre I’Homme
et les rongeurs vis-a-vis du BPA et de ses métabolites, qui pourraient empécher 1’extrapolation des

données des modeles rongeurs a I’espéce humaine.

Au sein du rapport de I’ Anses paru en 2013, I’Agence a présenté la liste des effets retenus pour
I’évaluation des risques du BPA sur la santé humaine (Tableau 3). A I’issue de cette analyse, les
experts retiennent en premiere intention, les effets jugés « avérés » chez 1’animal et « suspectés »

chez I’Homme. A noter qu’il n’y a, a ce jour, aucun effet dit « avéré » identifié chez I’Homme.
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Tableau 3 : Effets avérés et suspectés du BPA sur la santé respectivement animale et humaine (Anses,

2013).
Effets du BPA avérés

chez [’animal

Effets du BPA

suspectés chez

[’Homme

Augmentation de la survenue de kystes ovariens lors d’expositions pré et

postnatales

Modifications hyperplasiques de 1’endométre lors d’expositions pré et

postnatales
Avancement de 1’age de la puberté lors d’expositions pré et post-natales
Altération de la production spermatique lors d’expositions a I’age adulte

Modifications histologiques sur la neurogenése lors d’expositions pré ou

périnatale

Effets sur la lipogenése suite a une exposition prénatale, périnatale ou a

I’age adulte

Effets sur la glande mammaire : accélération de la maturation architecturale
de la glande mammaire a 1’dge adulte et développement de lésions
hyperplasiques intra-canalaires en lien avec une exposition pré ou périnatale

au BPA

Effets sur la maturation ovocytaire chez la femme dans un contexte de
procréation médicalement assistée
Effets sur les pathologies cardiovasculaires (maladies coronariennes) et

le diabéte

Par ailleurs, pour évaluer le risque lié¢ a I’exposition humaine au BPA, il est nécessaire de

connaitre ses propriétés toxicocinétiques.
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1.2. Devenir du Bisphénol A dans [’organisme

1.2.1. Métabolisme du Bisphénol A

Apres une administration per os, le BPA est absorbé par la muqueuse digestive de fagon
identique chez les rongeurs ou les primates. Le BPA subit alors une réaction de métabolisation de
phase II au niveau hépatique (Inoue et al., 2001) et intestinal (Inoue et al., 2003) sous [’action
d’enzymes de biotransformation responsables de la conjugaison des xénobiotiques. La principale
réaction de conjugaison est la glucuronidation qui correspond a la formation d’un composé B-
glucuronoconjugué : le BPA-glucuronide (BPA-G) (Matthews et al., 2001) mais du BPA sulfo-
conjugué (BPA-S) est également produit en moindre quantité (Pottenger et al., 2000) ainsi que du
BPA-3,4-quinone (Pottenger et al., 2000 ; Zalko et al.2003). Il est important de noter que le BPA-
G, tout comme les autres métabolites du BPA, est biologiquement inactif car sa conformation
tridimensionnelle ne permet pas sa liaison aux récepteurs aux cestrogénes (Matthews et al. 2001).
Le métabolisme de biotransformation du BPA en BPA-G est ainsi considéré comme un mécanisme
de détoxification de I’organisme.

La conversion rapide et intense du BPA absorbé contribue a la trés faible biodisponibilité
du BPA par voie orale (inférieure a 1% selon Doerge et al., 2010). Elle est due a la présence de
nombreuses isoformes de I’UGT (uridinediphosphate-glucuronosyltransferase), exprimées
essentiellement aux niveaux hépatique et intestinal qui glucurono-conjuguent le BPA (Yokota et
al.1999 ; Hanioka et al. 2008). Il en résulte de trés faibles concentrations de la forme active du BPA
dans le plasma, mesurées chez les rats adultes (Doerge et al., 2010a), les souris adultes (Taylor et
al., 2011) et ’Homme adulte (Volkel et al., 2002) suite a une administration orale de BPA.

Une étude récente a mis en évidence une biodisponibilité du BPA par voie orale de 70 a
90% (Gayrard et al., 2013). Ces valeurs, qui différent fortement de celles obtenues jusque-la, ont
été obtenues chez des chiens ayant regu du BPA par voie sublinguale. Ce résultat suggére que
I’exposition interne au BPA, administré par voie orale, est sous-estimée, si le BPA est administré

par gavage.

L’effet de premier passage hépatique limite 1’exposition interne a la forme active du BPA,
particuliérement chez 1’adulte dont I’activité des UGT est plus importante comparativement a celle
du nouveau-né et encore plus par rapport au feetus (Domoradzki et al., 2003 et 2004). De plus, ces
enzymes du métabolisme sont soumises a un polymorphisme génétique (Inserm, 2010), ainsi la
détoxification du BPA par I'organisme dépend du stade physiologique ainsi que de facteurs
génétiques, qui pourraient expliquer la variabilité individuelle quant au potentiel de détoxification

du BPA.
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La Figure 4 illustre les principales voies métaboliques du BPA.

BPA

[ \
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CHg
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Hydroxy - BPA - glucuronide
HO CooH
CHg
OO
Hy
HO [o] OH

Catéchol - BPA - glucuronide
uf 22-2i1

Figure 4: Voies métaboliques majeures du BPA chez les mammiféres (la forme conjuguée retrouvée
majoritairement chez ’Homme est le BPA-G).
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1.2.2. Liaison aux protéines plasmatiques

Une fois dans le sang, le BPA est transporté par des protéines plasmatiques, principalement
I’albumine et la SHBG (Sex Hormone Binding Globulin). La fraction libre de BPA dans le plasma
humain est de 5% (Csanady et al., 2002). Pour I’espéce humaine, I’affinit¢ du BPA pour la SHBG
est trés nettement inférieure a celle de 1’cestradiol pour cette méme protéine (9000 fois plus faible
d’aprés Déchaud et al, 1999). Cette liaison aux protéines plasmatiques est capable de moduler
I’accessibilité du BPA aux tissus cibles (cerveau, utérus, etc.).

Il a été mis en évidence de plus faibles concentrations plasmatiques en albumine chez le
feetus au 125° jour de gestation par rapport a ’adulte dans ’espéce ovine (respectivement 21
mg/mL et 39 mg/mL d’apres Dziegielewska et al, 1980). Ainsi, une concentration plasmatique en
albumine moins importante chez le foetus pourrait conduire a une fraction en BPA libre plus
importante par rapport a I’adulte, comme cela a été montré par Corbel et al. (2013) qui met en
¢évidence une fraction de BPA libre supérieure dans le sang du feetus ovin (10.0 %) par rapport au
sang de la brebis adulte (6.2 %). Cette étude a également montré que chez la brebis adulte, la
fraction libre du BPA n’est pas significativement différente selon 1’état gestationnel (Corbel et al.,

2013).
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1.2.3. Elimination du Bisphénol A

Chez les rongeurs, un cycle entérohépatique du BPA a été mis en évidence. En effet, suite a
I’administration de BPA, le xénobiotique est partiellement conjugué dans le foie puis une partie du
BPA-G formé est éliminée dans le canal cholédoque avec la bile et rejoint le tube digestif (Inoue et
al., 2001). Certains éléments de la flore digestive sont capables de déconjuguer le BPA-G, d’ou une
libération de BPA dans les portions terminales du tube digestif (Hawksworth et al., 1971). Une
partic de ce BPA est alors réabsorbée, expliquant ainsi les observations faites par Doerge et al.
(2010) qui avait constaté plusieurs rebonds des concentrations plasmatiques en BPA, aprés une
administration de BPA par voie orale chez le rat. Ce phénomene prolonge I’exposition interne en
BPA sous sa forme active. L’autre partie du BPA-G éliminée par voie biliaire est donc retrouvée
dans les selles (Pottenger et al., 2000). En parallé¢le, une partic du BPA-G formé lors du premier
passage hépatique est éliminée dans les urines, mais cette modalité d’élimination n’est pas
prépondérante (Snyder et al., 2000).

Chez I’Homme, le BPA est rapidement et complétement excrété dans les urines
(Kurebayashi et al., 2002 et Volkel et al., 2002). D’aprés les données de I’Inserm (2010), le BPA
est ¢liminé sous forme de BPA-G principalement (a raison de 90% environ), mais également sous
forme de BPA-S. L’étude de Volkel et al. (2002) menée sur des Hommes de 54 a 90 kg met en
évidence une clairance plasmatique du BPA-G de 0,13 L/min apres ingestion de Smg de BPA, ce
qui correspond approximativement a la clairance en créatinine d’un adulte sain (0,12 L/min d’aprés

Koch et al., 2986) suggérant une élimination du BPA-G par filtration rénale.

Le Tableau 4 présente les clairances plasmatiques du BPA en mL/(kg.min) chez la souris,

I’Homme et la brebis.

Espéces Valeurs de clairance en BPA Sources ‘
Souris 208 mL/(kg.min) Cho et al., 2002

Homme 30 mL/(kg.min) Volkel et al., 2002

Brebis 54.1424.7 mL/(kg.min) Collet et al., 2010

Tableau 4 : Clairances plasmatiques du BPA chez la souris, 'THomme et la brebis.

Du fait de la présence d’un cycle entérohépatique dans 1’élimination du BPA chez les
rongeurs, la demi-vie d’élimination plasmatique du BPA est plus importante pour ces espéces : de
I’ordre de 24 a 48h pour le rat par exemple (Kurebayashi et al. 2003) alors qu’elle est inférieure a

1h pour I’Homme (Cho et al., 2002).
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1.3. Contamination et exposition humaine au Bisphénol A

1.3.1. Comment se fait la contamination ?

L’exposition au BPA se fait par trois voies : I’inhalation, 1’ingestion et le contact cutané.

L’EFSA dans son rapport d’étude de 2013 conclut a une contamination prépondérante par
voie alimentaire. En effet, I’exposition humaine au BPA vient de fagon majoritaire du BPA issu de
polymeéres plastiques emballant ou contenant des denrées alimentaires. Il existe deux voies
principales par lesquelles 1’aliment se contamine : soit des monomeres résiduels sont présents dans
ces matériaux et migrent ensuite vers l’aliment, soit un procédé tel que le chauffage ou un
changement de pH provoque I’hydrolyse du polymeére (évaluation Inserm 2010); c’est le cas

notamment lors du chauffage du lait dans les biberons en polycarbonates.

Une étude commanditée par 1’Anses a permis de caractériser les teneurs en BPA dans
I’ensemble des aliments du régime alimentaire des populations cibles (aliments collectés sur le
territoire frangais entre 2007 et 2009 (Figure5). Prés de 85% des échantillons composites (c'est-a-
dire composés chacun d’une quinzaine d’échantillons) présentent une contamination de faible
niveau qui serait due au caractére ubiquitaire du BPA. Certains échantillons, essentiellement des
produits en conserve (légumes, plats cuisinés, a base de produits de la mer et de viandes) et de
produits de la mer et de viandes non conditionnés en conserves, présentent des niveaux de

contamination plus importants (> Spg/kg).

La manipulation de produits d’usage courant qui contiennent du BPA peut eux aussi étre a
I’origine d’une contamination de I’Homme. C’est le cas des tickets thermiques manipulés par les
agents de caisse ou le consommateur (exposition cutanée) ou encore de la présence directe dans

I’environnement du BPA (exposition par inhalation d’air, ingestion de poussiéres).
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Figure 5 : Les différents cas de figure a I'origine de I'exposition interne humaine au BPA (évaluation de

I’Anses en 2013, relative aux risques liés au BPA pour la santé humaine).
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1.3.2. Quelle est I’exposition actuelle de la population humaine ?

Du fait de I’élimination majoritaire du BPA par voie urinaire, les matrices les plus utilisées
pour évaluer I’exposition interne humaine sont les urines et le sang (plasma ou sérum). Concernant
les urines, les données sont exprimées en quantités de BPA total (BPA non conjugué + BPA

conjugué).

e Concentrations urinaires en BPA et estimation de la dose journaliére de BPA absorbée

Dans un avis scientifique de 1’Anses rendu publique en 2013, les concentrations urinaires
moyennes en BPA total, chez des individus de zones géographiques différentes atteignent 1 a 5
ng/mL. Cependant, au sein de chaque population étudiée, les résultats sont parfois trés variables,
allant de valeurs inférieures a la limite de détection des dosages (c'est-a-dire inféricur a 0.4 voire
0.Ing/mL) jusqu’a des valeurs tres élevées de plus de 100 ng/mL (Becker et al., 2009 ; Braun et
al., 2011 ; Brock et al., 2001 ; Calafat et al., 2005 ; Garcia-Prieto et al., 2008 ; He et al., 2009 ;
Kasper-Sonnenberg et al., 2012 ; Mahalingaiah et al., 2008 ; Mao et al., 2004 ; Moors et al. 2007 ;
Nepomnaschy et al., 2009 ; Teeguarden et al. 2011 ; Teiltelbaum et al. 2008 ; Vandertorren et al.
2011 ; Volkel et al., 2008 ; Wolff et al. 2008 ; Yang et al., 2009 ; Ye et al. 2008b et 2009 ; Zhang et
al., 2011).

Les résultats de ces études ont été synthétisés dans le rapport Anses 2013 (Figure 6).
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Figure 6: Concentrations urinaires en BPA total rapportées dans la littérature pour des études publiées
entre 2001 et 2012 (Anses 2013).Les citations multiples correspondent a des valeurs fournies pour
différentes catégories au sein de la méme étude : Calafat et al., 2005 (184 hommes, 210 femmes),
Mahalingaiah et al., 2008 (45 femmes, 37 hommes), Volkel et al., 2008 (31 femmes, 30 enfants 5-6 ans,21
adultes), Becker et al., 2009 (137 enfants 3-5 ans, 145 enfants 6-8 ans, 149 enfants 9-11 ans, 168 enfants
12-14 ans), Kasper-Sonnenberg et al., 2012 (104 meéres, 104 enfants), Mao et al., 2004 (10 hommes, 10
femmes), He et al., 2009 (419 hommes, 503femmes), Yang et al., 2009 (259 hommes, 92 femmes pré-
ménopause, 134 femmes post-ménopause), Zhang et al., 2011 (différents pays).

A partir des concentrations urinaires mesurées, certains chercheurs ont estimé la dose
journaliére interne en multipliant la concentration en BPA d’un échantillon urinaire par le volume

d’urine produite sur 24h.

Le BPA est rapidement éliminé par I’organisme du fait d’'une demi-vie courte (Volkel et
al. 2002 et 2005). De ce fait, I’estimation de I’exposition au BPA par la mesure d’une concentration
urinaire unique ne sera révélatrice que de I’exposition récente de 1’individu au BPA et non pas de
I’exposition chronique dont 1’évaluation nécessite de répéter les prélévements urinaires.
Teeguarden et al. (2011) ont ainsi montré que le pic de concentration sérique qui est atteint environ
1 et 2h aprés l’ingestion d’un repas précéde le pic de concentration urinaire d’une heure

approximativement.
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Certains auteurs ont estimé I’exposition a partir d’un prélévement urinaire unique (Geens et
al. 2011) alors que d’autres ont choisi de faire des prélévements répétés dans le but d’évaluer la
variabilité des concentrations urinaires en BPA au cours de la journée. Il semblerait que la méthode
la plus précise consiste a collecter la totalité des urines sur 24h (Becker et al. 2009). Les valeurs
moyennes d’exposition interne journaliere au BPA mesurées se révelent finalement étre assez

proches : entre 10 et 100 ng/kg pour la plupart des individus.

e Concentrations sanguines en BPA

Les concentrations plasmatiques en BPA permettent d’extrapoler des données de I’animal a
I’Homme car cette exposition interne permet de s’affranchir des différences interspécifiques de

pharmacocinétique et des différences liées a la voie d’entrée du BPA.

Un grand nombre d’études de biosurveillance humaine décrivent des concentrations sériques en
BPA chez des adultes sains de ’ordre du ng/mL, variant de 0.2 a 20ng/mL (Inoue et al., 2000 et
2001 ; Ikezuki et al., 2002 ; Schonfelder et al., 2002b ; Takeuchi et Tsutsumi, 2002, Yamada et al.,
2002).

Ces concentrations plasmatiques en BPA chez I’adulte, de I"ordre du ng/mL, semblent
surestimées. En effet, en calculant la concentration a 1’équilibre en BPA (Css gps) selon 1’équation
ci-dessous, les concentrations prédites sont trés inférieures a 1 ng/mL (de 1’ordre du picogramme
par mL).

Css = (dose*biodisponibilité) / clairance,
Avec :
= Dose de BPA ingérée quotidiennement = 0.1pg/kg/j selon ’OMS (2010),
= Clairance du BPA = 25ml/kg/min selon Collet et al. 2013,
= Biodisponibilit¢ du BPA par voie orale < 1% selon Doerge et al. 2010,

Certains auteurs (Teeguarden et al. 2011) estiment que les concentrations élevées en BPA
pourraient étre liées a des contaminations des échantillons par le BPA présent dans

I’environnement.

e Concentrations de BPA dans le lait et le colostrum

Concernant le lait maternel, il est a noter que plus de 60% des échantillons étudiés contenaient
du BPA sous sa forme active (Otakaet al., 2003 ; Sun et al., 2004 ; Yeet al., 2006 ; Yeet al., 2008a),
avec des concentrations moyennes allant de 0.61 a 1.3 ng/mL mais pouvant aller jusqu’a 6.3 ng/mL

selon I’étude de Yeet al.(2006).
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D’autres études menées sur les colostrums des trois premiers jours aprés la naissance ont mis
en évidence des concentrations colostrales en BPA du méme ordre de grandeur que celles mesurées
dans le lait (Kuruto-Niwa et al., 2007; Cariot et al., 2012).

A partir de ces données, 1’Anses a estimé ’exposition du nourrisson a 171 ng/kg pour un lait
contenant 1 ng/mL de BPA et a 1200 ng/kg pour un lait contenant 7 ng/mL de BPA (calculs

réalisés sur la base d’un volume de lait maternel consommé de 600 mL et pour un nourrisson de 3.5

kg).

e Exposition de ’unité feeto-placentaire au BPA

Des concentrations de BPA non conjugué, de I’ordre du ng/mL ont été mises en évidence dans
le sang du cordon ombilical de 152 nouveau-nés (Fénichelet al., 2012). Dans le liquide amniotique,
la présence de la forme non conjugué du BPA par rapport a la forme conjuguée, pourrait étre
expliquée par la présence de B-glucuronidases placentaires capables de déconjuguer le BPA et/ou

par la faible expression des UGT hépatiques feetales (Eldow et al., 2012).

L’analyse des concentrations en BPA des liquides biologiques (urine et lait) a permis aux
agences sanitaires d’estimer I’exposition journaliére au BPA. Aprés D’analyse des études
scientifiques disponibles, I’Inserm (2010) a fait un bilan des niveaux d’exposition humaine au BPA

(Tableau 5).

Tableau 5 : Ordres de grandeur des niveaux d’exposition des adultes, enfants et nourrissons au BPA selon

le rapport préliminaire sur les effets du BPA sur la santé (Inserm, 2010).

Population Adultes Enfants de 6 2 11 ans  Nourrissons nourris
au biberon

Ordres de grandeur | 0.03 pg/kg/j 0.07 ug/kg/j 0.75 ng/kg/j

des niveaux (Estimation a partir des | (Estimation a partir des | (Estimation a partir des

concentrations urinaires en | concentrations urinaires en | concentrations du lait en

BPA) BPA) BPA)

d’exposition en BPA
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[.3.3. Y-a-t’il une augmentation de 1’exposition au Bisphénol A au cours de la gestation ?

Comme le présente la Figure 7, les voies de contamination de la femme enceinte par le
BPA sont : ’alimentation pour pres de 75%, I’air a raison de 12% et enfin les poussiéres dans une

moindre mesure (Anses, 2013).

Air
12%

Poussiéres
49

_ Alimentation
e

Figure 7 : Contribution de différentes voies d’exposition a la dose interne totale en BPA pour les femmes

enceintes (compartiment aérien, poussiéres et alimentation) d’aprés I’Anses (2013)

Les données épidémiologiques suggerent que les concentrations circulantes en BPA chez
les femmes enceintes sont plus importantes que celles des femmes non enceintes. En effet, les
concentrations en BPA sont particuliérement élevées dans le sang maternel au moment de

I’accouchement : entre 0.3 et 18.9 ng/mL selon Schonfelder et al. (2002).

Plusieurs pays industrialisés tels que 1’ Allemagne (Ikezuki et al., 2002), le Japon (Yamada
et al., 2002) ou encore les Etats Unis ont cherché a évaluer précisément 1’exposition interne en
BPA de la femme enceinte au cours de la gestation. L’étude réalisée par Padmanabhan et al. (2008)
aux Etats Unis a montré que les taux de BPA plasmatiques chez les femmes enceintes étaient
compris entre 0.5 et 22.3ng/mL. Ces données sont relativement proches de celles mesurées par

Schonfelder et al. (2002).

38



1.4. Devenir du Bisphénol A dans [’organisme . cas particulier de la gestation

[.4.1. Métabolisme du Bisphénol A dans I’organisme maternel en gestation

L’exposition ¢élevée au BPA de la femme enceinte pourrait s’expliquer par une différence
de toxicocinétique au cours de la gestation (Vandenberg et al., 2010). En effet, il a été mis en
évidence des modifications de l’activité des enzymes glucuronotransférase, sulfotransférase et
glucuronidase (Domoradzki et al., 2003) au cours de la gestation ainsi qu’une baisse de I’activité de
I’UGT chez la rate gravide par rapport a celle non gravide (Domoradzki et al., 2003 ; Matsumoto et
al, 2002).

Les mécanismes de 1’exposition de 1’unité materno-foeto-placentaire au BPA a pu étre
étudiée grace au modéle physiologique de la brebis gravide (Corbel et al., 2013). Ainsi, dans une
premiére étude longitudinale, du BPA a été perfusé a des brebis a raison de 2 mg/(kg.j) par voie
intraveineuse, pendant 24h, a quatre périodes différentes : avant la mise a la reproduction, en début
de gestation, en fin de gestation et aprés la mise bas. Dans un second temps, du BPA ou BPA-G a
été perfusé par voie intraveineuse chez des brebis vides et gravides ou chez des foetus a 4 mois de
gestation. Le BPA et ses métabolites ont été mesurés dans les plasmas foetaux et maternels et dans
le liquide amniotique a la fois en fin de perfusion et aprés I’arrét de la perfusion. Les résultats
indiquent que 1’état gravide ne modifie pas de fagon significative les paramétres toxicocinétiques

du BPA et du BPA-G (Corbel et al., 2013).
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1.4.2. Métabolisme du Bisphénol A par le feetus

Le BPA pourrait exercer des effets plus importants pendant les premiers stades de
développement feetal, du fait des capacités de conjugaison limitées (chez I’Homme, d’apres Nunez
etal., 2001).

L’existence d’UGT a été mise en évidence au niveau hépatique chez le foetus du rat et de
I’Homme, mais en moins grande quantité que chez 1’adulte (Coughrie et al., 1988 et 2006). Cela
n’est en revanche valable que pour certaines isoformes : I’'UGT AIlA, par exemple, semblerait
absente au niveau hépatique chez le feetus alors qu’elle est présente dans 1’organisme adulte.
Strassburg et al. (2002) suggerent que les UGT feetales chez ’Homme ne sont exprimées qu’a

partir de la 20°™ semaine de gestation.

Au cours des expériences sur la brebis instrumentée utilisée par Corbel et al. (2013), il n’a pas
été mis en évidence de passage de BPA-G du sang maternel au sang feetal. Les fortes
concentrations en BPA-G mesurées dans la circulation feetale s’expliquent par la capacité de ’unité
feeto-placentaire ovine a glucuronoconjuguer le BPA a la fin de la gestation. Or, I’étude de
Pretheeban et al. (étude réalisée sur 3 foetus ovins), met en évidence une expression limitée des
genes codant pour I’'UGT hépatique chez le foetus ovin a 120 mois d’age conceptionnel par rapport
au nouveau-né et a ’adulte (Pretheeban et al, 2011). De ce fait, il semblerait que ce soit 'UGT
placentaire, qui, exprimée de fagon importante, implique la glucuronoconjugaison du BPA dans

I’unité feeto-placentaire.
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1.4.3. Transfert placentaire et élimination feetale du Bisphénol A et de ses métabolites

e Transfert du Bisphénol A au travers du placenta

Chez la brebis gravide, il a été montré que 4.5% de la dose de BPA administrée a la mére par
voie intraveineuse étaient transférés au feetus a travers le placenta (Corbel et al., 2013).
Schonfelder et al. (2002) ont évalué les concentrations en BPA au sein de ['unité feeto-materno-
placentaire humaine. Ils ont mis en évidence les concentrations en BPA suivantes :
- sang maternel (entre 31 et 41 semaines de gestation) : 0.3 a 18.9 ng/mL,
- sang feetal (dans le cordon ombilical a la naissance) : 0.2 2 9.2 ng/mL,

- tissu placentaire (2 la naissance) : 1.0 a 104.9 ng/g.

Ces données montrent que le placenta ne constitue pas une barri¢re pour le BPA, la forme non
conjuguée passe bien de la mére au foetus (en accord avec les résultats d’lkezuki et al., 2002 ;

Balakrishnan et al., 2010 ; Corbel et al., 2014).

e Transfert du Bisphénol A-Glucuronide a travers le placenta

Le BPA-G est une molécule hydrophile qui peut difficilement traverser la barriére placentaire.
Dans le modéle du feetus ovin instrumenté, aprés une perfusion de BPA-G a la mére, les
concentrations plasmatiques foetales en BPA-G se sont révélées inférieures a la LOQ. Ces données
montrent que ce métabolite inactif ne passe pas ou trés faiblement la barri¢re placentaire (Corbel et
al., 2013). Ce résultat est cohérent avec ceux obtenus ex vivo a I’aide du modele de placenta
humain perfusé¢ (Corbel et al., 2014) et avec I’é¢tude de Nishikawa et al. (2010), qui montre que
seulement 0.13% de la dose de BPA-glucuronide administrée a la ratte gravide étaient transférés au

feetus apres une perfusion utérine de BPA-G.

e Hydrolyse du Bisphénol A-Glucuronide en Bisphénol A

Dans le modéle ovin instrumenté, suite a I’administration maternelle de BPA, les
concentrations en BPA-G étaient environ 3 fois plus élevées et celles en BPA environ 12 fois plus
faibles chez le feetus que chez la mére (Corbel et al., 2013). Le trappage du BPA-G dans 1’unité
feeto-placentaire souléve la question de la réactivation possible du BPA a partir des formes

conjuguées. Ainsi, il existe des B-glucuronidases au niveau des membranes lysosomiales et dans le
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réticulum endoplasmique de certains tissus tels que les reins, le foie (Sperker et al., 1997) ou le
placenta (Ginsberg et Rice, 2009). Ces résultats, en accord avec ceux de Collier et al. (2002), ont
été confirmés par ceux d’une étude ex vivo réalisée au laboratoire, qui montre que le BPA-G peut

étre déconjugué en BPA au niveau du placenta et des gonades feetales (Corbel et al., 2015).

e C(lairances du Bisphénol A par les organismes maternel et feetal

Sur le modéle de feetus ovin instrumenté, il a été montré que la clairance placentaire foeto-
maternelle du BPA est 11 fois plus élevée que la clairance materno-feetale (Corbel et al. 2013).

Les clairances maternelles et feetales totales ont été respectivement estimées a S0mL/kg/min et
200mL/kg/min. Par rapport a ces données, les clairances placentaires et non placentaires ont été

exprimées en pourcentage de ces valeurs de clairances (Tableau 6).

Tableau 6 : Pourcentage des clairances placentaires et non placentaires par rapport aux clairances

maternelles et foetales du BPA sur le modeéle de la brebis gravide instrumentée (Corbel et al., 2013).

Clairances du BPA Valeurs en pourcentage des clairances
maternelles ou feetales

- Non placentaire maternelle
98% de la clairance maternelle totale

- Placentaire materno-feetale
2% de la clairance maternelle totale

- Placentaire foeto-maternelle
91% de la clairance feetale totale

- Non placentaire fcetale
9% de la clairance fcetale totale

42




1.5. Contexte de notre étude

Les effets suspectés du BPA reposent essentiellement sur des observations expérimentales chez
les rongeurs qui montrent le potentiel perturbateur du BPA chez les jeunes exposés in utero (Rubin
etal., 2011 ; vom Saal et al., 2005) a des doses inférieures a 50pug/kg/j (dose journaliére admissible
valable en 2006 selon I’EFSA). Une partie de la controverse actuelle concernant 1’évaluation
réglementaire du BPA est liée a la difficulté d’extrapoler les données expérimentales a ’Homme en
raison des données limitées concernant I’exposition fcetale au BPA associée a 1’exposition
maternelle. En effet, pour pouvoir extrapoler des données de I’animal a I’Homme, il est nécessaire
de connaitre tous les facteurs déterminant 1’exposition feetale au BPA, tout particulierement le
métabolisme du BPA et du BPA-G par I’unité foeto-placentaire ainsi que la recirculation possible

du BPA et du BPA-G entre le liquide amniotique et la circulation feetale.

Cette étude s’inscrit donc dans la nécessité de mieux comprendre et de préciser les mécanismes

qui contrdlent I’exposition feetale au BPA et a ses formes conjuguées.

I.5.1. Choix du modéle ovin

Pour répondre a cette problématique, un modele intégratif fondé sur des considérations
physiologiques a été mis en place au laboratoire : le modele in vivo du feetus ovin instrumenté qui
autorise la réalisation de perfusions et de prélévements sanguins du coté feetal et du coté maternel
grice a des cathéters mis a demeure dans la circulation foetale. De cette fagon, la
pharmacocinétique du BPA et de ces métabolites peut &tre évaluée (Corbel et al., 2013). Des
travaux réalisés dans le laboratoire montrent que le modéle ovin instrumenté est pertinent vis-a-vis
de I’Homme en termes de toxicocinétique du BPA (Collet et al., 2010). De plus, la brebis gravide
est considérée comme un modele pour 1’étude de la gestation chez I’Homme car il existe des
similitudes physiologiques entre les deux espéces, qui ont déja permis 1’étude de la physiologie de

I’unité materno-placento-foetale (Barry et al., 2008).

Le modéle du feetus ovin est trés pertinent car il permet 1’administration directe de
xénobiotiques au feetus. Il a permis d’étudier le passage du BPA ou de ses métabolites dans le sens

feeto-maternel et I’étude des parameétres pharmacocinétiques feetaux du BPA et de ses métabolites.

43



[.5.2. Objectifs de 1’étude

Au cours des expériences précédemment menées au laboratoire (Corbel et al., 2013), il a été
montré que les activités métaboliques de I'unité foeto-placentaire conduisent a la formation de
composés glucurono (BPA-G) et sulfoconjugués (BPA-S) qui s’accumulent dans les liquides feetaux
en raison dun défaut de passage transplacentaire, conduisant & un ratio des concentrations
plasmatiques en BPA-G entre les circulations foetales et maternelles de 1’ordre de 10. Ce résultat
souléve la question de la possible réactivation du BPA-G par les enzymes de déconjugaison au
niveau des tissus cibles selon un mécanisme déja décrit pour différentes substances (Meffin et al.,
1983). Les résultats préliminaires obtenus ex vivo au laboratoire suggerent que le BPA-G pourrait
étre fortement hydrolys¢é en BPA au niveau du placenta et de certains tissus sensibles aux
oestrogénes (dont les gonades feetales) selon un mécanisme comparable & celui responsable de

I’hydrolyse des oestrogeénes conjugués par les tissus foetaux ovins (Jenkin et Heap, 1976).

Ces observations ne peuvent cependant pas étre directement extrapolées aux conditions qui
prédominent in vivo dans lesquelles le BPA non conjugué, libéré par les activités enzymatiques
tissulaires et/ou placentaires, va diffuser dans la circulation feetale et pourra franchir la barriére
placentaire pour étre éliminé in fine via ’organisme maternel et/ou €tre & nouveau conjugué et

recirculer entre le liquide amniotique et la circulation foetale.

Les objectifs de ce travail visent & mieux comprendre les modalités de 1’élimination du BPA-
G produit par I'unité foeto-placentaire et a évaluer la contribution du processus d’hydrolyse a
I’exposition interne du feetus au BPA. Pour cela, nous avons réalisé des perfusions feetales
intraveineuses de BPA et de BPA-G a différents niveaux de dose pendant 72h et évalué la cinétique
d’élimination du BPA et du BPA-G depuis le compartiment feetal vers le compartiment maternel a
travers la mesure (1) des concentrations plasmatiques feetales a 1’équilibre de BPA et de BPA-G au
bout de 72h de perfusion (2) de 1’évolution au cours de la perfusion des concentrations plasmatiques
maternelles de BPA et de BPA-G ainsi que des quantités de BPA total ¢liminées dans les urines

maternelles.

Cette approche a été complétée par la mesure a I’équilibre des concentrations tissulaires en
BPA libre et conjugué dans les tissus feetaux cibles des oestrogénes (systeéme nerveux central,
appareil génital, foie et tissu adipeux). Cette méthode nous a permis d’analyser 1’hypothese selon
laquelle la déconjugaison tissulaire des métabolites du BPA pourrait étre a 1’origine d’un découplage

entre les concentrations tissulaires et plasmatiques de BPA.
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Les objectifs de 1’étude sont donc :

- d’évaluer le taux d’hydrolyse du BPA-G au niveau de I’unité foeto-placentaire,

- de caractériser les expositions tissulaire et plasmatique foetales au BPA et a ses
métabolites aprés des perfusions foetales de BPA et de BPA-G a différents niveaux de

dose,

- de contribuer a I’identification des mécanismes d’élimination du BPA-G feetal.
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1I. Matériel et méthodes
Deux études ont été réalisées :

- une ¢tude pilote réalisée avec 5 brebis gravides afin d’établir le schéma d’exposition au BPA

et au BPA-G et de préciser le protocole de prélévement,

- une étude expérimentale réalisée avec 11 brebis au cours de laquelle différentes doses de

BPA et de BPA-G ont été utilisées.

1. 1. Animaux et chirurgie

L’étude préliminaire a été menée sur 5 brebis adultes (poids moyen 75.4 + 10.5 kg) et la
deuxiéme sur 11 brebis adultes (poids moyen 70.6 £+ 6.6 kg), gravides de race Lacaune viande. Les
brebis ont été mises a la reproduction par I’éleveur et le stade de gestation a été estimé par
échographie a partir de la mesure du diamétre bipariétal. Les feetus ovins au stade 110-120 jours de
gestation (terme a 147j) ont été instrumentés en suivant la méme procédure que Corbel et al. (2013)
avec deux cathéters mis en place dans I’artére carotidienne et la veine jugulaire pour permettre,
respectivement, la réalisation des prélévements de sang et les administrations. Cette procédure a
débuté par la mise a la diéte des animaux pendant48h avant la chirurgie. Les brebis ont recu de
I’acide propionique (Rumigastryl®, % sachet dilu¢ dans 100 mL d’eau, VO) la veille, le soir et le
lendemain du jour de la chirurgie. Une antibiothérapie a base d’amoxicilline (Clamoxyl®LA,
20mg/kg IM) a été instaurée la veille de I’opération. Une prémédication a base d’acépromazine
(Calmivet®, 0.1 mg/kg IM) et d’acide tolfénamique (Tolfine®, 2 mg/kg IV) a été effectuée 30
minutes avant le début de la chirurgie. L anesthésie générale a été induite avec du thiopental sodique
(Nesdonal®, 15 mg/kg IV) et relayée avec de 1’isoflurane entre 2 et 3 % apres intubation. Pendant la
phase chirurgicale, I’animal a regu une perfusion IV de Ringer Lactate au débit de 10 mL/kg/h et
différents éléments ont ét€ monitorés : la capnométrie, la saturation périphérique de 1’hémoglobine

en O, la fréquence cardiaque et le pourcentage d’isoflurane.

La brebis a été placée en décubitus latéral droit. La zone opératoire a été lavée et
désinfectée. Une anesthésie locale tracante (plans musculaires et sous-cutanés) a I’aide de lidocaine
(Lurocaine 2%®, 10 injections de 1mL) a été réalisée sur le flanc gauche. La peau a été incisée sur
20 cm dans le flanc gauche en direction cranio-ventrale, a partir du pli du grasset. Les parois
musculaires et le péritoine ont été incisés plan par plan.

Une partie de la corne utérine a été extériorisée au niveau de la téte du foetus.
L’hystérotomie a été réalisée au niveau de la grande courbure de I'utérus et des pinces en cceur ont
été disposées, au fur et a mesure, sur toute I’ouverture pour maintenir la paroi de ’utérus avec les

enveloppes chorio-amniotiques, de fagon a éviter les pertes de liquide amniotique. La téte du foetus a
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été extériorisée. La peau du cou du feetus a été incisée au niveau du sillon jugulaire sur 1 a 2 cm. La
veine jugulaire et I’artére carotide ont ensuite été disséquées. Des ligatures en soie ont été passées
autour de ces vaisseaux pour les maintenir et éviter les saignements lors de la cathéterisation. Le
vaisseau a €té¢ ponctionné avec une aiguille rose 18G recourbée, qui sert aussi de guide pour insérer
I’extrémité du cathéter. Les cathéters ont ensuite été introduits jusqu’au tronc brachiocéphalique
pour le cathéter carotidien (cathéter polyvinyl; diamétre interne 0.81mm ; diamétre externe
1,69mm) et jusqu’a la veine cave craniale dans le cas du cathéter jugulaire (cathéter Tygon S-54-
HL ; diamétre interne 1.02mm ; diamétre externe 1,78mm). Leur fonctionnement a été contrélé par
aspiration de sang. Les cathéters ont ét¢ fixés par deux ligatures (soie 3-0 ;2.5 Ph-Eur ; Ethicon
Rome, Italie) situées en amont et en aval du point d’ouverture du vaisseau. Leur fonctionnement a
été a nouveau controlé. La peau du feetus a ensuite été suturée (tresse polyester (Mersuture n°2-0, 3
Ph-Eur) et les cathéters ont été fixés a la peau par un ou deux points simples. La téte du foetus a été
replacée délicatement dans ’utérus. L utérus a été refermé, en incluant les enveloppes feetales, par
un surjet simple et un surjet enfouissant (fils sertis: Vicryl n°1, 4 Ph-Eur). Les cathéters ont été
extériorisés au niveau de la plaie utérine. Les plans musculaires et le plan cutané ont ensuite été
suturés, les cathéters ont été tunnélisés dans le plan sous-cutané sur 10 cm dorsalement a 1’incision
et ont été extériorisés dans le flanc au niveau d’une petite incision cutanée de 0.5 cm. Les incisions

cutanées ont ensuite été recouvertes d’ Aluspray®.

Les cathéters ont été externalisés un a un et fixés par des points simples a leur sortie. Chaque
cathéter a été obturé par un bioconnecteur « auto-flush » (Vygon®, Ecouen, France). Les embouts
des cathéters ont été entourés d’une compresse stérile imbibée de Vétédine® solution et maintenus

dans une poche plastique.

Le retour en boxe et la reprise de I’appétit avait lieu le jour méme. Aprés la chirurgie, le
fonctionnement des cathéters a été vérifié chaque jour. Ils ont été rincés quotidiennement avec du
sérum physiologique hépariné (100 Ul/mL). Afin d’éviter toute infection, la préparation des
solutions destinées a ces injections et le remplissage des seringues (BD Discardit I, 2mL, Le Pont-
de-Claix, France) ont été réalisés sous la hotte dans des conditions d’asepsie rigoureuse. Le
lendemain de la chirurgie, la couverture antibiotique a été poursuivie avec de 1’amoxicilline

(Clamoxyl®LA, 15 mg/kg IM).

Les expérimentations ont débuté au minimum 3 jours apres la chirurgie sur des feetus au
stade de gestation 107-132j (moyenne 120j) en début d’expérimentation. Le pH et les valeurs des
pressions partielles exercées par 1'02 et le CO2 dissouts dans le sang artériel feetal ont été évalués a

la fin des mesures afin de vérifier I’innocuité des manipulations expérimentales.
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11.2. Préparation des solutions et traitement des animaux

Les doses administrées (en mg/(kg.j)) ont été déterminées en considérant un poids du feetus
de 2.5kg (Bazer et al., 2012). Ces doses théoriques ont ensuite été corrigées par le poids du feetus,
déterminé aprés 1’extraction du feetus réalisée a la fin des mesures. Les solutions a administrer ont
été¢ perfusées par voie intraveineuse durant 72h a I’aide d’un injecteur portatif MS32 Sims
Graseby” équipé de seringues Luer Lock® de 20ml, a un débit de 0.3ml/h, soit un pulse d’un

volume de 5pl toutes les minutes.

Les feetus ont été perfusés avec une solution de BPA (pureté >99%, Sigma Aldrich) a la
concentration de 0.35, 1.7 et 8.7 mg/ml, correspondant aux doses nominales respectives de 1, 5 ou
25mg/(kg.j) ou avec une solution de BPA-G (pureté ~ 80% ; purifié¢ au laboratoire, Lacroix et al.,
2011) a la concentration de 0.07, 0.52, 1.2 et 3.5 mg/mL correspondant aux doses nominales de 0.2,
1.5, 3.5 ou 10mg/kg.j dans un mélange éthanol/propyléne glycol (v:v 1:49). Les doses de BPA-G
ont été choisies de facon a obtenir des concentrations molaires a 1’équilibre de BPA-G équivalentes

a celles de BPA.

Les feetus contrdles ont recu une perfusion de solvant (controle négatif) durant la méme
durée de perfusion. Toutes les solutions ont été préparées la veille des administrations et ont été

filtrées a I’aide d’un filtre 0.2um.
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11.3. Plan expérimental

La Figure 8 illustre la chronologie des expérimentations.

Sondage
urinaire

S LU RARL LU TRTRTRR ATV ANTay

— Perfusion foetale v

Chirurgies
[£120& jour de gestation) n ‘ 12 5 H’l]

= = Prélevements sanguins foetaux contrale - Etude pilote:toutesles 15mindurant 2h
- Etude expérimentale: toutes les 15min durant &h

Perfusion IV feetale de solvant, BPA [1, 5 ou 25mg/fke/j] ou BPA-G [1.5, 3.5 ou 10mg/ks/|]

Prélevements sanguins foetaux sous perfusion - Etude pilote :toutesles 1Smindurant Zh
- Btude expérimentale :toutesles 15 min durant &h

Prélevements urinzires et sanguins maternels [touteslas 3 2 6h)

..‘ Prélevements sanguins foetaux sous perfusion - Ftude pilote :toutesles 15 min pendant Zh
| Euthanasies et prélevements de fluides et de tissusfoetaux [apres arrét de la perfusion)
Figure 8 : Représentation schématique du protocole expérimental mis en place au cours des études pilote

et expérimentale.

Ce protocole expérimental a également été utilisé pour 1’étude de biomarqueurs d’effet du
BPA. En effet, ’équipe Perturbateurs endocriniens de Toxalim a évalué¢ chez le feetus, les
hormones régulées par le rétrocontrdle des oestrogénes afin d’étudier I’effet oestrogénomimétique
du BPA. Ainsi, des prélévements sanguins foetaux ont été réalisés toutes les 15 minutes pendant des
périodes de 2h (étude pilote) et de 6h (étude expérimentale) a 4 reprises avant et au cours de la
perfusion. Ces prélévements n’ont pas été utilisés pour les études toxicocinétiques faisant 1’objet de

ce rapport.
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I1.3.1. Etude pilote

L’étude pilote a été réalisée avec 5 feetus (poids théorique : 2.5kg) qui ont regu une

perfusion :
- de BPA ala dose nominale de 5 mg/(kg.j) (12.5mg/j, 38nmoles/min, n=2)
- de BPA-G a la dose nominale de 3.5mg/(kg.j) (8.75mg/j, 14.6nmoles/min, n=2)
- de solvant (n=1).

Les brebis de cette étude étaient numérotées de 1 a 5.

Les perfusions ont été réalisées en continu grace a un injecteur portatif (MS32, Sims
Graseby®). La solution a perfuser était contenue dans une seringue (BD Plastipak, embout
LuerLock) de 20 mL, placée dans cet injecteur. Ce dispositif, placé dans une boite en aluminium, a
été fixé sur le dos de la brebis a I’aide d’un harnais (cf. Figure 9). Un trou placé dans cette boite
permet le passage d’un prolongateur (Vygon®, Ecouen, France) reliant I’injecteur au cathéter

feetal.

Contenant de la pompe a perfusion

Harnais assurant le maintien de la pompe

Position de la poche sous le bandage

Bandage protecteur

Figure 9 : Brebis munie du dispositif de perfusion relié au cathéter foetal.

Des prélevements de sang feetal artériel de 0,5mL ont été effectués avant le début des
perfusions (J1) puis apres 22h, 46h et 70h de perfusion (respectivement J2, J3 et J4) durant la
méme période du nycthémere afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de LH (résultats non
présentés). Dans notre étude, afin d’évaluer les concentrations plasmatiques en BPA et de ses
métabolites dans le sang feetal, un volume de 1ml de sang artériel a été prélevé a la fin de chaque
période apres avoir retiré [’obturateur présentant une valve en polycarbonate permettant les

prélevements répétés (pour éviter les contaminations du sang en BPA).
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Afin d’examiner le devenir du BPA et du BPA-G administré au feetus, des prélévements
sanguins et urinaires ont également été effectués sur les brebis dont le feetus a été perfusé avec du
BPA ou du BPA-G, avant le début de la perfusion ainsi que toutes les 3 a 6h au cours des 72h de

perfusion.

A la fin des 72h de perfusion, les brebis ont d’abord été anesthésiées par I’administration
de pentobarbital a la dose de 15mg/kg (3.6mg/20ml Doléthal®) puis césarisées afin d’extraire le
feetus avant d’étre euthanasiées a I’aide d’une deuxiéme administration de pentobarbital a la méme
dose. Aprés leur extraction, les foetus ont été euthanasiés, pesés et les prélévements de liquides
biologiques (contenu stomacal, liquide amniotique, sang, urine) et de tissus feetaux ont été
rapidement réalisés. Les informations concernant la taille de la portée et le sexe de chaque feetus

ont ét¢ enregistrées.

11.3.2. Etude expérimentale

Cette étude a été réalisée sur 11 feetus (poids moyen 2.9 + 0.6 kg) qui ont regu une
perfusion de BPA a la dose nominale de 1 (n=2), 5 (n=2) ou 25 (n=1) mg/(kg.j), de BPA-G 4 la
dose de 1.5 (n=2) ou 10 (n=2) mg/(kg.j) ou de solvant (n=2). Les brebis de cette étude sont

numérotées de 6 a 16.

Des prélévements de sang feetaux de 0.3ml ont été réalisés toutes les 15min durant 6h
pendant la période controle précédant la perfusion (J1) et apres 66h de perfusion (J4) afin d’évaluer
les concentrations plasmatiques en LH (résultats non présentés). Pour notre étude, durant chaque
série de prélévements, un prélévement de sang artériel de ImL a été réalisé toutes les 2h (3

prélévements par feetus) afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de BPA, BPA-G et BPA-S.

Les prélévements maternels de sang et d’urines ont été réalisés dans les mémes conditions

que lors de I’étude pilote.

11.4. Prélevements et traitement des echantillons

Tout le matériel utilis€ pour la préparation des solutions, les prélévements,

I’échantillonnage et I’analyse était en verre ou en polypropylene (PP).

I1.4.1. Traitements des échantillons sanguins collectés

Les échantillons sanguins ont été placés dans de la glace avant d’étre centrifugés pendant

30 minutes (sang foetal) ou 10 minutes (sang maternel) a 3000g a 4°C dans un délai n’excédant pas
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1h apres la collecte. Apres centrifugation, le sérum a été conservé dans des tubes en polypropylene

de 1.5ml a -20°C.

Les prélévements artériels foetaux sériés destinés au dosage de BPA, BPA-G, BPA-S, ont
été recueillis dans des tubes héparinés en polypropyléne de 4ml (Aerotube, héparine de lithium).
100uL du plasma ont été conservés a -20°C jusqu’au dosage du BPA. Le plasma correspondant a

été réparti en fractions aliquotes.

Les préléevements de sang maternel (2 a 4ml) ont été effectués par ponction directe de la veine
jugulaire droite avec des aiguilles a usage unique de 0.6mm de diameétre (Terumo®) dans des tubes
héparinés en polypropyléne de 4ml pour le dosage du BPA et des métabolites. Deux fractions
aliquotes de plasma maternel (100 pL et 1ml) ont été conservées a -20°C jusqu’au moment de la

réalisation des dosages.

11.4.2. Traitements des échantillons urinaires collectés

Une sonde urinaire de Foley RUSCH® a été mise en place afin de vider le contenu vésical
avant le début des perfusions de BPA ou de BPA-G et de collecter les urines tout au long de la
perfusion. La totalité du contenu de la vessie a été collectée a chaque prélévement a 1’aide d’une
seringue de 50ml (Terumo®) et le volume total d’urines a été enregistré. Pour chaque prélévement,
un volume d’urine d’environ 30ml a été conservé dans un tube Falcon® de 50ml puis traité de la

méme fagon que les échantillons de sang maternel.

I1.4.3. Traitements des échantillons tissulaires et des fluides foetaux collectés

Pour chaque feetus perfusé avec le BPA, le BPA-G ou le solvant, des prélevements de
fluides feetaux (liquide amniotique, urine, contenu stomacal) et de placenta (deux cotylédons a
proximité du cordon ombilical) ont été réalisés afin d’évaluer 1’exposition du conceptus au BPA et
au BPA-G. Les fluides feetaux placés dans de la glace ont été rapidement centrifugés et répartis

dans plusieurs fractions aliquotes conservées a -80°C.

Les organes foetaux prélevés ont été les organes émonctoires (rein, foie) ainsi que les
organes potentiellement cibles des cestrogénes (gonades, utérus, glande mammaire, systéme

nerveux central, hypophyse).

Lors de 1’étude pilote, un échantillon de chaque tissu a été placé dans un tube de verre de
Sml maintenu dans de la glace jusqu’au moment de préparation des homogénats tissulaires réalisée
au cours des 2h suivant les prélévements. Pour cela, une portion de chaque tissu de 1’ordre de 1g a
été pesée et placée dans un tube de verre de SmL. Les homogénats aqueux ont été réalisés en
ajoutant un volume d’eau ultra-pure équivalent a la quantité de tissu (50% w/w). Pendant toute la

durée de préparation des homogénats, les tubes ont été maintenus sur de la glace.
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L’homogénéisation des tissus a été réalisée a I’aide d’un homogénéiseur (Ultra-Turrax®) et deux
fractions d’homogénat ont été conservées a -80°C jusqu’a la réalisation des dosages de BPA et de

ses métabolites.

Lors de I’étude expérimentale, selon les organes, 1 a 4 fractions de tissu de 1g environ ont
été isolées, immédiatement placées dans un cryotube et plongées dans 1’azote liquide puis
conservées a -80°C jusqu’au moment de la réalisation des homogénats tissulaires. Pour cela, une
portion de chaque tissu de I’ordre de 1g a été pesée et placée dans un tube de verre de SmL. Les
homogénats ont été réalisés en ajoutant un volume de méthanol équivalent a la quantité de tissu
(50% w/w). Pendant toute la durée de préparation des homogénats, les tubes ont été maintenus sur
de la glace. L’homogénéisation des tissus a été réalisée a 1’aide d’un homogénéiseur (Ultra-
Turrax®), une fraction d’homogénat de 100ul et le reste de I’homogénat ont été conservés a -80°.
Du BPAGd6 a été ajouté a chaque tissu avant la préparation de ’homogénat, a la concentration
finale de 400ng/ml, afin de vérifier de 1’absence d’hydrolyse du BPA-G dans les conditions de

préparation des homogénats.

11.5. Dosage du BPA et de ses métabolites

Le BPA, BPA-G et le BPA-S ont été dosés dans le plasma maternel et foetal et dans les
urines maternelle et les extraits tissulaires aprés extraction a 1’acétonitrile par la méthode mise en
place au laboratoire qui utilise la chromatographie liquide de haute performance couplée a la
spectrométric de masse (HPLC-MS) (24). La concentration en BPA et BPA-G des solutions

administrées aux feetus a également été déterminée.

La gamme d’étalonnage était de 10 a 10000ng/ml pour le BPA et de 50 a 50000ng/ml pour
le BPA-G et le BPA-S dans les urines. Pour les dosages dans le plasma et dans les tissus, la gamme
d’étalonnage était de 1 a 1000 ng/mL et de 5 a 5000ng/ml pour le BPA et BPA-G (BPA-S)
respectivement. La LOQ du dosage dans le sang et les tissus pour le BPA et le BPA-G (BPA-S)

était de 1 et Sng/ml respectivement et de 10 et 50ng/ml dans les urines.
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11.6. Analyses des données

I1.6.1. Analyses des données fcetales

Au cours de la perfusion de BPA (BPA-G), les concentrations & 1’équilibre (Css) de BPA
(BPA-G) ont été calculées en faisant la moyenne des concentrations obtenues au cours de la

perfusion.

A partir des Css et de la dose de BPA ou de BPA-G perfusée, les clairances feetales du

BPA et du BPA-G ont été calculées selon les Equation 1 et Equation 2, respectivement.

L
Equation 1 : ?  Cssppa
. Terac
, . Ol 4r = —————
Equation 2 : I spac CSSppac

Avec :

ClI f gpa : Clairance feetale du BPA lors d’une perfusion de BPA (en ml/(kg.min))

ClI f gpag : Clairance feetale du BPA-G lors d’une perfusion de BPA-G (en ml/(kg.min))

T gpa . Taux de perfusion feetale du BPA (en pumoles/(kg.min))

T gpa-G - Taux de perfusion feetale du BPA-G (en pumoles/(kg.min))

Css gpa : Concentration a 1’équilibre de BPA obtenue lors d’une perfusion de BPA (en uM)

Css ppa.g : Concentration a 1’équilibre de BPA-G obtenue lors d’une perfusion de BPA-G (en pM)
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I1.6.2. Analyses des données maternelles

En raison du caractére stable des concentrations plasmatiques maternelles en BPA, BPA-G
et BPA-S, la concentration a 1’équilibre du BPA, BPA-G et BPA-S a été calculée en faisant la

moyenne des concentrations obtenues durant toute la durée de la perfusion.

Pour chaque prélevement, les quantités de BPA, BPA-G et BPA-S ¢éliminées dans les
urines maternelles ont été calculées en multipliant les concentrations urinaires en BPA, BPA-G et
BPA-S par le volume urinaire. Ces quantités ont été€ converties en moles et la quantité de BPA total
¢liminé dans les urines au cours de la perfusion a été calculée en faisant la somme des quantités
molaires de BPA, BPA-G et BPA-S urinaires recueillies. Cette quantité a été exprimée en
pourcentage de la dose de BPA ou de BPA-G (exprimées en moles) administrée au feetus pendant

la méme période.

La quantité totale de BPA-G retrouvée dans les urines maternelles a été comparée a la

valeur de cette quantité qui peut étre estimée a partir de 1’équation 3.

Equation 3 : Xu =Cl, x AUC (0-48h)*

*Ou Xu est la quantité de BPA-G excrétée dans les urines maternelles et AUC (0-48h), 1’aire
sous la courbe des concentrations plasmatiques de BPA-G évaluée au cours de la perfusion de
BPA-G au feetus en utilisant la méthode des trapezes linéaires ; Clr est la clairance rénale du

BPA-G qui a précédemment été évaluée chez la brebis gravide a 3.35ml/kg.min.
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I11. Résultats

11.1. Impact des traitements sur les parametres physiologiques du foetus

Les valeurs moyennes des paramétres physiologiques sanguins foetaux ont été les suivantes
: pH = 7.37 £ 0.03 ; pO, = 26.2£5.8 mmHg ; pCO, = 51.4+4.8 mmHg. Ces valeurs n’ont pas
différé significativement par rapport aux valeurs physiologiques définies par Dawes (1969) : pH =

7.33 ; pO, =24 mmHg ; pCO, = 45 mmHg.

Ces données confirment I’innocuit¢ des manipulations expérimentales (perfusion,

prélevements de sang) réalisées sur les feetus.

111.2. Evaluation des doses de BPA et de BPA-G perfusées aux feetus

Les doses nominales de BPA et de BPA-G ont été déterminées sur la base d’une estimation
du poids du feetus a 2.5kg. Les doses n’ont pas été corrigées en prenant en compte la concentration
évaluée de la solution administrée en raison de la similarité des valeurs calculées par rapport aux
valeurs attendues de concentrations, a 1’exception des doses de BPA-G de I’essai pilote (feetus B3
et B4). Ces feetus ont recu une perfusion d’une solution de BPA-G a une concentration évaluée a
0.71 mg/mL et 0.61mg/mL au lieu del.2mg/mL. La différence entre la concentration nominale et la
concentration évaluée a été cohérente avec le résultat du test de pureté des fractions réalisé apres
I’étude pilote et qui a estimé la pureté de la fraction de BPA-G utilisée lors de cet essai a 50% au
lieu de 88%. Pour ces deux feetus, la dose réelle perfusée a donc été corrigée a la fois par le poids

du foetus et la concentration en BPA-G de la solution administrée.

111.3. Exposition feetale au Bisphénol A et a ses métabolites

Les concentrations plasmatiques foetales moyennes en BPA, BPA-G et BPA-S au cours de la

perfusion ont été calculées (Tableau 7).
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Tableau 7 : Concentrations moyennes en ng/mL de BPA, BPA-G et BPA-S dans le plasma foetal obtenues au
cours de la perfusion IV feetale de différentes doses de BPA ou de BPA-G pendant 72h.

Pour les foetus de I'étude pilote (B1, B2, B3 et B4), les 3 prélevements de sang pour le dosage de BPA ont
été obtenus au bout de 24, 48 et 72h.

Pour les feetus de I'étude expérimentale (B6 a B12, B14, B15), les 3 prélevements de sang pour le dosage de
BPA ont été obtenus au bout de 66, 69 et 72h de perfusion.

* le BPA a été administré dans la cavité amniotique (B8).
Feetus  Perfusion | Poids Dose Dose (nmol/ BPA BPA-G BPA-S | BPA/BPA-G

fetale | (kg) (mg(kgj) (kgmin)  (ngml) (ngml) (ng/mL) %)
B9 BPA 2.7 0.9 2.8 <LOQ 123 20 -
B14 BPA 29 0.9 2.6 <LOQ 384 - -
B15 BPA 3.5 3.6 11 18 6152 81 0.3
B10 BPA 2.2 5.7 17 20 5922 69 0.3
B2 BPA 2.2 5.7 17 14 6127 81 0.2
B1 BPA 2.0 6.2 19 31 5254 140 0.6
B11 BPA 2.0 31.2 95 122 22879 514 0.5
B12 BPA-G 3.7 1.0 1.7 <LOQ 5802 108 <0.02
B4 BPA-G 4.0 1.1 1.2 <LOQ 5165 64 <0.02
B6 BPA-G 2.1 1.8 3.1 <LOQ 10486 120 <0.1
B3 BPA-G 2.2 2.3 4.5 <LOQ 12243 110 <0.1
B7 BPA-G 3.1 8.1 14 <LOQ 19875 175 <0.05
B8* BPA-G 2.5 10 17 23.2 13174 316 0.2

e Perfusion IV feetale de BPA

Le BPA n’a pas été détecté dans le plasma fcetal lors de la perfusion de BPA a la dose de 0.9
mg/kg. Lorsque le BPA a été perfusé au feetus a une dose comprise entre 3.6 et 6.2 mg/kg par jour,
la concentration moyenne a I’équilibre en BPA du plasma feetal a varié entre 14 et 31 ng/ml
(moyenne de 21 ng/ml). Les concentrations moyennes correspondantes de BPA-G et de BPA-S ont
été d’environ 6 ug/mL et de 100 ng/ml, respectivement. Pour la plus forte dose de BPA (31 mg/kg
par jour), les concentrations moyennes de BPA, BPA-G et BPA-S ont été de 122 ng/ml, 23 pg/ml
et 514 ng/ml, respectivement, ce qui suggere que les concentrations de BPA et de ses métabolites
varient de facon relativement proportionnelle a la dose de BPA pour une gamme de dose comprise

entre 4 et 30 mg/kg.
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Lorsque le BPA a été perfusé a la plus faible dose (0.9mg/kg/j), les concentrations
plasmatiques foetales en BPA-G ont été 20 fois inférieures a celles observées pour une dose de BPA
seulement 4 fois supérieure (4mg/kg), ce qui suggere que les mécanismes de formation ou

d’élimination feetale du BPA-G sont dépendants de la dose de BPA.

Pour les 2 feetus de ’étude pilote qui ont recu une perfusion de BPA a la dose de 6.2 et 5.7
mg/(kg.j), les concentrations plasmatiques foetales en BPA-G observées au bout de 72h de
perfusion ont peu différé de celles observées au bout de 24h (valeur moyenne : 6120 ng/ml vs 5261
ng/mL), ce qui suggére que les concentrations plasmatiques feetales en BPA-G atteignent un état

d'équilibre dés 24h de perfusion de BPA.

e Perfusion IV feetale de BPA-G

La concentration moyenne de BPA-G a été proportionnelle a la dose de BPA-G perfusée pour
les doses comprises entre 1 et 2 mg/kg par jour tandis que pour des doses 4 a 5 fois plus fortes (8-
10 mg/kg par jour), la concentration moyenne de BPA-G a présenté des valeurs respectivement 2

et 4 fois inférieures a celles prédites par une relation de proportionnalité avec la dose.

Pour les 2 feetus de I’étude pilote qui ont regu une perfusion de BPA-G, les concentrations
plasmatiques feetales en BPA-G observées au bout de 72h de perfusion ont été du méme ordre de
grandeur que celles observées au bout de 24h (valeur moyenne : 9277 vs 8803 ng/ml), ce qui
suggere que les concentrations plasmatiques feetales en BPA-G ont atteint un état d'équilibre au

bout de 24h de perfusion de BPA-G.

Le BPA a ¢été détecté uniquement dans le plasma du feetus qui a recu une perfusion de BPA-G
dans la cavité amniotique a la forte dose de 10 mg/kg par jour (17 nmoles/(kg.min)). La
concentration moyenne de BPA de ce feetus (23 ng/ml) a été du méme ordre de grandeur que celle
d’un feetus perfus¢ avec du BPA a une dose molaire équivalente (6 mg/kg par jour, 17

nmoles/(kg.min)).
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111.4. Analyse des données plasmatiques maternelles

e Administration feetale de BPA

Le BPA et le BPA-S ont été détectés seulement dans le plasma de la brebis dont le feetus a

recu une perfusion intraveineuse de la plus forte dose de BPA (31 mg/kg par jour).

La Figure 10 représente 1’évolution de ces concentrations plasmatiques au cours de la
perfusion de BPA. Le BPA et ses métabolites ont été détectés dans le sang collecté lors du premier
prélévement qui a suivi la mise en place de la perfusion (3h aprés le début de la perfusion) et les
concentrations de BPA et de ses métabolites ont peu fluctué au cours de la perfusion. Cette

observation indique que 1’équilibre entre les circulations maternelles et feetales est rapidement

atteint.
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Figure 10 : Evolution des concentrations plasmatiques maternelles de BPA, BPA-G et BPA-S a partir de la
3° heure de perfusion IV feetale de BPA et jusqu’a la 72° heure, a la dose de 31.3 mg/kg par jour (une
brebis).

Le BPA-G a été détecté dans le plasma des 5 brebis dont le feetus a regu une perfusion
intraveineuse de BPA a une dose comprise entre 3.6 et 31 mg/kg par jour. La Figure 11 illustre
I’évolution temporelle des concentrations plasmatiques en BPA-G de 4 brebis au cours de la
perfusion intraveineuse fcetale de BPA a des doses comprises entre 3.6 et 6.2 mg/kg par jour. Le
BPA-G a été détecté dans le plasma maternel dés le premier prélévement qui a suivi la mise en
place de la perfusion chez 3 brebis sur 4 (3h aprés le début de la perfusion). Les niveaux des
concentrations plasmatiques maternelles en BPA-G ont peu différé (a ’exception d’une brebis qui
a présenté des niveaux plus faibles) et ont fluctué sans qu’aucune tendance générale de leur
évolution temporelle n’ait pu étre mise en évidence : en particulier, nous n’avons pas observé

d’augmentation de ces concentrations au cours du temps.
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Figure 11 : Evolution des concentrations plasmatiques maternelles en BPA-G au cours des 72h de perfusion
IV feetale de BPA a des doses comprises entre 3.6 et 6.2 mg/kg par jour (4 brebis).

Le Tableau 8 présente les valeurs des aires sous la courbe des concentrations plasmatiques
maternelles (AUCy.7,) en BPA-G obtenues au cours des perfusions IV feetales de BPA et des
quantités correspondantes de BPA éliminées dans les urines maternelles sous la forme de BPA-G
estimées par le produit de I’AUC,.7,;, par la clairance rénale du BPA-G de la brebis gravide (3.35
ml/(kg.min), 9L/h).

Tableau 8: Aires sous la courbe des concentrations plasmatiques maternelles (AUCq.;,) en BPA-G
obtenues au cours des perfusions IV foetales de BPA, quantités totales de BPA perfusées aux foetus
(dose,,;) et quantités correspondantes de BPA éliminées dans les urines maternelles (Xu). * peu de
valeurs détectées.

Feetus Perfusion Dose (nmoles/ Dose AUC.72n Xu Xu (%
foetale ) (pmoles) (nmoles.h/L) (umoles) dose)
B9 BPA 2.8 32 - - -
B14 BPA 2.6 34 591* 5* 16*
B15 BPA 11 172 6031 54 32
B10 BPA 17 170 2393 22 13
B2 BPA 17 186 6233 56. 29
B1 BPA 19 163 4831 44 27
B11 BPA 95 890 40595 365 41
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La fraction estimée de la dose de BPA administrée au feetus éliminée dans les urines

maternelles sous la forme de BPA-G a varié entre 13 et 41% (26 = 10%).

e Administration feetale de BPA-G

Dans le cas d’une administration feetale de BPA-G, un prélévement de sang maternel sur
cing a été dosé (1 prélévement / 15h). Seule la brebis dont le feetus a regu la plus forte dose de BPA-
G (10 mg/kg correspondant a un total de 345 umoles) a présenté des valeurs quantifiables de BPA-G
(2 sur 4, de 9 et 19 ng/ml). A partir de ces données, la quantité de BPA-G éliminée dans les urines

maternelles a été estimée a 9umoles, soit 2.5% de la dose administrée au feetus.

11.5. Clairances plasmatiques feetales

Le Tableau 9 donne les valeurs des clairances foetales de BPA et BPA-G obtenues lors

d’une perfusion de BPA et de BPA-G.

Tableau 9 : Clairances plasmatiques foetales de BPA (Clgp,) et de BPA-G (Clgpa.g), Obtenues au cours de la
perfusion IV de BPA ou BPA-G.

Feetus Perfusion Dose Dose BPA Clgpa
foetale (mg/(kgj)) (nmoles/(kg.min)) (nM) (ml/(kg.min))
B9 BPA 0.9 2.8 <LOQ 303 -
B14 BPA 0.9 2.6 <LOQ 949 -
B15 BPA 3.6 11 79 15223 137
B10 BPA 5.7 17 87 14653 199
B2 BPA 5.7 17 62 26860 280
B1 BPA 6.2 19 134 23032 142
B11 BPA 31.2 95 534 56610 178
Foetus Perfusion Dose Dose BPA Clgpag
foetale (mg/(kgj)) (nmoles/(kg.min)) (nM) (ml/(kg.min))
B12 BPA-G 1.0 1.7 <LOQ 14357 0.12
B4 BPA-G 1.1 1.2 <LOQ 22641 0.053
B7 BPA-G 1.8 3.1 <LOQ 25946 0.12
B3 BPA-G 23 4.5 <LOQ 53669 0.083
B7 BPA-G 8.1 14 <LOQ 49178 0.28
B8* BPA-G 10 17 101.5 32597 0.53
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La clairance moyenne du BPA a été de 187 ml/(kg.min) pour des doses de BPA comprises

entre 3.6 et 31.2 mg/kg par jour.

La clairance moyenne du BPA-G a été de 0.09 ml/(kg.min) pour des doses de BPA-G

comprises entre 1 et 2 mg/kg par jour.

Pour les doses élevées de BPA-G (8 et 10 mg/kg par jour), la clairance du BPA-G a été

estimée a une valeur environ 4-5 fois supérieure (0.3 a 0.5 ml/(kg.min)).

e C(Clairance feeto-maternelle placentaire du BPA

A partir des seules données de la brebis dont le feetus a regu la plus forte dose de BPA, Ila
clairance placentaire foeto-maternelle (Clgy) du BPA a été estimée a 159 ml/min (soit 80
ml/(kg.min)) a partir de I’équation de Szeto (1982) ci-dessous.

&
Clpyy = Cly x f—‘;
Avec Cly : clairance maternelle du BPA (25 ml/kg.min, soit 1750 ml/min pour une brebis de
70kg), Cy et Cp, les concentrations plasmatiques maternelles (11 ng/ml) et feetales (121 ng/ml) a

I’équilibre en BPA obtenues lors de la perfusion feetale de BPA.

Lorsque I’on applique cette équation aux données des concentrations plasmatiques
maternelles (14 ng/ml) et feetales (13174 ng/ml) en BPA-G obtenues a partir de la perfusion de la
plus forte dose de BPA-G (10 mg/kg) et en utilisant une valeur de clairance du BPA-G de 3.5
ml/(kg.min) (245 ml/min), la clairance placentaire foeto-maternelle (CIFM) du BPA-G est estimée a
0.26 ml/min, soit environ 0.10 ml/(kg.min). Cette valeur, du méme ordre de grandeur que la
clairance feetale du BPA-G évaluée pour des doses de BPA-G comprises entre 1 et 2 mg/(kg.j),
correspond a 20% de la clairance feetale du BPA-G estimée pour ce niveau de dose de BPA-G (0.5

ml/(kg.min)).

Pour les doses plus faibles de BPA-G (1-8 mg/(kg.j)), les concentrations plasmatiques
feetales en BPA-G ont varié de 5165 a 19875 ng/ml. Les concentrations plasmatiques maternelles en
BPA-G ont été inférieures a la LOQ (5ng/ml). A partir d’une valeur arbitraire de ces dernieres fixée
a 1 ng/ml et de la concentration plasmatique foetale en BPA-G la plus élevée (19875 ng/ml), il est
possible de prédire une valeur de la clairance placentaire feeto-maternelle de BPA-G inférieure a
0.01-0.05 ml/min (0.004-0.02 ml/(kg.min)), ce qui correspond a environ 2-20% de la clairance fcetale
du BPA-G.
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111.6. Analyse des données urinaires maternelles

Le BPA n’a pas été détecté dans les urines maternelles suite a la perfusion feetale de BPA ou
de BPA-G. Du BPA-G a été retrouvé dans les urines de toutes les brebis a I’exception de celle dont
le feetus a regu la plus faible dose de BPA-G (0.2 mg/kg par jour). Le BPA-S n’a pas été détecté dans
les urines de cette brebis ainsi que dans les urines des deux brebis qui ont re¢u du BPA aux doses

respectives de 0.9 et 3.6 mg/kg par jour.

La Figure 12 représente 1’évolution des quantités molaires de BPA-G dans les urines de 4

brebis dont le feetus a été perfusé avec du BPA-G ou du BPA a différents niveaux de dose.

B1 |(BPAG 1mg/ke) _|B1 (BPA, 0.9mg/kg)

E‘ >

Eé 1.2

i 0.8

-/ £ 04

3
\C‘ E- .
iy 0 %0 A 1) [0 M f=r ] g L1 ] iLu] et 40 a0 i) (L] il B
Tasmps [h) Tamps (k)
Bl |(BPA6mg/ke)
B7 |(BPAG8mg/kg) =
RS
? ]
g 1%
E 1
3 -
E 4]
1o Fai] i ] 7] L0 (2] T B g L] 1o LI i) 40 S0 [0 f0 HO
Temgs [h) Tempd (k]
BS (BPAG 10mg/kg) B1 |[BM_31mgfhg]

- S

i E21 )

g 20

g 1

£,

10 Ty an 40 S (1] Iy} RO 5 5] Pl a0 P B0 10
Temps (k] Temps h]

Figure 12 : Evolution des quantités de BPA-G recueillies dans les urines maternelles des brebis dont le

foetus a regu une perfusion de BPA-G [1, 8 et 10mg/kg par jour] ou de BPA [0.9, 6 et 31mg/kg par jour].
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Les quantités de BPA-G ¢éliminées dans les urines maternelles ont été généralement plus
faibles au cours des premiéres 24h qui suivent le lancement de la perfusion. Ces quantités ont
fluctu¢ ensuite au cours du temps. Le Tableau 10 donne les quantités de BPA total recueillies dans

les urines au cours de la perfusion feetale de BPA ou de BPA-G.

Tableau 10 : Quantités de BPA-G, BPA-S et BPA total (BPAtot) éliminées dans les urines maternelles au

cours de la perfusion foetale de BPA ou de BPA-G.

Foetus  Perfusion Dose Dose tot BPA-G BPA-S BPA BPA tot BPA-S (%
foetale (mg/(kgj)) (umoles) (umoles) (umoles) (umoles) (% dose) quantité

¢liminée)

B9 BPA 0.9 32 - - - - -
B14 BPA 0.9 34 11 - 11 32 -
B15 BPA 3.6 172 65 0.4 65 38 0.4
B10 BPA 5.7 170 92.5 2.5 95 56 3

B2 BPA 5.7 186 37 7 44 23 16
B1 BPA 6.2 163 40 7 47 23 15
B11 BPA 31.2 890 364 6 370 42 2

Feetus  Perfusion Dose Dose tot BPA-G BPA-S BPA BPA tot BPA-S (%

feetale (mg/(kg.j)) (umoles) (umoles) (umoles) (umoles) (% dose) quantité

¢liminée)

B13 BPA-G 0.2 - - - - - -
B12 BPA-G 1.0 29 0.9 0.4 1.3 5 9

B4 BPA-G 1.1 21 4 1 5 26 18
B6 BPA-G 1.8 29 - - - - -

B3 BPA-G 2.3 42 7 3 10 23 33
B7 BPA-G 8.1 193 29 2 31 16 5

B8* BPA-G 10 195 16 0.3 16 8 2
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La fraction de la dose de BPA perfusée au feetus ¢liminée dans les urines maternelles sur
72 heures a peu varié en fonction de la dose de BPA (23-56%), sa valeur moyenne a été estimée a

36 + 13%.

La fraction de la dose de BPA-G perfusée au foetus éliminée dans les urines maternelles sur
72 heures a été plus variable, de 5 a 26%, de facon indépendante de la dose administrée avec une

valeur moyenne de 16+ 9 %, soit environ la moitié de la valeur obtenue pour le BPA.

Le BPA-S a représenté entre 0.4 et 33% de la quantité de BPA ¢éliminée dans les urines. La
fraction moyenne de BPA éliminée sous la forme de BPA-S dans les urines tend a étre plus
importante lorsque les foetus ont recu une administration de BPA-G que lors d’une administration

de BPA.
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II1.7. Biodistribution du BPA et de ses métabolites

Le tableau 11 donne les concentrations de BPA, BPA-G et BPA-S dans les tissus des

quatre feetus de 1’étude pilote.

Tableau 11 : Concentrations de BPA, BPA-G et BPA-S dans les tissus des foetus de I’étude pilote. Les foetus
B1 et B2 ont regu une perfusion IV de BPA a la dose 6 mg/(kg.j), les foetus B3 et B4 ont recu une perfusion
IV de BPA-G aux doses respectives de 2 et 1 mg/(kg.j). Les mesures ont été réalisées au bout de 72h de
perfusion IV foetale de BPA ou de BPA-G.

Echantillons BPA BPA-G BPA-S BPA BPA-G BPA-S
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Cotylédon 7 19 <LOQ 19 14 17
Foie 6600 3692 209 43 1989 36
Surrénales 183 38 19
Rein 1016 2153 118 47 3928 36
TAP 1264 1303 187 130 1485 24
Testicule 57 2767 24
Ovaire 338 215 35
Utérus 839 3262 210
Glandes 324 2266 110
mammaires
Hémis. cérébraux 175 71 <LOQ 18 218 <LOQ
Tronc cérébral 390 132 <LOQ 33 343 <LOQ
Cervelet 278 216 <LOQ
Hypothalamus 408 150 <LOQ
Liquide amniotique 47 579 188 <LOQ 1477 <LOQ
Contenu stomacal 658 5114 1627 <LOQ 1774 <LOQ
Urine 38 21263 1260 <LOQ 6768 66
Css Sang feetal 31 5254 140 14 6127 134
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Feetus B3 Feetus B4

(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Cotylédon 27 1221 20 12 1192 29
Foie 260 4952 90 61 2585 60
Surrénales 280 4097 36
Rein 170 4893 48 80 1911 22
TAP 86 1950 39 43 1036 18
Testicule 30 1548 18
Ovaire
Utérus 24 5446 43
Glande 85 2989 42
mammaire
Hémis. cérébraux 21 233 <LOQ 3 59 <LOQ
Tronc cérébral 6 289 <LOQ 3 163 <LOQ
Cervelet 70 358 <LOQ 12 126 <LOQ
Hypothalamus 45 370 <LOQ 8 62 <LOQ
Liquide 17 8601 264
amniotique
Contenu stomacal 16 5947 99 <LOQ 1577 <LOQ
Urine <LOQ 15662 209 <LOQ 5683 59
Css Sang feetal <LOQ 12243 110 <LOQ 5165 64

Le BPA et le BPA-G ont été quantifiés dans tous les tissus prélevés. Le BPA-S a été
également retrouvé dans tous les prélévements, hormis dans le cerveau. Les feetus perfusés avec du
BPA ont présenté des concentrations tissulaires en BPA supérieures a leur concentration

plasmatique.

Au sein des tissus cibles des cestrogeénes (ovaires, utérus, tissu mammaire), les
concentrations en BPA ont été environ 10-25 fois supérieures aux concentrations plasmatiques
(330ng/g-839ng/g). Les feetus (B3 et B4) ayant regu une perfusion de BPA-G ont présenté des
concentrations tissulaires en BPA au moins 10-300 fois supérieures aux concentrations
plasmatiques (<LOQ), les concentrations les plus importantes ont été observées au niveau du foie,

des surrénales et des reins.

Ces données sont a considérer avec précaution car le rendement d’extraction de cette

méthode n’a pas été évalué.
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Le tableau 12 présente pour chaque tissu prélevé les moyennes des ratios des
concentrations tissulaires (en nmol/g) de BPA ou de BPA-G rapportées a la dose de BPA ou de
BPA-G regue (en nmol/kg de poids corporel).

Tableau 12 : Moyennes des ratios des concentrations tissulaires en BPA ou BPA-G en nmol/g de tissu sur la dose de
BPA ou de BPA-G regue en nmol/kg de poids corporel (n = nombre d’individus pris en compte pour le calcul de la
moyenne / [BPA] = concentration tissulaire en BPA / [BPA-G] = concentration tissulaire en BPA-G).

Les brebis dont les tissus feetaux ont été analysés sont :
- aprés perfusion de BPA 2B14 (2.6nmol/kg/min de BPA), B9 (2.8 nmol/kg/min), B15 (11 nmol/kg/min),
B10 (17 nmol/kg/min), B11 (95 nmol/kg/min).
- Aprés perfusion de BPA-G > B5 (1,6 nmol/kg/min de BPA-G), B12 (1.7 nmol/kg/min), B6
(3.1nmol/kg/min), B7 (14 nmol/kg/min), B8 (17 nmol/kg/min)

Perfusion BPA Perfusion BPA-G
Ratio [BPA]/dose Ratio [BPA-GJ/dose Ratio [BPA]/dose Ratio [BPA-GJ/dose
Echantillon Moyenne.1 0?3 n Moyenne.1 0?3 n Moyenne.1 0?3 n Moyenne.1 0 n
Cervelet 7.0 5 50 5 12 5 392 5
Cotylédon 7.6 5 138 5 16 5 1500 5
Foie 6.9 5 364 5 30 5 3100 5
Gonade 12 4 168 5 17 5 830 5
Glande 11 3 338 2 15 5 2500 5
Mammaire
Hémisphére 15 5 30 5 75 5 300 5
Cérébral
Hypothalamus 73 5 41 5 11 4 220 4
Hypophyse 5.2 5 129 5 15 5 960 5
Rein 15 5 530 5 24 5 4000 5
Surrénales 13 5 243 5 17 5 2300 5
Tissu Adipeux 11 5 196 5 14 5 1400 5
Périrénal
Tronc Cérébral 44 5 92 5 30 5 440 5
Utérus 5.3 3 637 2 11 5 3300 5
Thyroide 8.6 4 235 4 16 2 925 2
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Aprés une perfusion feetale de BPA-G, le BPA est détecté dans les tissus foetaux.

Les concentrations dans différents tissus en BPA et BPA-G ont été évaluées pour les feetus de
10 brebis apres perfusion de BPA ou BPA-G.

Les feetus ayant regu du BPA sont ceux des brebis B14, B9, B15, B10, B11. Ceux ayant recu
du BPA-G sont ceux des brebis B5, B12, B6, B7, BS.

e Concentrations tissulaires et plasmatiques en BPA ou BPA-G aprés perfusion de BPA

Le BPA est retrouvé dans tous les tissus examinés. Les concentrations les plus importantes
sont observées au niveau des reins, du tissu adipeux périrénal, des surrénales et du SNC.

Le BPA-G est distribué de fagon beaucoup plus hétérogeéne. Les concentrations les plus

importantes sont observées au niveau du plasma, de ’utérus, des reins et du foie.

Les ratios concentration/dose (en molaire) de BPA et de BPA-G fluctuent sensiblement
en fonction de la dose de BPA sans qu’aucune tendance générale de leur évolution ne soit mise

en évidence en fonction de la dose.

e Concentrations tissulaires et plasmatiques en BPA ou BPA-G aprés perfusion de BPA-G

Du BPA est retrouvé a des ratios concentration/dose (en molaire) du méme ordre de
grandeur que ceux obtenus aprés administration de BPA. Les concentrations en BPA les plus
importantes sont observées au niveau du foie et des reins, des gonades et des surrénales. Les
concentrations en BPA-G les plus ¢élevées sont observées au niveau du plasma, des reins, de

I’utérus et du foie.

Les concentrations plasmatiques et tissulaires en BPA-G sont 10 fois plus élevées a

I’issue d’une perfusion de BPA-G que celles observées aprés une perfusion de BPA.

Le ratio concentration/dose (en molaire) de BPA et de BPA-G fluctuent sensiblement en
fonction de la dose de BPA-G sans qu’aucune tendance générale de leur évolution ne soit mise

en évidence en fonction de la dose.

En résumé, les concentrations tissulaires en BPA obtenues aprés perfusion de BPA-G sont du
méme ordre de grandeur que celles obtenues apres perfusion de BPA a dose molaire équivalente
mais les concentrations tissulaires en BPA-G obtenue aprés perfusion de BPA-G sont trés

supérieures a celles obtenues aprés perfusion de BPA a dose molaire équivalente.
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1V. Discussion

Les objectifs de notre étude étaient d’évaluer 1’¢limination du BPA-G au niveau de 1’unité
feeto-placentaire, d’analyser les mécanismes d’élimination du BPA-G feetal et de poursuivre la
caractérisation de I’exposition feetale au BPA et a ses métabolites aux niveaux tissulaire et

plasmatique.

e Données plasmatiques et urinaires
o Elimination des métabolites du BPA par le feetus ovin

La pharmacocinétique feetale du BPA est caractérisée par une clairance ¢élevée (187ml/kg.min)
dont la composante principale est la clairance placentaire feeto-maternelle qui s’¢léve a 80
ml/kg.min. Ceci est en accord avec les travaux de Corbel et al. (2013) qui ont mis en évidence une
clairance feetale totale de 200 mL/(kg.min). Ce résultat suggere que le foetus est capable d’éliminer
le BPA rapidement, méme pour de fortes doses.

La fraction moyenne de la dose de BPA administrée au feetus qui est recueillie dans les urines
maternelle sous forme de BPA-G est de 36%. Cette valeur est cohérente avec celle estimée a partir
des données plasmatiques maternelles (26£10%). La différence d’estimation peut &tre liée a la
fraction de BPA ¢éliminée dans les urines sous la forme de BPA-S (0.4-30%), non prise en compte
lors des estimations réalisées a partir des données plasmatiques.

La fraction de la dose de BPA-G perfusée au feetus éliminée dans les urines maternelles a été
plus variable, de 5 a 26%, de fagon indépendante de la dose administrée avec une valeur moyenne
de 16+ 9 %, soit environ la moitié¢ de la valeur obtenue pour le BPA. Pour le feetus qui a regu la
plus forte dose de BPA-G, la fraction de la dose de BPA-G administrée au feetus éliminée dans les
urines maternelles (8%) est cohérente avec la faible valeur estimée a partir des données
plasmatiques maternelles (2.5%). Ce résultat est a mettre en relation avec la part de la clairance
feetale du BPA-G attribuée a la clairance placentaire feeto-maternelle, dont la valeur maximale a été

estimée a 20% a partir des données plasmatiques maternelles.

o Pharmacocinétique feetale du BPA et BPA-G
Les concentrations plasmatiques foetales en BPA ont varié de fagon relativement
proportionnelle a la dose de BPA administrée au foetus pour des doses de BPA supérieures ou
égales a 3.6 mg/(kg.j). Pour des doses de BPA administrées de 1’ordre de 5 mg/(kg.j), la
concentration plasmatique feetale, a 1’équilibre, de BPA a été de 20 ng/ml, ce qui est cohérent avec

les données obtenues par Corbel et al (2013).

70



En revanche, nos données suggerent que la pharmacocinétique feetale du BPA-G n’est pas
linéaire. La clairance moyenne du BPA-G a été de 'ordre de 0.1 ml/kg.min pour des doses de
BPA-G comprises entre 1 et 2 mg/kg. Pour les doses élevées de BPA-G (8 et 10 mg/kg), la
clairance du BPA-G a été estimée a une valeur environ 4-5 fois supérieure (0.3-0.5 ml/kg.min)).
Ces données suggerent que si le taux de conversion de BPA en BPA-G est indépendant de la dose
de BPA, la non proportionnalité de la clairance du BPA-G avec le niveau d’exposition au BPA-G
pourrait expliquer la non proportionnalité des concentrations plasmatiques feetales en BPA-G avec

la dose de BPA.

o Hydrolyse feetale du BPA-G

Le BPA a été seulement détecté dans le plasma du feetus qui a recu une perfusion de BPA-G
dans la cavité amniotique a la forte dose de 10 mg/(kg.j) (17 nmoles/(kg.min)). La concentration
moyenne de BPA de ce feetus (23 ng/ml) a été du méme ordre de grandeur que celle d’un feetus
perfusé¢ avec du BPA & une dose molaire équivalente (6 mg/(kg.j), 17 nmoles/(kg.min)). Cette
observation est cohérente avec I’hypothése d’une hydrolyse importante du BPA-G en BPA. Dans
ce dernier cas, le ratio entre les concentrations plasmatiques feetales de BPA et de BPA-G a été
proche de celui observé lors de la perfusion de BPA, ce qui conforte I’hypothése de 1’hydrolyse du
BPA-G.

Ainsi, le BPA-G pourrait étre hydrolysé dans différents tissus ou liquides au sein de I'unité
foeto-placentaire, notamment au niveau du liquide amniotique ou de I’intestin comme cela a été
suggéré chez le foetus de rongeurs pour le glucuronide de p-phényl acide benzoique (Nanbo et al.,

1982). Cette hydrolyse pourrait alors modifier I’exposition feetale au BPA.

o Sous quelle forme le BPA-G passe-t-il du feetus ovin a sa mére ?

Si on fait I’hypothése selon laquelle le BPA-G passe la barriére placentaire sous une forme
inchangée, la concentration a 1’équilibre de BPA-G dans le sang maternel peut €tre prédite (Css
BPA-G predite) @ partir de la dose de BPA-G (Dose gpa-G wine) qui passe du feetus a la mere, estimée a
partir du pourcentage de la dose retrouvée dans les urines maternelles (umoles), de la clairance
du BPA-G (Cl gpa.g mere) chez la brebis gravide (3.5 ml/(kg.min), 245ml/min) selon 1’équation 4.
Ceci est valable en faisant ’hypothése que tout le BPA-G qui passe a la mere est éliminé dans
les urines sous forme de BPA-G.

_ Dosegpag urine

) CsSppacoredice = 1 R
Equation 4 : “EPAGmMErs
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Pour les deux plus fortes doses de BPA-G, 8 mg/(kg.j) (16% de la dose ¢éliminée dans les
urines maternelles, soit 2.2 nmoles/(kg.min), 3kg de poids corporel, 7nmoles/min) et 10 mg/(kg.j)
(8% de la dose éliminée dans les urines maternelles, soit 1.3 nmoles/(kg.min), 2.5kg de poids
corporel, soit 3.4nmoles/min), les valeurs prédites des concentrations plasmatiques maternelles en
BPA-G sont respectivement 29nM (12ng/ml) et 14nM (6ng/ml). Les données des valeurs observées

correspondantes sont <LOQ (5 ng/ml) et 11ng/ml, respectivement.

A partir de ’hypothése selon laquelle le BPA-G hydrolysé au niveau de I'unité foeto-
placentaire passe la barriere placentaire sous la forme de BPA, la Css de BPA dans le sang
maternel peut étre prédite a partir de la méme équation que pour ’hypothese 1, en remplagant les
données concernant le BPA-G par celles du BPA. D’aprés cette hypothese, les concentrations a
I’équilibre de BPA prédites dans le plasma maternel sont inférieures a la LOQ (Ing/ml), soit 0.9 et
0.4 ng/ml pour les doses de 8 et 10 mg/(kg/j). Les concentrations plasmatiques en BPA-G
correspondantes devraient étre de I’ordre de 20 et 8ng/ml, soit du méme ordre de grandeur que les

valeurs prédites pour un passage direct du BPA-G.

Les données plasmatiques maternelles ne nous permettent donc pas de conclure sur la

forme sous laquelle le BPA-G est éliminé du compartiment feetal.

Pour mettre a 1’épreuve 1’hypothése d’un passage du BPA-G sous la forme de BPA, il
faudrait administrer une dose trés élevée de BPA-G pour pouvoir détecter du BPA dans la
circulation maternelle (100-200 mg/(kg.j), 4-8 mg/(kg.h)). Dans ce cas, la durée de la perfusion IV
pourrait étre de quelques heures puisque les données obtenues sur la brebis dont le foetus a regu la
plus forte dose de BPA (30 mg/(kg.j)) montrent que les concentrations plasmatiques maternelles en
BPA ont atteint une valeur d’équilibre 3h aprés le début de la perfusion feetale de BPA. Les
données obtenues pour une forte dose de BPA-G ne pourraient cependant pas étre extrapolées a
celles attendues pour de plus faibles doses de BPA-G car nos données suggérent fortement la non

linéarité de la pharmacocinétique feetale du BPA-G.

Une alternative pourrait étre de prélever le sang depuis la veine utérine de fagon a évaluer la
forme prépondérante de BPA ¢éliminée a partir de I'unité foeto-placentaire lors de la perfusion
feetale de BPA-G et d’évaluer la clairance feeto-maternelle du BPA-G. En effet, si une petite partie
de la dose de BPA-G passe du feetus a la mere, la concentration plasmatique est trop faible pour
étre quantifiée a partir du sang périphérique, car elle sera immédiatement diluée dans le volume
sanguin total de la mére (volume sanguin maternel = 20 & 30 fois le volume sanguin feetal en fin de

gestation). En prélevant le sang directement depuis les vaisseaux utérins, la dilution serait limitée.

72



e Données tissulaires
o Hydrolyse feetale du BPA-G

Les données obtenues a partir des concentrations tissulaires en BPA et BPA-G sont en accord
avec les données plasmatiques concernant 1’hydrolyse du BPA au sein de I’organisme foetal.

Apres une perfusion feetale de BPA-G, le BPA est détecté dans les tissus feetaux. Ceci suggere
une hydrolyse du BPA-G. De plus, le ratio entre les concentrations tissulaires et plasmatiques de
BPA varie de 2 a 4 alors que ce ratio pour le BPA-G est de I’ordre de 0.3, le BPA est donc distribué
dans les tissus de fagon plus importante que le BPA-G, ce qui est en accord avec les propriétés plus
lipophiles du BPA par rapport a ses métabolites.

Les concentrations tissulaires en BPA obtenues apres perfusion de BPA-G sont du méme ordre
de grandeur que celles obtenues aprés perfusion de BPA a dose molaire équivalente ce qui va dans
le sens d’une hydrolyse majeure du BPA-G en BPA. L’équivalence des concentrations tissulaires
en BPA dans les deux conditions ne peut pas s’expliquer par des concentrations en BPA-G
équivalentes.

o Pharmacocinétique feetale du BPA et BPA-G

Les concentrations tissulaires et plasmatiques en BPA-G obtenue aprés perfusion de BPA-G
sont dix fois plus importantes que celles obtenues aprés perfusion de BPA a dose molaire
équivalente, ce qui est cohérent avec un taux de glucuronidation de I’ordre de 10% lors de

perfusion de BPA.
o Exposition du systéeme nerveux central (SNC) au BPA et au BPA-S

Le BPA conjugué pourrait traverser la barriere hémato-encéphalique via les transporteurs

impliqués dans le passage des cestrogénes conjugués.

Les travaux réalisés chez le foetus ovin ont mis en évidence une forte activité sulfatase au
niveau du SNC (Purinton et al., 1999). La non détection de BPA-S dans le tissu nerveux (mesuré
aux niveaux de la glande mammaire, des hémisphéres cérébraux, du tronc cérébral, du cervelet, de
I’hypothalamus) aprés la perfusion feetale de BPA ou de BPA-G est cohérente avec cette
hypothese.
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Conclusion

Nous avons pu montrer qu’environ 30 et 15%, du BPA et du BPA-G respectivement
administrés au feetus étaient éliminés via I’organisme maternel essentiellement sous forme de BPA -
G (>90%) dans les urines maternelles. En effet, I’élimination du BPA-G a partir de I’unité feeto-
placentaire pourrait résulter de la clairance placentaire foeto-maternelle du BPA formé par
hydrolyse du BPA-G comme le suggerent les données obtenues pour le feetus qui a regu la plus

forte dose de BPA-G.

L’ensemble de ces données ne nous permettent cependant pas de déterminer sous quelle forme
le BPA-G passe la barriére placentaire a partir des données plasmatiques maternelles ; les
mécanismes intervenant dans 1’¢limination feetale du BPA-G restent en partie inconnus.

Nos données suggerent que le BPA-G formé par métabolisation feetale est piégé dans le
compartiment foeto-amnio-placentaire de par son incapacité a passer la barriere placentaire.
L’hypothése émise a partir de ces observations est que le BPA-G piégé du coté feetal est éliminé
progressivement sous la forme du BPA aprés son hydrolyse par les glucuronidases présentes dans

I’intestin, les tissus feetaux et/ou le liquide amniotique.

Parallélement a cela, I’étude des concentrations tissulaires foetales en BPA et en ses
métabolites a conforté I’hypothése de I’hydrolyse du BPA-G en BPA. En effet, les
concentrations tissulaires en BPA obtenues aprés perfusion de BPA-G sont du méme ordre de
grandeur que celles obtenues aprés perfusion de BPA a dose molaire équivalente ce qui va dans

le sens d’une hydrolyse majeure du BPA-G perfusé au feetus en BPA.

L’ensemble de ces résultats suggére une déconjugaison des métabolites inactifs en BPA
actifs au sein des tissus feetaux, suggérant qu’a dose équivalente le BPA-G serait susceptible
d’entrainer des effets similaires a ceux du BPA pour le feetus, c'est-a-dire une perturbation
hormonale de type oestrogénomimétique au niveau des tissus cibles. Ainsi, la mise en évidence
de I’hydrolyse majeure du BPA-G en BPA dans 1’unité foeto-placentaire pourrait étre complétée
et précisée par I’évaluation de I’effet cestrogéno-mimétique du BPA-G administré au feetus, qui
proviendrait de sa réactivation en BPA. Pour ce faire, il est possible de mesurer les
concentrations de biomarqueurs tels que la LH, la prolactine ou encore la FSH, au cours de
perfusions de BPA ou de BPA-G. En effet, ces hormones peuvent &étre modulées par les

cestrogenes circulants dans 1’organisme foetal.

Il semble également nécessaire de préciser les caractéristiques des échanges du BPA-G entre le
feetus et sa mére, ce qui pourrait étre mis en place sur le modele ovin avec des perfusions feetales de

trés fortes doses de BPA-G ou en cathétérisant la veine utérine directement.
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Enfin, de nombreuses inconnues persistent quant aux enzymes responsables de I’hydrolyse,
telles que leur diversité, leurs substrats, leur quantification ou encore leurs localisations précises.
La connaissance de ces différents éléments pourrait permettre de préciser 1’exposition foetale au
BPA et a ses métabolites, et d’aider les experts a évaluer si I’exposition feetale humaine au BPA-G

peut présenter un risque pour la santg.
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TITRE : CARACTERISATION DE L’ELIMINATION DU BISPHENOL A ET DE SES
FORMES CONJUGUEES PAR LE FETUS OVIN

RESUME : Le Bisphénol A (BPA) est un composé cestrogénomimétique utilisé en plasturgie. Le modéle du
feetus ovin instrumenté a permis de montrer que le foetus est capable de métaboliser le BPA en BPA-
glucuronide (BPA-Q) inactif qui s’accumule dans le compartiment feetal, ce qui souléve la question du risque
lié a la réactivation du BPA-G au niveau des tissus cibles feetaux. Une approche toxicocinétique a été utilisée
chez le feetus ovin pour évaluer les modalités d’élimination du BPA et du BPA-G a partir du compartiment
feetal ainsi que 1’exposition feetale au BPA et a ses métabolites. L’analyse des données maternelles indique
qu’une partic du BPA ou du BPA-G administrée au feetus est éliminée dans les urines de la mére
(majoritairement sous forme de BPA-G). L’évaluation des concentrations tissulaires foetales en BPA et en
BPA-G conforte I’hypothése de la réactivation du BPA au niveau des tissus feetaux, suggérant qu’a dose
équivalente le BPA-G pourrait entrainer des effets similaires a ceux du BPA pour le feetus.

MOTS-CLES : BISPHENOL A, BPA-GLUCURONIDE, FOETUS, METABOLISME FETAL,
OVIN, PARAMETRES TOXICOCINETIQUES, UNITE FOETOMATERNELLE

ENGLISH TITLE : CHARACTERIZATION OF THE ELIMINATION OF BISPHENOL A
AND ITS CONJUGATED METABOLITES

ABSTRACT: Bisphenol A (BPA) is an estrogenic compound used in plastic industry. The
physiological model of the instrumented ovine fetus has revealed that the ovine fetus is able to
metabolize the BPA in BPA-glucuronide (BPA-G) which is trapped into the feto-placental unit,
raising the question of a possible reactivation of BPA-G after fetal hydrolysis. A toxicokinetic
approach was used in fetal sheep to evaluate the modalities of BPA and BPA-G clearance from the
fetal compartment and the fetal exposures to BPA and its metabolites. The analysis of maternal
data suggests that the BPA or BPA-G infused to the fetus is eliminated in maternal urine (mainly as
BPA-G).The analysis of tissue fetal concentrations of BPA and its metabolites supports the
hypothesis that BPA-G can be reactivated in fetal tissues, suggesting that at a same molar dose,
BPA-G could have similar effects than BPA concerning the fetus.

KEYWORDS : BISPHENOL A, BPA-GLUCURONIDE, FETUS, FETAL METABOLISM,
OVINE, TOXICOKINETIC PARAMETERS, FETO-MATERNAL UNITY
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