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Introduction

Le fipronil est un pesticide de la famille des phénylpyrazoles utilis¢ dans le monde entier et
dans de nombreux domaines. Il est notamment largement utilis¢ dans le domaine agricole, en
tant que produit phytosanitaire. En France, ce produit fait I’objet d’une interdiction pour les
usages phytosanitaires en agriculture. Cette interdiction repose sur la suspicion d’une
éventuelle toxicité des formules telles que le Régent® (BASF, USA) pour les abeilles. Le
fipronil est également utilisé en grande quantité comme insecticide dans des domaines
professionnels tels que le domaine vétérinaire et celui de la désinsectisation de locaux, mais
également dans le domaine ménager. Ainsi cette molécule peut étre présente dans des
écosystémes trés variés et trés étendus ce qui, allié & sa grande stabilité, en fait un polluant
environnemental potentiel.

Parmi les polluants environnementaux, il existe un ensemble de molécules classées sous
I’appellation de « perturbateurs endocriniens ». Les perturbateurs endocriniens sont des
substances qui interférent avec les fonctions du systeme hormonal, risquant d’influer
négativement sur la physiologie, les processus de synthése, de séerétion, de transport, d’action
et d’élimination des hormones. Ainsi, ils influencent la régulation hormonale du
développement, de la croissance, de la reproduction et du comportement.

Ces derniéres années, 'intérét de I"opinion publique pour les perturbateurs endocriniens n’a
cessé d’augmenter, les substances toxiques qui subsistent résiduellement dans
’environnement et leurs effets potentiels sur la nature et sur la santé humaine sont une grande
préoccupation actuelle, en permanente évolution sur le plan scientifique mais également du
point de vue réglementaire.

De ce fait, tout un contexte politique entoure ce sujet d’actualité. En effet des décembre 1999,
la Communauté Européenne a engagé une communication auprés du Conseil Européen et
auprés du Parlement Européen sur 1'établissement d’une stratégie communautaire pour les
perturbateurs endocriniens. Depuis 2001, un bureau de travail européen sur les perturbateurs
endocriniens centralise toutes les données sur ce sujet. Plus récemment, les pressions
sociétales pour avoir une meilleure connaissance des risques dus aux molécules chimiques et
en particulier de celles qui persistent dans ’environnement ont abouti a la présentation par la
Communauté Européenne du projet de loi R.E.A.CH (Registration, Evaluation, Authorisation
of CHemicals) en octobre 2003. Ce projet concerne 30000 molécules chimiques présentes sur

le marché européen et vise entre autre au regroupement des informations sur ces molécules et



a Puniformisation des démarches permettant d’évaluer leur toxicité tout en préservant le
dynamisme des marchés industriels européens de la chimie. Depuis, la pression des « lobbys »
industriels a mené a un allégement de ce projet de loi qui a été adopté en novembre 2005 par
le parlement européen et est actuellement en discussion au Conseil des ministres. Il devrait
entrer en vigueur en 2007.

Le fipronil fait partie des perturbateurs endocriniens. Des études toxicologiques ont montré
qu’il est inducteur de cancérogenése thyroidienne chez le rat, mais pour des doses trés
élevées, supérieures a celles auxquelles la molécule est normalement utilis¢e. 11 est nécessaire
d’étudier les effets du fipronil sur les espéces vertébrées qui ne sont pas des cibles prévues
dans son usage thérapeutique (amphibiens, reptiles, oiseaux, poissons et mammiféres) afin de
mieux pouvoir évaluer les conséquences toxicologiques de 'utilisation de cette molecule, en
particulier chez I’homme (Tingle et al., 2003) surtout lors de confrontation de maniére répetee
et chronique a de petites doses de ce produit. L'¢évaluation des conmséquences d’une telle
exposition sur la fonction thyroidienne est trés importante. Jusqu’a présent le modele animal
employé pour mener ces études toxicologiques était le rat, modele traditionnel en mati¢re
d’expérimentation et recommandé par la réglementation. Cependant, il existe des différences
importantes de physiologie thyroidienne entre le rat et I’'homme. Ces différences sont
génantes car il est difficile d’extrapoler 4 ’homme des résultats toxicologiques qui sont
obtenus chez le rat. Ainsi, notre projet s’inscrit dans le cadre du développement d’un modele
d’étude pertinent par rapport & ’homme, pour 1’étude de la toxicité des xénobiotiques sur les
fonctions thyroidiennes.

Dans ce cadre, notre étude & pour objectif de comparer le modéle ovin par rapport au modele
rat, et d’évaluer les parameétres pharmacocinétiques du fipronil chez le mouton afin de
déterminer un schéma posologique capable de mimer chez les ovins I’exposition au fipronil

qui a été associée chez le rat & une perturbation de la fonction thyroidienne.



Premiére partie : Partie bibliographique
I. L.’axe hypothalamo-hypophysaire thyroidien

I.1. Eléments de physiologie thyroidienne

L.1.1. La stimulation de la fonction thyroidienne

La glande thyroide regoit des stimulations qui proviennent des principaux centres régulateurs
endocriniens de 1’organisme : 'hypothalamus et "hypophyse. L hypothalamus sécréte la TRH
(Thyrotropin Releasing Hormone) qui en agissant sur I’antéhypophyse induit la sécrétion de
TSH (Thyroid Stimulating Hormone). Les cellules folliculaires de la glande thyroide
possédent des récepteurs & la TSH qui lorsqu’ils sont activés entrafnent 1’activation d’une
adénylate cyclase et une augmentation du taux d’AMPc intracellulaire. Ceci a alors pour
conséquence d’activer d’une part la libération des hormones thyroidiennes et d’autre part la

synthése de thyroglobulines, de thyroperoxydases et de protéines du symport Na/l.

I1.1.2. La synthése et la sécrétion des hormones thyroidiennes

Les jodures du sang sont captés par les cellules folliculaires de la thyroide grice a un
mécanisme de transport actif qui met en jeu un cotransporteur Nat/I-. Ce cotransporteur
fonctionne grace 4 un gradient de Nat+ entretenu par une pompe Na+/K+/ATPase. En outre,
’activité de ce transporteur est accrue lors de stimulation persistante par la TSH. La capture
des iodures serait I’étape limitante de la syntheése des hormones thyroidiennes iodées. Apres
leur capture, les iodures sont oxydés et fixés & des molécules organiques (Pour revue :
Kaneko, 1997).

Les iodothyronines qui forment les hormones thyroidiennes sont synthétisées a partir de
’iodation des résidus tyrosyls de la thyroglobuline via la thyroperoxydase (en présence
d’iodures, de NADPH, et d’H,0O;). Ensuite, ces résidus iodés sont couplés entre eux au sein de
la thyroglobuline. La thyroglobuline est ensuite captée par endocytose par les cellules
folliculaires afin d’étre hydrolysée par protéolyse lysosomiale. S’en suit une libération des
hormones T3 (triiodothyronine) et T4 (tétraiodothyronine ou thyroxine) dans le torrent
circulatoire, ainsi qu’un recyclage intracellulaire de MIT (monoiodotyrosine) et de DIT

(diiodotyrosine) (Pour revue : Larsen et al., 1998).



I.1.3. L utilisation des hormones thyroidiennes

Dans la circulation sanguine, la majorité des hormones thyroidiennes sont liées a des
transporteurs et sont a I’équilibre avec leurs formes libres. Seules les formes libres peuvent
étre captées en vue d’une utilisation tissulaire. De plus, & la surface de certaines cellules cibles
et des cellules hépatiques se situent des désiodases membranaires qui vont agir sur la T4
(thyroxine). Cette derniére va subir une désiodation par une thyroxine-5’-desiodase et étre
transformée en T3 (trilodothyronine) qui est la forme active des hormones thyroidiennes.
Ainsi la T4 est parfois considérée comme une prohormone de la T3 (Pour revue : Kaneko,
1997).

Les hormones thyroidiennes vont agir sur I’organisme en augmentant le métabolisme de base.
Elles participent a la régulation de la croissance, de la thermogenése, des fonctions
cardiovasculaires et respiratoires, de P’alimentation et de la digestion, de la tonicité

musculaire, du développement du systéme nerveux... (Pour revue : Larsen et al., 1998).

I1.1.4. Le catabolisme et 1’élimination des hormones thyroidiennes

DECARBOXYLATION OXYDATION
de la liaison éther
\ I [
COO0-
\ CONJUGAISONS .
CH — CH2 OH - glucurcnate, sultate

+H3N
i \ I
/ DESIODATION :

DESAMINATION OXYDATIVE L, T3,113,72

Figure 1 : Les différentes voies du catabolisme des hormones thyroidiennes.

Le catabolisme des hormones thyroidiennes a lieu principalement dans le foie et également un
peu dans le rein. 1l se déroule en deux phases : la phase | consiste & dénaturer I’hormone et a
la préparer pour la phase 2 qui se traduit par la conjugaison des métabolites primaires a un
groupement qui facilitera leur élimination biliaire ou urinaire.

Les réactions de phase 1 sont catalysées par un ensemble d’enzymes du cytochrome P450
monooxygénase. Le cytochrome P450 est lié aux membranes cellulaires du réticulum

endoplasmique lisse et est formé d’enzymes possédant des complexes porphyrine renfermant
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chacun un atome de Fer. Il catalyse des réactions d’oxydation dépendantes de NADPH et
d’oxygéne qui vont se traduire pour les hormones thyroidiennes par le clivage de la liaison
¢ther entre les deux cycles aromatiques. Ce clivage conduit a la libération de DIT
(ditodothyronine) ou de MIT (monoiodothyronine). Chez ’homme, 1l existe trois tamilles
majeures de cytochromes P450: CYPI, CYP2 et CYP3. Les cytochromes P450 sont peu
spécifiques et peuvent prendre en charge un grand nombre de molécules différentes. L activite
des cytochromes est inductible par certaines substances organiques ou par des xénobiotiques

et le catabolisme des molécules prises en charge peut ainsi en étre accru ou en étre diminué.

La deuxiéme phase du catabolisme des hormones thyroidiennes consiste en des réactions de
conjugaison qui accolent aux noyau phénol des hormones un groupement glucuronate (ou
plus rarement sulfate) trés hydrosoluble qui facilite I’¢élimination par la bile ou par "'urine. Cet
accolement est formé par des enzymes UDP-glucuronyltransférases (UGT) et
sulfotransférases qui créent des liaisons osidiques avec "UDPglucuronate et le sulfate. Les
hormones conjuguées sont alors excrétées par voie biliaire et ¢liminées par voie fécale.
Cependant, une tres petite fraction de ces catabolites hormonaux est déconjuguée dans le tube
digestif et subit un cycle entéro-hépatique. Lors de la réabsorption intestinale et du passage
dans le compartiment vasculaire, une partie des catabolites est éliminée par voie rénale.

Au total, 16 UGT différentes sont connues chez le rat et 19 chez I’homme. Ces enzymes sont
inductibles comme les cytochromes, par des molécules endogénes ou exogeénes et leur activité
est variable. Au moins 3 isoenzymes d’UGT seraient impliquées dans la conjugaison des
hormones thyroidiennes chez le rat. Une étude conclut que les types UGT1 et UGT?2 agiraient
préférentiellement sur la T4 et sur la rT3. Le type UGT3 agirait quant & lui sur la conjugaison

de la T3 (Visser et al., 1993).

Enfin, il existe d’autres voies métaboliques du catabolisme des hormones thyroidiennes :

- La désamination oxydative puis la décarboxylation des acides a-cétoniques forme les acides
tétra- et tri-iodoacétiques qui aprés désiodation donnent ’acide thyroacétique.

- La décarboxylation des hormones donne des amines primaires (tétra- et tri-
iodothyronamines) qui peuvent aussi étre désiodées ce qui permet & I’organisme de recycler
I’iode.

Les principales réactions intervenant dans le catabolisme peuvent avoir lieu dans un ordre

différent si bien qu’une grande variété de catabolites peut étre produite (Figure 1).
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I.1.5. La régulation de la fonction thyroidienne
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Figure 2 : Les voies de régulation de la fonction thyroidienne.

L’augmentation des concentrations en T3 et T4 libres est suivie d’une augmentation du
rétrocontrole négatif sur ’hypothalamus et sur ’hypophyse qui se traduit par une diminution
de leurs sécrétions respectives de TRH et de TSH (Figure 2). De nombreux neuromédiateurs
agissent sur les neurones & TRH et en particulier I’acide gamma-amino-butyrique encore
appelé « gaba ». En effet, les neurones & TRH hypophysiotropes du noyau paraventriculaire
font ’objet d’une innervation GABAergique centrale (Feteke et al., 2002). Chez le rat,
I’administration intra-crinienne, dans le troisiéme ventricule, d’acide gamma-amino-
butyrique a une action inhibitrice sur la sécrétion de TSH via une action centrale probable
(Jordan et al,. 1983). Enfin, certaines molécules endogénes influencent la fonction

thyroidienne comme les catécholamines, les cytokines et la somatostatine hypothalamique.
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I.2. Variations interspécifiques de physiologie thyroidienne

Il est important de connaitre les variations interspécifiques de physiologie thyroidienne pour
pouvoir déterminer quelle espéce est la mieux appropriée pour servir de modele animal dans
la réalisation d’une évaluation toxicologique pour ['homme. En effet, si on veut pouvoir
extrapoler & ’homme les résultats d’une expérience, il faut que le modele animal d’¢tude ait

une physiologie [a plus proche possible de celle de 'homme.

Les concentrations basales ¢t les fractions libres en thyroxine varient peu entre "homme, le
mouton et le rat. Les concentrations de thyroxine totale semblent toutefois légérement

inférieures chez le mouton et le rat (Tableau 1).

Sexe Protéines totales aui(:iz tléfnes‘ Fraction libre de T4 | TT4 F14
¥ - 0, ¥ ¥
(/L) o) (%) (bg/L) | (ng/L)
Normal M 74 70 0,040 62 25
Homme | Déficient en
TBG F 76 18 0,126 11 I4
Mouton F 62 30 0,047 36,5 17,5
Rat M 66 39 0,064 37,7 24

Tableau 1 : Variation des paramétres de la fonction thyroidienne chez ’homme, le rat, et le
mouton {D)’aprés Refetoff et al., 1970). Les valeurs de I’étude étant homogenes, les valeurs
présentées sont les moyennes des valeurs de I’étude.

Malgré les similarités des valeurs de base, il existe des différences majeures entre ces trois
espéces en ce qui concernc la nature des protéines plasmatiques en charge du transport

plasmatique des hormones thyroidiennes (Tableau 2, 3 et 4). Ces protéines de transport sont:

- La TBG (Thyroxin Binding Globulin} est sécrétée par le foie. Elle est présente de maniere
inconstante chez le rat, qui bien que possédant un géne de la TBG ne le transcrit qu’en
période post-natale (jusqu’a 8 semaines) et en période de sénescence (a partir de 7 mois)
(Savu et al., 1991). Durant la période ot le rat ne synthétise pas de TBG, le temps de demi-vie
de la T4 chez le rat est de 12 & 24h ce qui est trés court alors que chez I’homme qui possede
une TBG, la dégradation métabolique des hormones thyroidiennes est plus lente et le temps de
demi-vie de la T4 totale varie de 5 4 9 jours (Pour revue : Larsen et al., 1998). L’homme et le

mouton possédent la TBG. Cette protéine posséde une constante d’affinité trés ¢levée pour T4
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et un peu plus faible pour T3. Les TBG de I'homme et du mouton ont des propri¢tés physico-
chimiques communes : la capacité de lier la T4, la non-inhibition de la liaison par un tampon
de barbituriques, une faible capacité de liaison a la thyroxine, une mobilité plus lente que
’albumine lors d’électrophorése sur gel d’agarose qui leur vaut le nom de « thyroxin binding
postalbumins » (Larsson et al., 1985). En outre, La TBG de I’homme est hautement spécifique
et transporte les trois-quarts de la thyroxine alors que la TBG du mouton n’en transporte que
la moitié. L’expression de la TBG est régulée par deux voies de contrdle, I'une est

thyroidienne et I'autre est hypophysaire (Vranckx et al., 1994).

- La transthyrétine (TTR) ou TBPA (Thyroxin Binding Prealbumin) est présente chez
I’homme, le mouton et le rat. Elle est également synthétisée par le foie. Elle possede une
capacité de fixation plus grande que celle de la TBG, cependant ses constantes d’affinit¢ vis-
a-vis de T4 et T3 sont plus faibles. L’expression de la TTR est régulée principalement par une

voie de contrdle hypophysaire et est trés peu régulée par la thyroide (Vranckx et al., 1994).

- L’albumine est le principal transporteur des hormones thyroidiennes chez les espéces ou la
TBG est absente. De plus chez ces espéces elle semble avoir une affinité augmentée pour les
hormones thyroidiennes. En effet, chez le rat, dont les hormones thyroidiennes sont
transportées par I’albumine, la fraction libre de T4 est identique & celle des autres especes ce
qui pourrait étre en faveur d’une affinité augmentée de I’albumine pour les hormones
thyroidiennes (Refetoff et al., 1970). Quant aux autres espcces, le rdle de I'albumine y est
variable : elle posséde en effet une capacité de fixation trés élevée mais son affinité pour les
hormones thyroidiennes est trés faible.

- Les lipoprotéines ne concernent qu’une tres petite fraction des hormones transportees

Répartition de la thyroxine en %
Thyroxine liée aux protéines de transport Thyroxine
TBG TTR Albumine | "omliée
Homme 73,3 18,9 7,8 0,037
Ovin 53,1 35,6 11,3 0,056
Rat - 85,1 14,8 0,066

Tableau 2 : Variations de la nature des protéines de transport de la thyroxine chez [’homme, le
rat et le mouton (DD’aprés Sutherland et al., 1975).
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Constantes de dissociation Kd {nmole/L)
pour la thyroxine (T4)

TBG TTR Albumine
Homme 0,105 6,25 2780
Ovin 0,112 7,14 2860
Rat - 2,78 1540

Tableau 3 : Affinité variable des protéines de transport pour la thyroxine chez I’homme, le rat
et le mouton (D’aprés Sutherland et al., 1975).

Capacité de liaison Bmax (nmole/L)
de la thyroxine (T4)
TBG TTR Albumine
(x10°%)
Homme 266,06 32296 51,3
Ovin 160 4494 352
Rat - 3968,2 30,2

Tableau 4 : Capacité variable des protéines de transport de la thyroxine chez ’homme, le rat
et le mouton (D’aprés Sutherland et al., 1975).

Il.  Les perturbateurs thyroidiens

I1.1. Les mécanismes d’action potentiels des perturbateurs thyroidiens

Les perturbateurs endocriniens sont des substances exogenes, présentes dans ’environnement,
qui entrainent des effets néfastes pour la santé chez un organisme ou chez sa progeniture, en
agissant au niveau des fonctions endocrines.

Il existe de nombreux mécanismes d’action des perturbateurs thyroidiens : Ils peuvent agir sur
I’inhibition de la capture de 1’iode par la glande thyroide, inhiber la synthése des hormones
thyroidiennes, étre pris en charge par les protéines de transport au détriment de la thyroxine,
altérer la métabolisation et 1’élimination des hormones thyroidiennes par le foie. De plus ils
peuvent agir comme des compétiteurs des hormones thyroidiennes au niveau de leur
récepteurs cellulaires, agir comme agoniste ou antagoniste de ces hormones, ou encore
interagir avec certains cofacteurs des récepteurs aux hormones thyroidiennes (Pour revue:

Brown, 2003).
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I1.2. Les principales molécules qui perturbent la fonction thyroidienne et leurs

mécanismes d’action

Les molécules qui perturbent la fonction thyroidienne peuvent étre des médicaments ou, des
molécules chimiques qui persistent dans ’environnement. Ce sont ces derniéres qui nous
intéressent. Il existe de nombreuses molécules perturbatrices de la glande thyroide, seules les

principales sont citées ici (Pour revue : Thomas et al., 1999) :

- Le dioxyde de chlore qui est un désinfectant pour piscine provoquerait une diminution des
concentrations plasmatiques de T4 en inhibant le symport du sodium et de I’iode, et donc la

capture d’iode par la glande thyroide (Zoeller, 2003).

- Des herbicides comme les phénylcarbamides chlorés, les bicarbamates, les uraciles
substitués, les pyridazinones, et les éthers biphényls induisent des changements dans I’activité
de 1a glande thyroidienne. Le nitrophéne, un nitrophénol halogéné réduit la taille et la densité
colloidale de la glande thyroide. Les triazines ont un effet suppresseur sur la fonction
thyroidienne. L’aminothiazole a une action directe sur la thyroide car il inhibe la synthese de
T4 et il accélére sa désiodation. L’herbicide 2,4-D provoque une diminution des
concentrations plasmatiques de protéines liées a I’iode. Le thiazopyr provoque une élévation
des taux de TSH entrainant des hypertrophies, des hyperplasies et des anaplasies des cellules
folliculaires. Les herbicides peuvent également étre & I"origine de tumeurs thyroidiennes. Peu
d’herbicides ont une action mutagéne (comme ’acctochlor) et aucun n’agit que par
mutagenése. En effet, tous ont en commun la capacité d’induire des cancers en déséquilibrant
la régulation de la fonction thyroidienne et en augmentant les concentrations plasmatiques de
TSH. Les modes d’action qui aboutissent a 1’élévation de TSH sont variables. Il existe des
modes d’action intra-thyroidiens et d’autres qui sont extra-thyroidiens. Les herbicides qui
agissent au niveau de la thyroide (comme ’amitrole, les dithicarbamates) agissent en altérant
le fonctionnement de la thyroperoxydase. Certains herbicides agissent en périphérie de la
thyroide (comme 1’acetochlor) notamment a travers une action sur le métabolisme hépatique
et induisent 1’activation des enzymes hépatiques ce qui a pour conséquence une augmentation
de 1’élimination des hormones thyroidiennes et partant une diminution du rétrocontrole des
hormones thyroidiennes sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire et une stimulation de la
libération de TSH, créant ainsi un emballement de la dynamique cellulaire de la thyroide

(Pour revue : Hurley, 1998).
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- Des fongicides de la famille des EBDC (éthyléne bis dithiocarbamates) comme le nabame,
le zinébe, et le zirame sont capables d’inhiber la capture d’iode par la glande thyroide. Le
corps humain les métabolise en éthyléne thiourée qui est une substance carcinogéne pour la
thyroide (Pour revue: Brown, 2003). L’éthyléne thiouree et la mancozebz agiraient en altérant
le fonctionnement de la thyroperoxydase, Le fenbuconazole agirait sur le métabolisme

hépatique (Pour revue : Hurley, 1998).

- Des polluants industriels semblent aussi perturber la glande thyroide. Les PCB ( biphényls
polychlorés) sont largement utilisés dans ’industrie électrique, dans ’industrie chimique de
I’huile, des peintures, des papiers, des adhésifs, des mastics et autres plastiques. Les PBDE
(diphényls éthers polybromés) sont utilisés comme retardateurs de flamme. La toxicité aigué
des PCB et des PBDE est faible, mais compte tenu de leur caractére cumulatif, en cas
d’administration prolongée ils peuvent présenter un danger. Ces molécules sont stables dans
I’environnement et la totalité des écosysttmes a été contaminée (INRA,
www.afssa.ft/ ftp/afssa/basedoc/Rapportfipro.pdf. mars 2005). Les mécanismes d’action des
PCB sont bien décrits et les expériences menées concluent qu’ils agissent premiérement en
diminuant la capacité de la TSH & augmenter les taux circulants de T4, et deuxiémement en
altérant le métabolisme des hormones thyroidiennes via un accroissement du catabolisme
hépatique et de 1’élimination biliaire des hormones. En effet, les PCB augmenteraient
I’expression et activité de la glucuronyltransférase (Kato et al., 2004) impliquée dans la
glucuronoconjuguaison de la T4 (Visser et al., 1993). Ainsi la clairance hépatique de la T4 est
augmentée et son temps de demi-vie plasmatique est diminué. De plus, certains PCB se
lieraient avec une bonne affinité aux protéines de transport des hormones thyroidiennes dans
le sang, déplacant ainsi des T4 li¢es vers des formes de T4 libres alors exposées a une plus
grande utilisation par les cellules et a une élimination accrue par le foie (Pour revue : Zoeller
et al.,, 2002). L’augmentation du métabolisme des hormones thyroidiennes entrainerait une
diminution de la concentration plasmatique de T4 qui résulterait en une augmentation de la
sécrétion de TRH et de TSH du fait de la diminution du rétrocontrdle négatif exerce par la T4
au niveau hypothalamique et hypophysaire. Cependant, dans certains modéles, on observe que
des mélanges de PCB induisent une diminution des concentrations plasmatiques en hormones
thyroidiennes, sans modification concomitante des concentrations plasmatiques de TSH
(Goldey et al., 1995).

Les dibenzofuranes et les dibenzodioxines polyhalogénés dont la 2, 3, 7, 8-

tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) sont des déchets industriels fréquents. Ils
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augmenteraient 1’activité des UDPGT hépatiques et par conséquent diminueraient les
concentrations plasmatiques de T4 chez le rat.

De nombreux polyhydroxyphénols (dont le résorcinol, le catéchol, 1’hydroquinone, le
phloroglucinol, et I’orcinol) sont des inhibiteurs de la thyroperoxydase.

Le cyanure présent dans ’industrie est connu pour provoquer des hypothyroidies et pour étre

goitrigene.
I1.3. Les conséquences sur Porganisme des perturbations thyroidiennes

I1.3.1. L’apparition de troubles fonctionnels

Une perturbation de la fonction thyroidienne a des répercussions sur tout ’organisme. Les
conséquences sont d’autant plus graves que les troubles apparaissent pendant la gestation ou
pendant la croissance. En effet, pendant ces phases de développement, 1’apparition d’un
hypothyroidisme aura pour conséquence des retards du développement staturo-pondéral et de
I’appareil psychomoteur. Les séquelles cérébrales sont lourdes et irréversibles et conduisent a
des retards mentaux appelés « crétinisme ». Des troubles morphologiques (macroglossie,...)
¢t fonctionnels secondaires peuvent également apparaitre : géne respiratoire, gene a la
déglutition, bradycardie, ... (Pour revue : Larsen et al., 1998).

Chez I’adulte des syndromes d’hypothyroidisme et d’hyperthyroidisme peuvent également se
développer avec des degrés de gravité variable. En effet, certains hyperthyroidismes peuvent
étre trés graves car difficiles & contréler comme ¢’est le cas dans la maladie de Grave chez
I’homme ol des anticorps circulants qui possédent un degré important d’analogie structurale
avec la TSH se fixent sur les récepteurs a la TSH de la glande thyroide, et entrainent

’activation permanente de la glande thyroide (Pour revue : McClain, 1995).

1L.3.2. La carcinogénése thyroidienne

1.”apparition d’hyperplasies thyroidiennes et de cancers peut étre causée par une multitude de
facteurs différents, certains déterminants et d’autres seulement favorisants, dont la variabilité
inter-espéces est trés grande. Chez I’homme, les cancers sont le plus souvent des cancers des
cellules folliculaires alors que chez les rongeurs ils peuvent aussi étre des cancers des cellules
a calcitonine. De plus, la nature histologique des différentes tumeurs est variable entre les
espéces : chez I’homme on distingue clairement des tumeurs de nature folliculaire et des
tumeurs de nature papillaire. Chez ’animal, ces deux types sont moins différenciés bien que
les tumeurs des rongeurs puissent étre rapprochées des tumeurs folliculaires (Pour revue :

Williams, 1993).
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Il existe deux principaux mécanismes déterminants pour la cancérisation de la thyroide. Le
premier mécanisme consiste en une mutagenese des cellules thyroidiennes due a P'action
d’agents mutagénes chimiques ou bien radiologiques. Cependant, ce mécanisme méme s’il
permet le développement de tumeurs papillaires chez ’homme, ne suffirait pas seul a produire
des tumeurs folliculaires chez I’homme ou chez [’animal, pour lesquelles une ¢lévation de la
sécrétion de TSH serait nécessaire. En effet, le second mécanisme de cancérisation est une
hyperstimulation de la thyroide par une sécrétion hypophysaire accrue de TSH (Pour revue :
Williams, 1995). Cette augmentation de la TSH peut étre causée par une altération de la
synthése ou du métabolisme des hormones thyroidiennes qui conduit & une diminution des
concentrations plasmatiques d’hormones thyroidiennes. La diminution des concentrations
plasmatiques d’hormones thyroidiennes provoque une augmentation de la séerétion de TSH
par le biais du rétrocontréle qu’elles exercent sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire. La
stimulation de la croissance thyroidienne par la TSH augmente le taux de division cellulaire.
La multiplication cellulaire augmente le risque qu’un géne suppresseur de tumeur perde son
caractére hétérozygote et donc qu’une mutation sur un alléle lui enléve sa fonction. En outre,
contrairement aux processus d’oncogenése classique, la croissance des tumeurs thyroidiennes
ne deviendrait pas & terme indépendante de la stimulation de TSH, mais au contraire y
resterait inféodée (Pour revue : Williams, 1995).

11 existe des mécanismes compensateurs de "hypersécrétion de TSH qui se développent au
niveau de la thyroide. Par exemple, une augmentation de TSH consécutive a 1’'induction des
UDP-glucuronosyliranstérases hépatiques (par le phénobarbital ou par le prégnenolone-16-
alpha-carbonitrile par exemple) conduit & I"expression de TGFB1 (Transforming Growth
Factor) par la glande thyroide. La TGEB1 est une protéine pro-apoptotique et antiproliférative
qui régulerait le développement de hyperplasie thyroidienne induite par I’hypersécrétion de
TSH (Kolaja et al., 1998). D’autres récepteurs aux protéines kinases comme le récepteur 4
I’HGF (Hepatocytes Growth Factor) joueraient aussi un réle dans la régulation de la
croissance thyroidienne (Pour revue : Williams, 1995). De plus, il existe une auto-régulation
des récepteurs 4 la TSH qui modulent leur réponse par désensibilisation et internalisation (en
changeant de conformation aprés s’étre liés a la TSH). Le récepteur produit de ’AMP
cvclique grice 4 sa fonction adénylcyclase, or cette fonction est elle-méme autorégulée par

des iodolipides qui atténuent la formation d’AMP cyclique (Pour revue: McClain, 1995).
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I1I. Le fipronil

HI.1. Structure

Le fipronil est une molécule du groupe des phényl-pyrazoles. Son nom chimique est le 5-
amino-3-cyano-1-(2,6-dichloro-4-trifluoromethylphenyl)-4-trifluoromethylsulfinylpyrazole
(Figure 3) :

1
CF3 CN
3
HoN N
cl c
CFg

Figure 3 : Structure chimique du fipronil.
IIL.2. Activité

Le fipronil a principalement pour cible les récepteurs du GABA (Acide y-amino-butyrique)
des invertébrés dont il bloque les canaux chlorures. Les récepteurs GABAergiques des
invertébrés seraient relativement proches des récepteurs GABA A des mammiferes (Rauh et
al., 1990) qui posséderaient au moins trois sites de liaison spécifiques : le site de liaison du
GABA, le site de liaison des benzodiazepines et le site de liaison de la picrotoxine. Les
insecticides se lieraient prés du site de liaison de Ia picrotoxine et inhiberaient I’ouverture du
canal chlorure (Pour revue : Fonnum, 1999). Il existerait 5 sous-unités dans le récepteur dont
la sous-unité béta. Les mammiferes possédent une sous-unité B3 hétéro-oligomere, alors que
les insectes possédent une sous-unité B3 homo-oligomére, ces sous-unités B3 auraient la
méme sensibilité et la méme spécificité vis-a-vis du fipronil. La sélectivité du fipronil pour les
récepteurs GABAergiques est variable et serait conditionnée par la nature des autres sous-
unités du récepteur (Ratra et al., 2001). En outre, le fipronil aurait également pour cible des
récepteurs au glutamate qui commandent ’ouverture de canaux chlorures, et qui ne sont
présents que chez les invertébrés. L’existence de ces récepteurs au glutamate permettrait
également d’expliquer la grande différence de sensibilité au fipronil entre les insectes et les
mammiféres. La sélectivité des insectes au fipronil et 700 & 1300 fois supérieure a celle des

rats (Hainzl et al., 1998).
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111.3. Le fipronil et ses mécanismes d’action sur la fonction thyroidienne

Le fipronil semble agir sur le métabolisme hépatique et induire ’activation des enzymes
hépatiques ce qui aurait pour conséquence une augmentation de I’¢limination des hormones
thyroidiennes (Hurley, 1998), les concentrations plasmatiques d’hormones thyroidiennes
diminueraient et conséquemment, la séerétion de TSH augmenterait. En outre, dans le cadre
de sa fonction d’insecticide, le fipronil a pour cible les récepteurs GABA du systéme nerveux
central, S’il est hautement spécifique des récepteurs GABA des invertébrés, il a une affinité
réduite pour les récepteurs GABA des mammiféres. 11 pourrait se fixer sur les récepteurs
GABA de mammiféres et avoir une action centrale sur la thyroide. En effet, les neurones a
TRH font ’objet d’une innervation inhibitrice GABAergique centrale (Feteke et al., 2002).
Enfin, la sélectivité des métabolites du fipronil pour les récepteurs GABAergiques diminue
par rapport & la sélectivité du fipronil, que les métabolites soient endogénes comme le fipronil
sulfone ou exogénes comme fe désulfinyl fipronil, produit de la photodégradation (Tableau 5).
Les rapports de sélectivité, pour les vertébrés par rapport aux insectes, sont de 158 pour le
fipronil, de 31 pour le désulfinyl fipronil, de 19 pour le fipronil sulfone, et de 4 pour I’ o-
endosulfane (Hainzl et al., 1998). Bien que la sélectivité diminue considérablement pour les
dérivés du fipronil, elle reste néanmoins supérieure a celle de 1’ a-endosulfane, qui appartient

a la premicére génération d’insecticides ayant pour cible le récepteur GABA.

Concentration inhibitrice de 50% de la fixation de ["H]JEBOB
aux récepteurs GABA, 1Csp {(nmole/L)
Dérivés du fipronil Polychlorocycloalcane
Fipronil | Fipronil sulfone | Désulfinyl fipronil a-endosulfane
Homme 942 155 64 11
Poule 1391 134 94 17
Saumon 832 174 254 33
Mouche 6,3 11,9 5,4 7
Drosophile 7,7 6,0 2,8 3,0

Tableau 5: Sélectivité des dérivés du fipronil et d’un polychlorocycloalcane, comme
inhibiteurs de la fixation in vitto de ['HJEBOB (4-ethynyl-4—n—[2,3-3H2]—
propylbicycloorthobenzoate) aux récepteurs GABA de vertébrés et d’insectes (D’aprés Hainzl
et al., 1998).
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[11.4. Métabolisme

Chez les mammiféres, le catabolite principal du fipronil est le fipronil sulfone obtenu par
oxydation du groupe thioéther (Figure 4). Le fipronil sulfone pourrait jouer un rdle important
dans la toxicité du fipronil car son affinité pour le récepteur GABA des vertébrés est

supérieure a celle du fipronil (Hainzl et al., 1998).
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Figure 4 : Les voies de métabolisation du fipronil chez le rat (D’aprés AFSSA,
www.afssa.fi/ ftp/afssa/basedoc/Rapporttipro.pdf. mars 2005).

Le catabolisme du fipronil met en jeu majoritairement des cytochromes hépatiques et dans
une moindre mesure des flavines-monooxygénases (Usmani et al, 2004). L’isoforme

CYP3A4 du cytochrome P450, dont I"activité est dépendante de I’expression du ¢cytochrome
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b3, serait 'isoforme la plus active pour le catabolisme du fipronil dans le foie humain, suivie
par le CYP2C19 qui est moins actif et moins spécifique du fipronil mais qui intervient tout de
méme dans les sulfoxydations de nombreux xénobiotiques possédant des structures thioéthers
(Usmani et al., 2004). Ainsi, le fipronil pourrait interagir avec d’autres substrats du
cytochrome P450 3A4 et provoquer une compétition entrainant une diminution du
catabolisme et donc de 1’élimination d’autres molécules comme cela a été montré pour le
diazépam, le kétoconazole et la testostérone (Tang et al., 2004).

Le rat et "’homme ont un équipement enzymatique hépatique comparable, notamment en ce
qui concerne les cytochromes. Les constantes d’aftinité (Km) pour le fipronil sont identiques
chez les deux espéces mais la vitesse maximale d’élimination (Vmax) est supérieure chez le
rat. Ainsi, la clairance du fipronil serait supérieure chez le rat comparativement a I’homme

(Tang et al., 2004).

1V. Présentation de la partie expérimentale

Les ¢tudes concernant la toxicité du fipronil ont été menées chez le rat. Le rat est une espéce
chez laquelle le fipronil entrainerait une perturbation de la fonction thyroidienne, il
interviendrait en induisant une augmentation de la clairance hépatique des hormones
thyroidiennes ce qui aurait pour conséquence une diminution de la concentration plasmatique
de T4 (thyroxine). La T4 exerce un rétrocontrdle négatif sur ’axe hypothalamo-hypophysaire.
Ce rétrocontrdle serait donc diminué chez un animal traité au fipronil et il en résulterait
uncaugmentation de la sécrétion hypophysaire de TSH (Thyroid Stimulating Hormone).
L’hypersécrétion de TSH ainsi induite serait un facteur favorisant la cancérisation de son
organe cible, la thyroide.

A la différence de 1’homme, les rats ne possédent pas de TBG (Thyroxin Binding Globulin),
protéines de transport spécifiques des hormones de la thyroide (T3 et T4). Cette ditférence de
physiologie entre le rat et ’homme est mise en avant dans les études toxicologiques pour
discuter des conséquences thyroidiennes d’une exposition au fipronil.

L’étude de la toxicité du fipronil chez un modéle animal autre que le rat, et qui serait
physiologiquement plus proche de I’homime, permettrait de mieux évaluer I'impact de cette
molécule sur la fonction thyroidienne humaine. Le modele ovin peut étre retenu car 1l a une
physiologie thyroidienne proche de celle de ’homme, notamment en ce qui concerne les

protéines de transport des hormones thyroidiennes.
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Ce travail s’inscrit dans le cadre du développement et de 1a validation du modéle ovin comme
outil pour D’étude des effets délétéres du fipronil sur la fonction thyroidienne. L’étude
expérimentale a été réalisée dans le cadre de 'UMR 181- Physiopathologie et toxicologie

expérimentales- INRA/ENVT.

L’objectif de ce travail est de développer et de valider un modele animal permettant de
comparer a exposition équivalente les effets du fipronil sur la fonction thyroidienne du rat et
du mouton. Pour valider le modele, des pré-requis sont indispensables pour pouvoir affirmer
que les différents effets éventuels chez le rat ou chez le mouton ne sont pas imputables a des
variations interspécifiques de métabolisme du fipronil mais au contraire reflétent bien des
perturbations de physiologie thyroidienne. L objectif de ce travail consiste a établir un schéma
posologique chez le mouton qui permette de reproduire une exposition au fipronil comparable
a celle obtenue via le schéma posologique appliqué aux rats et ayant induit des modifications
de la sécrétion de TSH. Pour cela, la premiére étape est de déterminer 1’exposition précise du
rat au fipronil, selon les données de !’industrie, a [’état d’équilibre, lors de traitement ayant
induit des modifications de la fonction thyroidienne. La deuxiéme étape est d’établir chez le
mouton un schéma posologique reproduisant le niveau d’exposition au fipronil obtenu chez le
rat, dans les conditions ou cette molécule induit une perturbation thyroidienne. Pour ce faire,
il est nécessaire de déterminer préalablement les parametres pharmacocinétiques du fipronil

chez le mouton.
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Deuxieme partie : Partie expérimentale

I. Détermination de I’exposition de rats au fipronil lors d’un traitement

associé a des perturbations de la fonction thyroidienne
I. 1. Matériels et méthodes

I.1.1. Animaux

Cette expérience est réalisée sur 36 rats femelles, de race Wistar, agées de 6 mois et castrées
depuis plus de 3 mois. Les rates sont réparties au hasard en 9 lots, chaque lot contenant 4
animaux. Les cages contenant chacune un lot sont placées dans des armoires a rongeurs. Le
cycle lumineux est inversé: 12 heures d’obscurité (de 10 heures a 22 heures) suivies de 12
heures de clarté (de 22 heures a 10 heures). Dans les cages, les rats sont logés sur de la litiere.
Ils sont nourris avec une alimentation rat standard (Harlan Teklad global diets, US4) en
poudre ad libitum 2 laquelle ils ont été habitués depuis au moins | semaine avant le début de
I’expérience. De 1’eau est a leur disposition ad /ibitum. Chaque animal est identifié par une
lettre et un chiffre inscrits au marqueur indélébile sur la queue. La lettre identifie son lot (A,
B, C, D, E, F, G, H, 1) et le numéro I"identifie au sein méme du lot (1, 2, 3, 4). Afin d’éviter

les contaminations entre lots, les lots contrdles (G, H, I) sont toujours manipulés en premier.

1.1.2. Produit, préparation et administration

Pour cette étude, le fipronil employé est du Fipronil Standard Grade ({(+/-)-5-amino-1-(2,6-
dichloro-alpha, alpha-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoromethylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile),
Sigma France, référence n® 46451, Le fipronil se présente sous la forme d’une poudre
blanche, il est photosensible, sa solubilite dans I’eau est de 2 mg/L.

Une dose de 100mg de fipronil est diluée dans 1’acétone afin d’obtenir une solution a 20
mg/mL. Ensuite, Sml de cette solution est mélangé & 30 g de 1’aliment habituel des rats.
L’aliment ainsi surchargé en fipronil est étalé dans un cristallisoir pendant 12 heures, protége
de la lumiére, pour permettre 1’évaporation de 1’acétone. La totalité des 30 g d’aliment
surchargé en fipronil est alors mélangée avec le robot mixeur & 300 grammes d’aliment
poudre non traité de fagon d obtenir un pré-mélange. Ce pré-mélange est ajouté a 3 kg
d’aliment poudre non traité, puis le mélange est malaxé pendant 15 minutes, de fagon a

obtenir un aliment final qui contient du fipronil & hauteur de 30 mg/kg.
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Pour cette expérience 4 lots différents d’aliment ont été préparés de fagon séquentielle, Une
fraction aliquotée a été prélevée sur chaque lot d’aliment a ét¢ stockee a -20°C en vue d’une

vérification ultérieure des concentrations en fipronil dans les différents lots d’aliment.

I.1.3. Schéma expérimental

Les lots « traités », A, B, C, D, E et I sont nourris avec I’aliment & 30mg/kg de fipronil. Les
lots « contrdles » G, H, et I sont les lots témoins et sont nourris avec de I’aliment standard rat,
traité a D’acétone dans les mémes proportions que l'aliment qui contient le fipronil. Le
traitement commence a j0 et s’achéve 4 j29. Quotidiennement, les mangeoires sont pesées afin
de noter la quantité d’aliment ingérée depuis 1a veille.

Le poids des rats est suivi par des pesées hebdomadaires.

Chaque lot traité (A, B, C, D, E, F) est sacrifi¢ a 4 heures d’intervalle alors que les lots
contrdles (G, H, I) sont sacrifiés a 8 heures d’intervalle (Tableau 6). Des prélevements de
sang sont effectués par ponction aortique afin d’évaluer la concentration plasmatique en

fipronil et en fipronil sulfone son principal métabolite, et pour réaliser un bilan thyroidien.

Lots traités | Lots contrdles | Heure du sacrifice | Eclairement
A G 10h00
B 14h00 Obscurité
C H 18h00 Obscurité
D 22h00
E [ 02h00 Clarté
F 06h00 Clarté

Tableau 6 : Répartition des lots de rats pour le sacrifice.

I.1.4. Techniques de prélévement

Aprés quatre semaines d’expérience, du sang est collecté par ponction aortique sous
anesthésie générale profonde (kétamine & 80mg/kg et xylazine 4 2,5 mg/kg, par la voie intra-
péritonéale). Pour ce faire, I’abdomen est incisé sur la ligne blanche, la masse intestinale est
réclinée sur le cOté, et 1’aorte est cathétérisée & ’aide d’une aiguille épicranienne abouchee a
un tube contenant de I’héparinate de lithium. Le prélévement est prolongé jusqu’a I’arrét du

flux sanguin et la mort du sujet.

26



Les tubes sont centrifugés (3000 g pendant 10 minutes a +4°C) et le plasma est décant¢ dans
3 aliquots congelés et stockés & -20°C. Dans les 5 minutes suivant la mort, la thyroide est
prélevée. Aprés incision médiale du cou, fes deux lobes situés de part et d’autre de la trachce
sont disséqués, pesés et disposés dans des tubes contenant du formol 9% neutralis¢, et stockés

a+4°C.
I.1.5. Dosages

I.1.5.1. Dosage du fipronil et du fipronil sulfone

Le fipronil et son principal métabolite le fipronil sulfone sont dosés par chromatographie
liquide haute performance (méthode HPLC) en phase inverse couplée a une détection par
fluorescence (a P’aide d’un détecteur UV & 275 nm) aprés extraction et concentration des
échantillons. L extraction est réalisée & partir de 500 pl de plasma surchargé avec 10 pl une
solution de standard interne (desoxycorticostérone 10 pg/ml) et 50 ul d’eau. Ce mélange est
passé sur une colonne de silice greffée en C8 (Bond Elut Variant 100mg) et élué avec 500 pl
d’acétonitrile a 5 %. Aprés évaporation sous vapeur d’azote 4 40 °C le culot est repris avec 50
ul d’une solution de méthanol a 50%. Le dosage du fipronil est réalisé sur 25 pl de chacun des
échantillons concentrés. La phase stationnaire est constituée d’une colonne de silice greftée en
C18 (Inertsil ODS3®). La phase mobile est une solution d’acide acétique 0.005 N et
Méthanol (33/67 ; v/v) et est injectée par une pompe isocratique & un débit constant de 400
ul/min. Les échantillons et la gamme standard réalisée dans du plasma sont extraits
simultanément. La limite de quantification (LOQ) du dosage est de 50 ng/ml et 100 ng/ml
pour le fipronil et le fipronil sulfone, respectivement.

La LOQ par HPLC/UV ne permet pas de suivre la phase terminale de I’¢limination du
fipronil. Certains échantillons ont donc été dosés par HPLC couplée & la spectrométrie de
masse. Les échantillons et la gamme étalon sont soumis & une extraction liquide/liquide.

Deux cent microlitres d’échantillon sont ajoutés &4 2 ml de TerButyIMéthylEther et vortexés
puis centrifugés 5 min & 5000g a 5°C. Le surnageant est évaporé & sec puis repris dans 200pl
de méthanol a 40% avant adjonction de 150 ul d’hexane. Le mélange est alors centrifugé 5
min & 13000 rpm 4 5°C. Le dosage est effectué sur 30 ul de la phase inférieure du mélange sur
une phase mobile constituée de méthanol et d’eau contenant 0.1 % d’acide formique et
utilisée avec un gradient. La LOQ de la méthode est de 1 ng/mt et 5 ng/ml pour le fipronil et

le fipronil sulfone, respectivement.
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La comparabilité entre les deux méthodes (HPLC/UV et HPLC/SM) est évaluée en calculant
le pourcentage d’écart des valeurs mesurées sur les mémes échantillons par les deux méthodes
(6 échantillons de 432 a 61 ng/ml pour le fipronil et 10 échantillons de 160 & 104 ng/ml pour
le sulfone). Les pourcentages moyens d’écart sont respectivement de 14 et 5 % pour le
fipronil et le sulfone. Pour un animal donné, les analyses pharmacocinétiques sont done

réalisées sur un jeu de valeur regroupant les mesures effectuées avec les deux méthodes.

I.1.5.2. Dosages hormonaux

1.1.5.2.1. Dosage de la T3 et de 1a T4

Les hormones thyroidiennes sont dosées par méthode immuno-enzymatique ELISA (Enzyme-
Linked Immuno-Sorbent Assay), & Paide de 4 kits de dosage DSL® (références: 10-3200
pour la TT4; 10-40100 pour la FT4; 10-3100s pour la TT3; 10-41100 pour la FT3).

La sensibilité est évaluée grice au seuil minimum de détection, qui est la concentration
théorique moyenne correspondant a4 un pourcentage de la liaison du traceur égal au
pourcentage de la liaison moyenne du standard 0 moins 2 écart-types (par rapport au standard
0). Les valeurs des sensibilités des techniques de dosage sont de 1,8 ng/mL pour la TT4, de 4
pg/mL pour la TT3, de 0,5 pg/mL pour fa FT4 et de 0,05 pg/mL pour la FT3. Les coefficients
de variation maximum intradosage sont de 8% pour la TT4, de 7,8% pour la FT4, de 7,9%

pour la T'T3, de 11,9% pour la FT3,

1.1.5.2.2. Dosage de la 'TSH des rats

La TSH spécifique du rat, a été dosée par une méthode radio-immunologique, 4 1’aide d’un kit
de dosage d&’Amersham Biosciences® (rétérence : RPA 554).

La sensibilité de la technique est évaluée de 2 fagons, la premieére consiste en la détermination
de la concentration de TSH qui permet de déplacer 50% du traceur (la TSH marquée), encore
appelé EC50. La valeur de I’EC50 est de 9,05 ng/mL.

La sensibilité peut également étre évaluée grice au seuil minimum de détection, qui est la
concentration théorique moyenne correspondant & un pourcentage de la liaison du traceur €gal
au pourcentage de la liaison moyenne du standard 0 moins 2 écart-types (par rapport au
standard 0). Sa valeur est de 0,5 ng/mL.

Le coefficient de variation intra-dosage pour un pool de plasma, déplagant 76% de la liaison

maximum est de 11%.

28



I.1.6. Analyse des données

Les données concernant les poids corporels des rats, et les concentrations plasmatiques
d’hormones thyroidiennes et de fipronil sulfone sont analysées avec le logiciel systat® (Systat

10, Systat Software Inc., Richmond, California, USA).

- L analyse des données des poids corporels, sur la base d’un modele général linéaire, repose
sur la formule suivante qui teste I’hypothése d’un effet du traitement (groupe) et/ou du temps
sur I’évolution des poids corporels des rats

Yijk=p+ G+l + T + G*T + € {(équation 1)
Yijx est la réponse observée pour Pindividu j appartenant au groupe i (traité ou contrdle), au
temps k.
p est 'effet moyen général.
G est Peffet du groupe i (avec i de 1 & 2, traités ou controles).
[ est I’effet de I’individu j dans le groupe 1 qui représente les 30 rats.
Ty est I’effet du temps k qui représente les 28 jours de traitement.

Gi*Ty est I'effet de Pinteraction du groupe i avec le temps k.

&ijx est le terme d’erreur du modele.

- Les données concernant les concentrations plasmatiques d’hormones thyroidiennes, de TSH
et de fipronil sulfone sont analysées grice 4 un modéle général linéaire dont la formule, qui
teste I’hypothése d’un effet de I"heure de prélévement sur I'évolution de ces concentrations
plasmatiques, est :

Yij=u + L+l + & (équation 2)
Yi;j est la réponse observée pour I’individu j appartenant au lot i (lot de 4 rats sacrifiés a la
méme heure).
i est I’effet moyen geénéral.
L; est Peffet du lot i qui représente I’heure du sacrifice au cours de la journée (Les sacrifices
avatent lieu toutes les 4 heures).
[; est ’effet de I'individu j qui représente les 36 rats.
€:; est le terme d’erreur du modéle.

On recherche si il y a un effet du lot c'est-a-dire de I'heure de prélévement au cours de la

journée.
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- Ensuite, on cherche a tester I’effet du traitement sur les concentrations plasmatiques en
hormones thyroidiennes et en TSH. Ainsi, s’il n’y a pas d’effet de ’heure de prélévement, les
moyennes des groupes traités et des groupes non traités seront analysées par un test t non
apparié qui nécessite la réalisation au préalable d’un test d’homogénéite des variances.

- Les données concernant l'ingestion d’aliment par les lots de rats ne sont pas analysées

statistiquement mais sont interprétées a partir des courbes obtenues.
1.2. Résultats

1.2.1. Suivi des poids des rats
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Figure 5 : Evolution des poids corporels moyens (=ET) des lots de rats traités au fipronil par
voie orale (30 mg/kg d’aliment) sur une période de 28 jours et des lots de rats contréles, pesés
hebdomadairement (en grammes).

En ce qui concemne les lots contrdles, seuls les rats appartenant au lot G sont pris en compte
par ce graphique car les lots H et I ont été rajoutés dans I’expérimentation au 11/02/2005.

[l n’y a pas d’effet du temps de ’expérimentation sur les valeurs des poids corporels (p>0,05).
II n’y a pas d’effet d’interaction entre le temps et le groupe de rats (traités ou non) donc les
groupes évoluent de fa méme fagon en fonction du temps (p>0,05). On observe une perte de
poids au début mais le poids reste stable tout au long de 'expérimentation. Les rats
appartenant aux lots contrles ont un poids moyen (pour la durée totale de traitement au
fipronil) de 305,7 grammes alors que les rats des lots traités au fipronil ont un poids moyen de

280,4 grammes. Mais il n’y a pas d’effet du groupe (p>0,05) (Figure 5).
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[.2.2. Ingestion du fipronil
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Figure 6 : Evolution de I’ingestion moyenne d’aliment (+ET) des lots de rats traités au fipronil
par voie orale (30mg/kg d’aliment) sur une période de 28 jours et des lots de rats controles,
mesurée quotidiennement (en grammes).

Les données sur les lots controles, ne prennent en compte que les données concernant le lot G
car les lots H et [ ont été rajoutés dans I’expérimentation au 11/02/2005.

I.’ingestion moyenne d’aliment est de 57,5 g/j et par lot soit, 14,4 grammes d’aliment par rat
¢t par jour. En outre, I"ingestion moyenne des lots de rats traités est de 57,5 grammes et
I’ingestion moyenne des lots de rats non traités est de 57,7 grammes {Figure 6).

La concentration moyenne en fipronil des 4 lots d’aliments préparés est de 29,80 mg/kg alors

gue la concentration nominale est de 30 mg/kg. La teneur des aliments en fipronil est donc

satisfaisante.
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Figure 7 : Evolution de la dose ingérée moyenne de fipronil (+xET) par les rats traites au
fipronil par voie orale (30mg/kg d’aliment) sur une période de 28 jours, évaluce
quotidiennement {en mg/kg).
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La dose ingérée moyenne de fipronil par jour varie assez peu au cowrs des 28 jours de

traitement, elle s’éléve en moyenne a 1,32 mg/kg de poids corporel (Figure 7).
1.2.3. Concentrations plasmatiques du fipronil et du fipronil sulfone chez les rats

1.2.3.1. Concentration plasmatique du fipronil chez les rats
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Figure 8 : Fréquence de répartition par classe de concentration plasmatique en fipronil. Les
concentrations plasmatiques en fipronil ont été mesurées aprés 28 jours, chez des rats traités
au fipronil par voie orale (30 mg/kg d’aliment).

Les valeurs des concentrations plasmatiques du fipronil sont trés dispersées. Parmi les
échantillons provenant de rats traités au fipronil, on trouve 4 échantillons pour lesquels le
fipronil n’est pas détectable et 8 échantillons pour Iesquels la concentration de fipronil est en
dessous de la limite de quantification qui est de 50 ng/mL pour les dosages réalisés en HPLC.
La plupart des dosages provenant de rats traités au fipronil montrent des concentrations
plasmatiques situées entre 50 et 100 ng/mL (Figure 8). Il n’y a pas de répartition préférentielle
des lots en fonction des classes de concentrations.
Ainsi, au regard de la fréquence de répartition des classes de concentrations plasmatiques de
fipronil, on esiime la concentration moyenne en fipronil chez le rat trait¢ a 50ng/mL. On
estime alors I’aire sous la courbe sur 24 heures qui est donnée par 1"équation :

AUC 240y = Crooyenae X 24 h (équation 3)
AUC (g.24n) représente ’aire sous la courbe sur 24 heures, Choyenne Teprésente la concentration
moyenne en fipronil chez le rat soit environ 50 ng/mL.
L aire sous la courbe sur 24 heures est donc estimée a 1,2 ugxh/mL.
Le fipronil est également dosé chez des rats non traités 4 titre de contrdle. Deux rats par lots

contrdles (G, H et 1) sont choisis pour ce dosage, soit au total 6 dosages réalisés dont 4 pour
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lesquels le fipronil n’est pas détectable et 2 pour lesquels des valeurs sont présentées comme

des résultats d’interférence.

1.2.3.2. Concentration plasmatique du fipronil sulfone chez les rats
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Figure 9 : Concentrations plasmatiques moyennes de fipronil sulfone (=ET) en fonction du
moment de la journée. Les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone ont été mesurées
chez des rats traités au fipronil par voie orale (30mg/kg d’aliment) pendant une période de 28
jours. Un lot de rats était sacrifié toutes les 4 heures a partir de 10h a J28.
Contrairement au fipronil, le fipronil sulfone est détecté chez tous les animaux. If n’y a pas
d’effet significatif de I’heure de prélévement sur les concentrations plasmatiques de fipronil
sulfone (p>0,05). La concentration moyenne de fipronil sulfone chez les rats traités est de
2332 ng/mL. Les concentrations plasmatiques de fipronil sulfone sont toutes supérieures a
1700 ng/mL, elles sont donc beaucoup plus élevées que les concentrations plasmatiques de
fipronil (Figure 9). On estime alors 1’aire sous la courbe sur 24 heures qui est donnée par
I’équation :

AUC (g.24n) = Crnoyenne X 24 h (équation 4)
AUC (924 représente I’aire sous la courbe sur 24 heures, Cpoyenne représente la concentration
moyenne en tipronil sulfone chez le rat soit 2332 ng/mL.
L’ aire sous la courbe sur 24 heures est donc estimée & 56 pgxh/mL.
Le fipronil sulfone est également recherché chez les rats non traités. De méme que pour le
dosage du fipronil, 2 rats par lots contréles (G, H et I) sont choisis. Chez ses derniers, le

fipronil sulfone n’est pas détectable.
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1.2.4. Résultats des dosages hormonaux
£.2.4.1. Concenirations plasmatiques de triiodothyronine (T3) et de thyroxine (T4)

1.2.4.1.1. Concentration plasmatique en thyroxine

TT4

Lots traités ¢ Lots contrles

200

< | OBSCURITE
c™ 150 -
2% | ; AT

Ew00 VT 7

85D ///:ﬁﬁ: = _
SN = =
SE 50 - . .

m H LT -

=2 | B / *’

10h 14h 18h 22h 0zh 06h

Heure du prélévement sanguin

Figure 10: Concentrations plasmatiques (+ET) de thyroxine totale (TT4) en fonction du
moment de la journée : Les concentrations ont été mesurées chez des rats traités au fipronil
par voie orale (30mg/kg d’aliment) pendant une période de 28 jours puis sacrifiés toutes les 4
heures pendant 24 heures et chez des rats contréles sacrifiés toutes les 8 heures.
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Figure 11: Concentrations plasmatiques (+ET) de thyroxine libre (FT4) en fonction du
moment de la journée : Les concentrations ont été mesurées chez des rats traités au fipronil
par voie orale (30mg/kg d’aliment) pendant une période de 28 jours puis sacrifiés toutes les 4
heures pendant 24 heures et chez des rats controles sacrifiés toutes les 8 heures.
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Les valeurs des concentrations plasmatiques totales de thyroxine (Figure 10) et des
concentrations plasmatiques de thyroxine libre (Figure 11) varient peu entre les lots traités et
les lots contrdles, il n’y a pas d’effet du traitement (p>0,05). De plus, elles varient peu au

cours de la journée, il n'y a pas d’effet de I"heure de prélévement chez les lots traités
(p>0,05).

L.2.4.1.2. Conceniration plasmatique en triiodothyronine
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Figure 12 : Concentrations plasmatiques (£ET) de trilodothyronine totale (TT3) en fonction
du moment de la journée : Les concentrations ont été mesurées chez des rats traités au fipronil
par voie orale (30mg/kg d’aliment) pendant une période de 28 jours puis sacrifiés toutes les 4
heures pendant 24 heures et chez des rats contrdles sacrifiés toutes les 8 heures.

Les valeurs des concentrations plasmatiques totales de triiodothyronine (Figure 12) varient
peu entre les lots traités et les lots contrdles, il n’y a pas d’effet du traitement (p>0,05).
Cependant, elles varient un peu au cours de la journée, il y a un effet de ’heure de

prélévement chez fes lots traités (p<0,05).
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Figure 13 : Concentrations plasmatiques (£ET) de triiodothyronine libre (FT3) en fonction du
moment de la journée : Les concentrations ont été mesurées chez des rats traités au fipronil
par voie orale (30mg/kg d’aliment) pendant une période de 28 jours puis sacrifiés toutes les 4
heures pendant 24 heures et chez des rats contrbles sacrifiés toutes les 8 heures.

[1 v a un effet du traitement sur les concentrations plasmatiques de FT3. Celles-ci sont
significativement supérieures chez les rats traités que chez les rats contrdles (p<0,01) (Figure
13). Ces concentrations varient peu au cours de la journée, il n’y a pas d’effet de 'heure de

prélévement (p=>0,05).

Hofesk

Les concentrations en hormones thyroidiennes mesurées ne révelent pas de variations
conséquentes liées & 1’heure de prélévement (hormis la TT3). Ainsi, dans le paragraphe qui
suit nous considérerons Ies valeurs moyennes des concentrations plasmatiques en hormones

thyroidiennes dans le groupe des rats traités et dans le groupe des rats contrdles.
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1.2.4.1.3. Bilan du dosage des hormones thyroidiennes chez le rat

Thyroxine Thyroxine Triiodothyronine | Triiodothyronine
libre totale libre totale
FT4 TT4 FT3 TT3
(pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL)
%} Lots
Qo 19,70 +3,3 121,24 +25.5 2,96 £0,8* 2,09 0,5
= traités
[
.
8 Lots
= 20,24 4.5 130,54 £23,8 2,38 £0,4% 2,17 +0,8
o contrdles
o
- Lots
g — traités /
a2 a7 93 124~ a6
Ay = Lots
é controles
= Lots
Eé 0,016 0,14
— traités
ot
zZ =
o =
; St
») Lots
é . 0,018 0,11
= controles

Tableau 7 : Concentrations moyennes en hormones thyroidiennes libres (pg/mL) et totales
(ng/mL), fractions libres et rapports des concentrations, dans le lot traité au fipronil par voie

orale (30 mg/kg d’aliment) pendant une période de 28 jours et dans le lot contrdle. (*

p<0,05).

La concentration en triiodothyronine libre du lot traité est significativement supérieure de

24% a celle du lot contréle (p<0,01). Les valeurs des concentrations plasmatiques en

hormones thyroidiennes sont 2 4 3 fois supérieures aux valeurs de la littérature. Par contre, les

valeurs des fractions libres de thyroxine et de trilodothyronine sont proches des valeurs

publiées par la littérature (Tableau 7).
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£.2.4.2, Concentration plasmatique en TSH
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Figure 14 : Concentrations plasmatiques (£ET) de TSH (Thyroid stimulating hormone)**
chez les rats fraités au fipronil par voie orale (30 mg/kg d’aliment) pendant une période de 28
jours et chez les rats controles non traités (¥* = p<0,005).

Il n’y a pas d’effet de ’heure de prélévement sur les concentrations plasmatiques de TSH
(p>0,05). La concentration plasmatique moyenne en TSH des rats des lots traités est de 9,02
ng/mL alors que celle des rats appartenants aux lots conirdles est de 5,64 ng/mL. La
différence est hautement significative (p<0,005), la concentration plasmatique en TSH du lot
traité au fipronil augmente de 59% par rapport a la concentration plasmatique en TSH du lot

contrdle (Figure 14).
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II. Pharmacocinétique du fipronil chez les ovins: détermination d’un

schéma posologique
II.1. Matériels et méthodes

11.1.1. Animaxux

Cette expérience a été réalisée sur trois ovins femelles puberes de race Lacaune et agées de 6
mois. Les brebis sont pesées et installées dans des cages a métabolisme individuelles, au
moins I semaine avant le début de I’expérience pour permettre une bonne habituation. Vingt-
quatre heures avant le début de Iexpérience, des cathéters veineux sont insérés de fagon

aseptique dans chacune des veines jugulaires.

I1.1.2. Produit, préparation et administration

Le fipronil utilis¢ est du Fipronil SG Sigma France, référence n® 46451, dissout
extemporanément dans 2 volumes d’éthanol absolu et 1 volume d’eau stérite pour injection
pour obtenir une solution & 10 mg/mL. La dose injectée est de | mg/kg au temps not¢ t0. Le

cathéter utilisé pour I’injection est ensuite retiré.

I1.1.3. Schéma expérimental

Les échantillons de sang sont prélevés 3 fois a 15 minutes d’intervalle avant le début de
I’expérience. Puis ils sont prélevés a t0 (début de I"expérience), t1 (1 minute), t2, t4, t8, t15, et
toutes les 15 minutes jusqu’a t180 minutes. Ensuite, le sang est prélevé toutes les 12 heures

pendant 21 jours, et toutes les semaines jusqu’au 90éme jour apres le début de I’expérience.

I1.1.4. Techniques de prélévement

La collecte des échantillons de sang s’effectue grice a une seringue que 1’on connecte au
cathéter mis 4 demeure. Le sang prélevé est alors placé dans un tube & héparinate de lithium,
identifié avec le numéro de I’animal. Le cathéter est rincé au sérum physiologique apres
chaque prélévement sanguin. Les tubes de sang sont centrifugés (3000 g pendant 10 minutes a
+4°C) et le plasma est décanté en plusieurs aliquots puis congelé et stocké a -20°C jusqu’au

dosage.

I1.1.5. Techniques de dosage du fipronil et du fipronil sulfone

Le fipronil et le fipronil sulfone sont dosés selon deux techniques: une HPLC

(chromatographie liquide haute performance) suivie d’une détection UV ou, une HPLC suivie
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d’une détection par spectrométrie de masse. La méthode HPLC suivie d’une détection UV
utilisée est la méme méthode que celle décrite précédemment (Cf. 1.1.5.1), sa limite de
quantification inféricure est de 50 ng/mL pour le fipronil et de 100 ng/mL pour le fipronil
sulfone. La méthode HPLC suivie d’une spectrométrie de masse a quant & elle une limite de
quantification inférieure de Ing/mL pour le fipronil et pour le fipronil sulfone. Le dosage du
fipronil par ces deux méthodes révéle une trés bonne comparabilité, ainsi Panalyse des
données pharmacocinétiques porte sur le cumule des données des deux méthodes (Cf.
1.1.5.1.). La limite de détection du fipronil sulfone est trop élevée dans la méthode HPLC
¢’est pourquoi on utilise les valeurs de fipronil sulfone obtenues par la méthode de détection

par spectrométrie de masse.

I1.1.6. Analyse des données

11.1.6.1. Analyse des données pharmacocinétiques du fipronil

Les données concernant la pharmacocinétique du fipronil chez le mouton sont traitées par le
logiciel WinNonLin® (WinNonLin 4.0.1, Pharsight Products, Mountain view, California,

USA). Le logiciel effectue une pondération au 1/Y?2 estimé sur les valeurs obtenues.

Les calculs sont faits sur la base d’un modéle tricompartimental avec injection d’un bolus IV
de fipronil, sans délai entre I’administration et I’apparition de la substance, et comprenant une

cinétique d’élimination du premier ordre.

3
K31 K13
bolus IV K10
E— 1 >
F 3
¥12 K21
2

Figure 15 : Modéle compartimental de la cinétique du fipronil chez le mouton.
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Le compartiment central, ou compartiment plasmatique est représenté par le rectangle n°l.
Les rectangles n°2 et n°3 représentent des compartiments périphériques qui échangent du
fipronil avec le compartiment central. Toute 1’élimination se fait a partir du compartiment

central (Figure 15).

I.”équation modélisant I’évolution de 1a concentration au cours du temps, C(t), est :

CH=Axe“+Bxe?+Cxe™ (équation 5)

Les symboles A, B, C, sont les constantes pré-expérimentales (ng/mL) et o, [} et v sont les

constantes de temps (h™").

Les paramétres pharmacocinétiques sont calculés pour une dose unique administrée [V a ty, et

a partir des constantes sur la base des équations suivantes (Labaune, 1988) :

L’aire sous la courbe, AUC est donnée par :

AUC= Alo + B/p + Cly (équation 6)
La clairance, Cl est donnée par :

Cl = dose/AUC (équation 7)
Le volume du compartiment central, Vc, est donné par :

Ve=dose/(A+B+C) (équation 8)
Le volume de distribution a I’équilibre, Vss, est donné par :

Vss = Ve (1 + Ko/Ky + K 13/Ks1) (€quation 9)
Le temps moyen de résidence, MRT, est donné par :

MRT = (Afo? + B/ + CiyY) 7 (Alo + B/p + Cly) (équation 10)
Le temps de demi-vie, 11, est donné par :

ti = In2/y {équation 11)

I1.1.6.2. Analyse des données pharmacocinétiques du fipronil sulfone

Les données concernant la pharmacocinétique du fipronil sulfone chez le mouton sont
également traitées par le logiciel WinNonLin®. Les calculs sont faits sur la base d’un modéle
extravasculaire bicompartimental, avec un délai entre ’injection de fipronil et I’apparition de

fipronil sulfone, et incluant une cinétique d’élimination du premier ordre.
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Figure 16 : Modéle compartimental de la cinétique du fipronil sulfone chez fe mouton.

Le rectangle n°0 représente le pool de fipronil & partir duquel se fait la transformation en
fipronil sulfone. Le compartiment central, ou compartiment plasmatique est représenté par le
rectangle n°l. Le rectangle n°2 représente un compartiment périphérique qui échange du
fipronil sultone avec le compartiment central. Toute 1élimination du fipronil sulfone se fait a

partir du compartiment central (Figure 16).

L’équation modélisant I’évolution de la concentration au cours du temps est :

Ct)=Axe™+Bxel+Cxe* (équation 12)

Les symboles A, B, C, sont les constantes pré-expérimentales (ng/mL) et ¢, § et k01 sont les

constantes de temps (h*) du modele.
Les équations sur lesquelles repose le calcul des paramétres pharmacocinétiques du fipronil

sulfone sont les mémes que celles décrites pour le calcul des paramétres pharmacocinétiques

du fipronil.
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I1.2. Résultats
I1.2.1. Paramétres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil sulfone

11.2.1.1. Paramétres pharmacocinétiques du fipronil chez le mouton
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Figure 17 : Courbes de décroissance des valeurs observées et des valeurs prédites des
concentrations plasmatiques de fipronil en fonction du temps, chez 2 brebis ayant regu un
bolus IV de fipronil (Img/kg) a t0.

Les graphiques (Figure 17) représentant 1’ajustement obtenu par le logiciel entre les valeurs
observées et les valeurs prédites des concentrations plasmatiques en fipronil montrent, chez

les deux brebis, que 1’ajustement est bon.

Les graphiques qui représentent le rapport entre les valeurs prédites pondérées des
concentrations plasmatiques en fipronil et les valeurs des résidus pondérés montrent une
bonne répartition des résidus de part et d’autre de 1’axe central ce qui indique que la

pondération effectuée par le logiciel est équilibrée.
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Les valeurs des paramétres pharmacocinétiques du fipronil détermindes par le logiciel sont les

suivantes (Tableaux 8 et 9) :

Valeur des macroconstantes
A 2097 ng/mL
B 537,5 ng/mL
C 29 ng/mL
M 37h
B 0,515h
v 0,024 h™'

Tableau 8: Valeurs des constantes moyennes estimées a partiv de la modélisation de
I’évolution des concentrations plasmatiques de fipronil au cours du temps, sur la base d’un
systéme tricompartemental, aprés I’injection d’un bolus IV de fipronil (1mg/kg) a t0.

Ainsi une équation moyenne modélisant 1’évolution de la concentration de fipronil au cours

du temps, chez le mouton, serait :

C(t)=2097 x " +537,5 x &7+ 29 x V02N (équation 13)
Paramétres pharmacocinétiques du fipronil chez le mouton
Concentration maximale 2663 ng/mL
Clairance 427 mL/hkg

Temps de demi-vie terminal 33h
Temps de résidence moyen 27h

Volume de distribution 10,33 L/kg

Aire sous la courbe 1089 hrxng/mL

Tableau 9 : Valeurs des principaux paramétres pharmacocinétiques du fipronil chez le mouton
estimés 4 partir de la modélisation de 1’évolution des concentrations plasmatiques de fipronil
au cours du temps, sur la base d’un systéme tricompartemental, aprés I’injection d’un bolus
IV de fipronil (1mg/kg) a tO.

Le temps de demi-vie du fipronil (gamma HL) chez le mouton est de 33 heures. Le volume de

distribution est de 10,33 L/kg. Le volume de distribution du fipronil est important car il est

trés supéricur au volume plasmatique (Tableau 9).
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[1.2.1.2. Paramétres pharmacocinétiques du fipronil sulfene chez le mouton
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Figure 18 : Courbes de décroissance des valeurs observées et des valeurs prédites des
concentrations plasmatiques de fipronil sulfone en tonction du temps, chez 2 brebis ayant regu
un bolus IV de fipronil (Img/kg) a t0.

Les graphiques (Figure 18) représentant ’ajustement obtenu par le logiciel entre les valeurs
observées et les valeurs prédites des concentrations plasmatiques de fipronil sulfone chez les

brebis, montrent que I’ajustement est bon.

Les graphiques qui représentent le rapport entre les valeurs prédites pondérées des
concentrations plasmatiques en fipronil sulfone et les valeurs des résidus pondérés montrent
une bonne répartition des résidus de part et d’autre de 1’axe central ce qui indique que la

pondération effectuée par le logiciel est équilibrée.

Les valeurs des paramétres pharmacocinétiques du fipronil sulfone déterminées par le logiciel

sont les suivantes (Tableaux 10 et 11):

Valeur des microconstantes
A 165,94 ng/mL
B 67,85 ng/mL
a 0,126 1/h
B 0,00345 1/h

Tableau 10: Valeurs des constantes moyennes estimées a partir de la modélisation de
P’évolution des concentrations plasmatiques de fipronil sulfone au cours du temps, sur la base
d’un modéle extravasculaire bicompartimental, avec un délai entre 1’injection IV de fipronil
(Img/kg a t0) et I’apparition de fipronil sulfone.
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Paramétres pharmacocinétiques du fipronil sulfone chez le mouton

Temps de demi-vie 204 h

Concentration maximale 199 ng/mL

Temps d’occurrence de la concentration maximale 1,46 h

Alire sous la courbe 20309,8 hrxng/mL

Tableau 11 : Valeurs des principaux paramétres pharmacocinétiques du fipronil sulfone chez
le mouton estimés & partir de la modélisation de I’évolution des concentrations plasmatiques
de fipronil sulfone au cours du temps, sur la base d’un modéle extravasculaire
bicompartimental, avec un délai entre I"injection IV de fipronil (Img/kg a t0) et I’apparition
de fipronil sulfone.

Les parameétres pharmacocinétiques dépendant de la dose ne sont pas présentés car la dose de
fipronil sulfone n’est pas connue. La demi-vie terminale du sulfone (béta HL) est estimée a
204 heures alors que la demi-vie terminale du fipronil est de 33 heures (Tableaux 9 et 11).
Ainsi, le fipronil sulfone persiste beaucoup plus longtemps que le fipronil dans 1’organisme

du mouton.

11.2.1.3. Evolution des concentrations plasmatiques du fipronil et du fipronil sulfone en

fonction du temps chez Ia brebis
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Figure 19 : Evolution des concentrations plasmatiques (ng/mL) de fipronil et de fipronil
sulfone en échelle logarithmique, au cours du temps, aprés injection d’un bolus IV de Img/kg,
chez un sujet représentatif. La limite de quantification est de 1 ng/mL pour le fipronil et pour
le fipronil sulfone.
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Le fipronil sulfone, principal métabolite du fipronil dans de nombreuses espéces animales,
apparait en méme temps que le fipronil mais alors que la concentration en fipronil décroit, les
concentrations de son métabolite augmentent fortement pendant les 3 premiéres heures.
Ensuite, la vitesse d’élimination du fipronil sulfone dépasse sa vitesse de formation et la
concentration du métabolite décroit mais beaucoup plus lentement que celle du fipronil

puisque le temps de demi-vie moyen du fipronil sulfone est de 204 heures (Figure 19).

[1.2.2. Détermination d’un schéma posologique chez le mouton

L’objectif est de déterminer chez le mouton le schéma posologique qui permet d’obtenir chez
ce dernier la méme exposition au fipronil que celle obtenue chez le rat par voie orale et
associée 4 une modification de la sécrétion de TSH. Les paramétres pharmacocinétiques du
fipronil chez le mouton déterminés précédemment (Cf. 11.2.1.1.) sont utilisés pour déterminer
la dose et la fréquence d’administration du fipronil.
La dose a injecter est donnge par I”équation :

dose / 1= Cl X Croyenne (équation 14)
test I” intervalle entre chaque administration, Cl est le clairance du fipronil et Cpoyenme €8t la

concentration moyenne a |’équilibre

La clairance du fipronil est estimée & 427 mL/h/kg chez la brebis. La concentration moyenne
est égale 4 la concentration plasmatique moyenne observée chez le rat exposé par voie orale
quotidiennement 4 30 mg/kg d’aliment de fipronil, sa valeur est de 50 ng/mL. Le calcul est
fait sur la base d’une administration par jour donc t est égal & 24 heures. Ainsi la dose a
administrer par voie intra-veineuse, a 24 heures d’intervalle, pour obtenir, dans les conditions
d’équilibre, une exposition égale a celle obtenue chez les rats exposés au fipronil, est de 0,512
mg/kg. L’administration quotidienne de cette dose pendant une durée équivalente a 3 a 4 fois
le temps de demi-vie du fipronil, soit pendant 5 jours, doit conduire & une concentration

plasmatique moyenne de fipronil de 50 ng/mL (Figure 20).
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Figure 20 : Simulation de ’évolution des concentrations plasmatiques en fipronil (ng/mL)
pour une administration quotidienne de 0,5 mg/kg de fipronil par voie intra-veineuse, chez le

mouton.
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Troisiéme partie : Discussion

L’objectif de cette étude était de développer un modéle animal qui serait plus pertinent
que le rat, chez qui la TBG est inconstante, pour U'é¢tude des effets des perturbateurs
endocriniens sur la thyroide. Le nouveau modele d’étude que nous proposons est le modele
ovin. Or, pour pouvoir mettre en parallele les effets thyroidiens d’une exposition au fipronil
chez le rat et chez le mouton, il faut s’assurer que les variations observées ne sont pas dues a
des différences d’exposition ou de métabolisme du fipronil entre ces deux espéces. 1l faut
donge parvenir a reproduire chez le mouton, le méme niveau d’exposition au fipronil que celui
inducteur de perturbations thyroidiennes chez les rats. Les résultats de notre étude qui a
reproduit une exposition au fipronil inductrice de perturbations thyroidiennes chez le rat, sur
la base d’une administration quotidienne de 30 mg de fipronil par kilogramme d’aliment et
par voie orale, indiquent que 1’exposition est de 'ordre de 50 ng/mL de plasma. Afin de
déterminer la dose de fipronil & administrer a la brebis pour obtenir une concentration
plasmatique moyenne de 50 ng/mL, nous avons évalué les paramétres pharmacocinétiques du
fipronil chez la brebis. Pour ce faire, nous avons suivi l’évolution des concentrations
plasmatiques de fipronil chez le mouton, aprés une injection de 1mg/kg de fipronil par voie
intra-veineuse. Nous avons ainsi évalué les parameétres pharmacocinétiques du fipronil et du
fipronil sulfone. Nous avons ensuite déterminé un schéma posologique chez le mouton, qui
permet d’obtenir des aires sous la courbe de 0 & 24 heures (AUC (p.245)) similaires chez le rat
mis en contact avec le fipronil par voie orale et chez le mouton chez qui le fipronil est injecté
en IV. Ainsi, d’aprés notre étude, chez le mouton, il faudrait injecter quotidiennement 0,512
mg/kg de fipronil par voie intraveineuse pour reproduire cette exposition.

Nos résultats suggérent que les voies métaboliques du fipronil chez le mouton sont
similaires a celles du rat. En effet, chez le rat traité par voie orale a hauteur de 30 mg de
fipronil par kg d’aliment et pendant 4 semaines, on obtient un rapport de ’aire sous la courbe
de 0 a 24 heures (AUC (5.24)) du fipronil sulfone par rapport a ’aire sous la courbe de 0 4 24
heures (AUC (p.24ny) du fipronil qui est de 46,7. Chez le mouton auquel on a administré un
bolus intra-veineux de fipronil (1 mg/kg), le rapport de ’aire sous la courbe de 0 a I'infini
(AUC (g.0y) du fipronil sulfone par rapport 4 Iaire sous la courbe de 0 & I’infini (AUC .y} du
fipronil est de 18,7. Ces deux rapports sont du méme ordre de grandeur ce qui indique que la
transformation du fipronil en fipronil sulfone est une voie métabolique majeure dans ces deux

espéces et que les expositions au fipronil sulfone dans ces deux espéces sont proches. Le
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sulfone est donc le principal métabolite chez le mouton et chez le rat comme dans d’autres
espéces telles que la chévre, la poule et le chien (AFSSA, www.afssa.ft/ ftp/afssa /basedoc/
Rapportfipro.pdf. mars 2005).

Récemment les ministres de ’agriculture, de la santé, de la consommation et de
I’environnement ont saisi PAFSSA (Agence Frangaise pour la Sccurité Sanitaire des
Aliments) et PAFSSE (Agence Francaise pour la Sécurité Sanitaire Environnementale) atin
d’examiner les incertitudes scientifiques sur les risques pour la sant¢ humaine pouvant
résulter de Dexposition au fipronil (AFSSA, www.afssa.fr/ ftp/afssa/basedoc/
Rapportfipro.pdf. mars 2005). Ce groupe d’experts a présenté différents scénarios
d’évaluation de ’exposition humaine au fipronil et a ses métabolites, basés sur un niveau de
contamination des aliments proche des LMR (limite maximale de résidus) réglementaires.
Selon les scénarios, I’exposition d’adultes via 1’alimentation pourrait atteindre 18 a 100% des
doses journaliéres admissibles (0.2 pg/kg/j). Chez ’enfant de moins de 18 mois, dans le
scénario correspondant aux usages autorisés avant 2004, 'apport journalier maximum
théorique pourrait avoir atteint plus de 800% de la DJA, Uapport estimé sur la base des STMR
(concentrations médianes de résidus en essais contrdlés) avoisinerait les 400 % de la DJA. 11
s’agit 1a de scénarios basés sur des hypothéses maximalistes en terme de résidus et de
consommation. Ce groupe de travail a souligné l’insuffisance des données actuelles et la
nécessite d’obtenir des données expérimentales pour pouvoir réaliser une estimation précise
de Dexposition humaine, notamment dans des populations a risques. L’évaluation de
Pexposition professionnelle de P'homme au fipronil révéle qu’elle est beaucoup plus
importante que ’exposition via ['alimentation. Elle varie de 100% a 1700% des doses
journaliéres admissibles. Le chiffre maximal obtenu dans le cadre de Pexposition
professionnelle de toiletteurs a des produits vétérinaires a base de fipronil est de 3,4 pg/ke/
(AFSSA, www.afssa.fr/ftp/afssa/basedoc/Rapportfipro.pdf, 2005). Dans notre ¢tude,
’exposition au fipronil qui correspond a la dose pour laquelle on observe des perturbations
thyroidiennes chez le rat, est approximativement de 50 ng/mL de plasma. Pour reproduire
cette exposition, il faut injecter chez le mouton 512 pg/kg/j de fipronil. Cette dose est donc
beaucoup plus élevée que les doses de fipronil avec lesquelles 'homme serait en contact
d’aprés les évaluations toxicologiques, méme dans des situations critiques. Cependant, notre
étude repose sur une exposition a court terme (28 jours), alors que I’exposition chez ’homme
concerne le long terme (plusieurs semaines). Une fois le modele ovin validé, pour une
exposition & court terme et pour des effets sur la fonction thyroidienne & court terme, i serait

intéressant d’exposer le mouton au fipronil sur une durée plus longue et & des niveaux
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d’exposition inféricurs, similaires & ceux présentés dans les évaluations toxicologiques sur
I’exposition de I’homme au fipronil.

Une différence de physiologie thyroidienne entre le rat et I’homme sert d’argument dans
certaines ¢études toxicologiques pour rejeter les résultats concernant les perturbations
thyroidiennes chez le rat lors d’expositions répétées au fipronil. En effet, le rat adulte n’a pas
de TBG (Thyroxin Binding Globulin) entre 2 et 7 mois pour assurer le transport de ses
hormones thyroidiennes plasmatiques (Savu et al., 1991). Or I'absence de TBG diminue le
temps de résidence des hormones thyroidiennes méme si I’exposition globale (AUCr,) reste
la méme. La diminution du temps de résidence peut avoir des conséquences si 1’action des
hormones thyroidiennes est de type temps-dépendant et exige des concentrations seuils
minimales pendant une durée donnée pour agir. L.a diminution du temps de résidence oblige
en effet le rat & produire plus d’hormones pour garantir leur durée d’action (Toutain, 2004).
Le taux de renouvellement des hormones thyroidiennes est donc plus important chez le rat et
la glande thyroide est beaucoup plus sollicitée que dans les autres espéces. L’homme, au
contraire, posséde une TBG et cette protéine a un rdle majeur dans le transport des hormones
thyroidiennes plasmatiques et dans le maintien de [’homéostasie de la fonction thyroidienne.
Le mouton, lui, posséde une TBG dont I’expression n’est pas régulée en fonction de 1’age, et
une étude récente réalisée dans le cadre de 'UMR 181, portant sur 'importance de la liaison
des hormones thyroidiennes aux protéines plasmatiques dans le maintien de I"homéostasie de
la fonction thyroidienne, suggére que la TBG ovine présente des propriétés pharmacologiques
(affinité pour des anti-inflammatoires non stéroidiens notamment) similaires a celles de la
TBG humaine. Par exemple, la constante de dissociation & [’équilibre de la T4, soit la
concentration pour laquelle on obtient 50% de la saturation, pour la TBG est de 0.09 ng/mL et
de 0.016 ng/mL chez I"homme (Sutherland et al., 1975) et chez le mouton respectivement
{(Law-So, 2005).

Nos résultats n’ont pas mis en ¢évidence, chez le rat, de différences des concentrations
plasmatiques en hormones thyroidiennes entre les lots traités au fipronil et les lots contrbles
contrairement 4 ce qui est décrit dans les dossiers d’évaluations toxicologiques du fipronil
(AFSSA, www afssa.fr/ fip/afssa/basedoc/Rapportfipro.pdf. mars 2005). Selon ces données,
lors de traitement au fipronil de rats méles, par voie orale, une diminution des concentrations

éme

plasmatiques de T3 a été observée au 7°"° jour de traitement, pour des aliments contenant

Img/kg, Smg/kg et 30mg/kg de fipronil (ce qui correspond 4 des doses ingérées de 0,1 ; 0,5 et

Sémc

2,8 mg/kg/j, respectivement) mais, aucune diminution de la T3 n’a été observée au 2 jour.

Dans les mémes conditions chez les rats maéles, une diminution de la T4 au 7 jour de
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traitement est notée pour des aliments contenant Smg/kg et 30mg/kg de fipronil, cette

diminutjon est également présente au 28"

jour mais seulement chez les rats nourris avec de
’aliment contenant 30mg/kg de fipronil. Lors de traitement au fipronil de rats femelles, par
voie orale, une augmentation de la T3 au 28°™ jour de traitement est observée chez les rats
nourris avec un aliment qui contient 30 mg/kg de fipronil. Une diminution significative mais
faible des concentrations plasmatiques de T4 est observée au 7% jour de traitement
uniquement, lorsque 1’aliment contient 30 mg/kg de fipronil. Cependant, il est a noter que

méme dans ces études les variations observées par rapport aux contréles contemporains, sont

eme oy ceme

limitées et ambigués (diminution de la T3 chez les méles au 7% jour mais pas au 28 jour ;
augmentation de T3 chez les femelles, variation similaire des concentrations au cours du
temps).

Dans notre étude, les concentrations plasmatiques d’hormones thyroidiennes mesurées
chez le rat sont approximativement de I'ordre de 3 a 4 fois celles de la littérature (Vansell et
al.,, 2002). Les concentrations élevées en hormones thyroidiennes de notre étude ont éte
observées conjointement a des valeurs de TSH similaires aux valéurs « normales » (Vansell et
al., 2002). Ainsi, ceci serait en faveur d’une cause périphérique et non centrale de
I’augmentation des concentrations plasmatiques en hormones thyroidiennes. Une cause
périphérique d’augmentation de ces concentrations plasmatigues pourrait étre I’anesthésie des
rats préalable au prélévement sanguin, En effet, ’anesthésie a été réalisée avec un mélange de
xylazine et de kétamine (phénylcyclidine). La xylazine est un a2-agoniste et la kétamine est
un gaba-agoniste ainsi qu’un antagoniste de tous les neurotransmetteurs excitateurs
(dopamine, sérotonine, noradrénaline, N-méthy-D-aspartate). Or, la thyroide posséde une
innervation sympathique et la stimulation de certains de ses récepteurs adrénergiques
entrainerait la sécrétion d’hormones thyroidiennes (Melander et al., 1978). Une autre cause
d’élévation des concentrations plasmatiques en hormones thyroidiennes pourrait étre le stress
des animaux. En effet, du fait de Dinter-relation entre les fonctions corticotropes et
thyréotropes, il convient d’envisager le stress provoqué par la manipulation des rats comme
facteur d’élévation de la séerétion d’hormones thyroidiennes (Dohler et al., 1979). Cependant
les rats ont bénéficié d’une période d’habituation durant laquelle ils ont été quotidiennement
manipulés et on peut donc considérer que la manipulation des rats n’est probablement pas la
cause de ’augmentation des concentrations plasmatiques d’hormones thyroidiennes. Quelle
que soit 1a cause de "augmentation des valeurs des concentrations plasmatiques en hormones

thyroidiennes dans notre étude, il est a noter que des stimulations artéfactuelles aurait pu

masquer des différences de concentrations plasmatiques en hormones thyroidiennes existantes
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et liées au traitement, cependant Pabsence d’effet du traitement sur les concentrations
plasmatiques en hormones thyroidiennes pourrait également refléter des facteurs
physiologiques internes. En effet, les rats utilisés avaient 6 mois ce qui est en limite de I’age
de réexpression de la TBG (Savu et al., 1991). Il est donc possible que les rats utilisés dans
notre étude aient présenté des concentrations actives en TBG, les rendant en ce sens similaires
a un modele d’étude ovin. Ceci aurait pu influencer les concentrations plasmatiques en
hormenes thyroidiennes, car en présence de TBG, la thyroide a moins besoin de synthétiser
des hormones thyroidiennes puisque leur temps de résidence est augmenté, et donc le systéme
thyroidien est globalement moins sensible aux perturbations. Dans notre étude, le traitement
des rats au fipronil, & hauteur de 30 mg de fipronil par kg d’aliment et par jour, pendant 28
jours (soit une exposition alimentaire d’environ 1,3 mg/kg/j), entraine une augmentation des
concentrations plasmatiques de TSH qui sont multipliées par 1,6 par rapport aux animaux
contréles contemporains. Ceci est similaire aux données de la littérature qui obtiennent chez
des rats traités avec 30 mg de fipronil par kg d’aliment par jour, pendant 28 jours, des valeurs
de TSH de 1,8 et 2,2 fois celles des controles, pour les femelles et les méles respectivement
{AFSSA, www.afssa. fi/ftp/afssa/basedoc/Rapporthipro.pdf, 2005). Un des mécanismes
principaux proposés au cours des ¢tudes toxicologiques pour expliquer ’élévation de la
concentration plasmatique de TSH est ’induction par le fipronil des enzymes hépatiques en
charge de la métabolisation des hormones thyroidiennes. En accord avec cette hypothése, des
travaux réalisés in vitro sur des systémes microsomiaux hépatiques ont en effet montré qu’en
présence de fipronil, ’activité de ces enzymes hépatiques, notamment CYP13A et CYP2CI19
(Tang et al., 2004), augmenterait et entrainerait une sur-métabolisation des hormones
thyroidiennes. Les résultats seraient donc compatibles avec I’hypothése. Une autre voie
d’action possible, non explorée pour le fipronil, mais démontrée pour des molécules
perturbatrices thyroidiennes telles que les PCB, se traduirait par ’induction par différentes
molécules chimiques, des UGT (Uridine-Glucurono-Transtérases) qui sont des enzymes
hépatiques clés dans le métabolisme des hormones thyroidiennes. Cependant, si un tel
mécanisme existe, les T4-UGT seules, ne suffiraient pas a produire une élévation des
concentrations plasmatiques de TSH chez le rat: Dactivation de T3-UGT et donc la
diminution des concentrations plasmatiques en T3 serait nécessaire pour entrainer 1’¢lévation
des taux de TSH (Vansell et al., 2001). Ces mécanismes provoqueraient un diminution des
concentrations plasmatiques en hormones et par conséquent le rétrocontrdle négatif qu’elles
exercent diminuerait aussi, induisant une augmentation de la séerétion de TSH. 11 est 4 noter

que dans notre étude, ["augmentation de TSH est observée sans effet significatif sur les
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concentrations en hormones thyroidiennes. Des mécanismes compensateurs de ['axe
hypothalamo-hypophyso-thyroidien ont pu masquer une altération de la séerétion des
hormones thyroidiennes. Alternativement, d’autres voies d’activation de la séerétion de TSH,
indépendantes d’un effet sur la clairance métabolique des hormones thyroidiennes peuvent
étre envisagees.

Par exemple, la fixation du fipronil et/ou de ses métabolites sur les récepteurs GABA du
systeéme nerveux central représente un mécanisme qui pourrait expliquer une élevation des
concentrations plasmatiques de TSH. Les effets antagonistes GABAergiques du fipronil au
niveau du systéme nerveux central pourraient conduire & une suppression du tonus
GABAergique inhibiteur de la sécrétion de TRH. En effet, non seulement il existe une
innervation GABAergique des neurones & TRH (Feteke et al.,, 2002), mais en plus les
agonistes GABA provoquent une inhibition de la séerétion de TSH (Jarvinen ct al., 1992). Ce
dernier mécanisme d’action reste peu probable pour le fipronil lui-méme car son aftinité pour
les récepteurs GABA des mammiféres est faible et il faudrait des doses énormes de fipronil
pour observer des effets centraux chez les mammiféres. En revanche, les métabolites du
fipronil sont beaucoup moins sélectifs vis-a-vis des récepteurs GABA des invertébrés (Hainzl
et al., 1998). Chez le rat, le chien, la chévre et la poule, le métabolite majoritaire du fipronil
est le fipronil sulfone (AFSSA, www.afssa.fr/ftp/afssa/basedoc/Rapportfipro.pdt, 2005). Le
fipronil sulfone agit, comme le fipronil sur les récepteurs GABA. Cependant, il est 6 fois plus
sélectif pour les récepteurs GABA des vertébrés que le fipronil, le rapport des concentrations
inhibant 50% de la liaison au récepteur GABA, du fipronil par rapport au fipronil sulfone, est
de 6 (Hainzl et al., 1998). L’action du fipronil sulfone n’est donc pas a négliger. Ce
métabolite a en effet été produit en grande quantité chez les rats exposés au fipronil et son
temps de demi-vie est 6 fois supérieur a celui du fipronil chez le mouton. Chez les ovins
comme chez le rat, nous avons montré que |’exposition au fipronil sulfone est 20 a 40 fois
supérieure a I’exposition au fipronil. Le fipronil sulfone est donc plus impliqué que le fipronil

lui-méme.
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Conclusion

De nos jours, I'intérét scientifique et sociétal pour les perturbateurs endocriniens ne cesse
d’augmenter. Toutes les substances soumises & autorisation font 1'objet d’évaluations
toxicologiques réglementaires, qui reposent sur des ¢tudes expérimentales ayant licu
principalement chez le rat.

Cependant, le rat n’est pas un modele pertinent pour 1’étude de la toxicité thyroidienne du
fipronil car il ne permet pas d’extrapoler les résultats & ’homme du fait de absence de TBG.
Nous proposons de développer un modele ovin, plus pertinent par rapport a ’homme en
matiére de physiologie thyroidienne.

Cette étude a permis par une approche pharmacocinétique, de déterminer un schéma
posologique du fipronil chez le mouton qui mime une exposition similaire & celle des rats
dans les conditions ot on observe des perturbations thyroidiennes. La détermination de ce
schéma posologique rend le modéle ovin pertinent en terme d’exposition par rapport au
modé¢le rat car les effets du fipronil qui seraient observes a ce niveau d’exposition chez 1’ovin
seraient dus a des variations de physiologie thyroidienne et non & des différences de
métabolisme du fipronil entre ces deux espéces.

Ainsi, ce schéma posologique du fipronil chez le mouton et les paramétres
pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil sulfone sur lesquels il est fondé, serviront dans
des études toxicologiques ultérieures.

Enfin, I’étude qui reproduit 1’exposition des rats au fipronil entrainant une augmentation des
concentrations plasmatiques de TSH ne permet pas de conclure en ce qui concerne les
hormones thyroidiennes. Le mécanisme d’action du fipronil comme perturbateur thyroidien
pourrait ne pas reposer seulement sur 1’activation des enzymes hépatiques responsables de la
métabolisation des hormones thyroidiennes. Une action centrale via les récepteurs GABA
pourrait étre mise en cause.

La validation de ce modéle permettra de utiliser ultérieurement pour évaluer les effets de
P’exposition du mouton au fipronil, dans un contexte d’exposition chronique de long terme,

reproduisant 1’exposition de ’homme.

Les résultats présentés dans ce travail donneront lieu & une communication lors du 10™™

congrés de I European Association for Veterinary Pharmacology and Toxicology, & Turin, du

17 au 22 septembre 2006.
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RESUME :

L’augmentation inquiétante des cancers de la thyroide, souvent liés a des dysendocrinies,
justifie le développement de modeles d’étude toxicologique plus pertinents que le rat, par
rapport a I’homme pour 1’étude des perturbateurs thyroidiens. Ce travail s’inscrit dans le cadre
du développement du modéle ovin. Dans un premier temps nous avons déterminé chez le rat
I’exposition a un perturbateur endocrinien potentiel, le fipronil, et a son principal métabolite,
lors de traitement au fipronil inducteur de perturbations thyroidiennes. Dans notre étude, une
¢lévation des concentrations plasmatiques de TSH est observée a ce niveau d’exposition.
Dans un deuxiéme temps, nous avons évalué les principaux parameétres pharmacocinétiques
du fipronil dans I’espéce ovine. Ces parametres ont été utilisés pour déterminer un schéma
posologique capable de mimer chez les ovins I’exposition au fipronil inductrice de
perturbations thyroidiennes chez le rat.
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The worrying increase of thyroid cancers, often linked to dysendocrinia, justifies the
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man, for the study of thyroid disruptors. This project aimed at developing the ovine model.
First, we determined the exposure to a potential thyroid disruptor, the fipronil and to his
principal metabolite in rat, with a treatment described as being inductor of thyroid disruptions.
In our study, an increase in TSH serum levels is observed at that level of exposure. Then, we
evaluated the main pharmacokinetic parameters of fipronil in the ovine species. These
parameters have been used to determine a dosage regimen able to mime in ovines the
exposure to fipronil that induce thyroid disruption in rats
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