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Introduction générale

Au lendemain de la Seconde Guerre Mondiale, I'industrie chimique a connu un
développement sans précédent conduisant a la libération dans I'environnement d’'un
grand nombre de composés chimiques. L’augmentation concomitante de troubles de
la fertilité et de la fonction thyroidienne dans la faune sauvage ainsi que l'incidence
croissante de pathologies liées a des déreglements hormonaux chez I'homme
(en particulier des cancers du sein, de l'utérus, de la prostate, des testicules et de la
thyroide) a conduit au début des années 1990 a I'’émergence du concept de
perturbateur endocrinien (Colborn et coll., 1993).

Parmi ceux-ci, le bisphénol A (BPA), composé trés présent dans notre
environnement domestique, est régulierement au cceur des débats, tant scientifiques
que sociétaux. En effet, plusieurs études suggerent que la dose de référence pour le
BPA (dose journaliére admissible ou DJA), établie en 2005 & 50 ug.kg™.j' par
lagence américaine des aliments et des médicaments (Food and drug
administration, FDA) et par l'autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA)
serait supérieure aux doses associées a des effets néfastes pour la descendance
des individus exposés : dégradation de la fertilité a 'age adulte (Cabaton et coll.,
2011), hyperplasie de la glande mammaire (Vandenberg et coll., 2008), trouble du
développement du pancréas conduisant a une altération de son fonctionnement
(Whitehead et coll., 2016), défaut de structure de I'émail dentaire (Jedeon et coll.,
2013) ou prédisposition au surpoids (Rubin et coll., 2001).

Pourtant, actuellement, l'absence de données sur I'exposition du feetus
humain au BPA ne permet pas l'utilisation de ces résultats pour évaluer le risque
pour la santé humaine. De plus, le niveau d’exposition de la population humaine au
BPA en termes de concentration plasmatique, qui constitue le paramétre le plus
pertinent pour I'extrapolation des données de I'animal a 'homme, est aujourd’hui
l'objet d’'une controverse. En effet, des incohérences ont été rapportées entre le
niveau estimé, relativement faible, de la quantité de BPA qui entre quotidiennement
dans [l'organisme (principalement via [lalimentation) associé a une intense
métabolisation du BPA en BPA-glucuronide (BPAG) par le foie, et certaines valeurs
élevées de concentrations plasmatiques rapportées chez '’homme. Cette observation

a conduit les organismes réglementaires a ne pas prendre en compte les
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concentrations plasmatiques de BPA dont les valeurs élevées sont attribuées a des
contaminations des échantillons par du BPA omniprésent dans I'environnement
(EFSA, 2015).

C’est dans ce contexte ou le niveau d’exposition humaine au BPA fait encore
débat, en particulier car les mécanismes toxicocinétiques chez le foetus nous sont
encore partiellement inconnus, que nous proposons de développer un modéle
toxicocinétique pour évaluer I'exposition feetale au BPA.

La premiere partie du manuscrit sera consacrée a une synthése
bibliographique des connaissances actuelles sur le BPA. Dans un premier temps,
aprés une présentation de 'historique de son utilisation et de ses propriétés physico-
chimiques, nous examinerons les diverses applications du BPA et la réglementation
en vigueur. Nous présenterons ensuite les données concernant les propriétés
toxicocinétiques du BPA et I'exposition humaine a celui-ci et examinerons les
particularités de la physiologie fcetale qui peuvent influencer la toxicocinétique du
BPA chez le feetus ainsi que les données d’exposition foetale humaine et de
toxicocinétique foetale obtenues chez l'animal. La seconde partie du manuscrit
présentera les études expérimentales réalisées sur la brebis gravide qui avaient pour
objectif d’établir les parametres toxicocinétiques du BPA et de son principal
métabolite, le BPAG, dans l'unité feeto-maternelle, nécessaires au développement du

modele toxicocinétique.
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Etude bibliographique
1. Présentation du bisphénol A
1.1. Historique du bisphénol A

Le BPA a été synthétisé pour la premiére fois par Alexandre Dianine (1851-
1918) en 1891, par réaction de deux phénols et d’une acétone. Il a ensuite été tres
étudié au cours des années 1930 dans le cadre de la recherche d’cestrogenes de
synthése. Cette utilisation n’a jamais abouti du fait de la découverte a la méme
époque d'un autre composé de synthése, le diéthylstilbestrol, dont les propriétés se
révelerent plus intéressantes (Beverly et coll., 2009).

Dans les années 1950, le BPA commence a connaitre une utilisation dans
l'industrie. Ainsi, il a d’abord été utilisé pour produire des résines époxydes servant
de revétement interne des contenants alimentaires métalliques puis a partir des
années 1960 comme monomere des plastigues de type polycarbonate. La
production globale de BPA n’a ensuite cessé d’augmenter pour atteindre une
production de 5,4 millions de tonnes par an en 2015 (Aster, 2014).

Aujourd’hui, sa présence est considérée comme ubiquitaire dans
'environnement (Corrales et coll., 2015).

1.2. Propriétés physico-chimiques du bisphénol A
Le bisphénol A est le nom courant du 2,2-bis(4-hydroxyphényl)propane. Il se
présente sous la forme de cristaux blancs. Sa formule semi-développée ainsi que

ses principales propriétés physico-chimiques sont présentées ci-aprés dans la figure
1 et le tableau 1 (Falcy et coll., 2013).
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Figure 1 : Formule semi-développée du BPA

Tableau 1 : Principales propriétés physico-chimiques du BPA

Propriétés chimiques

Formule brute C15H1602
Masse molaire 228,29 g.mol”
Synonyme Diphénylolpropane

Propriétés physiques

Point d’ébullition 250-252°C a 1,7 kPa
Point de fusion 150-157°C
Densité 1,1-1,2 a 25°C
Solubilité dans I'eau 0,12-0,30 g.L" a 25°C

Le BPA est un xéncestrogéne (composé mimant I'activité de I'cestradiol). Sa
structure, qui présente des noyaux phénoliques, lui permet de se lier aux récepteurs
des cestrogenes a et B (ERa et B). Par contre, le BPA est considéré comme un
agoniste faible des cestrogenes car son affinité pour les récepteurs aux cestrogénes
est environ 10 000 fois inférieure a celle de I'cestradiol (Kuiper et coll., 1998).

Plus récemment, il a été montré que I'affinité du BPA pour un autre récepteur,
'ERRy (Estrogen-related receptor gamma), est environ 1000 fois supérieure a
I'affinité pour ERa et B (Tohmé et coll., 2014). Ainsi, des doses plus faibles que celles
impliquant une liaison aux récepteurs nucléaires a et B pourraient produire des effets

sur le systéme endocrinien.
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1.3. Utilisation du bisphénol A

Le BPA entre principalement dans la fabrication des plastiques de type
polycarbonates (65-70 %) et les résines époxydes (30 %). Les figures 2 et 3
montrent les différentes applications de ces plastiques a base de BPA.

Le BPA est aussi utilisé dans les papiers thermiques comme révélateur acide
du leuco-colorant de I'encre, en dentisterie dans les composites dentaires qui sont a
base de bis-GMA (diméthacrylate glycidique de bisphénol A) ou encore comme
additif ou stabilisateur des plastiques de type polychlorure de vinyle (PVC) (ANSES,
2013).

B Construction

W Electrique et électronique
® Electroménager

B Média optique

H Automobile

H Récipients et bonbonnes

réutilisables

Loisir et sécurité

Meédical et santé

Autres

Figure 2 : Utilisation des polycarbonates
Les plastiques de type polycarbonate sont des plastiques transparents caractérisés par leur légéreté,
leur rigidité, leur durabilité dans le temps et leur résistance a la chaleur (jusqu’a 125°C). Ces
propriétés sont a l'origine de leur utilisation dans un grand nombre de produits de la vie quotidienne
(CDs, lunettes, équipement médical...) et dans les bonbonnes des fontaines a eau (ANSES, 2013).
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Figure 3 : Utilisation des résines époxydes
Les résines époxydes sont utilisées comme revétement intérieur de surfaces métalliques et forment

ainsi une barriére étanche et protectrice vis-a-vis de la corrosion du métal (ANSES, 2013).

1.4. Réglementation relative au bisphénol A

La dose journaliere admissible correspond a la quantité de BPA qui peut étre
ingérée, chaque jour durant toute une vie, sans effet néfaste appréciable sur la
santé.

Au milieu des années 70, le niveau élevé de production de BPA et le grand
nombre de travailleurs exposés a ce produit chimique ont attiré l'attention des
chercheurs du National Cancer Institute (NCI) qui, en 1977, ont lancé la premiére
étude sur la cancérogénicité du BPA. Les conclusions de cette étude délivrées en
1982 ont fait état de I'absence de preuves convaincantes de la cancérogénicité du
BPA. C’est a partir de cette étude sur un modéle rongeur que la FDA a fixé par la
suite une DJA de 50 ug.kg™.j" (NTP, 1982).
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En 2006, 'EFSA a fixé une DJA identique en appliquant un facteur de sécurité
de 100 a la dose la plus élevée sans effet délétere observable (NOAEL) et a conclu
que le niveau d’exposition humaine au BPA via I'alimentation et les boissons était
inférieur a la DJA (EFSA, 2006).

En 2008, la FDA a évalué les risques associés a l'utilisation du BPA et a
maintenu la DJA & 50 pg.kg™.j" (FDA, 2008). Cette évaluation a été remise en cause
par un sous-comité consultatif de la FDA qui a accusé I'agence de ne retenir que les
données et arguments avancés par les études financées par lindustrie de la
plasturgie, créant « un faux sentiment de sécurité », alors que de nombreux autres
rapports ou études issues du monde académique alertaient sur les risques liés a ce
produit (Philbert et coll., 2008).

Le 17 octobre 2008, le Canada est devenu le premier pays dans le monde a
interdire les biberons contenant du BPA. Cette mesure a ensuite été adoptée par
'Union Européenne (UE) en 2011.

En 2011, le rapport de [I'Agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES) relatif aux effets sanitaires et
aux usages du BPA concluait a I'existence, d’'une part, d’effets avérés chez I'animal
(effets sur la reproduction, sur la glande mammaire, sur le métabolisme, sur le
cerveau et sur le comportement) et, d’autre part, d’effets suspectés chez 'homme
(effets sur la reproduction et sur le métabolisme, pathologies cardiovasculaires)
(ANSES, 2011). Suite a ce rapport, la France a voté la loi n° 2012-1442 visant a la
suspension de la fabrication, de l'importation, de I'exportation et de la mise sur le
marché de tout conditionnement a vocation alimentaire contenant du BPA.
L’interdiction a porté sur les conditionnements d’aliments destinés aux nourrissons et

1er

enfants en bas age a partir du 1% janvier 2013 et a été étendue a tous les contenants

alimentaires a compter du 1%

janvier 2015.

En 2014, le Comité d’évaluation des risques de 'ECHA (Agence européenne
des substances chimiques) a délivré un avis final favorable a la demande de
'ANSES de classement du BPA en tant que substance toxique pour la reproduction

de catégorie 1B (ANSES, 2016).
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Pourtant, en 2015, 'EFSA a conclu de son c6té que le BPA ne présentait pas
de risques pour les consommateurs aux niveaux actuels d’exposition mais a proposé
de réduire de facon temporaire la DJA a 4 pg.kg™.j" (EFSA, 2015bis) en attendant
les résultats d’une étude expérimentale a grande échelle, le programme « CLARITY-
BPA », initié en 2013 par la FDA en collaboration avec le NTP (National Toxicology
Program) et le NIEHS (National Institute of Environmental Health Sciences).

2. Toxicocinétique du bisphénol A
2.1. Clairance et métabolisme

La clairance plasmatique (Cl) est le paramétre toxicocinétique qui décrit la
capacité d’élimination d’'une molécule par un organisme. Ainsi, une clairance de
a L.h7" signifie qu’'une quantité de molécules équivalente a celle contenue dans a L
de sang est éliminée en une heure. Seule une approche modélisatrice permet
d'estimer la clairance plasmatique du BPA chez I'homme car son évaluation
nécessite d’administrer du BPA par voie intraveineuse (IV) a un homme, ce qui n’est
pas éthiquement possible.

Collet, en 2005, a ainsi évalué la clairance plasmatique du BPA chez plusieurs
espéces, dont le cheval (0,75 L.h™ .kg™), le mouton (1,6 L.h".kg™), le cochon (3,5 L.h"
' kg™, le chien (1,8 L.h".kg™), le rat (3,8 L.h" .kg™") et la souris (2,1 L.h" .kg™"). Ainsi,
il N’y a pas de différences interspécifiqgues de clairance du BPA lorsque celle-ci est
rapportée au poids corporel (PC).

A partir de ces valeurs, la clairance du BPA chez 'homme a été prédite a

1,54 L.h ™" kg”en utilisant une approche allométrique (figure 4, Collet et coll., 2015).
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Figure 4 : Clairances plasmatiques mesurées chez plusieurs espéces animales et estimée par

approche allométrique chez I’homme

Les données urinaires obtenues dans cette méme étude chez les especes ci-
dessus suite a 'administration IV de BPA ont montré que la clairance rénale du BPA
est trés faible (inférieure a 1 %), ce qui suggére que la clairance du BPA est
essentiellement hépatique et met en jeu des réactions métaboliques.

Le métabolisme du BPA fait appel en majorité a des réactions enzymatiques
de phase Il, c'est-a-dire de conjugaison a un groupement hydrosoluble. Ce type de
réaction a lieu majoritairement dans le foie (Inoue et coll., 2001). Ces réactions
métaboliques conduisent a des substances dépourvues d’activité cestrogénique et
constituent ainsi un mécanisme de détoxification du BPA pour 'organisme (Matthews
et coll., 2001).

La glucuronoconjugaison est la principale voie de métabolisation du BPA. Elle
consiste en l'ajout d'un acide glucuronique et est catalysée par les UDP-
glucuronosyltransférases (figure 5). Le produit obtenu est le bisphénol A mono-B-D-
glucuronide (BPAG), de masse molaire 404,41 g.mol™ (Yokota et coll., 1999).
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Figure 5 : Réaction de glucuronoconjugaison du BPA

La sulfoconjugaison consiste en l'ajout d’'un groupement sulfate. Elle est
catalysée par les sulfotransférases et permet d’obtenir du BPA-sulfate (BPAS),

composé de masse molaire 308,35 g.mol™ (figure 6).
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Figure 6 : Réaction de sulfoconjugaison du BPA

Chez 'lhomme, le BPAS ne représenterait que 10 % des métabolites formés
(20 % chez le rat et 18 % chez le singe) (Kurebayashi et coll., 2010).

D’autres métabolites que le BPAG et le BPAS ont été découverts in vitro chez
la souris : il s'agit de composés di-glucuronides, conjugués-méthoxylés, hydroxylés
ou catéchols (Zalko et coll., 2003). La formation de ces métabolites chez 'lhomme n’a

pas été démontrée.
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2.2. Absorption, biodisponibilité et distribution

L’absorption rend compte du déplacement d'une substance du site
d’administration vers le sang qui draine ce site.

Les principales voies d’exposition au BPA chez ’'hnomme sont la voie orale, la
voie cutanée et la voie respiratoire. Des auteurs ont évalué I'absorption digestive du
BPA chez 'homme suite a 'administration orale de BPA sous la forme d’un isotope
stable du BPA, le BPA marqué au deuterium (BPA-D16). Ces études suggerent que
I'absorption digestive du BPA est quasi-totale puisque 118 £ 21 % de la dose de BPA
administrée ont été retrouvées dans les urines sous la forme de BPAG au cours des
24 a 34h suivant 'administration (Vélkel et coll., 2002). Ces pourcentages ont été de
84 £ 15 % chez la femme et 97 + 15 % chez 'homme (Vdélkel et coll., 2005). Chez le
mouton, le chien, le rat, la souris et le porc, I'absorption de BPA administré par voie
orale a été évaluée a des valeurs comprises entre 67,1 % (chez le rat) et 100 %
(autres especes) (Collet, 2012).

La biodisponibilité rend compte de la fraction de la dose qui atteint la
circulation générale sous forme inchangée. Elle a été estimée pour la voie orale chez
le porc, la brebis, le chien, la souris et le rat a des valeurs allant de 1,1 % chez le
porc a 6,03 % chez la souris (1,2 % chez la brebis) (Collet, 2012).

Cette tres faible biodisponibilité est expliquée par lintense effet de premier
passage hépatique (figure 7) qui inactive la majeure partie du BPA qui atteint le foie.
Ainsi, la fraction de BPA atteignant la circulation sanguine correspond a la fraction,
trés faible, qui échappe a I'effet de premier passage hépatique.

Au contraire, I'absorption du BPA par voie transcutanée (Zalko et coll., 2010)
ou sublinguale (Gayrard et coll., 2013) qui permet d’éviter I'effet de premier passage
hépatiqgue pourrait conduire a une biodisponibilité du BPA supérieure a celle
attendue suite a une absorption digestive.
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Figure 7 : Représentation schématique de I’effet du premier passage hépatique
Lors d’'une administration orale de BPA, celui-ci est absorbé par la muqueuse gastro-intestinale. I
rejoint alors la veine porte qui le conduit au foie ou il est métabolisé, principalement en BPAG. Le BPA
et ses métabolites rejoignent ensuite la circulation systémique par la veine cave. La métabolisation
étant rapide et efficace, la fraction de BPA absorbée par la muqueuse gastro-intestinale et entrant
dans la circulation systémique sous forme inchangée est tres faible.

Le volume de distribution (Vd) a I'équilibre correspond au volume tissulaire
fictif ou se distribuerait le métabolite pour étre a I'équilibre avec sa concentration
plasmatique. Ce volume de distribution a été estimé chez 'Homme & 2 L.kg™ par
deux approches : une approche allométrigue (Cho et coll., 2002) et un modéle
pharmacocinétique fondé sur des parameétres physiologiques (Shin et coll., 2004).

Le BPA est lié a plus de 90 % a des protéines plasmatiques, principalement
'albumine. Sous cette forme, il est biologiqguement inactif. Au contraire, la forme libre

dans le plasma (environ 5 %) est biologiquement active (Csanady et coll., 2002).
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2.3. Elimination

Selon les especes, les métabolites conjugués du BPA sont éliminés par voie
biliaire et/ou urinaire. Ainsi, chez 'homme, Vélkel suggére que la totalité du BPAG
produit est éliminé dans les urines (Voélkel et coll., 2002). Chez les rongeurs, le BPAG
est majoritairement éliminé dans la bile et subit un cycle entéro-hépatique (Sakamoto
et coll., 2002, figure 8). Ce mécanisme serait a l'origine d’'une augmentation de la

demi-vie d’élimination du BPA chez les rongeurs.
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Figure 8 : Représentation schématique de I’élimination du BPA
Chez les rongeurs, le BPA est métabolisé en BPAG dans le foie, dont une partie est excrétée par voie
rénale, tandis qu’'une autre est excrétée dans la bile. Le BPAG rejoint alors le tube digestif ou il subit
une hydrolyse, une partie du BPA ainsi reformé étant donc réabsorbée tandis que l'autre partie est
éliminée dans les feces. Chez les autres especes, tout le BPAG produit est éliminé par voie rénale
(Sakamoto et coll., 2002).
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3. Exposition humaine au BPA

3.1. Exposition externe au bisphénol A

La voie orale est la principale voie d’exposition, en grande majorité via
alimentation contaminée par le BPA libéré a partir des contenants alimentaires.
Cette contamination se produit par migration de monomeéres de BPA libérés par
hydrolyse des polymeéres sous l'effet de changement de température (stérilisation,
chauffage...) ou de pH. En particulier, une étude a montré que pour un méme type
d’aliment, ceux conditionnés dans un contenant métallique recouvert de résines
époxydes présentaient des concentrations de BPA jusqu’a 100 fois supérieures a
ceux conditionnés dans un contenant sans BPA (Geens et coll., 2010).

Dans son rapport, 'ANSES met en évidence différents niveaux de
contamination selon les aliments, les plus contaminés étant les poissons, les viandes
et les abats (ANSES, 2013). La présence de BPA dans I'eau de boisson a également
été montrée, y compris dans I'eau courante, la contamination la plus importante
ayant été mesurée dans I'eau conditionnée en bonbonne plastique (polycarbonates),
particulierement lorsqu’elle a été soumise aux changements de température (Le et
coll., 2008).

Une contamination par voie cutanée est possible, bien que minoritaire, en
particulier via la manipulation de papier thermique (tickets de caisse). Ainsi,
I'application de BPA sur un modele ex vivo de peau humaine pendant 24 heures a
montré un taux de pénétration de 8,6 £ 2,1 % (Demierre et coll., 2012).

Une contamination par inhalation est également possible : I'air ambiant est
contaminé par des poussiéres contenant du BPA utilisé dans certaines peintures,
revétements de sol, matériels électroniques et électriques. Une étude menée par
Geens en 2009 estime que I'exposition par inhalation de poussiéres contaminées par
le BPA aurait une contribution inférieure a 10 % a I'exposition totale humaine au BPA
(Geens et coll., 2009).
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En prenant en compte les différentes sources d’exposition, I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) et I'Organisation des Nations unies pour l'alimentation
et I'agriculture (FAO) ont estimé en 2010 I'exposition humaine moyenne des adultes
entre 0,01 et 0,40 pg.kgec'.j”, 'exposition alimentaire étant majoritaire (FAO et coll.,
2010). L’EFSA, dans son rapport de 2015, a estimé des doses un peu plus
importantes réparties entre les voies d’exposition orale, cutanée et respiratoire

(figure 9).

Voie respiratoire Voie orale Voie cutanée
8,65.10° pg.kgec i 0,616 pg.kgpc™j" 0,0831 ug.kgec "

NN

Figure 9 : Contributions relatives a I’exposition externe au BPA des voies d’exposition

respiratoire, orale et cutanée
La voie d’exposition orale au BPA est prépondérante (87 %). Elle a pour origine les aliments contenus
dans des emballages plastiques, I'eau de boisson et les jouets mis a la bouche par les enfants (trés
minoritaire). La voie d’exposition cutanée (12 %) est associée a la manipulation des tickets thermiques
et a I'application de cosmétiques. L’exposition par voie respiratoire (1 %) résulte de l'inhalation de
poussiéres contenant du BPA (EFSA, 2015).

3.2. Exposition interne au bisphénol-A
L’exposition interne correspond a la dose de BPA absorbé, c’est a dire ayant

pénétré dans I'organisme, chez un individu soumis a différentes sources d’exposition

externe (orale, cutanée, respiratoire).
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En 2013, dans son avis relatif a I'évaluation des risques liés au BPA pour la
santé humaine, TANSES a évalué les doses internes de BPA pour les différentes
voies d’exposition que sont l'inhalation et l'ingestion de poussiéres, d’aliments et
d’eau. Les doses internes de différentes populations ont ainsi été calculées a partir
des données estimées de la biodisponibilité pour les différentes voies d’exposition,
soit 3 % pour la voie alimentaire (contribution a I'exposition de 70 a 84 %) et 100 %
pour la voie respiratoire (contribution a I'exposition de 16 a 30 %) (tableau 2, ANSES,
2013). La prise en compte de la biodisponibilité du BPA explique que ces valeurs
d’exposition interne soient bien inférieures aux valeurs d’exposition externe évaluées
par TOMS.

Tableau 2 : Estimation des doses internes de BPA (ANSES, 2013)

Population Dose interne d’exposition en pg.kgec i
Femme enceinte 4,18.10°
Enfant 5,09.10°
Adulte 2,52.10°

Les données toxicocinétiques du BPA chez 'homme montrent que le BPA est
majoritairement éliminé dans les urines sous la forme de BPAG, et que son
élimination compléte a lieu en 24 h (Vélkel et coll., 2002). On retrouve de plus dans
les urines du BPA et du BPAS, tous deux en faible proportion (Pottenger et coll.,
2000 ; Liao et coll., 2012). Ce résultat indique que la quantité de BPA total (BPA plus
ses métabolites) dans les urines sur 24 h constitue un marqueur pertinent de
'exposition humaine au BPA. Les concentrations urinaires en BPA total rapportées
dans différentes études européennes sont similaires, avec des valeurs moyennes
comprises entre 1,1 et 3,6 pg.L™". A partir de ces concentrations, la dose interne de
BPA total, c’est a dire la quantité de BPA absorbée quotidiennement chez 'adulte,
peut étre estimée a des valeurs comprises entre 39 et 56 ng.kgec.j" (EFSA, 2015).

Des études de biosurveillance ont montré 'omniprésence du BPA. Ainsi, du
BPA total est détecté dans 92,6 % des échantillons urinaires issus d’'une population
représentative de la population américaine (Calafat et coll., 2008). Une autre étude,
menée sur des enfants allemands, montre une prévalence de détection du BPA dans
les urines de 99 % (Becker et coll., 2009).
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De plus, plusieurs études ayant évalué les concentrations urinaires de BPA
total indiquent une prévalence élevée de I'exposition de la femme au BPA au cours
de la grossesse (systématiquement supérieure a 70 %) (Quirds-Alcala et coll., 2013 ;
Arbuckle et coll., 2014 ; Dereumeaux et coll., 2016).

Une autre sous-population a risque est représentée par les caissiers
manipulant les tickets thermiques qui ont présenté des concentrations urinaires en
BPA total de 8,9 pg.L™" contre 3,5 pg.L™" pour une population témoin (Ndaws et coll.,
2016).

Une étude réalisée aux Etats-Unis sur 40 femmes enceintes rapporte des
concentrations plasmatiques de BPA variant de 0,5 & 22,3 ug.L™' (Padmanabhan et
coll., 2008), tandis qu’une seconde réalisée sur 300 femmes coréennes rapporte des
mesures échelonnées entre des valeurs en dessous de la limite de quantification et
66,48 pg.L" (Lee et coll., 2008). Ces valeurs de concentrations plasmatiques

élevées sont aujourd’hui soumises a controverse.
3.3. Controverse sur I’exposition au BPA

La controverse actuelle qui oppose les agences reglementaires a une partie
de la communauté scientifique est liée a lincompatibilité entre, d’'une part, les
données d’exposition au BPA en termes de quantités journalieres absorbées établies
a partir des données urinaires, & des valeurs trés faibles (de I'ordre du ng.kgec™.j")
associées a I'effet intense du premier passage hépatique qui inactive la quasi-totalité
du BPA absorbé en le convertissant en BPAG, et, d’autre part, des données de
concentrations plasmatiques en BPA trés élevées (de I'ordre du pg.L™).

Les agences reglementaires ont donc émis I'hnypothése d’une contamination
des échantillons étudiés par du BPA ubiquitaire dans I'environnement, refusant de
prendre en compte les données des concentrations plasmatiques en BPA dans
I'évaluation du risque (EFSA, 2015).
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Pourtant, ce positionnement est décrié par une partie de la communauté
scientifique qui estime que tous ces résultats ne peuvent pas étre entachés d’erreur
associée a des contaminations (Vandenberg et coll., 2014). Ainsi, certains estiment
que ces concentrations plasmatiques élevées pourraient étre expliquées par une
sous-estimation de la biodisponibilité du BPA. En effet, une absorption a travers la
muqueuse buccale (et non seulement gastro-intestinale) peut conduire a une

augmentation de la biodisponibilité (Gayrard et coll., 2013).

4. Exposition fcetale au BPA

La toxicocinétigue du BPA chez le foetus présente des particularités par
rapport a celle de I'adulte qu’il convient de développer ci-apres.

4.1. Particularités physiologiques foetales

La figure 10 illustre la circulation sanguine foetale qui présente de nombreuses
particularités par rapport a la circulation sanguine de I'adulte.
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Figure 10 : Représentation schématique de la circulation sanguine feetale

Le sang enrichi en O, et en nutriments est apporté au feetus par la veine ombilicale. Le foie est en

partie court-circuité par le canal veineux (anciennement canal d’Arantius). Ainsi, chez le foetus ovin,

55 % du débit sanguin ombilical rejoint directement la veine cave via le canal d’Arantius tandis que le

foie regoit 45 % du sang maternel (Rudolph, 1985). Le poumon est lui aussi court-circuité via le canal

artériel reliant le tronc pulmonaire a l'aorte, et via le foramen ovale reliant les ventricules cardiaques

gauche et droit. Le sang sortant du cceur gauche perfuse les organes ou retourne a la circulation

maternelle (Kiserud et coll., 2000). Le coeur et le cerveau foetal sont favorisés dans la distribution du

sang maternel. En effet, le cerveau jouit d’'un systéme vasculaire trés important et la barriere hémato-

encéphalique est encore inactive (Loichot et coll., 2004).
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Une autre particularité du foetus est qu’il baigne dans le liquide amniotique.
Celui-ci est composé en grande partie d’urines feetales que le foetus commence a
excréter a partir de la fin du premier tiers de gestation. Le volume produit augmente
au cours du temps pour atteindre 200 a 1200 mL par jour en fin de gestation chez la
brebis (dont le poids du foetus est proche de celui du feetus humain). Chez cette
espece, le liqguide amniotique est de plus éliminé par déglutition réguliére du foetus
(entre 350 et 1000 mL par jour en fin de gestation) et par absorption transcutanée
(entre 200 et 500 mL par jour). La quantité de liquide amniotique augmente petit a
petit jusqu’au dernier quart de la gestation, puis diminue ensuite jusqu’a la mise-bas,
ces meécanismes permettant une régulation du volume de celui-ci (Gilbert, 2006).

En général, le placenta ne joue un rGle de barriére que pour les molécules de
haut poids moléculaire. Il présente des transporteurs en début de gestation mais
ceux-ci disparaissent au cours de la grossesse pour laisser la place a un transport de
type passif. Le passage transplacentaire peut étre évalué a I'aide du modéle ex vivo
du placenta perfusé ou par la mesure des concentrations plasmatiques maternelles
au moment de lI'accouchement et des concentrations foetales évaluées a partir du

sang de cordon (Jacqgz-Aigrain, 1999 ; Loichot et coll., 2004).

4.2. Le modele du foetus ovin

Le niveau de I'exposition interne foetale au BPA résulte d’'un grand nombre de
facteurs dont :

- le passage transplacentaire qui dépend des propriétés physico-chimiques
du BPA

- la liaison du BPA aux protéines du plasma maternel et foetal. Seule la
fraction libre du BPA peut franchir la barriere placentaire et 'importance de
la liaison du BPA aux protéines plasmatiques détermine I'exposition a la
forme libre et active du BPA

- le métabolisme du BPA par l'unité fceto-placentaire qui dépend de la
maturité des systémes enzymatiques métaboliques et d’une éventuelle
bioactivation des métabolites du BPA au niveau des tissus foetaux et/ou du

placenta
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- la possible recirculation du BPA entre le liquide amniotique et la circulation
foetale. Au cours de la gestation, les métabolites produits par le feetus et qui
sont éliminés par voie rénale peuvent s’accumuler dans le liquide
amniotique en raison d’'un défaut de transfert placentaire. L’ingestion du
liquide amniotique pourrait donc accroitre I'exposition du foetus au BPA suite
a la réactivation d’'une fraction des métabolites par les tissus foeto-
placentaires.

Ainsi, seul un modéle intégratif fondé sur des considérations physiologiques
permet de prendre en compte ces différents facteurs simultanément. C’est la raison
pour laquelle le laboratoire utilise le modeéle in vivo du foetus ovin instrumenté au
cours d’'une intervention chirurgicale a 3,5 mois d’age gestationnel. En effet, ce
modeéle autorise la réalisation de perfusions et de prélévements sanguins du cété
foetal et du cé6té maternel ainsi que des prélevements de liquide amniotique (Sato et
coll., 1985 ; Corbel et coll., 2013).

Le modele de la brebis gravide présente de plus I'avantage de la similitude
avec le modéle humain en termes de poids des individus, nombre de fcetus et durée
relativement longue de gestation comparativement aux autres especes comme les
rongeurs.

Chez les ovins, la placentation est de type syndesmochorial, tandis que chez
’homme, elle est de type hémochorial (Wooding et coll., 2008). Néanmoins, une
étude révele que malgré ces différences anatomiques, le transfert placentaire se
montre équivalent chez 'lhomme et la brebis pour le transport de 'oxygéne et des
nutriments, d’autant que les érosions localisées de I'épithélium utérin ovin créent des
lacunes sanguines au contact du trophectoderme. Tout ceci fait donc du modeéle ovin
un modele acceptable pour décrire les échanges mére-foetus (Barry et coll., 2008).
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4.3. Connaissances sur I’exposition foetale au BPA
4.3.1. Données de biosurveillance de I'exposition fcetale au BPA

Des études ont rapporté des concentrations plasmatiques chez des femmes
enceintes en BPA total tres variables, comprises entre des valeurs indétectables et
66,48 ug.L" (Lee et coll., 2008), et entre 0,5 et 22,3 pg.L™" (Padmanabhan et coll.,
2008).

Les données des concentrations en BPA total évaluées a partir du sang de
cordon comme reflet de I'exposition foetale ont mis en évidence des valeurs
également élevées (respectivement entre 0,2 et 9,2 pg.L™" et entre des valeurs non
détectables et 4,05 pg.L™), bien que plus faibles que celles mesurées chez leur mére
(Schoénfelder et coll., 2002 ; Tan et coll., 2003).

Dans le liquide amniotique, chez la femme, des valeurs élevées de
concentrations en BPA ont été rapportées entre 15 et 18 semaines de gestation
(8,3 + 8,9 ug.L"). Ces valeurs diminueraient jusqu’a la fin de la gestation pour
atteindre 1,1 + 1,0 pg.L™". Les auteurs suggérent que les valeurs élevées des
concentrations de BPA seraient dues a une plus faible clairance métabolique du BPA
en début de gestation (Ikezuki et coll., 2002).

4.3.2. Toxicocinétique fcetale du BPA

Des études menées ex vivo sur le modéle du placenta humain a terme
perfusé ont montré que le BPA absorbé par la méere est capable de passer dans la
circulation foetale. Il traverse facilement le placenta par diffusion passive dans les
deux sens (Corbel et coll., 2014). Cette méme étude a démontré que le passage de
BPAG a travers le placenta est trés limité.

Deux études ont également été menées in vivo, chez le foetus ovin (Corbel et
coll., 2013) et chez le feetus de singe (Patterson et coll., 2013). Ces études
confirment que le BPA passe rapidement de la circulation maternelle a la circulation
foetale a travers le placenta. De plus, I'étude de Corbel et coll. (2013) a montré que
lors d’'une administration par voie IV de BPA a la brebis gravide, le foetus recoit
4,5 % de la dose administrée a sa mere. Rapportée a son poids, le foetus recoit ainsi
une dose de BPA équivalente a celle administrée a sa mere.
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Une fois dans la circulation fecetale, le BPA est métabolisé par le foie,
principalement en BPAG comme décrit dans la partie 2.1., chez le rat (Doerge et
coll., 2011), la brebis (Corbel et coll., 2013 ; Viguié et coll., 2013) et le singe
(Patterson et coll.,, 2013). Du BPAS est aussi retrouvé dans la circulation foetale
ovine mais en quantité trés inférieure a celle du BPAG (Corbel et coll., 2013). Une
étude ex vivo a montré que le métabolisme du BPA pourrait étre réversible chez le
foetus, I'hydrolyse du BPAG étant prépondérante dans les gonades foetales (Corbel
et coll., 2015).

Tandis que le BPA conjugué est éliminé de la circulation adulte par excrétion
dans les urines, les urines foetales sont éliminées dans le liquide amniotique qui
baigne le feetus. En outre, il a également été montré chez le foetus ovin que le BPA
peut facilement passer de la circulation fcetale a la circulation maternelle a travers le
placenta. Ainsi, la clairance placentaire foeto-maternelle du BPA a été estimée a
12 L.kg".h™, soit 94 % du débit sanguin ombilical. Ceci suggére donc que le placenta
ne constitue en rien un frein a I'élimination du BPA dans le sens foeto-maternel. Ce
résultat indique donc que la clairance du BPA est principalement placentaire et limite
I'exposition feetale au BPA (Corbel et coll., 2013).

Au contraire, le passage du BPAG a travers la barriére placentaire est trés
limité dans les 2 sens. Ainsi, méme si la fraction de BPA administrée au foetus qui est
conjuguée est moins importante, les concentrations plasmatiques foetales en BPAG
sont élevées en raison du défaut de passage transplacentaire. Les clairances
foetales du BPAG et du BPAS, ainsi que les clairances feetales de conjugaison du
BPA n’ont jusque-la pas été évaluées.

Ces résultats soulevent la question des mécanismes d’élimination du BPAG et
en particulier du réle de I'hydrolyse du BPAG dans la clairance fcetale de celui-ci et
de son impact sur I'exposition foeetale au BPA.

La figure 11 résume les données connues concernant la toxicocinétique
materno-feetale du BPA et du BPAG.
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Figure 11 : Modéle toxicocinétique compartimental (6 compartiments) pour le BPA et le BPAG
pour une brebis et son faetus durant la seconde moitié de la gestation

Les échanges de BPA entre la mere et le feetus s’effectuent a travers le placenta. Celui-ci joue alors le
role de transporteur passif, conduisant au transfert au feetus d’'une dose équivalente a la dose
biodisponible maternelle. Dans le compartiment foetal, le BPA peut étre métabolisé en BPAS, en
particulier au début de la gestation, et en BPAG, prédominant a partir de la seconde moitié de la
gestation. Les composés conjugués peuvent difficilement traverser le placenta, ils s'accumulent donc
dans le compartiment foetal. Ces métabolites pourraient étre hydrolysés pour former a nouveau du

BPA qui serait ensuite éliminé via la clairance placentaire foeto-maternelle.
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5. Obijectifs de I'étude

Les effets du BPA ont en particulier été décrits au cours de la vie prénatale :
des études, notamment sur des modeéles rongeur, ont en effet démontré que des
foetus exposés in utero a des doses inférieures a la DJA présenteraient des
altérations de leur développement.

A I'heure actuelle, il existe trés peu de données concernant I'exposition du
foetus au BPA alors que ces données sont nécessaires a I'évaluation du risque. Il est
en particulier essentiel de déterminer si le niveau des concentrations plasmatiques
foetales en BPA est équivalent ou inférieur a celui associé a des effets déléteres chez
'animal.

Une étude précédente a montré que le BPA, aprés passage de la barriere
placentaire, est métabolisé principalement en BPAG et BPAS, et que ces composés,
incapables de traverser la barriére placentaire, sont séquestrés dans le compartiment
foetal (Corbel et coll.,, 2013). Cependant, ces composés étant dépourvus d’activité
cestrogénique (partie 2.1), ils ne sont pas pris en compte dans les études
toxicologiques concernant le BPA.

Pourtant, une étude récente a montré que le BPAG peut étre réactivé par
hydrolyse en BPA libre, dans les gonades fcetales (Corbel et coll., 2015). Cependant,
cette étude ayant été menée sur un modele ex vivo, ces résultats ne peuvent pas
étre directement extrapolés aux conditions in vivo qui intégrent 'ensemble des
processus de distribution et d’élimination du BPA et du BPAG. C’est la raison pour
laquelle, nous avons utilisé le modeéle du foetus ovin pour évaluer in vivo I'implication
du processus d’hydrolyse du BPAG dans les mécanismes de clairance foetale du
BPAG et son impact sur I'exposition feetale au BPA.

L’objectif de cette étude était donc d’évaluer les contributions relatives des
clairances métaboliques et placentaires foetales dans I'élimination du BPA et du
BPAG.
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Etude expérimentale

1. Matériel et méthode

1.1. Matériel de prélevement et de préparation

Tout le matériel utilisé dans cette étude était soit en verre, soit en

polypropyléne (plastique sans BPA).

1.2. Produits chimiques
1.2.1. Bisphénol A

Le BPA utilisé était sous forme de poudre blanche et a été fourni par Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier (33), France). Sa pureté était supérieure a 99 %.

Pour les administrations IV, le BPA a été mis en solution dans un mélange
éthanol/propyléne-glycol (1 : 49) afin d’obtenir une concentration de 50 mg.mL™.

La préparation des solutions de BPA a été réalisée au cours de I'heure
précédant les administrations dans une salle dédiée a cet effet, et a été effectuée de

maniére stérile, sous la hotte, en utilisant uniquement du matériel jetable.
1.2.2. Bisphénol A glucuronide

Le BPAG utilisé dans la premiere expérience a été purifié (75-86 %) selon la
méthode décrite par M. Lacroix (Lacroix et coll., 2011) et contenait moins de 0,2 %
de BPA.

Du BPAG synthétique a été utilisé dans la seconde expérience. |l a été obtenu
aupres de Toronto Research Chemicals (North York (M3J), Canada). Sa pureté était
de 98 %.

Une solution de BPAG injectable en IV a été obtenue en mettant en solution le
BPAG dans du chlorure de sodium (NaCl) 0,9 %, afin d’obtenir une concentration de
42,6 mg.mL"™".
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1.3. Animaux

Cette étude a fait I'objet d’'un agrément du Ministére de I'Agriculture, portant le
numéro 31-115545.

Deux expériences ont été menées, la premiére sur 8 brebis gravides de race
Lacaune, pesant 60 + 10 kg, la seconde sur 2 autres brebis gravides Lacaune, de
67 = 4 kg. Les brebis ont été logées collectivement puis en box individuel apres la
chirurgie, sur de la paille renouvelée quotidiennement. L’alimentation était composée
d’'une ration d’aliment concentré distribuée deux fois par jour, et de fourrage a
volonté. De I'eau a été distribuée a volonté.

Un feoetus ovin par brebis, a un stade compris entre 107 et 118 jours, a été
instrumenté au cours d’une intervention chirurgicale avec deux cathéters mis a
demeure dans la veine jugulaire et dans lartére carotidienne pour permettre
respectivement la réalisation d’administrations IV et de prélevements de sang. Un
cathéter a également été placé dans la cavité amniotique selon la méthode décrite
par Corbel et coll., 2013.

Les doses de BPA et de BPAG a administrer aux foetus ont été ajustées a un
poids du foetus estimé & 2,5 kg (Bazer et coll., 2012). A I'issue des césariennes, les
foetus ont été pesés afin de calculer les doses exprimées par kg de poids vif du

foetus.
1.4. Plan expérimental
L’étude a comporté deux expériences.
1.4.1. Expérience 1
La premiere expérience a eu pour objectif d’évaluer les clairances feetales du
BPA et de son principal métabolite.

L’étude expérimentale comportait deux périodes séparées d'au moins

14 jours.
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Au cours de la premiére période, les foetus ont recu une administration 1V de
BPA sous forme de bolus a la dose de 5 mg.kg™ (soit 21,9 pmol.kg™) suivie trois
jours plus tard de ladministration IV d’'une dose molaire équivalente de BPAG
(soit 8,86 mg.kg™).

Des prélevements de sang maternel et foetal et de liquide amniotique ont été
réalisés avant chaque administration et aux temps 7 minutes, 15 min, 30 min,
1 heure, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 24 h, 34 h, 48 h, 58 h et 72 h aprés les
administrations de BPA (prélévements 1°° série) et de BPAG (prélévements
2°M série).

La totalité des urines maternelles a été collectée au cours des 35 h suivant
chacune des administrations, soit aux temps 0, 2 heures, 6 h, 11 h, 16 h, 21 h, 26 h,
31 h et 35 h post-administration.

Soixante-douze heures apreés I'administration foetale de BPAG, les foetus ont
été extraits par césarienne et pesés (figure 12).

Au cours de la deuxieme période, les parametres pharmacocinétiques
maternels du BPA et du BPAG ont été évalués chez les brebis au moins 14 jours
apres la césarienne. Les mesures ont été réalisées chez les brebis non gravides, une
étude récente ayant montré que la gestation ne modifie pas la pharmacocinétique du
BPA (Corbel et coll., 2013). Au cours de cette période, les brebis ont recu une
administration 1V de BPA sous forme de bolus & la dose de 5 mg.kg™” (21,9 pmol.kg™,
soit la méme dose que celle administrée au foetus) suivie trois jours plus tard d’'une
administration de BPAG & la dose de 3,5 mg.kg™" (soit 8,76 pmol.kg™). Les doses
administrées ont été ajustées au poids des brebis évalué la veille de la premiére
administration.

Des prélevements de sang maternel ont été réalisés avant chaque
administration et aux temps 4 minutes, 8 min, 15 min, 30 min, 1 heure, 2 h, 4 h, 6 h,
8 h,10 h, 24 h, 34 h, 48 h et 72 h aprés chaque administration. La totalité des urines
a été collectée au cours des 35 h suivant chacune des administrations, soit aux
temps 2 heures, 6 h, 11 h, 16 h, 21 h, 26 h, 31 h et 35 h post-administration.
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Figure 12 : Plan expérimental de la premiére période de I’expérience 1




1.4.2. Expérience 2

L’'objectif de cette seconde expérience était de s’assurer que les
concentrations plasmatiques foetales en BPA obtenues aprés administration de
BPAG, proches de la limite de quantification (LOQ) du dosage de BPA (1 ng.mL™)
étaient bien le reflet de I'hydrolyse du BPAG.

Pour cela, nous avons réalisé cing administrations répétées, séparées
chacune de six heures, d'une dose de BPAG de 10 mg.kg™, soit 24,8 umol.kg™, a
deux feetus de facon a augmenter par palier I'exposition du foetus au BPAG, et, si
'hypothése de I'hydrolyse est vérifiée, de facon a obtenir des concentrations
plasmatiques en BPA quantifiables et croissantes au cours des administrations.

De plus, l'utilisation de BPAG synthétique (donc ne contenant pas de BPAS) a
permis d’évaluer les concentrations de BPAS issu de la sulfoconjugaison du BPA
libéré par hydrolyse du BPAG.

L’expérience a commencé au minimum 72 heures aprés la derniere chirurgie.
Les feetus instrumentés ont recu via le cathéter jugulaire un bolus IV de BPAG a la
dose de 10 mg.kg™”. Cette administration a été répétée 4 fois toutes les 6 heures.
Des prélevements de sang foetal et maternel ainsi que de liquide amniotique ont été
réalisés avant la premiere administration de BPAG et aux temps 15 minutes, 30 min,
1 heure, 2 h, 4 h, 6 h aprés celle-ci, puis aux temps 10 minutes, 30 min, 1 heure, 3 h,
et 6 h apres chacune des 4 administrations suivantes et enfin aux temps 10 heures,
26 h, 29 h, 33 h, 48 h, 52 h, 54 h apreés la derniére administration.

La totalité des urines a été prélevée aux temps 3 heures, 6 h, 10 h, 14 h, 19 h,

23 h, 27 h, 30 h et 34 h apres la premiére administration (figure 13).
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1.5. Administrations, collecte et traitement des échantillons

Les administrations IV fcetales ont été réalisées directement via le cathéter
mis en place dans la veine jugulaire du feetus. Les administrations IV maternelles ont
été faites via un cathéter mis en place dans la veine jugulaire gauche des brebis
juste avant I'administration puis retiré aprés celle-ci. Le sang foetal a été recueilli
dans des tubes en polypropylene de 1,5 mL héparinés avec 10 Ul (unité
internationale) (Héparine Choay®, Sanofi Winthrop industrie (Ambares (33), France)).

Les prélevements sanguins foetaux d’'un volume de 0,5 mL ont été réalisés via
le cathéter mis a demeure dans l'artere carotidienne du feetus.

Les prélevements sanguins maternels (5 mL) ont été réalisés par ponction
directe de la jugulaire droite. Le sang maternel a été recueilli dans des tubes en
polypropyléne héparinés de 5 mL.

Une sonde de Foley (charriere 12) a été mise en place juste avant le début
des administrations pour permettre le prélévement de la totalité du contenu de la
vessie a un intervalle de temps régulier. Le volume d’urine prélevé a chaque temps a
été mesuré a l'aide d’une éprouvette en verre de 100 mL et enregistré.

Les prélevements de liquide amniotique ont été réalisés via le cathéter mis en
place dans le sac amniotique. L’urine et le liquide amniotique ont été recueillis dans
des tubes en polypropylene.

Les échantillons de liquide amniotique, d’urine et de sang ont été conservés
dans la glace entre le moment du prélévement et la centrifugation réalisée au cours
de I'heure suivant celui-ci. Les échantillons ont été centrifugés a 3000 g pendant
20 minutes a 4°C. Deux fractions aliquotes de plasma, urine et liquide amniotique ont

été conservées a -20°C.

1.6. Dosage du BPA, BPAG et BPAS

Les concentrations plasmatiques, urinaires et amniotiques en BPA, BPAG et
BPAS ont été mesurées simultanément par chromatographie liquide d’'ultra haute

performance couplée a de la spectrométrie de masse a triple quadripdle (Lacroix et
coll., 2011).
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Ainsi, 100 uL de chaque prélevement ont été dilués dans 150 pL d’acétonitrile,
permettant la précipitation des protéines, et 50 uL de standard interne (BPA-D16 et
BPAG marqué au carbone 13 (BPAG-13C12)). Apres centrifugation (10 minutes a
20 000 g), 5 uL de surnageant ont été prélevés et injectés dans la chaine de mesure.

Les LOQ ont été validées pour 1 ng.mL™" pour le BPA (0,0043 pmol.L") et
5 ng.mL™" pour le BPAG (0,012 umol.L™) et le BPAS (0,016 pmol.L™).

1.7. Analyse toxicocinétique

Toutes les concentrations massiques de BPA, BPAG et BPAS ont été
converties en concentrations molaires.

Les doses et parameétres toxicocinétiques ont été rapportés au poids exact du
foetus, évalué aprés la césarienne.

La quantité de BPAG excrété dans les urines a été calculée en multipliant la
concentration en BPAG urinaire obtenue dans I'échantillon par la quantité d’'urine
produite mesurée au cours de chaque période expérimentale.

Des analyses compartimentales et non compartimentales des données des
concentrations plasmatiques de BPA et BPAG ont été réalisées a 'aide du logiciel
Phoenix® NLME™ (version 6.4).

1.7.1. Calcul des paramétres toxicocinétiques
Les clairances, temps moyen de résidence, volumes de distribution et temps
de demi-vie ont été calculés selon les équations classiques de toxicocinétique
(Gibaldi et coll., 1982).

1.7.1.1. Clairance

La clairance plasmatique est le parameétre toxicocinétique qui décrit la

capacité d’élimination d’'une molécule par un organisme.
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Elle est déterminée aprés administration IV d’'une molécule suivie de mesures

de sa concentration plasmatique. Elle est ensuite calculée selon I'équation :

_ Dose
AUC

Cl

ou la Dose est la quantité administrée en gramme et I’ AUC I'aire sous la courbe des
concentrations plasmatiques mesurées au cours du temps en g.h.L™".

L’AUC est calculée selon la méthode mathématique des trapezes linéaires.

La clairance est ainsi obtenue en L.h™" et peut étre corrigée par le poids de
lindividu. Elle est alors exprimée en L.h"" kg™.

1.7.1.2. Degré d’augmentation de I'exposition

Le degré daugmentation de [I'exposition (EE) correspond au niveau
d’augmentation de [I'exposition a une substance présentant un métabolisme
réversible, comparé a I'exposition hypothétigue de ce méme organisme a cette
substance si elle ne présentait pas ce métabolisme (Cheng et coll., 1993).

Le degré d’augmentation de I'exposition au BPA a été calculé a l'aide de
I'équation suivante :

EE =1+ Clgepa X Cluppac

Cleppa X Clrgpag — Clgepa X Clyppag

Avec les clairances définies dans la figure 14 :
- Cligpa : Clairance feetale du BPA
- Cligpa : Clairance de transfert du BPA du foetus a sa mére
- Clggpa : Clairance de glucuronoconjugaison du BPA dans le compartiment
foetal
- Cligpag : Clairance foetale du BPAG
- Clngpag : Clairance d’hydrolyse du BPAG dans le compartiment foetal
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Figure 14 : Systeme toxicocinétique permettant de calculer le degré d’augmentation de
I'’exposition au BPA

1.7.1.3. Temps moyen de résidence

Le temps moyen de résidence (MRT) d’'une molécule dans un organisme
correspond a la durée moyenne de séjour de cette molécule dans I'organisme, soit le
temps moyen entre son absorption et sa métabolisation ou élimination.

Il est obtenu selon la formule :

ou I’ AUMC est le moment d’ordre 1 de la courbe des concentrations plasmatiques en

fonction du temps (C(t)), c'est-a-dire :

[ee)

AUMC =f t.C(t)dt
0

Cette intégrale est estimée selon la méme méthode des trapézes que celle
utilisée pour approximer 'AUC.

Le temps moyen de résidence est exprimé en heure.
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1.7.1.4. Volume de distribution

Le volume de distribution apparent a I'état de pseudo-équilibre (V) est calculé

a partir de la clairance et du temps moyen de résidence, selon I'équation :
Ve = Cl X MRT

Le volume de distribution est ainsi obtenu en L et peut aussi étre rapporté au
poids de I'individu en L.kg™.

1.7.1.5. Temps de demi-vie

Le temps de demi-vie (T12) d’'une molécule correspond au temps nécessaire
pour que les concentrations plasmatiques soient divisées de moitié apres avoir
atteint I'état de pseudo-équilibre, c’est-a-dire lorsque la pente finale du décours
temporel des concentrations plasmatiques est observée.

Il est calculé a partir de la clairance et du volume de distribution, selon

I'équation :

In2 X Vss
T =g

Le temps de demi-vie est ainsi exprimé en heure.
1.7.1.6. Coefficient d’accumulation

Le coefficient d’accumulation (R) décrit dans un systeme d’administrations
répétées a intervalles réguliers 'accumulation d’une substance dans un organisme.
Il a été calculé entre la premiére administration et I'administration N selon la

formule suivante (Cheng et coll., 1993) :

_AUCy
~AUC,
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ou AUC, est laire sous la courbe des concentrations plasmatiques mesurées au
cours du temps entre la premiere et la seconde administration et ou AUCy est l'aire
sous la courbe des concentrations plasmatiques mesurées au cours du temps entre
'administration N-1 et 'administration N.

1.7.2. Estimation du métabolisme foetal et des échanges mére/foetus

Pour chaque feetus (ou brebis), 'importance de la glucuronoconjugaison du
BPA au cours de la période de prélevement a été estimée en multipliant TAUC du
BPAG obtenue aprés I'administration IV de BPA au feetus (brebis) (AUCgpag) par la

clairance correspondante feetale (adulte) du BPAG (Clgpag) :
quantité glucuronoconjuguée = AUCgpag X Clgpag

De la méme fagon, I'importance de I'hydrolyse du BPAG a été estimée en
multipliant TAUC de BPA obtenue aprés administration de BPAG (AUCgp,) par la

clairance correspondante de BPA (Clgp,) :

quantité hydrolysée = AUCgpa X Clgpa

Etant donné que nous avons observé que la totalité du BPA entrant dans la
circulation sanguine maternelle subit une glucuronoconjugaison, le transfert de BPA
du feetus a la mere a été estimé en multipliant la valeur de 'AUC du BPAG maternel
obtenues aprés administration foetale de BPA (AUC,gpac) Par la clairance du BPAG

de la brebis (Cl,gpac)-
quantité de BPA quittant la circulation feetale = AUC,,gpag X Cliepac
De la méme fagon, le transfert du BPAG a été estimé en multipliant la valeur
de 'AUC de BPAG maternel obtenue aprés 'administration 1V fcetale de BPAG par la
clairance du BPAG de la brebis.

quantité de BPAG quittant la circulation feetale = AUC,gpac X Clmprac

57



1.8. Simulation des concentrations plasmatiques maternelles et
feetales de BPA et de BPAG

A partir des parameétres toxicocinétiques calculés au cours de la premiere
expérience, les profils des concentrations plasmatiques foetales et maternelles en
BPA et BPAG ont été ajustés a un modele toxicocinétique simplifié a
4 compartiments & I'aide du logiciel Phoenix®. Ce modeéle a permis de simuler les
concentrations plasmatiques maternelles et focetales associées a des administrations
maternelles 1V répétées de BPA & la dose 1 pg.kg™’ et séparées de 6 heures. Dans
cette simulation, on a considéré un couple brebis-foetus pesant respectivement 75 kg
et 2 kg. Le transfert de BPA de la mére au foetus a été estimé a 4,5 % (Corbel et
coll., 2013).
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2. Résultats

Les concentrations de BPA, BPAG et BPAS évaluées lors du prélévement de
contrbéle avant administration de BPA ont été systématiquement inférieures a la LOQ.

Pour les dosages urinaires, seules les concentrations de BPAG sont
rapportées, les concentrations de BPA représentant moins de 1 % de la somme des
concentrations de BPA total (BPA, BPAS et BPAG).

Les dosages dans le liquide amniotigue n’ont pu étre réalisés que dans la
seconde expérience.

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type.
2.1. Expérience 1

Les feetus (4 males et 4 femelles) pesaient 2,04 + 0,38 kg. La dose moyenne
de BPA et de BPAG administrée aux foetus a donc été de 28,3 umol.kg™.

2.1.1. Administrations foetales de BPA et de BPAG

Les figures 15 et 16 représentent I'évolution au cours du temps des
concentrations plasmatigues moyennes de BPA, BPAG et BPAS chez
respectivement 8 foetus et leurs méres aprés administration de BPA et de BPAG aux
foetus (dose nominale de 21,9 umol.kg™ pour un foetus de 2,5 kg). La figure 17
représente I'évolution au cours du temps des concentrations urinaires moyennes
chez les meres en BPAG apres ces mémes administrations foetales. Le BPAS n’a
pas été évalué aprés Il'administration de BPAG. Pour les concentrations
plasmatiques, les moyennes ont été calculées lorsque les concentrations

plasmatiques étaient supérieures a la LOQ chez au moins 50 % des individus.
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2.1.1.1. Données foetales

Aprés administration foetale de BPA, la concentration plasmatique foetale de
celui-ci a diminué rapidement pour atteindre une valeur inférieure a la LOQ, 2 heures
apres l'administration. C’est a ce moment que la concentration de BPAG a été
maximale avant de diminuer trés lentement jusqu'a la fin de la période de
prélevements. La courbe des concentrations de BPAS présente une forme similaire a
celle de BPAG mais avec un rapport de concentrations de 10 environ.

Soixante-douze heures apreés I'administration de BPA, la concentration
résiduelle de BPAG représentait environ 4 % de la valeur du pic de concentration
obtenu apres I'administration de BPAG et a été considérée comme négligeable.

Aprés administration feetale de BPAG, la concentration plasmatique fcetale de
BPAG a diminué lentement et était toujours mesurable 72 heures apres
'administration. Du BPA a été détecté dans le plasma de 7 des 8 fcetus. Chez ces
individus, la concentration plasmatique de BPA est restée relativement constante et a

fluctué autour de la LOQ (figure 15).
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Figure 15 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques foetales moyennes
(x écart-type) de BPA, BPAG et BPAS aprés administration fcetale IV de BPA puis de BPAG
(21,9 pmol.kg™)
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2.1.1.2. Données maternelles

Dans le plasma maternel, la concentration de BPA, qui a atteint une valeur
maximale au premier prélevement (7 minutes post-administration), a diminué
rapidement de la méme facon que chez le foetus. Les concentrations de BPAG et de
BPAS ont atteint quant a elles leur valeur maximale 15 minutes aprées I'administration
de BPA.

Ensuite, la concentration de BPAG a présenté deux phases de décroissance,
une phase de décroissance rapide suivie d’'une phase plus lente pour atteindre une
valeur inférieure a la LOQ au bout de 24 heures. La concentration plasmatique en
BPAS a diminué rapidement pour atteindre des valeurs inférieures a la LOQ,
2 heures apres I'administration.

Aprés administration foetale de BPAG, la concentration plasmatique de la
mere de BPAG a fluctué autour de valeurs proches de la LOQ. Le BPA n’a pas été
détecté dans le plasma maternel (figure 16).
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Figure 16 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (x écart-type) de
BPA, BPAG et BPAS chez les méres aprés administration feetale IV de BPA puis de BPAG
(21,9 pmol.kg™)
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En moyenne, 35 + 15 % de la dose de BPA administrée au foetus a été
récupérée dans les urines maternelles au cours des 34 heures suivant
'administration de BPA, dont 69 + 13 % au premier prélevement, soit dans les
3 heures apres I'administration.

Seulement 5,0 + 2,0 % de la dose de BPAG administrée au feetus a été
retrouvé dans les urines maternelles sur 34 heures. Cette faible quantité excrétée a

été relativement constante tout au long de la série de prélevements (figure 17).
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Figure 17 : Evolution temporelle de la concentration urinaire maternelle moyenne (z écart-type)
de BPAG aprés administration fcetale IV de BPA puis de BPAG (21,9 umol.kg™)

2.1.2. Administrations aux brebis adultes de BPA et de BPAG

La figure 18 représente I'évolution des concentrations plasmatiques moyennes
de BPA, BPAG et BPAS au cours du temps chez 7 brebis adultes aprés
administration de BPA (dose nominale de 21,9 umol.kg™ pour un feetus de 2,5 kg) et
de BPAG (8,76 pmol.kg" pour un foetus de 2,5 kg). Le BPAS n’a pas été mesuré
apres administration de BPAG. Les concentrations plasmatiques moyennes ont été
calculées lorsque les concentrations étaient supérieures a la LOQ chez au moins
50 % des individus. La figure 19 représente I'évolution de la concentration urinaire
moyenne de BPAG au cours du temps chez ces mémes brebis aprées les
administrations de BPA et de BPAG.
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Aprés administration de BPA aux brebis adultes, la concentration plasmatique
de BPA a diminué rapidement pour atteindre une valeur inférieure a la LOQ
10 heures aprés administration. Les concentrations plasmatiques de BPAS et de
BPAG ont atteint quant a elles leur valeur maximum 15 minutes apres
'administration de BPA puis ont diminué lentement pour devenir inférieures a la LOQ
respectivement au bout de 10 et 24 heures.

Aprés administration de BPAG, la concentration plasmatique de BPAG a
diminué rapidement et a atteint une valeur inférieure a la LOQ au bout de 8 heures.
Le BPA n’a pas été détecté dans le plasma maternel apres I'administration de BPAG
(figure 18).
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Figure 18 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (x écart-type) de
BPA, BPAG et BPAS chez les brebis adultes aprés administration IV de BPA (21,9 pmol.kg™)
puis de BPAG (8,76 pmol.kg™) aux brebis

En moyenne, 59 * 14 % de la dose de BPA administrée a été collectée dans
les urines au cours des 34 heures suivant 'administration. La majeure partie,
77 + 8 %, a été retrouvée dans le premier prélévement, soit dans les 3 heures aprés
'administration.

Aprées administration de BPAG, 65 + 39 % de la dose a été retrouvée dans les
urines, au cours des 34 heures suivantes, dont 77 + 19 % au cours des 3 premiéres
heures (figure 19).
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Figure 19 : Evolution temporelle de la concentration urinaire moyenne (+ écart-type) de BPAG
apres administration IV de BPA (21,9 pmol.kg") puis de BPAG (8,76 umol.kg'1) aux brebis

adultes

2.1.3. Evaluation des paramétres toxicocinétiques

Le tableau 3 donne les valeurs moyennes des parameétres toxicocinétiques du
BPA et du BPAG chez les feetus et les adultes.

Tableau 3 : Paramétres toxicocinétiques moyens du BPA et du BPAG chez les fcetus ovins et
les brebis adultes déterminés aprés administration IV de BPA (21,9 pmol.kg™) et de BPAG
(foetus : 21,9 pmol.kg™ ; adultes : 8,76 pmol.kg™)

Paramétres BPA BPAG
pharmacocinétiques | Foetus (n=8) Adultes (n=8) Foetus (n=8) Adultes (n=7)
Cl(L.h" kg™ 14,8 + 4,07 1,7+0,38 0,020 + 0,013 0,33 £ 0,076
Vss (L.kg™) 51+14 1,3+0,30 0,70 £ 0,22 0,32 £ 0,096
MRT (h) 0,34 £ 0,026 0,75 +0,15 39,3+10,9 0,84 + 0,54
Ti2 (h) 0,31 £ 0,030 1,6 £ 0,46 28 + 6,4 32+1,8
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Chez le fecetus, la clairance et le volume de distribution ont été plus élevés
pour le BPA que pour le BPAG (respectivement 740 et 7 fois). Le temps moyen de
résidence et le temps de demi-vie ont été au contraire plus élevés pour le BPAG que
pour le BPA (respectivement 116 et 90 fois).

Chez l'adulte, la clairance et le volume de distribution ont été plus élevés
(respectivement 5 et 4 fois) pour le BPA que pour le BPAG. Au contraire, le temps de
demi-vie du BPAG a été environ 2 fois plus élevé que celui du BPA. Néanmoins, les
temps moyens de résidence du BPA et du BPAG n’ont pas différé.

La fraction moyenne estimée de BPA métabolisée en BPAG a été de
106 + 14 %.

Ainsi, si I'on suppose que le BPA entrant dans la circulation maternelle est
totalement glucuronoconjugué par la mere, le pourcentage de BPA transféré du
foetus a la mére a été estimé a 67 £ 16 %. Ce pourcentage est du méme ordre que
celui du BPA administré au feetus retrouvé dans les urines de la meére (aprés
correction par le pourcentage de BPAG retrouvé dans les urines aprés administration
maternelle de BPA), soit 59 %. Enfin, le pourcentage de BPA administré au foetus qui
a été glucuronoconjugué a été estimé a 19 + 4 % au cours de la période de
préléevement, et a 24 + 3 % a partir de la courbe extrapolée a l'infini.

2.2. Expérience 2

Les foetus pesaient 2,80 et 2,84 kg et étaient de sexe male.

Les figures 20, 21, 22 et 23 représentent I'évolution des concentrations
moyennes de BPA, BPAG et BPAS au cours du temps chez 2 foetus et leur mere
aprés administrations IV foetales répétées de BPAG (5 administrations 1V,

24,8 umol.kg™, 6 heures d’intervalle) respectivement dans le plasma foetal, dans le

liquide amniotique, dans le plasma maternel et dans les urines maternelles.
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2.2.1. Données foetales

Le profil temporel des concentrations plasmatiques feetales de BPAG a
présenté une succession de pics et de vallées, chaque pic correspondant a une
administration de BPAG. De plus, on remarque que chaque pic de BPAG a été
associé a une augmentation des concentrations plasmatiques de BPA et BPAS.

Aprés la derniere administration, la concentration plasmatique fcetale de
BPAG a diminué lentement, tandis que celles de BPA et BPAS ont diminué apres la
derniére administration puis ont stagné. Des temps de demi-vie d’élimination
plasmatique de 115 + 16 heures pour le BPA, de 83 £ 11 h pour le BPAG et de
77 £21 h pour le BPAS ont été mesurés (figure 20).
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Figure 20 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques faetales moyennes de BPA,
BPAG et BPAS aprés 5 administrations IV feetales répétées de BPAG
(24,8 pmol.kg™, 6 heures d’intervalle)

Dans le liquide amniotique, les concentrations de BPA, BPAG et BPAS ont
augmenté progressivement pour atteindre leur maximum quelques heures apres la
derniere administration de BPAG. Ensuite, celles-ci sont restées relativement
constantes (figure 21).

66



= BPA 08

i -~ BPAG
150+ -+~ BPAS
F0.6

1041+
-4

th
T

0.2

Concentration dans le liquide
amniotique de BPAG (umol.L™)

—r——————t 0.0
60 80

0 I-Ilﬂlllr-l;ﬂlrl
O B Temps (h)

BPAG

0

(,-110owrl) Svdg 19 vdg @p anbiojuwe
apinbi| 8] suep uonesuaduo)

Figure 21 : Evolution temporelle des concentrations moyennes dans le liquide amniotique de
BPA, BPAG et BPAS apres 5 administrations IV foetales répétées de BPAG
(24,8 pmol.kg™, 6 heures d’intervalle)

2.2.2. Données maternelles

Les concentrations plasmatiques maternelles de BPAG étaient fluctuantes
mais ont eu tendance a augmenter au cours de la période d’administration. Quelques
valeurs de concentration de BPA et BPAS ont été mesurées proches de la LOQ du

dosage, principalement aprées la derniére administration de BPAG (figure 22).
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Figure 22 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques maternelles moyennes de
BPA, BPAG et BPAS apres 5 administrations IV foetales répétées de BPAG
(24,8 pmol.kg™, 6 heures d’intervalle)

Au cours de la période de prélevement (78 heures suivant la premiere
administration), le pourcentage de BPAG transféré du foetus a sa mere a été estimé
a 33 + 13 %. Sur cette méme période, en utilisant la clairance foetale moyenne du
BPA calculée lors de la premiere expérience, on peut estimer le pourcentage de
BPAG hydrolysé dans le compartiment feetal a 21 £ 12 %. Cependant, si I'on
extrapole la courbe a l'infini, on peut estimer a 71 + 37 % le pourcentage de BPAG
hydrolysé dans le compartiment foetal.

Au cours des 34 heures suivant 'administration de BPAG, 6,4 + 1,3 % des
doses de BPAG administré au foeetus ont été retrouvés dans les urines maternelles
(figure 23).
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Figure 23 : Evolution temporelle des concentrations urinaires maternelles moyennes de BPAG

apres 5 administrations IV feetales répétées de BPAG (24,8 pmol.kg™, 6 heures d’intervalle)

2.3. Simulation des concentrations plasmatiques maternelles et
foetales de BPA et de BPAG

L’analyse des données a l'aide du logiciel Phoenix® a permis d’établir un
modeéle toxicocinétique a 4 compartiments (figure 24). Selon ce modele, aprés une
administration IV de BPA a la mere, une faible proportion de BPA (4,5 %) passe dans
le compartiment foetal tandis que le reste (95,5 %) est glucuronoconjugué dans le
compartiment maternel puis éliminé dans les urines. Une partie (30 %) du BPA
transféré au foetus est métabolisée en BPAG tandis que 70 % sont éliminés par
transfert maternel dans le compartiment maternel. Le BPAG fcetal est uniqguement
hydrolysé dans le compartiment fcetal. L’hydrolyse du BPA dans le compartiment
maternel n’a pas été mise en évidence en raison probablement de son élimination
urinaire.
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Figure 24 : Modéle toxicocinétique compartimental (4 compartiments) pour le BPA et le BPAG
sur le modéle de la brebis gravide utilisé pour prédire I’évolution des concentrations de BPA et
de BPAG dans un scénario d’administrations répétées de BPA a la mére

La figure 25 illustre I'évolution temporelle des concentrations plasmatiques
maternelles et foetales en BPA et BPAG prédites par ce modéle au cours d’un
scénario d’administrations maternelles répétées de BPA a la dose de 1 pg.kg
(soit 2,5 nmol.kg™). Les courbes de concentrations fcetales et maternelles de BPA se
caractérisent par une succession de pics et de vallées. La concentration maximale
de BPA est 7 fois plus importante pour 'adulte que pour le foetus tandis que les
concentrations basales en BPA sont 7 fois plus faibles pour I'adulte que pour le
foetus. De plus, cette simulation a permis de mettre en évidence une augmentation
de la concentration basale de BPA chez la meéere (d’un facteur 3) et chez le foetus
(d'un facteur 8) entre la premiére et la derniére administration, alors que les

concentrations maximales ne sont pas modifiées (figure 25).
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Figure 25 : Evolution des concentrations plasmatiques maternelles et faetales prédites de BPA
au cours du temps aprés 16 administrations IV répétées de BPA (2,5 nmol.kg™, 6 heures

d’intervalle) sur un modele de brebis gravide

Les courbes des concentrations plasmatiques maternelles et foetales de
BPAG sont trés différentes entre la mére et le foetus : tandis que la courbe des
concentrations plasmatiques maternelles se compose d’une succession des pics et
de vallées sans augmentation des concentrations au pic au cours du temps, la
courbe des concentrations plasmatiques foetales met en évidence une augmentation
progressive des concentrations en BPAG qui tendent a atteindre un plateau a partir
de la 20°™ heure. On peut aussi constater qu’entre la premiére et la derniére
administration (90 heures), la concentration en BPAG a augmenté d’un facteur 8. On
observe de plus une persistance de I'exposition fcoetale caractérisée par une

concentration basale 200 fois plus faible chez la mere que chez le feetus (figure 26).
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Figure 26 : Evolution des concentrations plasmatiques maternelles et foetales prédites de
BPAG au cours du temps aprés 16 administrations IV répétées de BPA (2,5 nmol.kg™, 6 heures
d’intervalle) sur un modéle de brebis gravide

On peut donc observer que si le BPA issu de I'hydrolyse du BPAG est
rapidement éliminé du compartiment foetal par transfert placentaire, le BPAG forme
une réserve dans le compartiment foetal responsable du maintien de concentrations
plasmatiques basales de BPA élevées a la fois dans le compartiment foetal et
maternel entre les pics. De plus, on observe qu’au-dela de la derniére administration,
les concentrations plasmatiques feetales de BPA restent 7 fois plus élevées que
celles de I'adulte.

2.4. Calcul du degré d’augmentation de I’exposition

Si 'on suppose que le I'hydrolyse est le seul mécanisme d’élimination du
BPAG (c'est-a-dire que le BPAG ne peut pas traverser directement le placenta), on
peut alors considérer que la clairance foetale du BPAG se limite a la clairance
d’hydrolyse de celui-ci.

On peut ainsi calculer le degré d’augmentation de I'exposition au BPA selon
I'équation suivante (le systeme est celui décrit dans la partie 1.7.1.2) :
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Clgepa X Cleppac

EE =1+
Clrgpa X Clrppag — Clgppa X Cleppac
14 Clgepa X Cleppac 14 Clgepa
(Cligpa+ Clygpa) X Clegpag — Clygpa X Cleppag Cligpa

=1,43

ou la clairance feetale de glucuronoconjugaison (Clygp,4) €st calculée selon le modele
présenté en figure 24, soit 30 % de la clairance foetale (4,5 L.h".kg™) et ou la
clairance placentaire foeto-maternelle du BPA (Cl.zp,) €st estimée a 70 % de la
clairance foetale (10,4 L.h™ kg™).

A partir de ces valeurs, le degré d’augmentation de I'exposition au BPA a donc
été de 1,43.

Le coefficient d’accumulation du BPA, calculé chez le foetus entre la premiére
et la derniere administration, a quant a lui été de 1,40.
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3. Discussion

3.1. Apports de cette étude

Cette étude est la premiére a quantifier la clairance plasmatique foetale du
BPAG et métabolique du BPA, ainsi que la réactivation du BPAG en BPA dans la
circulation foetale qui fait suite a I'hydrolyse du BPAG. Ainsi, a partir de ces
parameétres, nous avons pu montrer que 70 % du BPA entrant dans la circulation
foetale est rapidement éliminé par retour dans la circulation maternelle, tandis que
30 % de celui-ci est métabolisé en BPAG. Ce BPAG est ensuite lentement éliminé
aprés hydrolyse (figure 27). La réactivation du BPAG en BPA dans le compartiment
foetal suite a son hydrolyse conduit a 'augmentation de la persistance du BPA dans
la circulation foetale.

Dans le compartiment maternel, 4,5 % de la dose interne de BPA est
transférée dans le compartiment foetal, tandis que 95,5 % est métabolisé en BPAG

qui est rapidement éliminé dans les urines.

4.5%
BPA maternel 1 BPAfoetal
 70%
A
95.5% 30% 100%
\ 4 \ 4
BPAG maternel BPAG foetal

100% l

Figure 27 : Modéle toxicocinétique compartimental (4 compartiments) pour le BPA et le BPAG

chez la brebis gravide
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De plus, si 'on compare le modéle ainsi établi a un modeéle ne prenant pas en
compte les inter-conversions entre BPA et BPAG, on peut observer une
augmentation dans notre modéle de 43 % de I'exposition foetale au BPA, liée a
I'hydrolyse du BPAG.

Ainsi, en raison du piégeage du BPAG dans le compartiment fcetal et du cycle
futile de conjugaison et d’hydrolyse, la glucuronoconjugaison ne peut pas étre
considérée chez le foetus comme un mécanisme de détoxification mais au contraire
comme un mécanisme entretenant la persistance de la présence de BPA dans la
circulation foetale. En effet, méme si une étude, réalisée in vitro sur des adipocytes
d’homme et de souris, rapporte des effets directement causés par le BPAG sur
'adipogenése (Boucher et coll., 2015), la glucuronoconjugaison du BPA a jusqu’alors
été considérée dans les études toxicologiques comme un mécanisme de

détoxification.

3.1.1. Devenir du BPA foetal

Le transfert par le placenta de BPA du feetus a sa mére est trés rapide. Ainsi,
aprés administration feetale de BPA, la concentration maximale de BPA dans le
plasma maternel est obtenue au premier prélevement (7 minutes aprés
administration). De plus, deux tiers de la dose de BPA administrée au foetus est
éliminée par les urines de la mére au cours des trois premiéres heures suivant
'administration foetale. Ainsi, 70 % de la dose foetale de BPA rejoint rapidement la
circulation maternelle par transfert transplacentaire.

Une fraction plus faible, 30 % du BPA administré au feetus, est quant a elle
glucuronoconjuguée.
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3.1.2. Contribution du BPAG a I'exposition feetale

La contribution du BPAG a I'exposition fcetale au BPA a été mise en évidence
suite a 'administration de BPAG au feetus. Ainsi, aprés une administration unique de
BPAG, des concentrations faibles et stables de BPA et de BPAG ont été observées
respectivement chez le feetus et chez la mere. Aucune relation de proportionnalité
n’a pu étre établie entre les valeurs des concentrations de BPAG chez le feetus et
chez la mére, contrairement aux concentrations maternelles et foetales de BPA. Ceci
nous confirme donc que le BPAG du foetus ne peut pas passer directement de la
circulation sanguine fcetale a celle de I'adulte, mais doit subir une déconjugaison
dans le compartiment foetal pour traverser la barriere foeto-placentaire.

Ainsi, le BPAG fcetal est lentement éliminé, aprés son hydrolyse en BPA dans
le compartiment foetal. De plus, malgré la faible proportion de BPA maternel passant
dans la circulation feetale, la clairance fcetale du BPAG étant plus de 700 fois plus
faible que celle du BPA, le BPAG s’accumule dans le compartiment foetal et des
concentrations plasmatiques faibles mais croissantes de BPA sont observées dans le
compartiment foetal.

Enfin, on peut observer que le BPAG et le BPA issu de I'hydrolyse de celui-ci
présentent un temps de demi-vie similaire (quelques dizaines d’heures). Au contraire,
le temps de demi-vie du BPA issu d’'une administration au foetus est beaucoup plus
faible (0,31 + 0,030 h). On peut donc supposer qu’il existe une derniére phase dans
I'élimination du BPA de la circulation fcetale, trés lente, qui s’explique par le retour
progressif du BPA issu de I'hydrolyse du BPAG dans le compartiment feetal.

Le calcul du degré d’augmentation de I'exposition au BPA (1,43) permet de
montrer que le retour du BPA dans la circulation feetale par hydrolyse du BPAG
entraine une augmentation de I'exposition du feetus au BPA de 43 %, tandis que le
degré d’accumulation de BPA dans le compartiment foetal a été évalué a 1,4 a

I'équilibre.
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3.1.3. Caractérisation de I'exposition foetale au BPA et au BPAG

Dans notre modéle de prédiction de I'exposition feetale et maternelle aprés
administrations répétées de BPA a la mére, I'évolution temporelle des concentrations
plasmatiques foetales de BPA a été caractérisée par des pics de concentrations
moins élevés que chez la mere, mais aussi par des concentrations basales plus
élevées. Ainsi, le foetus est protégé des concentrations élevées de BPA mais
présente des risques plus élevés d’exposition prolongée a des concentrations
basales supérieures a celles de I'adulte. Celui-ci est exposé a des concentrations
maximales en BPA supérieures a celles du foetus, mais élimine tres rapidement le
BPAG dans les urines.

Notre modele montre de plus que si I'exposition foetale au BPA est fluctuante,
celle au BPAG est relativement constante, y compris entre les administrations.

3.2. Intérét du plan expérimental

Les résultats de cette étude ont été obtenus en établissant la cinétique du
BPA, du BPAG et du BPAS dans le plasma feetal, dans le plasma maternel, le liquide
amniotique et les urines maternelles apres différents schémas d’administrations
foetales ou adultes de BPA et de BPAG.

Ainsi, dans la premiere expérience, aprés la réalisation des mesures des
parametres toxicocinétiques du foetus, une césarienne est réalisée et les cinétiques
de BPA et BPAG sont établies dans le plasma et les urines maternels aprées
administrations maternelles de BPA et de BPAG. Ces mesures permettent ainsi de
caractériser la toxicocinétique maternelle du BPA et du BPAG, nécessaire a la
compréhension des échanges feeto-maternels.

Dans la seconde expérience, l'utilisation d’administrations répétées de BPAG
a permis de caractériser I'exposition du feetus au BPA, ainsi que celle de sa mere au
BPAG, résultant de I'hydrolyse du BPAG dans le compartiment foetal. En effet,
'administration unique de BPAG au cours de la premiére expérience conduisait a
des valeurs de concentrations foetales de BPA et maternelles de BPAG proches de
la LOQ tandis que la réalisation d’administrations répétées a permis d’obtenir des
concentrations de BPA suffisamment élevées pour permettre I'estimation de
'exposition feetale.
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De plus, cette phase expérimentale a permis de mettre en évidence qu’une
part du BPAG hydrolysé en BPA est métabolisé en BPAS. En effet, I'utilisation de
BPAG ne contenant pas de BPAS permet d’affirmer que le BPAS présent dans le
compartiment foetal provient de la sulfoconjugaison du BPA issu lui-méme de la
déconjugaison du BPAG administré. Bien que celui-ci n’ait pas fait I'objet d’'une étude
approfondie dans notre travail, nous pouvons supposer qu’il constitue une forme de
« réserve » lentement déconjugué de facon similaire au BPAG et qu’il est ensuite
éliminé vers la circulation maternelle ou glucuronoconjugué en BPAG (Ginsberg et
coll., 2009).

3.3. Limites du modeéle ovin

Dans notre étude, le modéle du foetus ovin instrumenté a été choisi pour
évaluer I'exposition foetale.

Bien que ce modele présente des avantages incontestables, il présente une
limite principale : en effet, la cathéterisation du foetus ne peut étre réalisée que dans
la derniere partie de la gestation. Or, plusieurs études ont montré que la capacité du
foetus & métaboliser et a éliminer le BPA dépendait de son stade de développement
(Doerge et coll., 2011 ; Vom Saal et coll., 2014).

En effet, le métabolisme hépatique fcetal évolue au cours de la vie fcetale en
fonction des profils enzymatiques différents selon le stade de gestation (Ring et coll.,
1999). Ainsi, au début de la vie feetale, la sulfoconjugaison prédomine tandis que la
glucuronoconjugaison prend de l'importance a partir de la seconde moitié de la
gestation (Corbel et coll., 2015).

Ainsi, notre étude ne permet de caractériser I'exposition foetale qu’au cours de
la derniere partie de la gestation.
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Conclusion

Cette étude a permis de proposer un modele toxicocinétique de I'exposition
foetale au BPA et au BPAG. En particulier, une estimation de la clairance foetale du
BPAG, de la clairance de glucuronoconjugaison du BPA et de la réactivation du
BPAG en BPA dans la circulation foetale aprés hydrolyse du BPAG a été proposée
pour la premiere fois. La détermination de ces parametres nous a en particulier
permis d’établir le rdle du métabolisme réversible entre le BPA et le BPAG jusque-la
considéré comme marginal dans I'analyse toxicocinétique.

Nous avons donc démontré qu’une petite proportion (4,5 %) de BPA
administré a la mere est transférée au foetus qui peut en métaboliser une partie
(30 %) en BPAG. Le BPAG fecetal est ensuite lentement hydrolysé en BPA qui passe
du foetus a sa mere, et qui est ensuite éliminé rapidement dans les urines sous forme
de BPAG.

L’établissement d’un tel modéle nous a permis, d’'une part de caractériser
limpact d’une administration maternelle de BPA sur I'exposition du foetus a cette
méme substance, et d’autre part de démontrer que dans un contexte, plus conforme
a I'exposition réelle au BPA, d’administrations répétées, les inter-conversions BPA-
BPAG dans le compartiment feetal conduisent a des profils de concentrations tres
différents chez la meére et son feetus. Ainsi, 'adulte est plutdt exposé a des
concentrations élevées en BPA sur une courte durée tandis que le foetus est exposé
a des concentrations basales supérieures. Il faudrait donc maintenant, pour étudier la
toxicité du BPA chez le feetus, ne pas seulement prendre simplement en compte les
effets concentration-dépendant mais aussi les effets temps-dépendant de ce profil
particulier d’exposition feetale au BPA.
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MINDEGUIA Pierre

Développement d’'un modéle toxicocinétique pour évaluer I’exposition feetale au bisphénol A et

au bisphénol A-glucuronide.

Le bisphénol A (BPA) est un composé tres largement utilisé dans l'industrie du plastique. Pourtant,
son rdle de perturbateur endocrinien reconnu souléve la question du risque lié a I'exposition prénatale.
Dans notre étude toxicocinétique, nous avons utilisé le modéle du foetus ovin pour évaluer I'exposition
foetale au BPA et & son principal métabolite, le BPA-glucuronide (BPAG). Nous avons ainsi pu montrer
que 70 % de la quantité de BPA qui entre dans la circulation foetale est rapidement éliminée avec une
demi-vie trés courte (20 minutes) via la clairance placentaire foeto-maternelle, le reste du BPA (30 %)
étant glucuronoconjugué par le foetus. Nous avons également montré que 'hydrolyse du BPAG piégé
dans le compartiment foetal augmente de 43 % I'exposition foetale au BPA, ce qui signifie que méme
si le BPAG est inactif par lui-méme, il constitue un déterminant de I'exposition foetale au BPA.

Mots-Clés : toxicocinétique, foetus, bisphénol A, exposition.

Development of a toxicokinetic model to evaluate fetal exposure of bisphenol A and bisphenol
A-glucuronide.

Bisphenol A (BPA) is a compound widely used in the plastics industry. However, its role as a
recognized endocrine disruptor raises the question of the risk of prenatal exposure. In our toxicokinetic
study, we used the model of the fetal sheep to assess fetal exposure to BPA and its major metabolite,
BPA-glucuronide (BPAG). We have shown that 70 % of the amount of BPA entering fetal circulation is
rapidly eliminated with a very short half-life (20 minutes) via fetal to maternal placental clearance, the
remaining BPA (30 %) being glucuronoconjugated by the fetus. We have also found that BPAG
hydrolysis trapped in the fetal compartment increases the fetal BPA exposure by 43 %, which means

that even if BPAG is inactive on its own, it is a determinant of fetal BPA.

Keywords : toxicokinetic, fetus, bisphenol A, exposure.



