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*k%k

Tableau 1: Caractéristiques des protéines de transport deadmas thyroidiennes iodées
[50]. Bmaxest la concentration en site de liaison de lagmetde transport. Elle représente la
capacité maximale de liaisoikd est la concentration en hormones thyroidienne®dib

p 33

Tableau 3: Effet du fipronil sur les concentrations en TT3 47174 et TSH chez le rat. Les
rats ont recu quotidiennement par VO une admirtistrade fipronil (3 mg/kg/j) ou du milieu

Tableau 4: Concentrations plasmatiques en fipronil et en figreulfone. Les rats ont recu
quotidiennement par VO une administration de figr¢® mg/kg/j), pendant une période de
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Tableau 5: Effet du fipronil sur les parametres pharmacocqéts moyens de la TT4 (£ET)
aprés une injection IP de T4 chez des rats thyctodasés et supplémentés en T3. Les rats
thyroidectomisés traités quotidiennement par v@ea8ec de la T3 (12 pg/kg/j) ont recu une
administration quotidienne par VO de fipronil (3 #kgjj) (lot traité au fipronil) ou de milieu
de suspension (lot contrdle) pendant une périoddé4dgurs. Le jour suivant la derniere
administration, les concentrations en T4 totaleé@étsuivies aprés une administration unique
de T4 par voie IP (10 pg/kg). Les parametres pheocinétiques sont calculés avec un

Tableau 6: Effet du fipronil sur les paramétres pharmacocigés moyens de la fT4 (£ ET)
apres une injection IP de T4 chez des rats thyctodasés et supplémentés en T3. Les rats
thyroidectomisés traités quotidiennement par v@ea8ec de la T3 (12 pg/kg/j) ont recu une
administration quotidienne par VO de fipronil (3 fkgyj) (lot traité au fipronil) ou de milieu
de suspension (lot contrdle) pendant une périodd4ddgurs. Le jour suivant la derniere
administration, les concentrations en T4 libre @8t suivies aprés une administration unique
de T4 par voie IP (10 pg/kg). Les paramétres pheoainétiques sont calculés avec un

Tableau 7: Effet du fipronil sur les paramétres pharmacociqets de la TT4 chez les rats
thyroidectomisés (lots TBGet les rats thyroidectomisés traités a la T3 (KBG) aprés une
administration unique de T4 par voie IV chez le lagés rats thyroidectomisés ont recu
guotidiennement par voie SC une administration 8€IRug/kg/j de J2 a J40 puis 6pg/kg/j
de J41 a J56) (lots TBEB ou de solvant (lot TBG. lls ont recu une administration
quotidienne par VO de fipronil (10 mg/kg/j de J334® puis 1.5 mg/kg/j de J41 a J56) ou de
milieu de suspension pendant une période de 14s.joue jour suivant la derniere
administration, les concentrations en T4 totale &atsuivies aprés une injection unique de
T4 (12 pg/kg) par voie IV. Les parametres pharmaétijues ont été calculés avec un
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- DnHP : Di-n-hexyl phtalate

- DnOP : Di-n-octyl phtalate

- EDSTAC : Endocrine Disruptor Screening and TesBidgisory Committee
- EPA : Environmental Protection Agency

- ET : Ecart-type

- fT3 : Free triiodothyronine

- fT4 : Free thyroxine

- GABA : Acide y-amino-butyrique

- HCB : Hexachlorobenzene

- HPLC : High Performance Liquid Chromatography
- IP : Intrapéritonéal

- IV : Intraveineux

- Km : Constante d'affinité

- LDsg : Dose létale 50

- LOQ : Limit Of Quantification

- MBC : 4-méthylbenzyldiene-camphor

- MIT : Monoiodothyrosine

- MRT : Temps moyen de résidence

- NIS : Symport sodium-iode
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- NP : Nonylphenol

- OPC : Oligodendrocyte Precursor Cell

- PBDEs : Polybrominated diphenyl ethers

- PCBs : Polychlorinated biphenyls

- PCDDs : Polychlorinated dibenzmdioxins

- PCDFs : Polychlorinated dibenpsfurans

- PCP : Pentachlorophenol

- RIA : Radio Immunologic Assay

- SC : Sous-cutané

- t% : Temps de demi-vie

- T3 : Triiodothyronine

- T4 : Thyroxine

- TBBPA : Tetrabromobisphenol A

- TBG : Thyroxin-Binding Globuline

- TBPA : Thyroxin-Binding Prealbumine

- TCDD : 2,3,7,8-tetrachloro-dibenzmdioxin

- Tmax : Temps d'occurrence de la concentration magim
- TPO : Thyroperoxydase.

- TRE : Thyroid Hormone Responsive Element
- TRH : Thyroid-Releasing Hormone

- TSH : Thyroid-Stimulating Hormone

- TT3 : Total triiodothyronine

- TT4 : Total thyroxine

- TTR : Transthyrétine

- UDPGT : Uridinediphosphate-glucuronosyl-transferase
- UGT : Uridine-Glucuronosyltransférases

- Vp: Volume de distribution

- Vmax : vitesse d'élimination maximale

- VO : Voie orale.

- Vss : Volume de distribution a I'équilibre
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INTRODUCTION

Le fipronil est une substance active de produittgégnitaire, ou pesticide, qui appartient a la
famille chimique des phénylpyrazoles. Cette moléast utilisée dans le domaine agricole
pour son effet insecticide. Elle est utilisée natant comme principe actif de I'insecticide
Régen® commercialisé par BASF (USA).

Du fait de l'industrialisation croissante, de noeux produits chimiques se retrouvent dans
I'environnement et s'y accumulent. Les effets de m®duits chimiques sont encore mal
connus, mais ils sont suspectés de pouvoir alkésefionctions endocriniennes chez I'homme.
Les ministres en charge de lagriculture, de latésamle la consommation et de
I'environnement ont conjointement saisi 'Agen@nfaise de sécurité sanitaire des aliments
(Afssa) et I'Agence francaise de sécurité saniaméaronnementale (Afsse) afin d'examiner
les incertitudes scientifiques sur le risque poarshnté humaine pouvant résulter des
expositions au fipronil [1]. Le fipronil peut setreuver facilement dans I'environnement et

du fait de sa stabilité, il est considéré comm@aifuant environnemental.

Le fipronil est également considéré comme un peateur endocrinien. Un perturbateur
endocrinien, ou modulateur endocrinien, est defornme "un agent exogéene qui interfere
avec la production, la libération, le transport, netabolisme, la liaison, I'action et

I'élimination des hormones naturelles responsabiesmaintien de I’homéostasie et de la
régulation des processus de développement” [25].

Des études montrent que lincidence des cancer$a ddyroide chez I'homme est en

augmentation sans pouvoir trouver d'étiologie a cascers [22]. Parmi les étiologies

possibles, des facteurs environnementaux ont é@émimés, comme certains pesticides.
Selon une étude réalisée chez le rat [19], le fippst décrit comme étant un agent inducteur
de la carcinogenese thyroidienne chez cette eshécgechéma physiopathologique proposeé
est que le fipronil induirait des tumeurs de lartlige par un déséquilibre hormonal

caractérisé par une hypersécrétion prolongée de(T8¥toid-Stimulating Hormone), libérée

par I'hypophyse, en réponse a une diminution desertdrations des hormones thyroidiennes

circulantes. Ce schéma physiopathologique hypaphétn'a pas été démontré.

La question est de savoir s'il est possible d'prteax a 'hnomme les résultats obtenus chez le
rat concernant la toxicité du fipronil sur la foiect thyroidienne, en raison des variations
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interspécifiques de cette fonction. En effet, ctiabmme, le temps de demi-vie de la

thyroxine (T4) est de plusieurs jours, alors quezcle rat, il n'est que de quelques heures
[12]. Cette nette différence est attribuée audai le rat ne possede pas de TBG (Thyroxin-
Binding Globuline), protéine spécifique de transmlas hormones thyroidiennes, qui lie 75%

de la thyroxine plasmatique chez I'hnomme [46].

Cette thése s'inscrit dans le programme de rechenahl'étude de I'impact du fipronil sur la
fonction thyroidienne, étude réalisée par I'UMR 1Bhysiopathologie et Toxicologie
Expérimentales INRA/ENVT, en collaboration avecrdenbreuses équipes. L'objectif de ce
travail de thése est de valider le schéma phydiopadique du fipronil sur la fonction
thyroidienne chez le rat a travers |'évaluationl'difet du fipronil sur les concentrations
plasmatiques en hormones thyroidiennes et en TSHuetla clairance des hormones
thyroidiennes.

La partie bibliographique consistera dans un prereenps en un rappel sur la fonction
thyroidienne a travers la synthese des hormonesitlignnes, leur role, leur métabolisme, la
régulation de leur synthese et leur transport. Dansecond temps, elle fera la synthese des
données concernant les perturbateurs de la fonittysaidienne et le fipronil.

La partie expérimentale présentera les étudesrguété mises en ceuvre pour répondre a nos
objectifs. Dans un premier temps, nous étudierefiet du fipronil sur les concentrations en
hormones thyroidiennes chez le rat femelle. Dandauxieme temps, nous évaluerons I'effet
du fipronil sur la clairance de la T4 chez le rainklle de maniére a valider le schéma
physiopathologique hypothétique du fipronil surféaction thyroidienne dans cette espece.
Enfin, nous présenterons les résultats d'un esiede mui avait pour objectif d'examiner le

rble de la TBG sur I'effet perturbateur thyroideenfipronil chez le rat.
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PARTIE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1- LA FONCTION THYROIDIENNE

1.1- L'AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSO-THYROIDIEN

1.1.1- La glande thyroide

La thyroide est une glande exclusivement endogjineécréte principalement les hormones
thyroidiennes iodées, impliquées notamment damédalation du métabolisme basal, et la
calcitonine, encore appelée hormone anti-hyperoae.

En Allemagne, la thyroide est appelée "glande heticbn référence a sa forme, la thyroide
est aussi dite en forme de papillon. Elle est fig@edes tissus fibreux sur la face antérieure et
sur la face latérale du larynx et de la trachéesu8tace antérieure est convexe et sa surface
postérieure est concave. La glande thyroide esttito@e de deux lobes reliés par I'isthme de
la thyroide qui se situe juste sous le cartilageo@le du larynx. La thyroide est enveloppée
par une fine capsule fibreuse.

De chaque c6té de la thyroide se situent les qugdareles parathyroides qui permettent la
régulation de I'homéostasie phosphocalcique. L&s tayngés récurrents courent le long de
chaque lobe thyroidien et sont I'objet de toutesteentions du chirurgien lors de chirurgie de
la thyroide.

D'un point de vue histologique, la thyroide est posgée d'une capsule et d'un parenchyme
glandulaire. L'unité fonctionnelle de la glandertiige est la vésicule thyroidienne. C'est une
petite sphérule de taille variable formée d'une meonche de cellules entourant une lumiere
emplie d'un constituant appelé colloide dont la ema partie est formée par la
thyroglobuline. Les cellules vésiculaires thyroidies, ou thyréocytes, sécretent les
iodothyronines. Elles ont une forme cuboide plusmmins aplatie selon I'état d'activité de la
glande. Contre ces cellules principales, des edluparafolliculiares, ou cellules C,
synthétisent la calcitonine.

Les glandes thyroides recoivent une irrigation sarga tres fort débit par des arteres issues
de la carotide externe, essentiellement par umgeathyroidienne craniale qui se ramifie et

forme un réseau de capillaires a la surface deasulés. Ces capillaires sont drainés par les
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veines thyroidiennes qui rejoignent la veine jugalaUn réseau lymphatique entoure
également les vésicules thyroidiennes.

1.1.2- Les hormones thyroidiennes
Les hormones thyroidiennes iodées sont des hornapwdaires synthétisées a partir d'iode et

de résidus tyrosine de la thyroglobuline. Ellestsannombre de deux : la T4 ou thyroxine ou

L-tétraiodothyronine et la T3 ou L-triiodothyronifieigure 1).
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Figure 1 : Les hormones thyroidiennes iodées

La thyroide sécrete principalement la T4, maisolank biologiquement active est la T3. La
conversion de la T4 en T3 se fait dans de nomboeganes grace a la thyroxine-5'-désiodase
qui est une enzyme réalisant la 5-monodésiodad®ria T4. La T4 est ainsi considérée
comme "la forme circulante” des hormones thyroiidésn iodées et la T3 "la forme

biologiquement active".

1.1.3- La synthese des hormones thyroidiennes

1.1.3.1- Capture des iodures plasmatiques

Les ions iodures sont des composants indispensatdas la synthese des hormones

thyroidiennes iodées. En effet les iodures reptése5% de la masse de T4 et 58% de celle
de T3 [3].
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La capture des iodures plasmatiques est un praedsss actif fonctionnant contre un fort
gradient de concentration. Cette mise en résergaatiires est essentielle pour assurer une
synthese continue des hormones car les apportedares sont exclusivement alimentaires et
peuvent varier notablement d'une période a unes.auax capture des iodures du secteur
extracellulaire par les cellules folliculaires irigple un systéme de cotransport'Nade la
membrane basolatérale utilisant le gradient dep¥aduit par une pompe N&K*-ATPase de

la méme membrane. L'activité de ce transporteunestue lors de stimulation par la TSH
(Thyroid-Stimulating Hormone).

Il semble que la capture des iodures représemapdidimitante de la synthése des hormones

thyroidiennes iodées (Figure 2).

1.1.3.2- lodation des résidus tyrosyls de la thiggline

L'iodation des résidus tyrosyls de la thyroglobalintervient dans la lumiere folliculaire par
des réactions de substitution. Celles-ci se dénbvale contact entre la membrane apicale et la
colloide. L'iodation des résidus tyrosyls est umcpssus complexe qui nécessite la
thyroglobuline, des iodures, la thyroperoxydasd,a# oxygénée #D, et du NADPH.

La thyroperoxydase est une enzyme glycoprotéiqgudademembrane apicale permettant
d'oxyder les iodures en ion iodoniumi &t de substituer les résidus tyrosyls de la
thyroglobuline en MIT (monoiodothyrosine) et DIT ii@othyrosine). Ensuite, la
thyroglobuline couple deux résidus iodotyrosylssuté pour former la T4 principalement et
la T3. Les iodothyroglobulines apparaissent aingsime des réserves d'hormones.

1.1.3.3- Libération des hormones

La thyroglobuline doit pénétrer dans les cellulellidulaires pour que les hormones soient
libérées. Ce processus se déroule par micropineeyaopartir de la membrane apicale des
thyréocytes.

Les gouttelettes de colloide fusionnent alors alex lysosomes primaires au voisinage du
pble apical. Dans les vésicules, I'hydrolyse prsgjke de la thyroglobuline au fur et a mesure
gue l'acidification progresse libére les hormondseT T3 ainsi que des résidus MIT et DIT

non couplés. Dans les cellules vésiculaires, le$ Bl DIT sont recyclés par désiodation,

libérant des iodures qui seront de nouveau utilies ioder la thyroglobuline. Les hormones

thyroidiennes iodées, T4 et T3, sont libérées tatmrent circulatoire par exocytose [26].
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Basal membrane Apical membr ane
bload — follicular lumen

Figure 2 : La cellule folliculaire thyroidienne. [4] AC : adénylate cyclase, DIT :
diiodothyrosine, G : G-protéine, MIT : monoiodothgme, NIS : symport sodium-iode, Tg :
thyroglobuline, TPO : thyroperoxydase, TSH : Thgr&itimulating Hormone, TSH-R :
récepteur a la TSH.

1.1.4- Réle et mécanisme d'action des hormonesittignnes

1.1.4.1- Réle des hormones thyroidiennes

Une fois dans la circulation sanguine, la majeundigp des hormones thyroidiennes est liée a
des protéines de transport. Les formes libre€eslsont en équilibre. Seules les formes libres
peuvent étre captées par les cellules cibles. sutéace des cellules cibles et des cellules
hépatiques, des enzymes membranaires vont captéd.l&Elle va étre désiodée par la
thyroxine-5'-désiodase en T3, forme biologiquenaatitve [24].

Le réle essentiel des hormones thyroidiennes efwigiser la calorigenese, pour I'essentiel
en augmentant la consommation d'oxygene et la éyatd’ATP dans de nhombreux organes,
dont le foie et les muscles. Cet effet dose-dépandsat observé pour des concentrations
physiologiques [8].

En dehors de ses actions métaboliques, les horntbgesidiennes sont indispensables au
développement et a la croissance, a la fertilig latreproduction. Elles sont particulierement
importantes dans le deéveloppement du systeme nerveu le déficit en hormones

thyroidiennes conduit a de trés sévéres retardgamerchez I'homme. En effet, dans les

26



régions naturellement pauvres en iode, la défigearc hormones thyroidiennes du foetus est
responsable de l'apparition de retard mental mieumxau sous le nom de "crétinisme". Durant
I'enfance, un manque en hormones thyroidiennesotey des retards de croissance. Chez

I'adulte, une hypothyroidie entraine une diminutiormétabolisme général [26].

1.1.4.2- Mécanisme d'action des hormones thyraidien

Le mécanisme d'action des hormones thyroidienriEegest le mécanisme général d'action
des hormones apolaires. La T3 se fixe sur un réaemtracellulaire localisé exclusivement
dans le noyau cellulaire. Ce récepteur appartidatsuperfamille des récepteurs d'hormones
stéroides. L'interaction de I'hormone avec le riepnucléaire détermine l'activation d'un
complexe hormone/récepteur possédant une fort@taffjour une séquence d'’ADN, ou TRE
(Thyroid Hormone Responsive Element). Il en réstdtenodulation de la transcription de
nombreux ARNm et donc l'expression de protéinesparsables des effets observés. La
plupart des effets biologiques des hormones thigoitks impliquent ce mode d'action.

Les hormones thyroidiennes agissent aussi damsileshondries en favorisant le découplage

des phosphorylations oxydatives [61].

1.1.5- Le métabolisme et I'élimination des hormahgsoidiennes

Le foie est l'organe le plus actif dans la dégiadatet I'élimination des hormones
thyroidiennes iodées. Le métabolisme hépatiqueéseult en deux phases : la phase 1
consiste a dénaturer I'normone puis la phase 2istena réaliser une conjugaison des
métabolites primaires a un groupement qui facditelimination biliaire ou urinaire.

Les réactions de phase 1 sont catalysées par dgses de la famille du cytochrome P450
monooxygénase. Le cytochrome P450 est lié aux nambr cellulaires du réticulum
endoplasmique lisse. Il catalyse des réactionsydations dépendantes de NADPH et de
'oxygene. Les hormones thyroidiennes iodées vdots aétre clivées en deux cycles
aromatiques. Ce clivage conduit a la libérationvid& et de DIT. L'activité de ces enzymes
est inductible par différentes substances orgasiguiepar des xénobiotiques, le métabolisme
peut alors étre accru.

Les réactions de phase 2 peuvent produire une gnrarieté de métabolites. Une faible partie
des hormones peut étre directement conjuguée pgluteironate ou par le sulfate. Cette

réaction de glucuronoconjugaison est réalisée pPabDR-glucuronosyltransférase. Ces
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enzymes sont inductibles comme les cytochromesg@mmolécules endogenes ou exogenes
et leur activité est variable. La désamination @t de la T4 et de la T3 puis la
décarboxylation des acidescétoniques formés conduit aux acides tétra- g@bdidacétiques

qui peuvent étre ultérieurement désiodés et doramde thyroacétique. La décarboxylation
de la T4 et de la T3 donne des amines primairepeuent aussi étre désiodées.

La sécrétion biliaire des métabolites entraine éiimination avec les matieres fécales. Une
autre partie est déconjuguée par la flore digestigabsorbée et décrit un cycle entéro-
hépatique. A la faveur de leur passage dans le, sarg partie des métabolites peut étre

éliminée dans l'urine.

1.1.6- Régulation de I'axe hypothalamo-hypophyswetidien

La régulation de la sécrétion en hormones thyrarftee implique une activationa I'axe de
stimulation hypothalamus-hypophyse et un rétroéatmégatif par la forme libre des
hormones thyroidiennes.

L'activité de la glande thyroide est régulée eneorg partie par la libération de TSH
(Thyroid-Stimulating Hormone) qui est une glyco@ioe antehypophysaire. Les cellules
folliculaires de la thyroide possedent des réceptaula TSH qui, lorsqu'ils sont actives,
entrainent l'activation d'une adénylate cyclaseue¢ augmentation du taux d'AMPc
intracellulaire. Ainsi, la régulation de la fonatithyroidienne chez les individus normaux est
déterminée par les facteurs qui régulent la syetleé$a sécrétion de TSH.

La production de TSH est majoritairement réguléel@aétrocontréle négatif des hormones
thyroidiennes sur I'hypophyse et par la stimulagan la Thyroid-Releasing Hormone ou
TRH qui est une neurohormone hypothalamique. Lalymtion de TRH est régulée par le
rétrocontrble négatif exercé par les formes libmss hormones thyroidiennes sur
I'nypothalamus. Elle est aussi régulée par diffésrestimuli extérieurs comme le stress, le
froid et est soumise a un rythme circadien. Il sengjue ce soit le rétrocontrdle négatif sur
I'antéhypophyse qui ait une importance prépondérgmur freiner la sécrétion lors
d'élévation des concentrations des formes libréB3det de T4 [9].

De cette maniere, si les concentrations plasmaicere hormones thyroidiennes libres
diminuent, le rétrocontréle négatif exercé surgdmpalamus et I'hypophyse va étre réduit,
permettant une augmentation de la sécrétion de @R#éte TSH qui va ensuite agir sur la

thyroide en accroissant la sécrétion de T4 et de T3
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Figure 3 : Axe Hypothalamo-Hypophyso-Thyroidien de régulatbn de la sécrétion des
hormones thyroidiennes.BT3 : T3 liée, BT4 : T4 liée, fT3 : T3 libre, fT4T4 libre, TRH :

Thyroid-Releasing Hormone, TSH : Thyroid-Stimulgtidormone.

1.2- LE TRANSPORT PLASMATIQUE DES HORMONES THYROIBINNES
1.2.1- Les protéines de transport des hormonesitifignnes
Dans la circulation sanguine, les hormones thyeoiitks iodées sont en presque totalité
transportées par des protéines, la fraction lilegréasente en général moins de 1% de la

concentration totale en hormone. Les concentratemshormone thyroidienne libre sont

désignées, par convention, par fT3 et fT4 (f pduee"”) et les concentrations en hormone
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thyroidienne totale par TT4 et TT3 (T pour "totalOhez I'homme, la proportion de fT4 n'est
que de 0.02 a 0.03%, elle est environ de 0.3% fi&ur

La forme liée des hormones thyroidiennes iodéepeng pas traverser la membrane des
cellules cibles, contrairement a la forme libreng\j la forme libre est considérée comme la
forme active.

Du fait du tres fort taux de fixation de T3 et dé dux protéines, des échanges importants
d'’hormone libre peuvent avoir lieu avec les orgaribles sans que la concentration totale
plasmatique soit changée [10]. Ainsi, la concemmaplasmatique totale renseigne peu sur
I'état eu-, hypo- ou hyperthyroidien d'un sujet. éffet, la concentration totale dépend trés
largement de la concentration des transporteursmafques des hormones thyroidiennes
iodées, or, cette derniére peut varier sous lemibe de nombreux facteurs n‘ayant aucune
origine thyroidienne.

Les principales protéines de transport des hormtmgsidiennes iodées sont la Thyroxin-
Binding Globulin ou TBG, la Transthyrétine ou TTRicere appelée Thyroxin-Binding
Prealbumine ou TBPA et l'albumine. Beaucoup d'aupeotéines plasmatiques peuvent
transporter les hormones thyroidiennes, commeipeprbtéines de haute densité, mais leur
contribution dans le transport de ces hormoneséggtgeable, que ce soit dans une situation
physiologique ou pathologique [40].

1.2.1.1- La TBG

La TBG est une sialoglycoprotéine monomérique deDadsynthétisée par le foie. Chez
I'hnomme, la concentration plasmatique de la TBGiabte (0.16 mg/mL, Tableau 1) et elle
présente un seul site de liaison des hormonesithgrmes. Sa capacité de transport des
hormones thyroidiennes est donc limitée. La TBGsgds une plus grande affinité pour la T4
que pour la T3, d'ou son nom (Thyroxin-Binding Glbibe). La demi-vie de la TBG est
relativement longue chez 'homme, elle est de &jf®0]. Chez I'homme, c'est la protéine de
transport des hormones thyroidiennes la moins abudadpuisque sa concentration est
environ vingt fois moins importante que celle derknsthyrétine et deux mille fois moins
importante que celle de I'albumine [40]. Cependaisst la principale protéine de transport
des hormones thyroidiennes chez I'homme puisqutelhsporte 70 a 75% de la T3 et de la
T4, du fait de sa forte affinité pour les hormotiggoidiennes [50] (Tableau 1).

Chez le rat, la TBG est présente de maniere inantestEn effet, bien qu'il existe un géene de

la TBG, celle-ci n'est exprimée qu'en période padéle, jusqu'a I'age de 8 semaines, puis en
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période de sénescence (a partir de 7 mois) [44jadda période pendant laquelle le rat ne
synthétise pas la TBG, le temps de demi-vie dényaokine est d'environ 12 heures, alors

gu'elle est de 5 jours chez 'homme chez qui la EBGexprimée [50].

1.2.1.2-LaTTR

La transthyrétine ou Thyroxin-Binding Prealbumirst grésente chez toutes les especes. C'est
une protéine homotétramérique de 55kDa synthéfiaéde foie et les plexus choroides. Elle
possede deux sites de fixation des hormones thgroids et une affinité légerement
supérieure pour T4 que pour T3. La liaison d'ureampeére molécule d’hormone thyroidienne
iodée au premier site diminue fortement I'affindié deuxiéme site pour une autre hormone
thyroidienne. Chez I'homme, la TTR transporte emvitO a 20% de T4 plasmatique, et la
majorité de la T4 du liquide cérébrospinal. Sa eom@tion plasmatique chez I'homme est
environ 20 fois supérieure a celle de la TBG, satrdmution au transport des hormones
thyroidiennes est cependant moins importante [B&leau 1).

La TTR est aussi connue pour former un complexe &v@rotéine de transport du rétinol et
pour jouer un réle dans le transport de la VitanAndO0]. La liaison entre la TTR et la RBP
(Retinol-Binding Protein) ne modifie pas l'affini@ la TTR pour les hormones thyroidiennes

jodées.

1.2.1.3- L'albumine

L'albumine est une protéine de 69kDa synthétisédepmie. L'albumine circule dans le sang
principalement sous la forme d'un monomére. Ellet pgagglomérer pour former des
diméres, trimeres ou tétrameéres. L'albumine peutln grand nombre de substances dont des
hormones et des xénobiotiques possédant une réginophobe. Ainsi, l'association entre
I'albumine et les hormones thyroidiennes iodées pas spécifique [10].

L'albumine a approximativement la méme affinité pd®@ et T4 et présente un site de
fixation a forte affinité et plusieurs sites a faikaffinité. La demi-vie de l'albumine est

relativement longue, elle est de 15 jours chezrime [40] (Tableau 1).
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TBG TTR Albumine

Poids moléculaire (kDa) 54 55 69

Structure Monomere Tétramere Monomere

Nombre de sites de liaison 1 2 1 avec une grande
affinité

Constante de dissociation pour T&Kd (hmol/L)

Homme 0.105 6.25 2780
Ovins 0.112 7.14 2860
Rat - 2.78 1540
Capacité de liaison pour T4Bmax (nmol/L) (* 10°)
Homme 266.6 3229.6 51.3
Ovin 160 4494 35.2
Rat - 1968.2 30.2
Pourcentage de T4 liée (%)
Homme 73.3 18.9 7.8
Ovin 53.1 35.6 11.3
Rat - 85.1 14.8
Concentration plasmatique chez 'homme (mg/mL) 0.16 2.5 400
Temps de demi-vie chez 'hnomme (j) 5 2 15

Tableau 1 : Caractéristiques des protéines de transport deRormones thyroidiennes
iodées[50]. Bmaxest la concentration en site de liaison de laégmet de transport. Elle
représente la capacité maximale de liaisahest la concentration en hormones thyroidiennes
libres permettant de saturer la moitié des sitdg@ad®n de la protéine de transport.

1.2.2- Les variations interspécifiques

Les concentrations basales et les concentratibreslien thyroxine varient peu entre I'homme,
les ovins et le rat. Les concentrations totalethgroxine sont cependant inférieures chez les
ovins et le rat, par rapport a celles de 'hommeb(@au 2). Il faut noter cependant que chez
les ovins, il existe des variations saisonniérassdas concentrations plasmatiques en TT4

puisqu'elles varient de 30 a 60 ng/mL.
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Sexe Protéines TT4 fT4 Fraction
totales (g/L)  (ng/mL) (pg/mL) libre de T4

Homme
Normal Male 74 62 25 0.04%
Déficient en TBG Femelle 76 11 14 0.13%
Ovins Femelle 62.5 36.5 17.5 0.05%
Rat Male 66 37.8 24 0.06%

Tableau 2: Paramétres de la fonction thyroidienne chez I'hmme, les ovins et le raf41].

Il existe des similarités entre 'hnomme et les svdiun point de vue physiologie thyroidienne.
En effet, la TBG est la principale protéine de $@ort des hormones thyroidiennes dans ces
deux especes car elle posséde une forte affindil€au 1), le Kd (concentration en hormones
thyroidiennes libres permettant de saturer la #aadés sites de liaison) et le Bmax sont
similaires (concentration en site de liaison dprt@éine de transport). Ces données suggeérent
que les propriétés pharmacologiques de la TBG Snmilaires dans ces deux especes. Chez le
rat, qui ne possede pas la TBG [44], c'est la TUiReqt la principale protéine de transport des
hormones thyroidiennes. C'est pourquoi, selonndsstriels, I'évaluation toxicologique de
xénobiotiques sur la fonction thyroidiennes chezaleest limitée de par cette particularité
d'espéce. L'hypothése couramment admise est quBdajouerait un rble de réservoir des
hormones thyroidiennes et un réle protecteur wgsades enzymes du catabolisme des

hormones thyroidiennes.
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2- ETUDE DES PERTURBATEURS DE LA FONCTION THYROIDIE NNE

L'homme est continuellement exposé a de nombreodugis chimiques et certains de ces
composes sont persistants dans I'environnementg@seétudes montrent qu'une exposition
a de nombreux produits chimigues environnementaw pngendrer une perturbation de
I'axe thyroidien. De plus, des perturbations diehetion thyroidienne méme faibles peuvent
avoir des conséquences négatives sur la santé grgculier pour le faetus humain qui est
tres sensible aux perturbations de I'hnoméostasia dé et de la TSH, surtout au niveau du
systéme nerveux central.

Les données de la littérature sur les effets peateurs thyroidiens des xénobiotiques sont en
constante augmentation, avec des études concdegrusition animale mais aussi des tests

in vitro permettant de déterminer les mécanismes d'acéi@esl perturbateurs endocriniens.

2.1- LES PRINCIPALES MOLECULES QUI PERTURBENT LA KNCZTION
THYROIDIENNE

En 1996, I'Agence de Protection Environnementaleédeaine (EPA) a recu une demande de
la part de la "Food Quality Protection” et de lafé&SDrinking Water Acts" pour développer
un programme de recherche sur les effets endoese plusieurs composés chimiques. En
réponse a cette demande, I'EPA a formé 'EDSTAGI@Emne Disruptor Screening and
Testing Advisory Committee) [15]. Ainsi, depuis pieurs années, les chercheurs se sont
focalisés sur les effets des produits chimiqueslesidifférentes fonctions endocriniennes.
Des études réalisé@s vitro etin vivo montrent que la thyroide est également tres densib

aux effets perturbateurs de nombreux produits aciues [4].

2.1.1- Les PCBs : biphényls polychlorés

= Description:
Les PCBs regroupent 209 molécules qui sont tresigtantes et qui s'accumulent dans le tissu

adipeux. lls sont utilisés dans l'industrie élentd, l'industrie chimique des peintures, des
papiers, des adhésifs, des mastics et autresqulastiLeurs métabolites hydroxylés sont aussi
biologiquement actifs. Les PCBs, ainsi que leursab@ites hydroxylés possedent un haut

degré d'analogie structurale avec la T4 [4].
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= Effets sur la fonction thyroidienne

L'effet le plus important de I'exposition aux PGB®z le rat et la souris est la diminution des
concentrations circulantes des hormones thyroiggnet plus particulierement de la T4
totale. Chez ces especes, une hyperplasie de raidbya été mise en évidence apres une
exposition orale et sous-cutanée [18].

Chez des singes exposés par voie orale a des REDBamt 18 et 23 semaines, une diminution
significative et dose-dépendante de TT4, fT4 et ,TUie augmentation de la TSH ainsi
gu'une modification histopathologique de la thyeotaht été décrites [55].

Plusieurs études ont été menées pour connaiteffeds de I'exposition des PCBs durant la
gestation chez les rongeurs. Ces études ont mpugrées PCBs s'accumulaient dans le foie et
le cerveau des feetus, et que les concentratioemplaques en TT4 étaient diminuées chez la
mere et les foetus. Chez le feetus, les concentsapilasmatiques de fT4 étaient diminuées et
les concentrations plasmatiques en TSH étaient entgas [29].

Des études sur les effets d'une exposition ac@tlenaux PCBs chez I'homme ont été
réalisées et suggerent que les niveaux environnamenen PCBs peuvent altérer
I'hnoméostasie thyroidienne. Selon ces études, GBsrovoqueraient une diminution des
niveaux circulants des hormones thyroidiennes e angmentation des concentrations
plasmatiques en TSH. Chez les sujets exposés,ymaedhasie de la thyroide est observée par

eéchographie, contrairement aux sujets qui n‘'onggasxposés aux PCBs [4].

2.1.2- Les dioxines

= Description:
Les polychlorinated dibenzo-dioxins (PCDDs) et furans (PCDFs) sont tres répamnans

I'environnement, ils sont persistants et ce soatpdluants environnementaux tres toxiques.
Ces PCDDs et PCDFs sont issus de processus diabiméindustrielle et de la production
d'herbicides. Le 2,3,7,8-tetrachloro-dibenedioxin (TCDD) est le chef de file de cette

classe de produits chimiques et c'est le plus texdps dioxines [4].

= Effets sur la fonction thyroidienne

Une étude a montré que l'exposition au TCDD cheatléemelle gravide entraine un passage
de cette molécule a la progénitwia la voie placentaire et le lait [23]. Une dose uigle

TCDD administrée chez le rat femelle gravide prawagne diminution des concentrations
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circulantes en TT4, une augmentation des conc@ngplasmatiques en TSH chez la meére
et la progéniture, ainsi qu'une hyperplasie dddadg thyroide [35].

Les études humaines sont rares mais une étudetanpmia été menée au Vietnam chez les
vétérans de la Guerre du Vietnam et le groupe tirargs qui a été le plus largement exposé

au TCDD a montré une augmentation significativerdesaux de TSH [36].

2.1.3- Les retardateurs de flamme

= Description:
Le groupe des retardateurs de flamme contient rdiff6 produits chimiques comme le

tetrabromobisphenol A (TBBPA), les polybrominategphenyl ethers (PBDEs) et les
polybrominated biphenyls. Le TBBPA et les PBDEs tnemt une nette analogie structurale
avec la T4, tout comme les PCBs.

Les PBDEs sont largement utilisés comme retardateurflamme dans la fabrication
industrielle de plastiques, de peinture, de comquissalectriques et de tissus synthétiques. Le
TBBPA est un dérivé halogéné du bisphenol A (BPAg# tres largement utilisé comme
retardateur de flamme dans la fabrication d'équerendlectrique comme les téléviseurs, les
ordinateurs, les photocopieurs, les lecteurs viggtes imprimantes laser. Le TBBPA est
généralement considéré comme un retardateur denatsain” car il ne s'accumule pas dans

I'environnement, bien qu'il soit toxique [4].

= Effets sur la fonction thyroidienne

Dans des études realisées chez les rongeurs, RBEPEduisent les niveaux circulants des
hormones thyroidiennes. Le DE-71, un mélange comialedle PBDE provenant des USA,
entraine une diminution des niveaux circulantsha@sones thyroidiennes et induit I'activité
d'enzymes hépatiques comme I'uridine-diphosphatedugbnosyl-transferase (UDPGT). De
fortes doses de DE-71 provoquent également dedfigaiitins de la structure histologique de
la thyroide, indiquant un état hypothyroidien [13Jautres mélanges commerciaux de PBDEs
induisent ce méme type d'effets.

L'exposition maternelle périnatale de rats a diffiés meélanges de PBDEs diminue les
concentrations plasmatiques des hormones thyroidgravant et aprés la naissance, aussi
bien chez la mére que chez les faetus [65].

Les connaissances sur les effets des retardateudtandme sur la fonction thyroidienne chez

I'homme sont limitées.
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2.1.4- Les phénols : nonylphénol (NP), pentachloémp! (PCP) et bisphénol A
(BPA)

= Description:
Ces produits chimiques sont des additifs industnigilisés dans la fabrication d'un nombre

important de détergents, de plastiques et de jmesticLe NP est I'un des composés les plus
critiqués de par sa toxicité, sa persistance eeffets cestrogéniques. Le PCP est largement
utilisé comme biocide, conservateur du bois et aganifongique dans de nombreuses
industries. Le BPA est utilisé dans l'industrie anbreux produits plastiques comme les

compact-disques, les adhésifs, les peintures e¢$iises dentaires [4].

= Effets sur la fonction thyroidienne

Les effets d'une exposition au PCP chez le rat diffétrents selon les études. En effet, ils
engendreraient une augmentation de la sécrétiom Sl sans effet sur les hormones
thyroidiennes pour certains [33] et pour d'autds,[ils provoqueraient une augmentation
des concentrations en T3 et en T4 sans altéraéida secrétion de TSH.

Il existerait un lien entre I'exposition au BPAleictivité de 'TUDPGT. Une augmentation de
I'activité de 'UDPGT pourrait alors accélérer létabolisme des hormones thyroidiennes.
Peu de données et d'études existent sur I'expogitimaine aux phénols. Le PCP pourrait
altérer les niveaux d’hormones thyroidiennes ceenbuveau-nes et pourrait donc provoquer

des défauts de développement neurologique chazoce®au-nés [43].

2.1.5- Les phtalates

= Description:
Les phtalates sont largement utilisés dans l'imdusdies plastiques et leur utilisation est en

constante augmentation. L'exposition aux phtalagtsinévitable et elle peut étre massive
dans certains groupes d'individus comme les nouméathospitalisés. En effet, I'exposition
aux phtalates dans les structures médicales sedaite contact avec certains dispositifs

médicaux comme des sondes d'intubation [4].

= Effets sur la fonction thyroidienne

Des études realisées chez des rongeurs montrena gireicture histologique de la thyroide
est altérée par I'exposition au DEHP (di(2-éthyiiigshtalates), DnOP (di-n-octyl phtalate) et
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DnHP (di-n-hexyl phtalate), reflétant une hypenétdide la glande thyroide [37]. Chez le rat,
une exposition orale au DEHP n'affecte pas lesanixeirculants en hormones thyroidiennes.
Cependant, une administration par voie intra veseeauides doses correspondant aux niveaux
de DEHP présents dans les sacs de transfusion ugeinehez I'hnomme entraine une
augmentation significative des concentrations péigjues de T3 et de T4, ces concentrations
retournant a la normale 7 jours aprés l'expositldhistologie de la glande thyroide a été
étudiée et une hyperplasie réactive a égalememigtéen évidence [14].

Peu de données sont disponibles chez 'homme cwrdeles effets des phtalates sur la
fonction thyroidienne. Un suivi a été réalisé cHéx adolescents qui ont largement été
exposés au DEHP pendant leur période néonatalsui®en'a pas permis de montrer une
altération des concentrations en hormones thynoig® circulantes. Ces résultats ne seraient
pas trés représentatifs car I'exposition au DEHRéaforte mais de courte durée [38]. Les
perturbations thyroidiennes provoquées par une sik@o environnementale au phtalates
peuvent étre transitoires, cette exposition pouogpendant engendrer des effets permanents

si elle perturbe le développement du systeme ngreentral [4].

2.1.6- Les parabénes

Les parabénes sont largement utilisés comme caiserg des aliments, de produits
cosmeétiques et de produits pharmaceutiques. Dds®técentes suggerent que les parabenes
posseédent des effets cestrogéniques, mais auculeerdis'est focalisée sur leurs effets sur la
fonction thyroidienne. Le méthylparabéne sembles@dsr une activité antithyroidienime

vitro par une inhibition dose-dépendante de I'orgarnitoade l'iode [4].

2.1.7- Les pesticides

Parmi tous les pesticides, les effets perturbatdwr®idiens du dichloro-diphenyl-trichloro-
ethane (DDT) et de I'hexa-chloro-benzene (HCB) &mnplus étudiés.

Une exposition au DDT provoquerait une diminutia@s @oncentrations plasmatiques en T4
chez les oiseaux ainsi qu'une augmentation du paedta thyroide et une diminution du
contenu de la colloide dans les follicules thyreidi [4].

Le HCB est métabolisé en PCP (pentachlorophénalgsfuun composé posséedant des effets
perturbateurs endocriniens. Une exposition préeatal HCB chez des rats entraine une

diminution des concentrations plasmatiques en TiT4ere fT4 chez les ratons et une
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augmentation de l'activité de I'UDPGT dans le feiede la 5'desiodase de type Il dans le
cerveau. Ces modifications pourraient indiquer angmentation du métabolisme de la T4
[32].

Chez I'homme, une étude a montré qu'une exposfroiongée au HCB provoque une

diminution significative des concentrations plasoas en hormones thyroidiennes libres et
une augmentation des concentrations plasmatiquéSkeri42].

2.2- LES MECANISMES D'ACTION DES MOLECULES PERTURBA LA
FONCTION THYROIDIENNE

Depuis de nombreuses années, I'évaluation des effiéitthyroidiens des produits chimiques
accumulés dans I'environnement se faisait par lsureedes niveaux circulants en hormone
thyroidienne, par la mesure de la taille de ladfde et par I'étude de I'histopathologie
thyroidienne. Or, depuis une dizaine d'années,adwaaux criteres ont été développés. En
effet, il s'agit maintenant de s'intéresser a talpction endogene de T4, a l'activité des génes
de transcription et a la croissance cellulaire. G@msveaux criteres apparaissent comme étant
plus sensibles quand il s'agit d'interpréter ldstefperturbateurs endocriniens de nombreux
produits chimiques [4]. En effet, pour exemplepéechlorate n‘engendre pas de variation des
concentrations en hormones thyroidiennes maisnirdie la production endogéne de T4 par
une inhibition du symport sodium-iode (NIS) perrasttla capture d'iode dans la thyroide
[21].

Les mécanismes impliqués dans I'homéostasie thgroid sont nombreux et complexes. Les

produits chimiques peuvent agir a différents nivedans le systeme thyroidien.

2.2.1- La synthese des hormones thyroidienneserfénence avec le NIS, le

TPO et les récepteurs de la TSH

Les perturbateurs endocriniens peuvent agir erbamhila capture d'iode dans la cellule
folliculaire thyroidienne, c'est le cas du perchter Un autre mécanisme d'action consiste a
augmenter l'activité de la NIS et a accroitre Fegpion des ARNm de la NIS, comme les
phtalates (DIDP, butyl-benzyl-phtalate ou BBP, DnOPactivité de la thyroperoxydase
(TPO) est inhibée vitro par le NP (nonylphénol).

L'activité de la thyroide est stimulée par la T&Hrtains produits chimiques peuvent altérer

la fonction des récepteurs a la TSH et ainsi peeiula synthése des hormones thyroidiennes.
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Le DDT et les PCBs interféreint vitro avec les signaux émis aprés l'activation du réce @
la TSH en inhibant 'activité de I'adénylate cyelas$ la production d'AMPc [4].

2.2.2- Les protéines de transport

Les hydrocarbones aromatiques halogénés possedentamalogie structurale avec les
hormones thyroidiennes et peuvent alors entreroerpétition au niveau des récepteurs des
hormones thyroidiennes et de leurs sites de lia@on protéines de transport. Ainsi, les
PCBs, les retardateurs de flamme, les phénols gthtalates se lient de maniére compétitive
a la transthyrétine (TTR). De plus, les dérivétestmétabolites de ces composés possedent
une affinité encore plus grande que la moléculeemeur la TTR [30].

La TTR est la principale protéine de transport desnones thyroidiennes dans le cerveau
humain, jouant un rble essentiel dans la déterimimatles niveaux de fT4 dans le
compartiment extracellulaire central. La TTR joutesa réle de transport de la T4 a travers la
barriere hémato-encéphalique ainsi qu'un role dansansport placentaire de la T4. Les
xénobiotiques liés a la TTR peuvent circuler, grada TTR, vers le fcetus et le cerveau feetal

et sont alors capables de diminuer les niveauxddeans le cerveau fcetal [53].
2.2.3- Les mécanismes de capture cellulaire

Les hormones thyroidiennes sont transportées aotinea travers la membrane cellulaire
des transporteurs membranaires spécifiques. Uraicertombre de produits chimiques,
comme le BBP (Butyl-benzyl-phtalate), inhibent &pture cellulaire de'{] T3 [49].

2.2.4- Les récepteurs aux hormones thyroidiennes

Les xénobiotiques qui se retrouvent dans I'envieomnt peuvent altérer I'expression des
genes de transcription stimulés par les hormongsitliennes dans les cellules cibles.

Les hormones thyroidiennes se lient a des réceptauw hormones thyroidiennes @Ret
TRp) situés sur des genes d'activation dans le nogsucedllules cibles. Ces génes sont
activés par les hormones thyroidiennes. Le BPA egihme un antagoniste de la T3 au
niveau des récepteurs des hormones thyroidienrigs & la méme maniere, les PCBs
interférent avec I'expression des genes activékepdrormones thyroidiennes (TH-responsive
genes) en antagonisant la liaison des hormonesithgnnes a leur récepteur spécifique
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Seiwa et al. ont étudié les effets du BPA sur I'GB@godendrocyte Precursor Cell) impliqué
dans la différenciation de protéines de la myélaommposants majeurs de la myéline, et sur
I'expression du 2,3-cyclic nucleotide 3-phosphdéi@se. Un traitement au BPA pendant 48h
réalisé chez des souris a montré une diminutionifgigtive des niveaux de TR dans les
OPCs et les oligodendrocytes. Ces résultats sugiggoe le traitement au BPA a provoqué
une suppression de la différenciation des OPCsligadendrocytes par la T3. De la méme
maniere, le dicyclohexyl phtalate, le BBP et le HQliberaient I'expression du géne duffTR
[47].

2.2.5- La croissance neuronale

Le développement des oligodendrocytes et de la img&tion est sous le contrble des
hormones thyroidiennes, tout comme le développementcellules de Purkinje. Toutes ces
cellules sont essentielles dans la formation diuruit neuronal normal, ou synaptogenése
[4]. Une exposition périnatale au PCB modifie le#@€léppement de la matiere blanche chez
des ratons en mimant certains effets d'une hypoitiig. Le PCB pourrait donc affecter le

développement neurologique en perturbant la fondtigroidienne chez le rat [48].

2.2.6- Métabolisme et circulation des hormonesdidiennes

Les désiodases périphériques contrbélent la cororerdes hormones thyroidiennes dans
différents organes et sont essentielles dans lalattgn des niveaux en T3 biologiquement
active. La 5'désiodase de type | est inhili@evitro dans le foie par plusieurs produits

chimiques environnementaux comme ['octylmethoxyamate, le 4-méthylbenzyldiene-

camphor (MBC), le méthoxychlor [4].

Le TCDD (2,3,7,8-tetrachloro-dibenzmsdioxin) induit I'activité de I'UDPGT de maniére

dose-dépendante chez des rats adultes et cheatdes.De plus, le TCDD diminue l'activité

de la 5'désiodase de type | dans le foie et le EIWWDPGT est une enzyme qui catalyse
plusieurs substances en des acides glucuronidaegirentation de son activité provoque une
augmentation du métabolisme des hormones thyraidge}85].

41



2.3- LES CONSEQUENCES SUR L'ORGANISME DES PERTURBANS
THYROIDIENNES

2.3.1- Apparition de troubles fonctionnels

Les perturbateurs endocriniens ont des effets@gahisme humain car ils miment les effets
des hormones endogenes ou ils sont des antagodeselsormones endogenes, ils peuvent
ainsi perturber la synthese et le métabolisme dendnes endogéenes.

Chez l'adulte, les perturbateurs endocriniens pgwmgendrer un état d'’hyperthyroidie ou un
état d'hypothyroidie et donc tous les troubles@ésa ces états.

Le développement du feetus dépend des hormoneddigmoes maternelles jusqu'au second
semestre de grossesse. Ainsi, les facteurs eneno@mtaux possedent un impact tres
important durant le développement fcetal, surtouterqui concerne le développement du
cerveau feetal. En effet, chez les enfants nés de m@othyroidienne, des difficultés de
reperes spatiaux, de perception, de mémoire ouemenlangage ont été observées avec une
incidence plus élevée.

Les hormones thyroidiennes sont nécessaires aitiedies pour la formation des neurones,
de la myéline, pour le développement des synagseghyroide foetale commence a se
développer a la fin du premier trimestre de grasseBlle ne produit pas encore ses propres
hormones avant le second trimestre de grossedsexethypothalamo-hypophyso-thyroidien
n'‘est mature qu'a partir du troisieme trimestrepedeant, les hormones thyroidiennes
maternelles continuent a étre nécessaires jusgnaissance car le développement du cerveau

foetal commence bien avant que le systeme thyrotligoetus soit efficace [5].

2.3.2- Carcinogenése thyroidienne

De nombreux xénobiotiques sont connus comme éescdrcinogenes de la thyroide chez
les rongeurs. Ces produits chimiques engendrentarenogenese thyroidienne selon deux
modes d'action: par activité mutagéne et par geation des fonctions thyroidienne et
hypophysaire [19]. L'activité mutagene ne parais fdare le mode de carcinogenése
thyroidienne le plus répandu, la perturbation aeel'hypophyso-thyroidien semble étre plus
importante. Le plus souvent, une hyperplasie déslee folliculaires thyroidiennes est notée
avec une diminution des niveaux circulants en howsahyroidiennes (T4 et/ou T3) et une

augmentation des concentrations sanguines en TSH.
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3- LE FIPRONIL

Le fipronil est une substance chimique insectiddat la mise sur le marché est autorisée
depuis 1994 pour lutter contre les ravageurs deir@d, les puces d'animaux de compagnie...
Il entre dans la composition de nombreuses prédpagphytosanitaires pour l'agriculture
professionnelle ou les jardiniers amateurs, de caédénts vétérinairesFiontline®
commercialisé par Mérial) ou de biocides a usageedtique ou professionnel. Sur le plan de
la réglementation des produits phytosanitairesFemce, le fipronil est autorisé dans la
composition de préparations bénéficiant d’'une asdtion de mise sur le marché. Cependant,
il a fait I'objet d'importantes restrictions d’engpl pour son utilisation en protection des
cultures. Il est en cours de réévaluation danstizecde la directive 91/414/CEE qui prévoit
le réexamen systématique de toutes les substancistanées utilisées a des fins
phytosanitaires. En février 2004, en raison deigesrtitudes, le gouvernement francais a
suspendu l'autorisation d'emploi de plusieurs pedfmms phytosanitaires contenant du
fipronil, notamment leRégent® En effet, le fipronil est soupconné de provoques

mortalités sur les populations d’abeilles domestsqu
3.1- STRUCTURE
C'est une molécule de la famille des phénylpyrazdle fipronil est encore appelé 5-amino-

3-cyano-1-(2,6-dichloro-4-trifluoromethylphenyl)tdfluoromethylsulfinylpyrazole  (Figure
4).

0
CFg CN
¢
Ccl Cl

CFg

Figure 4 : Structure chimique du fipronil
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3.2- MODE D'ACTION

La cible principale du fipronil est le récepteur BA (Acide y-amino-butyrique) des
invertébreés. Il agit principalement a ce nivealtbkguant les canaux chlorures activés par le
GABA. Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteusjeur dans le cerveau. Les récepteurs
GABA des invertébrés seraient relativement prodates récepteurs GABAprésents chez
I'nomme [39]. Le récepteur GABAest un important site d'action de nombreux praduit
chimiques comme les barbituriques, les benzodiaegpila picrotoxine, les anesthésiques
généraux et les insecticides. Ce récepteur poggadieurs sites de liaison : celui du GABA,
celui des benzodiazépines, celui des barbiturigaieselui de la picrotoxine. Le récepteur
GABA posséde six sous unitéstrois sous unitéB, trois sous unitég et une sous unité
Dans le cerveau, le récepteur possede les sowesuadit2 ety2. La sélectivité du fipronil
pour les récepteurs GABAergiques est variable ritseonditionnée par la nature des autres
sous unités. L'activation du récepteur GABAergitamliterait la liaison du fipronil mais ne
modifierait pas I'affinité du récepteur pour lerépil. Le fipronil se fixe sur un site de liaison
proche de celui de la picrotoxine [20].

Le fipronil aurait également pour cible des récepeau glutamate qui commandent
l'ouverture des canaux chlorures, et qui ne sofggmts que chez les invertébrés. Chez les
insectes, le fipronil antagoniserait a la fois nésepteurs GABAergiques et les récepteurs au
glutamate, ceci permettrait d'expliquer la plushgeatoxicité du fipronil chez les insectes que

chez les mammiferes [64].

3.3- METABOLISME

Les deux métabolites principaux du fipronil sonfifgonil désulfinyl et le fipronil sulfone.
Ce dernier est le catabolite principal du fiproadilez les mammiféres, il est obtenu par
sulfoxydation du groupement thioéther du fiproriigure 6). Le fipronil désulfinyl est le
résultat de la photodégradation du fipronil, il @stlusivement retrouvé dans I'environnement
(Figure 5).

Le fipronil sulfone agit comme le fipronil sur ledcepteurs GABA, cependant, il est 6 fois

plus sélectif pour les récepteurs GABA des ver®huée le fipronil [16].
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Figure 5 : Photodégradation du fipronil dans I'environnemert [17].

Le métabolisme du fipronil se fait dans le foie aqgéa des enzymes hépatiques et plus
particulierement les cytochromes P450. Le CYP3Ad|'soforme des cytochromes P450
prédominante responsable de la sulfoxydation dwrip en fipronil sulfone [51]. La grande
activité du CYP3A4 dépend de la co-expression doatyome b5. En effet, en l'absence
d'expression du cytochrome b5, I'activité du CYP3r le fipronil est considérablement
diminuée. Une autre isoforme est aussi responsiabéatabolisme du fipronil, mais dans une
moindre mesure, il s'agit du CYP2C19. Tang et %] jont montré que le fipronil pourrait
interagir et entrer en compétition avec d'autrebstats du CYP3A4, provoquant une
diminution du métabolisme et I'élimination de cembsrats, comme c'est le cas pour le
diazépam et la testostérone. Ces observations/atatiles a la fois chez I'hnomme et le rat, ils
possedent tous deux le méme équipement enzymatigaeconstantes d'affinité du fipronil,
Km, sont identiques chez 'homme et le rat, cepetndz vitesse d'élimination, Vmax, est
supérieure chez le rat. Ceci indique que la clagatu fipronil chez le rat est plus importante

que chez 'homme [51].
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Figure 6 : Les voies du métabolisme du fipronil chez le rdtl].

3.4- FIPRONIL ET FONCTION THYROIDIENNE

Selon Hurley et al [19], les perturbateurs endaens agissent sur la fonction thyroidienne
par mutagenese ou par perturbation des hormonewidignnes ou hypophysaires et

induiraient ainsi des tumeurs de la thyroide cleerat. Dans cette derniére étude, il a été
montré que le fipronil induit des tumeurs de lartiigle chez le rat male et femelle mais pas
chez la souris. Il n'induit pas de tumeur hépatigued'autres tumeurs. Le fipronil ne

posséderait pas d'activité mutagene qui pourrgitigxer ces tumeurs thyroidiennes mais il
induirait un déséquilibre hormonal a l'origine dapparition de ces tumeurs avec une
diminution des concentrations plasmatiques en honesidhyroidiennes et une augmentation
en TSH. Le fipronil augmenterait la capture d'ial#ms la thyroide ainsi que l'activité de la

TPO [19].
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Das et al. ont mené une étude sur les effets darfilpsur I'induction des cytochromes P450
hépatiques humains [7]. Cette étude a montré quéptenil ainsi que son métabolite
principal, le fipronil sulfone, induisent de mamédose-dépendante certains cytochromes
P450, et plus particulierement les isoformes CYP@ACYP3A4. La cytotoxicité hépatique a
aussi été mise en évidence dans cette étude puesdpeonil et le fipronil sulfone induisent

la caspase 3/7 ainsi que la protéine Fas et augmdfgctivité de I'adénylate kinase dans les
hépatocytes. Ces trois parameétres sont des magjuaportants de processus apoptotique
cellulaire. Ainsi, le fipronil et ses métabolitesgsedent plusieurs modes d'action au niveau
hépatique. lls induisent les CYP3A4 et CYP1Al, mmiventrainer une interaction avec
d'autres xénobiotiques ou des hormones endogeomsne& les hormones thyroidiennes. De
plus, le CYP1A1 n'est pas une enzyme constitutaresde foie mais induite et est impliquée
dans l'activation de pro-carcinogénes et de pragares. Enfin, ils possedent des effets

cytotoxiques évidents sur les hépatocytes humains.
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PARTIE 2 : REALISATIONS EXPERIMENTALES

1- INTRODUCTION A LA PARTIE EXPERIMENTALE

Des études toxicologiques de perturbation endasrime ont été menées chez le rat. Chez
cette espece, le fipronil semble affecter la farctithyroidienne. En effet, les études
toxicologiqgues montrent une perturbation thyroidercaractérisée par une diminution des
concentrations plasmatiques en thyroxine et par angmentation des concentrations
plasmatiques en TSH. Ces études ont aussi monted Igufipronil provoquait une
augmentation de la clairance plasmatique et hilide T4 radioactive'{) [54]. Le schéma
physiopathologique hypothétique déduit de ces éspées consiste en une augmentation de
I'élimination hépatique de T4 suite a une inductias enzymes hépatiques par le fipronil
conduisant a une diminution des concentrationsyéigues en T4. Le rétrocontrle négatif
exercé par la T4 sur I'hnypothalamus et I'hypophgsiealors réduit, exposant le rat a des
concentrations plasmatiques en TSH élevées, fardrisme carcinogenese thyroidienne.
L'objectif de notre étude était donc de validersceéma physiopathologique hypothétique

déduit des résultats des études toxicologiques.

Une étude pilote avait été réalisée au laboragiredes rats femelles ovariectomisés afin de
déterminer les concentrations plasmatiques enriped en fipronil sulfone, son principal
métabolite, lors d'un traitement au fipronil does leétudes toxicologiques avaient montré le
potentiel perturbateur thyroidien. Cette expérieageermis de déterminer l'impact de cette
exposition sur les concentrations plasmatiques4etlen TSH, montrant une augmentation
significative des concentrations plasmatiques emd Tchez les rats traités au fipronil.
Cependant, cette étude n'a pas permis de concluamet ca I'effet du fipronil sur les
concentrations plasmatiques en hormones thyroidgermar les valeurs observées étaient
supérieures aux valeurs physiologiques. Ces valmosnalement élevées ont été attribuées a
une interférence avec le protocole d'anesthésiasgociait la médétomidine a la kétamine
[6].

Dans un premier temps, nous avons réévalué lets eftefipronil sur les concentrations en
hormones thyroidiennes et en TSH chez le rat etlaneia éliminer tout biais lié a

l'anesthésie. Dans un deuxiéme temps, nous avammieX I'nypothese selon laquelle la
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perturbation de la fonction thyroidienne résultand' augmentation de la clairance des

hormones thyroidiennes.

Selon les industriels, les effets observés cheatlee peuvent pas étre extrapolés a 'homme
car le rat adulte n'exprime pas la TBG [44], lanpipale protéine de liaison des hormones
thyroidiennes chez I'hnomme. Il est couramment aduésla TBG jouerait un role protecteur
vis-a-vis des enzymes du catabolisme des hormdyegidiennes. Selon cette hypothése, le
fipronil ne modifierait pas la clairance des hormethyroidiennes chez une espéce exprimant
la TBG. Afin de tester cette hypothése, nous awdisloppé une approche expérimentale
pour comparer l'effet du fipronil sur la clairande la T4 chez le rat exprimant ou non la
TBG.
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2- MATERIEL ET METHODES COMMUNS AUX TROIS EXPERIENC ES

2.1- ANIMAUX

Des rats femelles de race Wistar ont été utilikgfint été logés dans une armoire a rongeurs
en veillant a séparer les animaux traités des anintantrles. Le cycle lumineux a été
inversé de telle sorte que la phase d'activitérdes se situe pendant les manipulations. Il
s'agit d'un cycle 12L-12D inversé, la période dmi&re s'étalant de 22h00 a 10h00 et celle
d'obscurité de 10h00 a 22h00. Les rats ont étérisoad libitum avec un aliment pour
rongeurs (Harlan, T2016) et de I'eau a été a lspoditionad libitum

Chaque animal a été identifié individuellement auacnuméro inscrit sur la queue avec un

marqueur indélébile. Chaque rat a été pesé desypfvisemaine.

2.2- PREPARATION DES SOLUTIONS

2.2.1- Préparation de la suspension de fipronil

Le fipronil employé est du ((+/-)-5-amino-1-(2,6etioro-alpha, alphatrifluoro-p-tolyl)-4-
trifluoromethylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile), €ni par 3B Medical Systems, inc
(Libertyville, IL), de pureté égale a 95.6%. Lerbpil se présente sous la forme d'une poudre
blanche, il est photosensible et sa solubilité deas est de 2 mg/L.

Le fipronil a été mis en suspension dans une soluie méthyl cellulose (0.5% w/w) et de
Tween 80 (0.01% wi/v).

La suspension a été conservée a 4°C a l'abri Wenligre. Un échantillon de la suspension a
éte prélevé sous agitation une fois par semainesagavage des rats et mis dans un tube

Eppendorf ambré conservé a -20°C afin de vérifiestabilité de la suspension.

2.2.2- Préparation de la solution de T3
Une solution mére de triiodothyronine (Sigma, Fegna été réalisée dans une solution de
NaOH 0.4M et éthanol 60% puis elle a été diluéaGli dans du sérum physiologique (NaCl

0.9%) contenant 5.5% (w/v) de bicarbonates.

La solution a été conservée a 4°C dans une bausgiliverre ambré.
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2.2.3- Préparation de la solution de T4

= Détermination de la dose de T4 a administrer pétude de la clairance de T4

Pour étre proche des conditions physiologiquess rmmaons choisi d'administrer une dose de
T4 qui permette d'atteindre une concentration pidigue maximale de 30 a 60 ng/mL, c'est-
a-dire de I'ordre des concentrations physiologiaqlee$4.
Cette dose a été déterminée a partir de I'équation
Dose de T4 = Gax X Vb Equation 1
Avec Gnax concentration plasmatique maximale (30 ng/mL)

Vp: volume de distribution de la T4
D'apreés la littérature, chez le rat; ¥ 20 mL/kg BW [11].
A partir de I'équation 1 et de la valeur dg, Vious avons choisi d'administrer la T4 a la dose
de 10 pg/kg BW pour l'expérience 2 de maniére @ &ir de pouvoir suivre I'évolution
temporelle des concentrations plasmatiques en @44 avait été administrée a la dose de 12

pno/kg BW lors de l'essai pilote.

= Détermination de la voie d'administration de la: T4

Pour des raisons techniques, la T4 a été admiaip@é voie IP plutdt que par voie IV dans
I'expérience 2 car nous avons estimé que |'effdfdeassage hépatique sur la clairance de la

T4 est négligeable. En effet, la clairance tot&let@tre décomposée selon I'équation 2 :

CLr =CLu +CLr Equation 2

Avec CLy: Clairance totale  ClLy: Clairance hépatigue  CLg: Clairance rénale

Si on considére que la clairance est essentiellem@&patique, CLr = CLy. Les données
toxicologiques [54] donnent une valeur de la claeade la T4 de 0.17 mL/min.kg.

La clairance hépatique peut étre déterminée skqudtion 3 :

Clu =QuXxEn Equation 3

Avec  Qy: Débit sanguin hépatique E : Coefficient d'extraction hépatique

Le débit sanguin hépatique peut étre calculé d&dqoation 4 :
Q@+ =03xDC (mL/min.kg) Equation 4
AvecDC : Débit cardiaque
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Le débit cardiague donné dans la littérature est[300 mL/min.kg [58].
On obtientQy = 27 mL/min.

ClLrs<<Qy doncCLy<<Qy d'ouEn << 1.

Ex << 1 donc l'effet de premier passage hépatiqueéggigeable.

Il a donc été possible d'administrer la T4 par \Bi@lutdt que par voie IV.

= Préparation de la solution de T4

Une solution mére de L-thyroxine (Sigma, Francé&)mag/mL a été réalisée dans une solution
de NaOH 0.4M et éthanol 60% puis elle a été dilaéel0G dans une solution de PBS
(Phosphate Buffered Saline) stérile a 10 mM et pHcéntenant 0.1% (w/v) de BSA (Bovine
Serum Albumine) pour obtenir une solution de TDu@y/mL.

La solution a été conservée a 4°C a l'abri dertadte.

2.3- THYROIDECTOMIE ET MISE EN PLACE DES CATHETERS

Les rats ont été thyroidectomisés et ont été égquigxn cathéter intravasculaire mis a
demeure dans la veine fémorale sous anesthésieatgodtenue par une administration 1P
d'un mélange de médétomidine (Domitor®) et de kétarfimalgéne® 1000). Les posologies
des anesthésiques ont été de 0.2 mg/kg BW de nméidéte et de 40 mg/kg BW de

kétamine. Des administrations SC de Lacatate dgdritiédi sont réalisées le jour de la
chirurgie (10 mL) puis les jours suivants (5 mLh@ant une semaine pour éviter tout risque

d'hypocalcémie liée a d'éventuelles Iésions destipgoides lors de la chirurgie.

2.3.1- Thyroidectomies

Le rat a été tout d'abord rasé dans la région dypas une asepsie a été réalisée grace a de la
povidone iodée (Vétédine® savon et solution) etaleool. Une incision médiane de 2 cm de
long a été réalisée avec un bistouri en partariadease du cou. Le tissu conjonctif sous-
cutané et les glandes salivaires ont été disséauess des ciseaux jusqu'a l'apparition des
muscles. Ces muscles ont été disséqués dans ldes¢m$ongueur puis un écarteur a été mis
en place de maniére a dégager la trachée et laitleyrUne pince fine a été passée sous
l'isthme de la thyroide puis listhme a été sectorGrace a des cotons-tiges stériles, chaque
lobe de la thyroide a été disséqué et retiré enaptesoin a ne pas léser les nerfs larynges

récurrents situés de chaque coté de la trachéemussles, les glandes salivaires et le tissu
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conjonctif sous-cutané ont été remis en place. Wjetssous-cutané a éte réalisé grace a du fil
Vicryl® 3/0 puis des points simples ont été réalisgvec du fil Ethylon® 3/0. Une
désinfection locale de la plaie a ensuite été effec avec de la povidone iodée (Vétédine®

solution).

2.3.2- Mise en place des cathéters

Les cathéters ont été placés dans la veine fémsoake anesthésie générale.

Le rat a été rasé sur la face interne de la cypss® une asepsie a été réalisée avec de la
povidone iodée (Vétédine® savon et solution) ekfaleool. Une incision cutanée de 2 cm de
long a été faite le long de la face interne deusse. Le tissu conjonctif sous-cutané a été
disséqué grace a des ciseaux de maniere a dégagené fémorale et un écarteur a été mis
en place. La veine fémorale a été disséquée piement pour l'isoler de l'artere fémorale et
un crochet a été passé dessous de maniére a l& smis tension. Le biseau d'une aiguille
21G a été courbé a 90°. Celle-ci a été utilisée pococher la veine fémorale et glisser le
cathéter dans la veine sur 5 cm. Le cathéter aitensié fixé aux muscles avec un bout de
compresse hémostatique (Surgiced®) et de la cdlieirgicale (Vétibond®). Grace a un
trocart, le reste du cathéter a été tunnélisé soyseau de l'animal de maniére a ce qu'il
ressorte derriere sa téte. Il a ensuite été fixs da pli de peau avec du fil Ethylon® 3/0. Un
surjet sous-cutané a éteé réalisé avec du fil V&0 puis des points simples cutanés avec
du fil Ethylon® 3/0 pour refermer l'incision dedaisse. Une désinfection locale de la plaie a
éteé réalisée avec de la povidone iodée (Vétédimdmian).

A la fin de l'intervention chirurgicale, le cathéteété rempli d'héparine diluée a 2500 Ul/mL

puis obturé par brdlure de I'embout jusqu'a latmoé.
2.4- MODALITES DE TRAITEMENT DES ECHANTILLONS DE SNG
Les échantillons de sang ont été centrifugés a 4808/minute (1300 g) pendant 10 minutes

a 4°C puis ont été aliquotés et conservés a -208gujau moment de la réalisation des

dosages.
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2.5- MODALITES D'ANALYSE DES ECHANTILLONS

= Dosage dela T3 etde la T4

Les concentrations plasmatiques en T3 totale etofale ont été déterminées par méthode
radio immunologique ou RIA (DPC Coat-A-Count, Loqigeles CA). Les valeurs des
sensibilités des techniques de dosage sont dedL pgur la TT3 et de 0.25 pg/dL pour la
TT4. Les coefficients de variation intradosagenétrdosage ont été évalués respectivement a
8.9% et 10.0% pour la TT3 et a 3.8% et 14,5% padrT4.

= Dosage de la TSH

Les concentrations plasmatiques en TSH ont aussidéterminées par méthode radio
immunologique ou RIA (Biotrak, Amersham Bioscience¥). La valeur de sensibilité de
cette technique de dosage est évaluée en détetnfeneoncentration de TSH permettant de
déplacer 50% du marqueur. Cette valeur est de fg@®L. Les coefficients de variation

intradosage et interdosage ont été évalués a 1& 29%8% respectivement.

= Dosage du fipronil et du fipronil sulfone

Les concentrations plasmatiques en fipronil et gmofil sulfone ont été évaluées par
chromatographie liquide haute performance (méthtlleC) en phase inverse couplée a une
détection par UV (longueur d'onde de 275nm) aprea&ion et concentration des
échantillons. L'extraction a été réalisée a paeits00 pL de plasma surchargé avec 200 pL
d'une solution de standard interne (2-(4-chloroghef Methyl 2H Pyrazol, Aldrich, 1
pg/mL) et 100 uL d'eau. Ce mélange a été passé@rmuccolonne de silice greffée en C8
(Bond Elut Variant 100 mg) et €lué avec 1 mL de hdébl. Aprés évaporation sous vapeur
d'azote a 40°C, le culot a été repris avec 100'uhedsolution de Méthanol a 50%. Le dosage
du fipronil a été réalisé sur 50 pL de chacun delastillons concentrés. La phase
stationnaire est constituée d'une colonne de sgieffée en C18 (Nucleosil 3um 125*4
Bischoff). La phase mobile est une solution d'aeidétique 0.005 N et Méthanol (33/67; v/v)
et a été injectée par une pompe isocratique a unit dénstant de 400 pL/min. Les
échantillons et la gamme standard réalisée dansladuma sont extraits simultanément. La
limite de quantification (LOQ) du dosage est respement de 25 ng/mL et 50 ng/mL pour le
fipronil et le fipronil sulfone.
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3- EXPERIENCE 1 : EFFET DU FIPRONIL SUR LES CONCENTRATIONS EN
HORMONES THYROIDIENNES ET EN TSH CHEZ LE RAT FEMELL E

3.1- OBJECTIFS DE L'ETUDE

Cette étude a été réalisée afin de déterminerftets elu fipronil sur les concentrations en
hormones thyroidiennes et en TSH. Les études tlmgmpes réalisées par les industriels
chez le rat montrent une diminution des concemtnati plasmatigues en T4 et une
augmentation des concentrations plasmatiques endeSH jours de traitement au fipronil &
30 mg/kg d'aliment par voie orale, soit une dosiengée de 2.85 mg/kg/j ingéré [1, 54].

Pour cette raison, nous avons choisi d'adminisérdipronil quotidiennement par sondage
gastro-cesophagien a la dose de 3 mg/kg BW pendanouts ou 28 jours. Le méme
traitement sera ultérieurement utilisé (expérie@epour montrer que la perturbation

thyroidienne induite par le fipronil résulte d'uamggmentation de la clairance de la T4.

3.2- MATERIEL ET METHODES

3.2.1- Animaux

Les rats femelles de race Wistar étaient agésrdeig au moment de I'étude. lls étaient logés

a 2 ou 3 par cage.
3.2.2- Méthodologie expérimentale
3.2.2.1- Plan expérimental (Figure 7)
Les 28 rats ont été répartis de facon aléatoilets :
- 7 rats contrdles sacrifiés apres 14 jours déetrant.
- 7 rats contrdles sacrifiés apres 28 jours déetrant.

- 7 rats traités au fipronil sacrifiés aprés 14ade traitement.

- 7 rats traités au fipronil sacrifiés aprés 2&$ode traitement.

56



A JO, les rats ont été répartis dans chaque oot été identifiés et peseés.

A J2, le traitement au fipronil a été débuté paievarale a raison de 3 mg/kg/j. Les rats
contrbles ont été gavés avec le milieu de suspermkidipronil.

A J15, les rats contrdles et traités au fiproniigent 14 jours ont été sacrifiés.

A J29, les rats contrdles et traités au fiproniigent 28 jours ont été sacrifiés.

Début du traitement au Sacrifice des rats traités Sacrifice des rats traités
fipronil (3 mg/kg/j, VO) pendant 14 jours pendant 28 jours

A

J0J2 J15 J29

Figure 7 : Plan expérimental de I'expérience 1.

3.2.2.2- Modalités de traitement des animaux awfii

La suspension de fipronil a la concentration demigdmL a été agitée pendant 30 minutes
avant les administrations et a été administréeidigonement par sondage gastro-cesophagien
au début de la phase nocturne (10h00). Les vol@nagsninistrer ont été réévalués toutes les
semaines en fonction du poids corporel et ont gifeypés sous agitation de la suspension. La
méme procedure a été utilisée pour calculer lemeldu milieu de suspension de fipronil a

administrer aux rats controles.

3.2.2.3- Modalités de collecte des échantillons
Le sang total a été collecté par décapitation peaapéré dans un tube hépariné (héparinate
de lithium)via un entonnoir en verre dédié a chaque animal. tefisa a été réalisé environ

24 heures apres la derniere administration et tehagores le début de la phase nocturne. Une

alternance entre animaux traités et animaux cadrdlété respectee.
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3.2.2.4- Modalités de traitement des échantillons

Les échantillons ont été aliquotés de la fagonasuw :

- 2 aliquots de 260 pL de plasma hépariné pouosage de fipronil et de fipronil sulfone.

- 3 aliquots du reste de plasma hépariné répaunitadzlement pour les dosages des hormones
thyroidiennes (T3, T4) et de TSH.

3.2.3- Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme de meyenécart-type (ET). Les données
concernant les concentrations plasmatiques desdmasnthyroidiennes et en TSH ont été
analysées avec le logici€lysta® (Systat 10, Systat Software Inc., Richmond, Caidorn
USA.

Une analyse de variance a deux facteurs (traiteptathirée du traitement) a été réalisée pour
analyser |'effet du fipronil sur les concentrati@mshormone thyroidienne et en TSH selon le
modele définit par I'équation 5 :

Yij=p+F+T+F*Tj +€ij Equation 5

Yij est la réponse observée pour le traitement i penaee durée | de traitement

Fi est I'effet du traitement .

Tj est l'effet de la durée j du traitement.

Fi * Tj est I'effet de l'interaction du traitement i al@durée j du traitement.

€ij est le terme d'erreur du modéle.

Une valeur de P < 0.05 a été considérée commdisagie.

3.3- RESULTATS

3.3.1- Suivi du poids des rats

= Rats sacrifiés a J14

La figure 8 illustre I'évolution des poids corparetoyens (+ ET) des rats des lots contréles et

des lots traités au fipronil pendant 14 jours.
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Figure 8 : Evolution des poids corporels moyens (x ET) dasits des lots contrdles et des
lots traités pendant 14 jours A partir de JO, les animaux ont recu quotidienaenpar VO
une administration de fipronil (3 mg/kg/j) ou duliei de suspension pendant une période de
14 jours, les pesées ont été bi-hebdomadaires.

L'examen visuel du graphique montre que le traitém& pas eu d'effet sur le poids moyen
des animaux. Avant le début du traitement, lesgpoidyens des animaux des lots contréles et
traités étaient respectivement de 255.3 + 7.4 §5dt7 + 9.4 g. A la fin du traitement, les
poids moyens des animaux des lots contrOles dédraitaient respectivement de 267.0 +
13.0g et 268.4 +11.8 g.

= Rats sacrifiés a J28
La figure 9 illustre I'évolution des poids corparetoyens (+ ET) des rats des lots contréles et

des lots traités au fipronil pendant 28 jours.
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Figure 9 : Evolution des poids corporels moyens (x ET) dasits des lots contrdles et des
lots traités pendant 28 jours A partir de JO, les animaux ont recu quotidienaenpar VO
une administration de fipronil (3 mg/kg/j) ou duliei de suspension pendant une période de
28 jours, les pesées ont été bi-hebdomadaires.

L'examen visuel du graphique indique que le tragtetm'a pas eu d'effet sur le poids moyen
des animaux. Avant le début du traitement, lesgpoidyens des animaux des lots contréles et
traités étaient respectivement de 249.7 + 12.926813 + 25.24 g. A la fin du traitement, les
poids moyens des animaux des lots contrbles dédraitaient respectivement de 266.4 +
13.7get289.1 +31.4 g.

3.3.2- Concentrations plasmatiques en T3 totale

La figure 10 illustre les concentrations plasmatgjmoyennes (+ ET) en T3 totale des lots de

rats controles et traités au fipronil pendant 1#gmu 28 jours.

60



W Controlen=7

™ 17 . .
E B Fipronil n=7
T 08-
[¢b)
>
g * *
T T 0,6
=
T D
a2 £ 04 -
[
e
£ 021
c
(D]
(@]
5 0 —
O

14J 28J

Figure 10 : Concentrations plasmatiques moyennes en T3 totwl (x ET). Les
concentrations plasmatiques en TT3 ont été évalctées des rats controles et chez des rats

traités quotidiennement au fipronil par VO (3 mdjkgendant une période de 14 jours ou de
28 jours.

* P < 0.05 significativement différent du lot cobit.

Il n'y a pas d'interaction entre la durée du traént et le traitement. Le traitement au fipronil

a diminué significativement les concentrations mplasques en T3 totale, cet effet est le

méme aprés 14 ou 28 jours de traitement. || n"asageffet de la durée du traitement, donc
les concentrations plasmatiques en T3 totale dssdes lots sacrifiés a J14 ne sont pas
différentes de celles des rats sacrifies a J28|¢aalB).

Pour des raisons techniques, les concentratiorsmpliques en T3 libre n'ont pas été
évaluées.

3.3.3- Concentrations plasmatiques en T4 totale

La figure 11 illustre les concentrations plasmatgjmoyennes (+ ET) en T4 totale des lots de
rats contrdles et traités au fipronil pendant 1#gmu 28 jours.
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Figure 11 : Concentrations plasmatiques moyennes en T4 totwl (x ET). Les
concentrations plasmatiques en TT4 ont été évalctées des rats controles et chez des rats

traités quotidiennement au fipronil par VO (3 mdjkgendant une période de 14 jours ou de
28 jours.

* P < 0.05 significativement différent du lot cobit.

Il n'y a pas d'interaction entre la durée du traént et le traitement. Le traitement au fipronil
a diminué significativement les concentrations mlasques en T3 totale, cet effet est le
méme apres 14 ou 28 jours de traitement. Il existeffet de la durée du traitement, donc les
concentrations plasmatiqgues en T3 totale des ras kbts sacrifies a J14 sont

significativement différentes de celles des ratsiés a J28 (Tableau 3).
3.3.4- Concentrations plasmatiques en T4 libre
Pour des raisons techniques, seules les concensailasmatiques en T4 libre des lots de rats

traités pendant 14 jours ont été évaluées.

La figure 12 illustre les concentrations plasmatgmoyennes en T4 libre (x ET) des lots de
rats controles et traités pendant 14 jours.
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Figure 12 : Concentrations plasmatiques moyennes en T4 librf@&ET). Les concentrations
plasmatiques en fT4 ont été évaluées chez descmiBbles et chez des rats traités
quotidiennement au fipronil par VO (3 mg/kg/j) pantiune période de 14 jours.

* P < 0.05 significativement différent du lot codit.

Les concentrations plasmatiques en fT4 des rait®drau fipronil sont significativement
inférieures a celles des rats contrdles (Tableau 3)

3.3.5- Concentrations plasmatiques en TSH

La figure 13 illustre les concentrations plasmatgjmoyennes en TSH (+ ET) des lots de rats

contrdles et traités au fipronil pendant 14 jowrs28 jours.
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Figure 13 : Concentrations plasmatiques moyennes en TSH (£T. Les concentrations
plasmatiques en TSH ont été évaluées chez descoatsbles et chez des rats traités
guotidiennement au fipronil par VO (3 mg/kg/j) pantiune période de 14 ou de 28 jours.

* P < 0.05 significativement différent du lot codit.

Il n'y a pas d'interaction entre la durée du traént et le traitement. Le traitement au fipronil
a augmenté significativement les concentrationsméiques en TSH, cet effet est le méme
aprés 14 ou 28 jours de traitement. Il n'y a paffed’' de la durée du traitement, donc les
concentrations plasmatiques en TSH des rats desaotifiés a J14 ne sont pas différentes de

celles des rats sacrifiés a J28 (Tableau 3).

14 Jours 28 Jours
Contréle Fipronil Contréle Fipronil
TT3 (ng/mL) 0.71+£0.11 055+0.07* 0.60+0.16 0.51+0.09*
TT4 (ng/mL) 46.1+11.3 34.4+71* 348+7.69 305+7.6*
TSH (ng/mL) 540+060 6.17+1.36* 4.94+0.78 6.05+1.57*
fT4 (pg/mL) 14.0+40 10.8+20*
Fraction libre T4 (%) 0.03 0.03

Tableau 3: Effet du fipronil sur les concentrations en TT3,TT4, fT4 et TSH chez le rat.
Les rats ont recu quotidiennement par VO une adtnation de fipronil (3 mg/kg/j) ou du
milieu de suspension, pendant une période de 14 mude 28 jours.

* P < 0.05 significativement différent du lot cobit.
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3.3.6- Concentrations plasmatiques en fipronilnefigronil sulfone

Les concentrations en fipronil et en fipronil sumé son principal métabolite, ont été
déterminées par méthode HPLC-UV chez les ratstdudibé pendant 28 jours (Tableau 4).

Numéro du Fipronil Fipronil sulfone
rat (ng/mL) (ng/mL)
19 <LOQ 1214
20 <LOQ 3439
21 <LOQ 1727
22 <LOQ 2210
23 <LOQ 3397
24 <LOQ 2072

Tableau 4: Concentrations plasmatiques en fipronil et en fironil sulfone. Les rats ont
recu quotidiennement par VO une administrationipiemil (3 mg/kg/j), pendant une période
de 28 jours.

Les concentrations plasmatiques moyennes (+ ETpeonil sulfone (2343 = 900 ng/mL)
sont beaucoup plus élevées que les concentratiofigrenil, ces derniéres étant inférieures a

la limite de quantification du dosage (LOQ), calledtant de 25 ng/mL.
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4- EXPERIENCE 2 : EFFET DU FIPRONIL SUR LA CLAIRANC E DE LA T4 CHEZ
LE RAT FEMELLE THYROIDECTOMISE SUPPLEMENTE EN T3

4.1- OBJECTIF DE L'ETUDE

Cette étude a pour but d'évaluer I'effet du fiprenr la clairance plasmatique de la T4 en
utilisant le méme traitement que celui qui nous eanps de mettre en évidence une
perturbation de la fonction thyroidienne (expéreti.

Les études toxicologiques avaient montré un effetfigronil sur la clairance de la T4
radiomarquée. Dans ces études, l'approche métlgiqot avait consisté a évaluer la
cinétigue de décroissance de la radioactivité éothlne permettait donc pas de distinguer la
T4 de ses métabolites et de l'iode radioactive libr

L'objectif de cette étude est de montrer que laupeation thyroidienne que nous avons mise
en évidence (expérience 1) résulte d'une augmentat® la clairance de la T4 dans un
modele proche des conditions physiologiques, d&'afite avec des rats femelles
thyroidectomisés traités a la T3 de maniere a abtes concentrations plasmatiques

physiologiques en T3.

4.2- MATERIEL ET METHODES

4.2.1- Animaux

Les rats femelles de race Wistar étaient agés dwi8 au moment de I'étude. lls ont été
thyroidectomisés afin de s'affranchir de la producendogene de T4 et ont été supplémentés
en T3 immeédiatement aprés la thyroidectomie de énard obtenir un état "euthyroidien” et
d'inhiber I'expression de la TBG [59]. En effetewgtude a montré que la thyroidectomie chez
des rats adultes entrainait une réexpression 8@ [63]. Vranckx et al. ont reproduit ces
résultats et ont aussi montré qu'une administrajimitidienne de T3 (12 pg/kg BW) par voie

sous-cutanée permettait d'inhiber la réexpresseda dBG apreés la thyroidectomie [59].
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4.2.2- Méthodologie expérimentale

4.2.2.1- Plan expérimental (Figure 14)

Les 20 rats ont été répartis de facon aléatoir2lets :
- 10 rats thyroidectomisés et supplémentés enaltésrau fipronil.
- 10 rats thyroidectomisés et supplémentés en fdaes.

A JO, les rats ont été thyroidectomisés et lesétath ont été mis en place dans la veine
fémorale.

A J7, I'exposition au fipronil a débuté par VO &oa de 3 mg/kg/j. Les rats contrbles ont
recu une administration quotidienne du milieu depsmsion.

A J21, la mesure de la clairance de la T4 a étésééapendant 48 heures chez tous les lots
tout en maintenant le traitement des animaux (fippet T3).

A J23, les animaux ont été sacrifiés et le sara toété récolté.

Thyroidectomie et ) ] Début de la N

- n =10 (miliee suspension, VO)

JO J7 J21 J23

Figure 14: Plan expérimental de I'expérience 2.

4.2.2.2- Modalités de traitement des animaux awffit

La suspension de fipronil & la concentration demigdmL a été agitée pendant 30 minutes
avant les administrations et a été administréeidjgonement par sondage gastro-ocesophagien
au début de la phase nocturne (10h00) a raisonrdg/l&y/j. Les volumes a administrer ont
été réévalués toutes les semaines en fonction dis morporel et ont été prélevés sous
agitation de la suspension. La méme procédure aitéi®ée pour calculer le volume du

milieu de suspension de fipronil a administrer eats contréles.
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4.2.2.3- Modalités de traitement des animaux &la T
La solution de T3 a la concentration de 10 pg/ndtéaadministrée quotidiennement par voie
SC au début de la phase nocturne (10h00) a lad#%e pg/kg BW [59]. Le volume de T3 a
injecter a été réévalué toutes les semaines etidarsu poids corporel.

4.2.2.4- Cinétique de T4

= Modalités d'administration de la T4

Une dose de T4 de 10 pg/kg BW a été administréavgiarlP a t = 0 min, au moyen de la
solution de T4 a 10 pg/mL, en début de phase noet{0h00).

= Fréguence de collecte des échantillons

L'évolution temporelle des concentations plasmatiogn T4 a été suivie pendant 32 heures.
Un prélevement de sang contréle a été effectuéilke \de I'administration. Des prélévements
de 200uL de sang ont été réalisés aux temps 0Bph2h, 4h, 8h, 24h et 32h apres
'administation de T4.

Pour évaluer I'exposition au fipronil, le sang tet&té collecté en fin d'étude.

= Modalités de collecte des échantillans

- Préléevements sanguins

Pour prélever le sang, le cathéter a tout d'abt&dpargé a travers la valve de maniére a
éliminer I'néparine. Un volume de 250 uL de sanétéaprélevé dans un tube Eppendorf
contenant 10 puL d'héparine diluée a 500 Ul/mL. bk¢héter a ensuite été rincé avec un
volume de 250 pL de sérum physiologique tiédi. athéter a enfin été rempli avec un

volume d'héparine diluée a 50 UI/mL égal au volummet du cathéter (0.05 mL).

- Collecte de sang total

Le sang total a été collect@ le cathéter sur héparinate de lithium chez leu#ttanasié avec
0.5 mL de pentobarbital (Doléthal®).

= Modalités de traitement des échantillons

Pour la clairance de la T4, le sang a été cengriitgun aliquot de plasma d'environ 100 pL a

été conserveé pour le dosage de la TT4 et de la fT4.
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Le sang total a été centrifugé et quatre aliquets@DuL de plasma ont été conserves pour le

dosage du fipronil et du fipronil sulfone.

4.2.2.5- Analyse des données

= Analyse pharmacocinétigue de la T4

Les paramétres pharmacocinétiques ont été évaluébaide d'une approche non
compartimentale a l'aide du logici®/inNonLin® v.5.0.1 Le paramétre de la clairance
s'applique a tous les organes d'élimination. Sclirance est déterminée a partir des
concentrations plasmatiques, comme c'est génératetee cas, on parle de clairance
plasmatique. Elle se définit comme le volume demplka complétement épuré d'une substance
par unité de temps (mL/min). L'excrétion d'une molé hors de I'organisme peut se faire par
plusieurs voies d'excrétion. Dans ce cas, la clagatotale est la somme des diverses
clairances de chaque organe d'excrétion.

La clairance plasmatique (en mL/kg/min) est caledélon I'équation 6 :

Dose

Cl= —— Equation 6
AUC (0-tlast)

Ou Dose est la dose de T4 administrée a l'animalgia IP en mg/kg.
AUC g.1ast) (Ng.min/mL) est l'aire sous la courbe des conedintrs plasmatiques en T4 en
fonction du temps, calculée en utilisant la méthdee trapézes lineaires det=0at = last. t
last est le temps d'occurence de la plus petiteasdration d’hormone mesurable. L'aire sous
la courbe AUG.1ast) €St calculée selon I'équation 7 :

1= last

z (ti—1 - ti)?’{(ci_i_ Ci—l)
AUC (0.tlasty = —=1 Equation 7

2

Ou G est la concentration observée au temps t

Le temps moyen de résidence de la T4 (MRT, minjlé&rminé selon I'équation 8 :

AUMC (p-tlast)
AUC (0-tlast)

MRT _ Equation 8
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Ou I'AUMC (O-tlast) est l'aire sous la courbe dermprer moment statistique définie selon
I'équation 9 :

i=last
z (ti—l - 'ti) >-< (Ti xCi+ ti—lx Ci—l)

i=1

AUMC (0tlasty = Equation 9

2
Le volume de distribution a I'équilibre (Vss, mL)last déterminé selon I'équation 10 :
Vss = ClxMRT Equation 10

Ou la clairance est déterminée par I'équationl® BIRT par I'équation 8.
Le temps de demi-vie (t %, h) est déterminé skdguation 11 :

ty, = 1n2 xVss Equation 11
) Cl

= Analyses statistigues

Les paramétres pharmacocinétiques moyens desré#itisstet contrbles ont été comparés a

l'aide d'un test de Student non apparié.
4.3- RESULTATS

4.3.1- Suivi du poids des rats
Le traitement au fipronil n'a pas eu d'effet supdéds corporel des rats femelles. En effet, au
début du traitement, les poids moyens des ratiotiesontrdle et traité ont été respectivement
de 234+15 g et 239+19 g et a la fin du traitemkst,poids moyens des rats des lots contréle
et traité ont été respectivement de 248 + 16 @l2ti217 g.

4.3.2- Clairance de T4 totale
La figure 15 illustre l'effet du fipronil sur I'éldion temporelle des concentrations

plasmatiques moyennes (x ET) en T4 totale obteapess I'administration par voie IP de T4

chez des rats contréles et traités au fipronil.
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Figure 15 : Effet du fipronil sur I'évolution temporelle des concentrations plasmatiques
moyennes en TT4 (xET) apres une administration de 4 par voie IP chez des rats
thyroidectomisés et supplémentés en TRes rats thyroidectomisés traités quotidiennement
par voie SC avec de la T3 (12 pg/kg/j) ont recu administration quotidienne par VO de
fipronil (3 mg/kg/j) (lot traité au fipronil) ou denilieu de suspension (lot contrdle) pendant
une période de 14 jours. Le jour suivant la deenaaministration, les concentrations en T4
totale ont été suivies apres une administratioquende T4 par voie IP (10 pg/kg).

La figure 16 illustre I'effet du fipronil sur laaikance moyenne (+ ET) en T4 totale évaluée

apres l'administration par voie IP de T4 chez déscontrbles et traités au fipronil.
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Figure 16 : Effet du fipronil sur la clairance moyenne de TH (x ET) apres une
administration de T4 par voie IP chez des rats thysidectomisés et supplémentés en T3
Les rats thyroidectomisés traités quotidiennemantvpie SC avec de la T3 (12 pg/kg/j) ont
recu une administration quotidienne par VO de figr8 mg/kg/j) (lot traité au fipronil) ou
de milieu de suspension (lot contrble) pendant per@ode de 14 jours. Le jour suivant la
derniere administration, les concentrations en Ddaleé ont été suivies apres une
administration unique de T4 par voie IP (10 pg/kg).

* P < 0.01 significativement différent du lot codit.

La clairance de TT4 des rats traités au fiprorilsagificativement supérieure a celle des rats

contrbles (Tableau 5).

Le tableau 5 illustre l'effet du fipronil sur learametres pharmacocinétiques moyens (+ ET)
de la T4 totale et libre aprés I'administration yaie IP de T4 chez des rats contrbles et traités

au fipronil.
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T4 Totale

Controle Fipronil
AUC (ng.h/mL) 852 + 143 372 £ 147 **
Clairance (mL/min/kg) 0.16 +0.04 0.42 £0.02 **
Temps de demi-vie () 11.8+2.6 79+£26*
Cmax (ng/mL) 58.8+6.9 31.8 £4.2*
Tmax (h) 27+1.2 26+1.2
Vss (mL/Kg) 163.4+19.0 287.2 £ 58.2 **

Tableau 5: Effet du fipronil sur les parametres pharmacocirétiques moyens de la TT4
(xET) apres une injection IP de T4 chez des rats ylmoidectomisés et supplémentés en
T3. Les rats thyroidectomisés traités quotidiennemantvoie SC avec de la T3 (12 ug/kg/))
ont recu une administration quotidienne par VOideohil (3 mg/kg/j) (lot traité au fipronil)

ou de milieu de suspension (lot contrbéle) pendaet période de 14 jours. Le jour suivant la
derniere administration, les concentrations en Ddalé ont été suivies apres une
administration unique de T4 par voie IP (10 pg/kgs paramétres pharmacocinétiques sont
calculés avec un modéle non compartimental pouguehanimal.

* P < 0.05 significativement différent du groupentréle.

** P < 0.01 significativement différent du groupentréle.

L'AUC, le temps de demi-vie et la concentration immate en TT4 des rats traités au fipronil
sont significativement inférieurs a ceux des rastidles. Le volume de distribution de la
TT4 des rats traités au fipronil est significativarh supérieur a celui des rats controles. Le

fipronil n'a pas eu d'effet significatif sur le Tm@ ableau 5).

4.3.3- Clairance de T4 libre

La figure 17 illustre l'effet du fipronil sur I'élidion temporelle des concentrations

plasmatiques moyennes (+ ET) en T4 libre obtenuésafadministration par voie IP de T4
chez des rats contréles et traités au fipronil.
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Figure 17 : Effet du fipronil sur I'évolution temporelle des concentrations plasmatiques
moyennes en fT4 (x ET) aprés une administration dd4 par voie IP chez des rats
thyroidectomisés et supplémentés en TRes rats thyroidectomisés traités quotidiennement
par voie SC avec de la T3 (12 pg/kg/j) ont recu administration quotidienne par VO de
fipronil (3 mg/kg/j) (lot traité au fipronil) ou denilieu de suspension (lot contrdle) pendant
une période de 14 jours. Le jour suivant la deenaaministration, les concentrations en T4
libre ont été suivies aprés une administration umide T4 par voie IP (10 pg/kg).

La figure 18 illustre I'effet du fipronil sur laaltance moyenne (+ ET) en T4 libre, évaluée

apres l'administration par voie IP de T4, chezrdescontroles et traités au fipronil.
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Figure 18 : Effet du fipronil sur la clairance moyenne de f# (xET) apres une
administration de T4 par voie IP chez des rats thysidectomisés et supplémentés en T3
Les rats thyroidectomisés traités quotidiennemantvpie SC avec de la T3 (12 pg/kg/j) ont
recu une administration quotidienne par VO de figr(8 mg/kg/j) (lot traité au fipronil) ou
de milieu de suspension (lot contrble) pendant per@ode de 14 jours. Le jour suivant la
derniére administration, les concentrations enifii€ lont été suivies aprés une administration
unique de T4 par voie IP (10 pg/kg).

* P < 0.01 significativement différent du lot cobie

La clairance de fT4 des rats traités au fipronilségnificativement supérieure a celle des rats

contrbles (Tableau 6).

Le tableau 6 illustre I'effet du fipronil sur learpmeétres pharmacocinétiques moyens (+ ET)
de la T4 libre aprés I'administration par voie ¥ T chez des rats contrlles et traités au

fipronil.
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T4 libre

Contrble Fipronil
AUC (pg.h/mL) 231 +58 94 + 45 **
Clairance (mL/min/kg) 622 + 174 1531 + 438 **
Temps de demi-vie (h) 10.2+2.0 80x19*
Cmax (pg/mL) 17.1+3.4 9.0 + 2.4%*
Tmax (h) 22+1.0 26+x14
Vss (L/kg) 549 + 64 1060 + 215 **

Tableau 6: Effet du fipronil sur les paramétres pharmacocirétiques moyens de la fT4 (£
ET) aprés une injection IP de T4 chez des rats thgidectomisés et supplémentés en T3
Les rats thyroidectomisés traités quotidiennemantvpie SC avec de la T3 (12 pg/kg/j) ont
recu une administration quotidienne par VO de figr(8 mg/kg/j) (lot traité au fipronil) ou
de milieu de suspension (lot contrble) pendant pér@ode de 14 jours. Le jour suivant la
derniere administration, les concentrations enifii4 lont été suivies aprés une administration
unigue de T4 par voie IP (10 pg/kg). Les paramgitegmacocinétiques sont calculés avec
un modele non compartimental pour chaque animal.

* P < 0.05 significativement différent du groupentiéle.

** P < 0.01 significativement différent du groupentréle.

L'AUC, le temps de demi-vie et la concentration meate en fT4 des rats traités au fipronil
sont significativement inférieurs a ceux des ratsti®les. Le volume de distribution de la fT4
des rats traités au fipronil est significativemsmpérieur a celui des rats controles. Le fipronil

n'a pas eu d'effet significatif sur le Tmax (Tabl&.
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5- ESSAI PILOTE : EFFET DU FIPRONIL ET D'UNE SUPPLE MENTATION EN T3
SUR LA CLAIRANCE DE LA T4 CHEZ LE RAT FEMELLE THYRO IDECTOMISE

5.1- OBJECTIF DE L'ESSAI

L'objectif de I'essai pilote est d'évaluer l'infhiee de la TBG sur le potentiel perturbateur
thyroidien du fipronil. Pour cela, nous avons coréga clairance de la T4 de rats exprimant
la TBG (thyroidectomisés) et de rats n'exprimans pa TBG (thyroidectomisés et
supplémentés en T3). En effet, les études montygeiet la thyroidectomie induit une
réexpression de la TBG [63], cette expression pougae inhibée par une supplémentation
en T3 [59].

L'hypothese classiqguement admise est que la TB@gemit les hormones thyroidiennes du
catabolisme hépatique et qu'elle rendrait les iddiymoins sensibles aux effets perturbateurs

thyroidiens du fipronil.
5.2- MATERIEL ET METHODES
5.2.1- Animaux

Cet essai pilote a été realisé sur des rats fesn@dl@ace Wistar agés de 2 mois au moment de
la thyroidectomie. Ils ont été répartis au hasard ots :

- 1% lot : rats thyroidectomisés, supplémentés en BT et traités au fipronil.

- 2°™|ot : rats thyroidectomisés, supplémentés en BEXJ contrdles.

- 3¥™ot : rats thyroidectomisés (TBBet traités au fipronil.

- 4ot : rats thyroidectomisés (TB¥contrdles.

Des résultats ont été obtenus seulement sur 2 aripwur le ¥ et le 2™lot et sur 1 animal
pour les 8™ et £™|ots.

5.2.2- Méthodologie expérimentale
5.2.2.1- Plan expérimental (Figure 19)

Tous les rats ont été thyroidectomisés puis déniemain, les rats des lots (TB®nt recu

une injection quotidienne de T3 (6 pg/kg/j, SC).

77



A JO, I'exposition au fipronil a débuté par VO &oa de 1.5 mg/kg/j. Les rats contrbles ont
recu une administration quotidienne du milieu depsumsion.

A J15, les cathéters ont été mis en place darnsite ¥émorale.

A J17, la mesure de la clairance de la T4 a élé&sééapendant 5 jours chez tous les rats tout
en maintenant le traitement des animaux (fipranil3.

A J22, les animaux ont été sacrifiés et le saraj toété récolté.

Thyroidectomies ] ) . ) ,
Début du traitement a Début du traitement au fipronil Début

la T3 (6yg/kglj, SC) (1.5 mglkglj, VO) Pose de cathéterginétique T4 Sacrifices

A 4

Jo Ji5  J17 J21

Figure 19: Plan expérimental de I'essai pilote.

5.2.2.2- Modalités de traitement des animaux awfii

La suspension de fipronil a la concentration dé& Org/mL a été agitée pendant 30 minutes
avant les administrations et a été administréeidigonement par sondage gastro-cesophagien
au début de la phase nocturne (10h00) & raison=dend/kg/j. Les volumes a administrer
réévalués toutes les semaines en fonction du poig®rel ont été prélevés sous agitation de
la suspension. La méme procédure a été utilisée palguler le volume du milieu de

suspension de fipronil a administrer aux rats édes:
5.2.2.3- Modalités de traitement des animaux &8la T
La solution de T3 a la concentration de 10 pg/ndtéaadministrée quotidiennement par voie

SC au début de la phase nocturne (10h00) a laglastedienne de 6 pg/kg BW. Le volume

de T3 a injecter a été réévalué en fonction dugpowtporel toutes les semaines.
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5.2.2.4- Evolution du protocole au cours de I'étude

La dose initiale de fipronil était de 10 mg/kg e$ Irats des lots (TBJrecevaient une dose
guotidienne de T3 de 12 pg/kg [59]. Plusieurs traites au fipronil et a la T3 ayant manifesté
des signes cliniques de toxicité (convulsions, hgpatabilité, trémulations), il a été décidé
de diminuer les doses de T3 a 6 pg/kg/j et lesddedipronil a 1.5 mg/kg/j. A cette dose, les
études toxicologiques [54] avaient montré un eftefipronil sur la sécrétion de TSH.

5.2.2.5- Cinétique de T4

La cinétique de T4 a été réalisée en utilisant & protocole que celui de I'expérience 2, a
I'exception de la voie d'administration et de laalde T4. La T4 a été administrée par voie IV
a la dose de 12 pug/kg BW.

La décroissance des concentrations plasmatigue34em été suivie sur 5 jours. Des
préléevements de 250 pL de sang ont été réaliséd Badministration de T4 puis aux temps
0.25h, 0.5h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h apres l'agtnation de T4 puis une fois par jour jusqu'a
J5 post administration.

Pour évaluer I'exposition au fipronil et au fiproaulfone, le sang total a été collecté par
ponction de l'aorte abdominale aprés anesthésigrgléngrace a une administration par voie
IP d'un mélange anesthésique composé de médétem{@lomitor®) et de kétamine
(Imalgene® 1000). Les posologies des anesthésgpresde 0.2 mg/kg BW de médétomidine
et de 40 mg/kg BW de kétamine.

5.3- RESULTATS

5.3.1- Suivi du poids des rats

La figure 20 illustre I'évolution au cours du tenths poids moyen (£ET) des rats des lots

contrbles.
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Figure 20 : Evolution des poids corporels moyens (£tET) desats des lots controlesLes
rats thyroidectomisés ont recu quotidiennementvpé SC une administration de T3 (12
ng/kglj de J2 & J40 puis 6 pg/kg/j de J41 & J58)TBG) ou de solvant (lot TBG et une
administration quotidienne par VO de milieu de sison pendant une période de 14 jours,
les pesées ont été bi-hebdomadaires.

Avant le début du traitement, le poids moyen désiaux des lots (TBQ et (TBG) était de
228.6 £ 26.0 g et 215.0 £+ 18.5 g respectivemeetxdrhen visuel de la figure 20 montre que
le poids moyen des animaux thyroidectomisés désrai la T3 (TBGQ a augmenté alors que

celui des animaux thyroidectomisés (TB@ diminué au cours du temps.

La figure 21 illustre I'évolution au cours du tenths poids moyen (+ ET) des rats des lots

traités.
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Figure 21 : Evolution des poids corporels moyens (xET) dests des lots traitésLes rats
thyroidectomisés ont recu quotidiennement par 8@eune administration de T3 (12 pg/kg/j
de J2 & J40 puis 6 pg/kg/j de J41 a J56) (lot JB& de solvant (lot TBG et une
administration quotidienne par VO de fipronil (1@#kg/j de J37 a J40 puis 1.5 mg/kg/j de
J41 a J56) pendant une période de 14 jours, leepemnt été bi-hebdomadaires.

Avant le début du traitement, le poids moyen désianx des lots (TBQ et (TBG) était de
228.6 £ 19.6 g et 230.7 + 19.9 g respectivemeeixdrhen visuel de la figure 21 indique que
le poids moyen des animaux thyroidectomisés détai la T3 (TBG a augmenté alors que

celui des animaux thyroidectomisés (TB@ diminué au cours du temps.
5.3.2- Clairance de la T4 totale
La figure 22 compare la cinétique de décroissamseabncentrations plasmatiques en TT4

apres une administration de T4 par voie IV chezrdés contrdles et thyroidectomisés (lot
TBG") et des rats controles, thyroidectomisés et faitéa T3 (lot TBG).
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Figure 22 : Cinétiqgue de décroissance des concentrations plaatiques moyennes en
TT4 chez des rats des lots (TBG et (TBG') controles aprés une administration de T4
par voie IV. Les rats thyroidectomisés ont recu quotidienneénmar voie SC une
administration de T3 (12 pg/kg/j de J2 a J40 puisgikg/j de J41 a J56) (lot TBYsou de
solvant (lot TBG). lls ont recu une administration quotidienne déem de suspension par
VO pendant une période de 14 jours. Le jour suiMantderniére administration, les
concentrations en T4 totale ont été suivies apnesagministration unique de T4 par voie IV

(12 pg/kg).

La figure 23 compare la cinétique de décroissamseabncentrations plasmatiques en TT4
apres une administration de T4 par voie IV cheatéraité au fipronil et thyroidectomisé (lot
TBG") et les deux rats traités au fipronil, thyroidecisés et traités a la T3 (lot TBG
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Figure 23 : Cinétique de décroissance des concentrations plaatiques moyennes en
TT4 chez des rats des lots (TBG et (TBG") traités au fipronil aprés une administration

de T4 par voie IV. Les rats thyroidectomisés ont recu quotidienneérpan voie SC une
administration de T3 (12 pg/kg/j de J2 a J40 puisgbkg/j de J41 a J56) (lot TBYou de
solvant (lot TBG). lIs ont recu une administration quotidienne igechil par VO (10 mg/kg/j
de J37 a J40 puis 1.5 mg/kg/j de J41 a J56) penat@npériode de 14 jours. Le jour suivant la
derniere administration, les concentrations en Ddalé ont été suivies apres une
administration unique de T4 par voie IV (12 pg/kg).

La figure 24 illustre I'effet du fipronil sur laalance de la TT4 chez les rats thyroidectomisés
(lots TBG) et les rats thyroidectomisés traités a la T3 (KBG) aprés I'administration par

voie IV de T4.
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Figure 24 : Effet du fipronil sur la clairance de la TT4 che les rats thyroidectomisés
(lots TBG") et les rats thyroidectomisés traités a la T3 (IstTBG) aprés I'administration

par voie IV de T4. Les rats ont recu quotidiennement par voie SCadministration de T3
(12 pg/kglj de J2 a J40 puis 6 pg/kgl/j de J41 & 168 TBG) ou de solvant (lot TBG. lIs

ont recu une administration quotidienne de fiprgait VO (10 mg/kg/j de J37 a J40 puis 1.5
mg/kg/j de J41 a J56) ou de milieu de suspensiowlgrg une période de 14 jours. Le jour
suivant la derniere administration, les concerdretien T4 totale ont été suivies aprés une
administration unique de T4 par voie IV (12 pug/kg).

La clairance de la TT4 semble diminuée chez lesdas lots (TBQG par rapport a celle des
rats des lots (TBG. La clairance de la TT4 ne semble pas modifiéz ¢bs rats contrbles par

rapport a celle des rats des lots traités (Tald¢au

Le faible nombre d'animaux ne permet cependantipa®nclure.

Le tableau 7 illustre I'effet du fipronil sur learpmetres pharmacocinétiques de la TT4 chez
les rats thyroidectomisés (lots TBGet les rats thyroidectomisés traités a la T3 (KBG)
apres lI'administration par voie 1V de T4.
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Contréle Fipronil
TBG'(n=1) TBG (n=2) TBG ' (n=1) TBG (n=2)

AUC (ng.h/mL) 1349 1041 1129 991
Clairance (mL/min/kg) 0.08 0.14 0.11 0.17
Temps de demi-vie (h) 14.4 8.51 13.0 10.7

Cmax (ng/mL) 157 126 114 92.9

T max (h) 0.27 0.25 0.25 0.25
Vss (mL/kg) 103 121 117.05 130

Tableau 7: Effet du fipronil sur les paramétres pharmacocirétiques de la TT4 chez les
rats thyroidectomisés (lots TBG) et les rats thyroidectomisés traités a la T3 (IstTBG)
aprés une administration unique de T4 par voie IV bez le rat. Les rats thyroidectomisés
ont recu quotidiennement par voie SC une administrale T3 (12ug/kg/j de J2 a J40 puis
6ug/kg/j de J41 a J56) (lots TBGou de solvant (lot TBG. lIs ont recu une administration
guotidienne par VO de fipronil (10 mg/kg/j de J334® puis 1.5 mg/kg/j de J41 a J56) ou de
milieu de suspension pendant une période de 14s.joue jour suivant la derniére
administration, les concentrations en T4 totaleé&détsuivies apres une injection unique de T4
(12 pg/kg) par voie IV. Les parametres pharmacadicjnés ont été calculés avec un modele
non compartimental pour chague animal.

I semble que le traitement au fipronil n'a pas dieffet sur les parameétres
pharmacocinétiques. Les paramétres pharmacocieétigies rats des lots (TBGsont
différents des lots (TBGQ. En effet, 'AUC, le temps de demi-vie et la centation
maximale des rats des lots (TBGont inférieurs a ceux des rats des lots (TBGe volume

de distribution des rats des lots (TB®@st supérieur a celui des rats des lots (BG

85



86



TROISIEME PARTIE : DISCUSSION

Les objectifs de cette étude étaient de validescleema physiopathologique hypothétique du
fipronil sur la fonction thyroidienne chez le ratdanalyser I'effet de I'expression de la TBG
sur la clairance de la thyroxine chez le rat.

Pour cela nous avons étudié dans un premier tegspsfiets d'un traitement au fipronil par
voie orale, a la dose quotidienne de 3 mg/kg duraatpériode de 14 jours ou de 28 jours, sur
les concentrations plasmatiques en hormones thgroids et en TSH. Les valeurs des
concentrations plasmatiques en T3 totale et enofadet des rats controles sont compatibles
avec les valeurs observées dans d'autres étuded.gsBaitement au fipronil d'une durée de
14 ou 28 jours a diminué les concentrations plasgmas en T3 totale, en T4 totale et
augmenté les concentrations plasmatiques en TSHraitement quotidien au fipronil a la
dose de 3 mg/kg/j par voie orale provoque doncpereurbation de la fonction thyroidienne
reflétée par une augmentation des concentrati@sratiques en TSH et une diminution des
concentrations plasmatiques en hormones thyroideen@es résultats suggerent que les
concentrations en TSH sont augmentées en répolasdimminution du rétrocontréle négatif
associée a la diminution des concentrations plagoesgt en hormones thyroidiennes.

Dans un second temps, nous avons examiné I'hymotbdlen laquelle la diminution des
concentrations plasmatiques en hormones thyroidgemasulte d'une augmentation de la
clairance des hormones thyroidiennes par le fipr&tour cela, nous avons développé un
modéle physiologique chez le rat : le rat thyroidedsé traité a la T3. Ce modele a été
développé afin de supprimer la sécrétion endog&sehdrmones thyroidiennes et d'inhiber
I'expression de la TBG normalement réexprimée deezat thyroidectomisé [59]. Les
résultats de cette seconde expérience montrenedguyeonil augmente la clairance de la T4
totale ainsi que la clairance de la T4 libre. Lairelnce de la T4 totale des rats non traités
observée dans notre expérience est cohérente es/ealeurs de clairance de la T4 observées
dans d'autres études [34, 60, 62]. Nous pouvort®eciure que notre modele est proche des
conditions physiologiques et que la dose de T3 adinée quotidiennement permet
d'atteindre un état euthyroidien. Le traitemenfipnonil n'a pas eu d'effet sur I'absorption de
la T4 puisque le temps d'occurrence de la cond@rirmaximale (Tmax) reste inchangé.

Ces résultats nous permettent de valider le schghysiopathologique hypothétique du
fipronil sur la fonction thyroidienne. La diminutiodes concentrations plasmatiques en

hormones thyroidiennes qui résulte de l'augmemtatie la clairance des hormones
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thyroidiennes expliquerait 'augmentation des cotreions en TSH par une diminution du
rétrocontrble négatif. L'activation de la croissade la glande thyroidienne par une sécrétion
excessive et soutenue en TSH potentialiserait desepsus de carcinogenése thyroidienne.
L'augmentation de la clairance des hormones thigiigs par le fipronil pourrait résulter
d'une activation des enzymes hépatiques du mésammldes hormones thyroidiennes. En
accord avec cette hypothese, des travaux rédlis@iro sur des systéemes microsomiaux
hépatiques, notamment CYP3A4 et CYP2C19, montremt lg fipronil augmenterait la
meétabolisation des hormones thyroidiennes [51]r Rérifier le rbéle inducteur du fipronil sur
les enzymes du métabolisme des hormones thyroiesémrivo, il serait intéressant d'évaluer
l'effet du fipronil sur un substrat des cytochronfR50 hépatigues comme I'antipyrine. En
effet, I'antipyrine est largement utilisée pouteedactivité des enzymes de phase 1 car c'est
un substrat non spécifigue des cytochromes P450 ¢@kymes impliquées dans le
catabolisme des hormones thyroidiennes. Une auire d'action est connue pour des
molécules perturbatrices thyroidiennes telles ggePlCB mais elle n'est pas explorée pour le
fipronil. Ces molécules induiraient des UGT (Urili@lucuronosyltransférases) qui sont des
enzymes hépatiques clés dans le métabolisme desohes thyroidiennes. L'activation des
T4-UGT et des T3-UGT suffirait a produire une diotion des concentrations plasmatiques

en hormones thyroidiennes nécessaire pour entil&@t@sation des taux de TSH [57].

Le schéma physiopathologique proposé par les indlsspour expliquer I'effet du fipronil sur
la fonction thyroidienne chez le rat est invalid&ipl'homme en raison de I'absence de TBG
chez le rat et est présenté a ce titre comme urieyarité d'espece. L'hypothése mise en
avant est que la TBG protégerait les hormones ttiones du catabolisme hépatique et que
le fipronil n'aurait pas d'effet sur la clairanaeld T4 chez les especes exprimant la TBG. En
accord avec cette hypothése, une expérience aigéeem ceuvre au laboratoire pour étudier
I'effet du fipronil sur la clairance de la T4 cHazrebis (données non publiées). Les résultats
n‘ont montré aucun effet du fipronil sur ce paramdta brebis apparait alors comme étant un
modele d'étude de la fonction thyroidienne cheanime plus pertinent que le rat puisque
celui-ci possede la TBG, contrairement au rat ad[##]. Pour répondre a la question de
I'importance de la TBG dans la pertinence des nesdehimaux utilisés dans les études
toxicologiques et pour valider notre hypothéseseilait pertinent d'évaluer la clairance de la
T4 chez le rat exprimant ou non la TBG. C'est laom pour laquelle un essai pilote a été
réalisé afin d'évaluer l'influence de la TBG seffét perturbateur de la fonction thyroidienne

du fipronil. Les résultats de cet essai pilote@gtobtenus sur un petit nombre d'animaux (1 a
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2 par lots) ne permettant pas de conclure. En,eftets avons observé des signes de toxicité
du fipronil sur des animaux thyroidectomisés eitésaa la T3 a la dose de 10 mg/kg/j de
fipronil. Selon la littérature, la LE du fipronil par voie orale chez le rat est de 9ykyg, des
signes de toxicité ont été observes apres queiques avec une dose unique par voie orale
ou des doses répétées par voie orale de 75 mdB&jj Ces observations soulevent la
guestion d'une possible modulation de la clairahcépronil par la T3 [27].

Les résultats de cet essai semblent indiquer taiiodd un effet du statut thyroidien sur le
poids des animaux. En effet, a la fin de I'esgapdids moyen des animaux thyroidectomisés
est nettement inférieur au poids moyen des anintlaynoidectomisés supplémentés en T3.
Cette observation concorde avec les résultats obterécédemment par d'autres auteurs [63].
Dans cette étude, les rats thyroidectomisés prémmemoyenne moins de poids que les rats a
thyroide intacte, cette diminution de poids semite a I'absence d’hormones thyroidiennes
chez les rats thyroidectomisés.

Concernant la clairance de la T4, on observe wat diff statut thyroidien sur la clairance de la
T4 totale, par contre, aucun effet du traitemenfignonil n‘est observé sur la clairance de la
T4 totale, contrairement a l'expérience 2. Cecit gdre expliqué par le fait que la dose
qguotidienne de fipronil était inférieure (1.5 mglkgs 3 mg/kg/j pour I'expérience 2). L'effet
du statut thyroidien sur la clairance des hormdhgsoidiennes pourrait étre attribué a une
différence dans I'expression de la TBG. En accesat dhypothése couramment admise, la
TBG protégerait les hormones thyroidiennes du nofisabe des hormones thyroidiennes et
diminuerait la clairance des hormones thyroidienesir veérifier cette hypothése et pour
montrer que les rats thyroidectomisés rééxprimentTBG, il faudrait évaluer les
concentrations plasmatiques en TBG de maniére if@atreg ou semi-quantitative chez les
rats thyroidectomisés et chez les rats thyroidastsrsupplémentés quotidiennement en T3.
Apres avoir validé ce modele, cet essai pilote aamconduire en ajustant le protocole a nos
observations. Il sera possible d'utiliser un traget au fipronil a la dose de 3 mg/kg/j par
voie orale par gavage pendant 14 jours puisque reoss observé des effets sur les
concentrations en hormones thyroidiennes et swldmance de la T4 avec ce schéma

d'exposition.

Le dosage des concentrations plasmatiques en figgben fipronil sulfone chez les rats a
thyroide intacte aprés une exposition de 28 jour§ionil, a raison de 3 mg/kg/j par voie
orale, montre que les concentrations en fipromilt soférieures a la limite de quantification

(25 ng/mL) et que les concentrations en fipronlfae sont en moyennes de 2343 ng/mL.
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Chez le rat, le chien, la chévre et la poule, I¢atv@ite majoritaire du fipronil est le fipronil
sulfone [1]. Le fipronil sulfone agit comme le fagmil sur les récepteurs GABA, cependant, il
est 6 fois plus sélectif pour les récepteurs GABA dertébrés que le fipronil [16]. Chez le
rat, nous avons démontré que l'exposition au fipsuifone est 20 a 40 fois supérieure a
I'exposition au fipronil. Le fipronil sulfone powit étre un acteur principal de la perturbation
thyroidienne et non le fipronil en lui-méme. Ledfa@iences interspécifiques du fipronil
pourraient résulter de différences interspécifigdegoxicocinétique. C'est pourquoi il serait
intéressant d'étudier I'effet du fipronil sulfong $a perturbation de la fonction thyroidienne
et sur la clairance de la T4, et de le comparerrasultats obtenus avec le fipronil sur ces
parametres. En effet, chez I'homme égalementptierfil sulfone est le métabolite majeur du
fipronil [16].
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CONCLUSION

De nos jours, l'intérét pour les perturbateurs endiens ne cesse d'augmenter, autant pour la
communauté scientifique que pour la société. Leofipp est un polluant environnemental
mais il est aussi considéré comme perturbateur ceimilen. La perturbation endocrinienne
peut se révéler sérieuse pour la santé humaineaddeprdle important que jouent les
hormones dans le contréle du développement. Tdesesubstances soumises a autorisation
font l'objet d'évaluations toxicologiques qui repassur des études expérimentales ayant lieu

principalement chez le rat.

L'objectif de notre étude était d'identifier lesaagismes d'action du fipronil sur la fonction
thyroidienne. Pour cela, nous nous sommes basdsssigsultats observeés lors des études de
perturbation endocrinienne réalisées chez le maliegandustriels. Ainsi, il nous a été possible
de montrer que le fipronil entrainait des pertudret thyroidiennes, les concentrations en
hormones thyroidiennes étant significativement dirdes sous I'effet du traitement. Dans un
second temps, nous avons établi que le fipronN¥guuoait une augmentation significative de
la clairance de la T4. Gréace a ces résultats, avoss pu valider notre hypothése concernant
les mécanismes d'action du fipronil sur la foncttbgroidienne, a savoir que le fipronil
provoguerait une augmentation de la clairance aemdnes thyroidiennes induisant une
augmentation de la sécrétion de la TSH par unenditioin du rétrocontréle négatif exercé sur
I'axe hypothalamo-hypophysaire. Cette augmentatiea concentrations plasmatiques en
TSH pourrait étre a l'origine du processus de naggnese thyroidienne. Ces résultats
laissent supposer que le fipronil induit les enzyrde métabolisme hépatique des hormones
thyroidiennes. Enfin, dans un dernier temps, uaigsbte a permis d'évaluer l'influence de
la TBG sur le potentiel perturbateur thyroidien filpronil. Nos résultats préliminaires
suggerent un effet du statut thyroidien sur laafaie de la T4 totale.

L'évaluation des concentrations plasmatiques awrfipet en fipronil sulfone indique que
nous retrouvons principalement le fipronil sulfatens I'organisme apres une exposition au
fipronil. Ces observations laisseraient supposer lguvéritable acteur de la perturbation
thyroidienne aprés exposition au fipronil pourm@ite son principal métabolite, le fipronil
sulfone. Pour déterminer I'éventuel effet pertuebathyroidien du fipronil sulfone, il serait

intéressant de réaliser de plus amples investigatio
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RESUME :

Le travail fait partie d'un projet intitulé "Fipribret fonction thyroidienne". Dans un premier tempsus avons
montré chez le rat que le fipronil administré parevorale a la dose de 3 mg/kg/j induit une dimorutdes
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