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Introduction

L'utilisation croissante de matériaux inflammables dans laridation des biens de
consommation a amené les autorités a mettre en place des poumegsrantir la sécurité des
consommateurs. En effet, les incendies représentent un probléme hunégionemique
important. Par exemple aux Etats-Unis, les incendies tuent chaque année 8600g3eet en
blessent plus de 18000. lls entrainent une perte économique annuelle de HS dbdl
dollars (Karter, 2006). Aussi, pour prévenir les risques d’'incendisssudestances chimiques
appelées retardateurs de flamme, ont été utilisées de mammgrortante. lls sont
principalement représentés par les retardateurs de flammesbdameél'utilisation n'a cessé
de croitre depuis les années 1960 (Darnerud, 2001).

Les polybromodiphényle éthers (PBDE) représentent prés du tierseslesubstances
chimiques. lls sont ignifuges c'est-a-dire qu’ils inhibent ou supprinenirocessus de
combustion par une action physique et/ou chimique. En effet, ces désiegenés sont tres
efficaces dans le piégeage des especes radicalaires fdonsées la combustion. lls sont peu
onéreux pour les industriels, c’'est la raison pour laquelle on eruvetrdans tous les
équipements domestiques et industriels comme les appareils audis;Vissianatériaux de
construction, les voitures mais aussi dans les textiles d’ameetiiehes peintures et les
plastiques. En 2001, la production mondiale de déca-BDE, le plus dg&sEBDE, a été de
56100 tonnes et celle de penta-BDE de 7500 tonnes soit un total de 63600 t@EEs (B
2008).

De nombreuses études ont montré que ces substances pouvaient étre toxuies doses,
elles peuvent présenter des effets perturbateurs endocriniensmesttipar rapport a la
fonction thyroidienne (Kuiper, 2008 ; Turyk, 2008 ; Tseng, 2007 ; Kuriyama, 2007 ; Fernie
2005 ; Stoker, 2004 ; Tomy, 2004 ; Hallgren, 2002 ; Zhou, 2002 ; Meerts, 2000), c'est la
raison pour laquelle des mesures d’interdiction du penta-BDE etresa®BDE moins
bromés ont été prises dés 2004 au sein de I'Union Européenne. En 2008, e#s ont
renforcées par une restriction de I'utilisation du déca-BDE ctive 2002/95/CE et arrét du
1%" avril 2008). Compte tenu des enjeux économiques importants assdcitissation des
PBDE, I'évaluation du risque toxicologique présente des enjeux sociéta protection de

I'environnement et de santé publique.
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Avant de présenter notre étude expérimentale sur les effdtgbateurs thyroidiens des
PBDE sur un modele ovin, une premiére partie bibliographique fera le poinies
caractéristiques des PBDE et la contamination de I'environnerpai#t, sur leurs effets
perturbateurs de la fonction thyroidienne.

Oue sont les PBDE ?

Les PBDE sont des substances lipophiles donc faiblement solublesedangérsistantes et
peu volatiles. Leur formule chimique générale esOgHn)Braony. Il existe 209 congénéres
en fonction du nombre et de la position des atomes de brome (figeteH)l Les trois
principaux PBDE utilisés dans I'industrie sont : le penta-BDE, |'octa-BOE& @tca-BDE.

En raison de leur faible solubilité dans I'eau, on les retrouve acéardahs les sédiments et
les sols. Par ailleurs, les PBDE ont été mis en évidencel’darsmbiant. La concentration
moyenne en PBDE dans la poussiére prélevée dans différeets fest de 1400 ng par
gramme de poussiéere a Toronto (au Canada), de 45000 ng/g a Birmirkpyaame-Uni et
de 4800 ng/g au Texas, USA (Harrad, 2008). Les PBDE sont retrogaiesnént dans les
zones éloignées des sites urbanisés comme en pleine mer balsspeEés aux particules en
suspension dans I'eau, & une concentration moyenne de PBDE de 8@Gypegnune large
proportion de déca-BDE (Ter Schure, 2004 et Agrell, 2004). lls sontprésents dans I'eau
des rivieres et des stations d’épuration (Watanabe, 2003) a des dhssdaililes mais
suffisantes pour en retrouver dans les especes aquatiques.

De plus, différentes études ont montré la présence des PBDE ubegd espéces animales
(oiseaux, mammiféres,...). Leur exposition aux PBDE est dépendiaméeir alimentation et
de leur environnement. Elle est plus élevée chez les animaux \ivastdes zones
industrielles notamment pour les PBDE fortement bromés. Néanmoinstadesnon
négligeables ont été détectés sur la faune vivant sur deskiigsés ce qui suggére une
propagation des PBDE via l'air et les courants marins, notampoemtles PBDE faiblement
bromés, plus volatiles.

Les études sur I'exposition de 'homme portent surtout sur le $anigsu adipeux et le lait
maternel. Les concentrations sanguines sont inversement proportiodnkdigs, les jeunes
enfants sont donc davantage exposés aux PBDE comme le montiéedal th(Thomsen,
2007).
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Tableau | :Concentrations moyennes (ng/g de lipides) de tétra-BDE et de pentddBidie
sérum de Norvégiens en fonction de I'age (2 sexes mélangés)

Age (année) 0-4 5-14 15-24 25-59 >60
Tétra-BDE 4,8 2,2 1,3 1,3 1,2
Penta-BDE 2,4 0,76 0,41 0,34 0,28

Thomsen, 2007
Une concentration tissulaire moyenne de 4,75 ng de PBDE par grdentissu adipeux a été

observée en Europe (Covaci, 2002). Le déca-BDE constitue a lui séudnela moitié de
cette concentration (Covaci, 2005). La concentration moyenne dans rieataiinel des sept
principaux PBDE les moins bromés allant du tri-BDE a I'hefdd=E été évaluée a 3,92 ng/g
de lipides et celle des neuf principaux PBDE les plus bromé# akal’'octa-BDE au déca-
BDE a 3,79 ng/g (Antignac, 2009), il en résulte une exposition du nourngade lait
maternel évaluée a 10 ng/kg/j de PBDE (Zalko, 2003).

La voie d’exposition majoritaire chez 'homme est la voie ali@eatvia notamment la
consommation de poissons puis de viande et enfin de produits laitiers. stibmy&le
poussiéres préalablement contaminées représente moins de 4ékmesition journaliére
(Wilford, 2005).

En définitive, leur omniprésence et leur rémanence ingrtante dans I'environnement

soulévent des questions sur le risque toxicologique de ces substance

Toxicité des PBDE

La toxicité des PBDE a été étudiée essentiellement ckemtgeurs. Ainsi, chez le rat, la
DLso par voie orale est de 5 g/kg pour le déca-BDE alors qu'stle@nprise entre 0,5 et 5
g/kg pour le penta-BDE (Norris, 1975). Les effets toxiques sontwdsssur le foie, le rein et
la thyroide. lls diminuent avec lI'augmentation du nombre d’atomesrdmeB En 2001,
Darnerud a fait un point sur les différentes NOAEL (No ObservAbierse Effect Level :
dose sans effet indésirable) déterminées dans la littératugus faible NOAEL observée
chez la souris est de 7500 a 15000 mg/kg de poids vif pour le déca-BIPE {886) et de
0,8 mg/kg pour le penta-BDE (Eriksson, 1998, confirmé par Viberg en 2004)eEanpun
coefficient de sécurité de 100, on peut considérer que la DJA (Dosealkner Admissible)
est de 75 a 150 mg/kg pour le déca-BDE et de 8 pug/kg pour le penta€BpEndant, en
raison de divergences entre les études, il n’existe pas actuellement de eorapgennes.
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Une des problématiques majeures soulevées par l'utilisation de& BBqui fait I'objet de
notre étude est leur potentiel perturbateur thyroidien, assdéeig analogie structurale avec
les hormones thyroidiennes (figures I, 1l et 1ll). Un pertunmateyroidien est une substance
qui interfére avec la production, la libération, le transport, l@bafisme, la liaison, I'action

ou I'élimination des hormones thyroidiennes.

La fonction thyroidienne

Les hormones thyroidiennes comportent deux noyaux aromatiquesergiéseux par une
liaison diphényle éther et substitués par des atomes d’iode ;atpfess de carbone 3, 5, 3’
et/ou 5. Les principales hormones thyroidiennes sont la L-tétr&ip8p3’, 5’-thyronine ou
thyroxine ou T4 et la L-triiodo-3, 5, 3'-thyronine ou T3, sécrétées par la glandéddy

Br Br

e e\

N SN

Br

Br

Figure | :Formule chimique du penta-BDE

Is@e:

Figure Il : Formule chimique du déca-BDE

I\
) .I'
Ho%s_\‘*‘;—c:u%f 5 \\\‘E}—C‘H:C‘HC‘GOH T4
2 }_:." | )

Figure Il : Formules chimiques de T4 et de T3
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Bien que la concentration de T4 soit supérieure a celle de T3altes les espéces, T4 est
considérée comme une prohormone, la forme active étant la T3 lissi, /a T4, par le biais
d’enzymes appelées désiodases, est transformée en T3 qui a ufmtelaffinité pour les
récepteurs intranucléaires. Le principal site de formation leest le foie mais il existe
guelques tissus cibles également capables de désioder la T8 gnade a différentes
désiodases. Il existe trois types de désiodases :

* La désiodase de type | qui transforme la T4 en T3 ou en rT3 geeV&d, forme
inactive) principalement dans le foie et les reins.

» Ladésiodase de type Il située dans le foie, le cerveau, le tissu adipeplaetiga.

e La désiodase de type Il qui transforme les hormones thyroidiermmes
diiodothyronine ou la T4 en rT3 dans le foie, le systéme nerveuxatdatpeau, le
placenta et le foetus

Dans la circulation sanguine, les hormones thyroidiennes sont tr&espper des protéines
plasmatiques, différentes selon les espéces, la fraction titive aeprésente moins de 1% de

la concentration totale comme l'illustre le tableau II.

Tableau Il :Fractions libres des hormones thyroidiennes chez I’'homme, le mouton et le rat

Homme Mouton Rat
(Larsen, 2002) (Yokus, 2006) (Anai, 2001)
Fraction libre de T3 0,3% 0,2% 1%
Fraction libre de T4 0,04% 0,02% 0,07%

Les protéines de transport des hormones thyroidiennes chez lhanra plupart des
mammiféres sont: la Thyroxin Binding Globulin (TBG), la tragsttine (TTR) et
I'albumine. Ces trois molécules permettent le maintien de I'homagiesde la fonction
thyroidienne en protégeant la T3 et la T4 de leur élimination.

La répartition de la liaison de T4 aux protéines plasmatique®lasivement similaire chez
les espéces qui présentent la TBG (chien, cheval, ruminants et e)orhen TBG est
prépondérante chez 'homme et a une plus grande affinité pour la Tgoguda T3. Par
contre, la TBG est absente chez le rat et la souris mmas ahez le chat et le lapin. Les
hormones thyroidiennes sont donc transportées majoritairement pamine (exemple du

chat) ou la transthyrétine (exemple du rat) chez ces especeansthyrétine est quant a elle
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présente chez toutes les espéces, sauf chez le porc, et Hinitéelégerement supérieure

pour la T4 comparativement a la T3 (tableau IIl, Degroot, 1989).

Tableau Il :Pourcentage de T4 liée aux protéines plasmatiques chez différentes especes

Espéce TBG Transthyrétine Albumine
Porc 93 - 7
Chien 60 28 12
Cheval 61 22 17
Homme 73 17 10
Chat - 39 61
Vache 60 20 20
Brebis 53,1 35,6 11,3
Rat - 85,1 14,9

Degroot, 1989
L'activité de la thyroide est régulée par l'axe hypothaldoyoephysaire. La TRH

(Thyrotropin Releasing Hormone) est sécrétée par I'hypothedeet stimule la libération de
TSH (Thyroid Stimulating Hormone) ou thyrotropine par 'adénohypophlya TSH stimule
a son tour la sécrétion des hormones thyroidiennes qui exercesttagontrble négatif, sur
leur propre sécrétion, a la fois sur I'hnypothalamus et sur 'adénohypophyse ().

Le rbéle essentiel des hormones thyroidiennes est de réguteétebolisme basal. Elles
favorisent la calorigenése (lutte contre le froid) et la swatlBATP. Au plan métabolique
leur activation se traduit par une stimulation de la glycogénogtsele la glycolyse
musculaire, associée a une augmentation de la gluconéogenésquieéphatie I'absorption
des oses par l'intestin. Les hormones thyroidiennes entrainéanégd une augmentation de
la lipolyse, de la phosphorylation oxydative, de la synthése de aholest de la synthese
protéique.

En dehors de ces actions métaboliques, elles interviennent égatlansne développement
du feetus et du nouveau-né, notamment du systeme nerveux central & ftamion de
reproduction. 75% des enfants masculins touchés par une hypothyroidie prémibéne
malformation des testicules (Jannini, 1995). 23,4% des femmes hypdtbagras et 21,5%
des femmes présentant une hyperthyroidie ont des cycles neéngqiarturbés (Krassas,
2000).

Le catabolisme des hormones thyroidiennes ne concerne que la ilmr@ndels hormones,

c'est-a-dire non liée aux protéines plasmatiques et se dérautgalement dans le foie par
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glucuronoconjugaison ou sulfoconjugaison. Cette conjugaison, en augmentant
I’nydrosolubilité des hormones thyroidiennes, facilite leur élation biliaire ou urinaire. La
glucuronoconjugaison se déroule majoritairement dans le foie maiggaement avoir lieu
dans les reins et les intestins. Elle est -catalysée pRDPIGT (Uridine
Diphosphoglucuronosyl Transferase), enzyme microsomale hépatique. deorjufaison

est catalysée par les phénolsulfotransférases cytosoligpesmat notamment de faciliter la

désiodation chez le rat et 'lhomme (Curran, 1991).

PBDE et fonction thyroidienne

Jusqu’'a présent, les études sur I'évaluation des altérations aiectaofi thyroidienne par les
PBDE ont surtout été conduites chez le rat et la souris.

En raison de l'analogie structurale des PBDE et des hormonesidieymes, les PBDE
interférent potentiellement a différents niveaux de la réguiatlie la fonction thyroidienne.
Les PBDE entrainent une diminution de la concentration de T4 lisecpi’'une altération de
la liaison de T4 a la transthyrétine chez des rats fesnaflees 14 jours d’exposition a une
molécule de tétra-BDE a la dose de 18 mg/kg/j (Hallgren, 2002néd»ee, des milieux issus
de l'incubation de microsomes hépatiques (1 mg/mL) avec des peieeBies tétra-BDE
(20 pmol/mL), diminuent de 60% la liaison de T4 a la transtmgédiumaine (étudi vitro

de Meerts, 2000).

Les PBDE modifient les concentrations plasmatiques de TSH. Aimsiadministration par
voie orale de DE-71 (mélange de PBDE majoritairement composéntiePBE et de tétra-
BDE) a des doses de 30 ou 60 mg/kg/j & de jeunes rats male¥"8a233™jour post natal,
entraine une augmentation de la TSH &t'%bur d’exposition (Stoker, 2004).

Les PBDE agissent également sur la glucuronoconjugaison des horthgreédiennes en
interférant avec 'UDPGT. Ainsi, I'exposition de rates gravidaspenta-BDE a une dose de
300 pg/kg au %"ejour de gestation entraine une diminution de l'activit¢ UDPGT esir |

femelles de la portée 1 jour apres la naissance (Kuriyama, 2007).

La figure IV résume la régulation de la fonction thyroidienniesfprincipaux sites d’action
des PBDE.
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. . Transport
TSH + T4 libre > T4 liée TBG
/ . > -TTR

T3 libre <« T3liée _Albumin

Thyroide

Figure IV :Principaux sites d’action des PBDE sur la fonction thyroidienne
La production des hormones thyroidiennes est cléatra I'étage hypothalamique par la sécrétion dél TRi
stimule la production de TSH au niveau de I'hypaahyelle-méme stimulant la production de T3 et dleldns
la thyroide. Apres leur libération dans la circidat périphérique, les hormones thyroidiennes savéot
presque exclusivement sous forme liée a trois pregéplasmatiques de liaison : la TBG, la TTR alblimine.
T3 libre et T4 libre ont une action biologique ddlsganisme et exercent un rétrocontrle négaiif &
sécrétion de TRH et de TSH.
Le catabolisme des hormones thyroidiennes compuerdglucuronoconjugaison grace a I'UDPGT au niveau
hépatique.
Effets des PBDE :
’ » Les PBDE peuvent agir sur la régulation des hormamgroidiennes au niveau de la TSH.
« lIs peuvent modifier les pourcentages de fractibrelde T3 et de T4 en interférant avec les pre&in
plasmatiques de transport.
« Les PBDE peuvent intervenir dans le catabolismehdesiones thyroidiennes en agissant sur UDPGT.

|—>- lls pourraient agir sur le rétrocontrdle négatiéeé par les formes libres.

TRH : Thyrotropin Releasing Hormone

TSH : Thyroid Stimulating Hormone ou thyrotropine
UDPGT : Uridine Diphosphoglucuronosyl Transferase
TBG : Thyroxin Binding Globulin

TTR : Transthyrétine
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Compte tenu du risque potentiel des PBDE pour la santé humaine, dessestrictives
d'utilisation des PBDE ont été prises au sein de I'Union Européenppui® 2004,
I'utilisation des PBDE faiblement bromés est interdite, seulélea-BDE était encore utilisé
(directive 2002/95/CE). Cependant, récemment, depuis juillet 2008, le déea Bt I'objet
de mesures supplémentaires, il est interdit dans les produit®gigaes, mais reste autorisé
notamment dans les textiles et les plastiques (arrété gwril 2008 annulant I'exemption
dont bénéficiait le déca-BDE dans la directive 2002/95/CE). Cependant,|'sfiels des
rayonnements ultraviolets, le déca-BDE peut perdre des atonbesrde (Olsman, 2006). De
plus, des travaux récents montrent que le déca-BDE peut étrbolisgiachez 'homme en
PBDE moins bromés par les bactéries du tube digestif (Thuresson, 20&&).pourquoi,
I'évaluation des risques liés a l'utilisation du déca-BDE reprtes encore aujourd’hui un
enjeu de santé publique.

Dans ce contexte, notre étude a pour but d’évaluer le risque pot#atiération de la
fonction thyroidienne par les PBDE dans un modéle ovin. Deux PBDEt®®t&iés. Le
déca-BDE, le seul encore autorisé dans des conditions restdgntgesUnion Européenne, et
le penta-BDE, une molécule au potentiel perturbateur thyroidieré.aP&ur obtenir des
résultats pertinents et extrapolables vis-a-vis de la santé publique, noushaisnie ecnodele
ovin dont la régulation de la fonction thyroidienne est plus procleeldede 'homme que le
rat. En effet, les ovins présentent des protéines de transpamfnent la TBG) dans des

proportions analogues a celles rapportées chez 'lhomme (tableau HboReP89).

Nos travaux ont pour but d’évaluer l'altération de la fonction thyroidiesiez la brebis
aprés un traitement au penta-BDE ou au déca-BDE. La fonctiorcasutiénalienne a
également été évaluée. Pour cela, les profils de concentratiemsafitjues des hormones
thyroidiennes, de TSH et du cortisol ont été comparés avant st2gpjéurs de traitement
aux PBDE. L'effet des PBDE sur les parametres pharmacduagies de la T4 a été déterminé
sur un modele de brebis thyroidectomisées. Enfin, I'effet des PBDE sustmlde la T3 aux

protéines plasmatiques a été évalué.
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|. Matériel et méthodes

[.1. Animaux

L'étude a été réalisée sur 15 brebis de race Lacaune fournie @&EC Girard Cannac a
Durenque et par 'EARL de Calot. Elles étaient agées de 1na.@EHdes ont été logées dans
des boxes collectifs et ont été nourries avec 300 g/j de gratudésfoinad libitum Entre le
28™ et le 32™ jour de traitement (J28 et J32), des thyroidectomies ont &igées sur
toutes les brebis. A la fin des expériences (J90), elles ontutt@anasiées et différents
organes ou tissus ont été collectés : glande surrénale, cerveau, lsgaphisse, foie, rein et

coeur.

Les brebis ont été réparties aléatoirement en 3 groupes hoesogar rapport aux poids
corporels :

» 5 brebis témoins (73,7 = 7,7 kg)

» 5 brebis traitées au déca-BDE (73,3 £ 7,4 kg)

» 5 brebis traitées au penta-BDE (70,6 + 5,0 kg)

Une brebis du groupe témoin (B2) a présenté un profil de concentitionmones
thyroidiennes, une décroissance de concentrations de T4 apréssadiion de thyroxine et
des parametres de liaison de la T3 aux protéines plasmatiquentbeElle a été exclue de
nos analyses.

Une brebis du groupe penta-BDE (B11) est morte au moment de l'anestwsit la
thyroidectomie (J28). L'étude de la pharmacocinétique de T4 ePBBEE, les pesées des
différents organes ainsi que I'étude de la liaison T3-protéiresmaltiques (J39 a J46) ne
prennent donc pas en compte cette brebis.

Enfin, une autre brebis du groupe penta-BDE (B13) est morte aadlderdgnt a J66. L'étude
de la pharmacocinétique des PBDE et la pesée des organes a J90 n’incluerd peshigtt

|.2. Préparation des solutions a administrer

1.2.1. Solutions plasmatiques de penta-BDE, de -@&2& et de plasma
contrlle

Le penta-BDE (TBDE-71X, bcpinstruments, Irigny — France, fichaalise : 56 % de penta-
BDE, 35 % de tétra-BDE, 9 % d’hexa-BDE, 0,4 % de tri-BDE, 0,2 %pi&i8DE) et le

28


http://www.pdfmail.com

Ce document a été fabriqué par PDFmail (Copyright RTE Network)
http://www.pdfmail.com

déca-BDE (Sigma-Aldrich, Scnelldorf — Allemagne) ont été disstarss une solution de
DMSO et d’acétonitrile a la concentration finale de 1 mg/mltteCsolution a elle-méme été
dissoute dans du plasma de chaque brebis, pour obtenir une solution a tesinania
concentration de 2 pg de PBDE/mL.

Une solution identique d’acétronitrile et de DMSO a été prépetrégoutée dans les mémes
proportions au plasma des brebis témoins.

Le volume de solution administrée par voie intraveineuse (IV) ajésté au poids corporel

de chaque individu, déterminé chaque semaine.

Toutes les solutions ont été aliquotées et conservées a -18°C iadeaka lumiere et

décongelées extemporanément avant les administrations.

[.2.2. Solution de T3

Une solution mére de T3 (Sigma-Aldrich, Scnelldorf — Allemagnk) éoncentration de 3
mg/mL a été préparée en diluant 150 mg de T3 dans un solvant contenaml/Q,4le

NaOH, 40% d’eau apyrogéne et 60% d’éthanol.

Pour préparer la solution a injecter a la concentration de 300 udémL3, 5 mL de la
solution mére ont été dilués dans 45 mL de solvant contenant 2,47 g de bicarbonate de sodium
dans 50 mL de sérum physiologique stérile apyrogene.

[.2.3. Solution de T4

Une solution mere de T4 (Sigma-Aldrich, Scnelldorf — Allemagnks) éoncentration de 4
mg/mL a été préparée dans un solvant a la concentration fieade4 mol/L de NaOH (16
g/L) contenant 60% d’éthanol pur et 40% d’eau stérile.

La solution injectée contenait 200 pg/mL de T4. La solution mére a été diluéendanspon
phosphate de sodium 10 mmol/L, pH 7,4, 0,1% de BSA et filtrée sur 0,45um.

Les solutions de T3 et de T4 ont été conservées a +4°C a I'abri de la lumiére.

[.3. Plan expérimental

Des cathéters ont été mis en place sur chaque brebis aalvkiad jugulaire gauche et ont
été utilisés jusqu’a la fin de I'étude (J90) pour les administtatide PBDE, de plasmas

contrble et de T4.

29


http://www.pdfmail.com

Ce document a été fabriqué par PDFmail (Copyright RTE Network)
http://www.pdfmail.com

L'étude a duré 90 jours pendant les mois de mars, avril et mai 20@7dau& périodes
(figure V) :

 Une premiére période de 28 jours pendant laquelle les brebis ontdescu
administrations quotidiennes de PBDE ou de plasma contrble. Cetidepérpermis
d’étudier I'effet des PBDE sur les profils de concentratiom&nT4 (libres et totales),
TSH et cortisol.

* Une seconde période allant de J28 a J47 sur un modéle de brebis thynoikkss
(entre J28 et J32). Elles ont recu, en plus des PBDE, des admomsti@iotidiennes
de T3. Ce modele de brebis euthyroidiennes pour T3 a permis d’étadier
pharmacocinétique de T4 a J47, apres la décroissance des concentrations endogénes de
T4.

Administrations quotidiennes SC de T3

Administrations IV de PBDE ou de plasma contrdle et prise de sang 3 fois paresema

»

A T T T AT T’
- J1 début des J28 : J32 début deg| J47 JIOPK
administrations administration| administrations PBDE?
guotidiennes quotidiennes | de T4 etPK T4
- PK PBDE? - Liaison T3- de T3

J1 - protéines
plasmatique$
;1 e -J41, 343 et
_ Liaison T3- thyroidectomie 146 - dosages
protéines de T3
plasmatique$ - J39, 341, J 4
J46: liaison

T3-protéines
plasmatiques

Figure V :Représentation schématique du plan expérimental
a : les PBDE n’ont pas encore été dosés au moredatrédaction de ce manuscrit
b : réalisé a tire d’essai seulement sur 2 bredsigpupe PBDE
PK : pharmacocinétique
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L'étude de l'effet des PBDE sur la liaison de la T3 aux [me&plasmatiques a été réalisée
au cours de la premiére période avant et aprés traitem®i BBau cours de la deuxieme
période (pools de plasmas prélevés a J39, J41, J43 et a J46).

Les brebis ont ensuite été traitées jusqu’a J90 pour réaligeatemacocinétique des PBDE et

abattues 24 heures apres la derniére administration.

1.3.1. Profils de concentration des hormones tliyeoines, de TSH et de
cortisol

Des prélevements sanguins ont été effectués toutes les heurest gghtiaures sur les 15
brebis pour établir les profils de concentrations plasmatiques de T3} (letales et libres),
de TSH et de cortisol, avant (J-1) et aprés 28 jours dertrant au déca-BDE, au penta-BDE

Ou au solvant.

Des prélevements sanguins de 100 mL ont été réalisés au coupsofiss dans le but
d’évaluer les effets du traitement aux PBDE sur la liaisentdemones thyroidiennes aux

protéines plasmatiques.

1.3.2. Administrations des PBDE et de plasmas ébatr

Les administrations des PBDE et des plasmas contréle ont commencé gua (Jo8). Elles
ont été réalisées quotidiennement pendant les 90 jours entre 8h00 et 11h00.

Les traitements ont été administrés par voie intraveineuse a la dose de 100 ng/kg.

1.3.3. Pharmacocinétique des PBDE

Des prélevements sanguins ont été effectués pour évaluer la skoceisies concentrations
de PBDE durant 24 heures apres la premiére et la derniere administration.
En raison de la difficulté méthodologique, cette évaluation n'a pasetérréalisée au

moment de la rédaction de ce manuscrit.

1.3.4. Exposition aux PBDE

Des prélevements sanguins ont été réalisés 3 fois par seftoaitie mercredi, vendredi) de
J1 a J90. lIs étaient effectués juste avant les administratitageineuses de PBDE ou de
plasma contrdle, afin de déterminer I'exposition des brebis au-B&taet au déca-BDE, ou

les concentrations en hormones thyroidiennes au cours du traitement.
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[.3.5. Administration de T3 et validation du modele

Des le lendemain de la thyroidectomie (entre J28 et J32) et qud@s, la T3 a été
administrée quotidiennement aux 15 brebis par voie sous cutanée a e Bp@/kg afin de

maintenir un état euthyroidien vis-a-vis de la T3.

Pour vérifier notre modéle euthyroidien pour T3, les concentrationsgtigsies de T3 ont
été dosées a J41, J43 et J46 apres le début du traitement PBDE.

|.3.6. Pharmacocinétique de T4

A J47, aprés élimination de la T4 endogene, la thyroxine a étiiatiée aux brebis a la
dose de 10 pg/kg par voie intraveineuse.

Des prélevements sanguins ont été effectués 30, 15 min eayastel’administration de T4,
puis aux temps 1, 2, 4, 8, 15, 30, 45, 60, 90, 120 min post injection, toutes les hewras jus
12h, aux temps 24, 36, 48h et tous les jours pendant 10 jours.

1.3.7. Evaluation de l'effet des PBDE sur la liais@aux protéines
plasmatiques

1.3.7.1. Etudesn vitro

L'influence du traitement PBDE sur la liaison des hormonesottiignnes aux protéines
plasmatiques a été évaluéevitro en dosant par radioimmunologie la T3 libre et la T3 totale
en présence de concentrations croissantes de déca-BDE eta®pén(0, 0,1, 1, 10 et 100
png/mL) sur un pool de plasmas provenant de 4 brebis thyroidectorsigg@émentées en T3

a la dose de 3 ug/kg par voie SC.

Dans un second temps, la capacité des PBDE a déplacer éasE3 dites de liaison aux protéines
plasmatiques a été évaluée via la détermination du pourcentage ldeelpar la méthode de
dialyse a I'équilibre en I'absence et en présence de 4 concamdrale déca-BDE et de penta-
BDE. Le penta-BDE et le déca-BDE ont été ajoutés aux comatiems finales de 0, 10, 100, 500
et 1000 ng/mL dans le pool de plasma déthyroidé de brebis surchargé&eaeme concentration de
5 ng/mL.
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1.3.7.2. Etudesn vivo

L'effet du traitement PBDE sur la liaison des hormones thyeorts aux protéines
plasmatiques a été évalué par une méthode de dialyse a I'équilibre dang&denees :

- Sur les 15 brebis entiéres, le pourcentage de T3 libre a étdéépat dialyse a
I'équilibre avant et aprés les 28 jours de traitement aux PBREdialyse a été
réalisée sur les®8® et 12™ prélévements sanguins des profils pour lesquels, les
dosages de la T3 totale et libre ont été réalisés par radioimmunologie.

» Atitre d’essai, la dialyse a I'équilibre a été réaliséele plasma de deux brebis avant
et apres traitement au déca-BDE (B6 et B7) et de deux laredis et aprés traitement
au penta-BDE (B11 et B12) pour évaluer I'effet du traitementesiphrametres de
liaison de T3 aux protéines plasmatiques. 40 mL de plasma colleetéset aprés 28
jours de traitement aux PBDE ont été utilisés et déthyroidés avec du chaxban-de

* La dialyse a l'équilibre a été réalisee sur les 14 brebjgsotdectomisées et
supplémentées en T3 pour évaluer 'effet des 39-46 jours de tratt@®BEOE sur les
paramétres de liaison de T3 aux protéines plasmatiques. Un pool e pliadevé a
J39, J41, J43 et J46 a été utilisé, sans déthyroidation préalable. Latiadimceen T3
totale du pool a été mesurée par dosage radioimmunologique.

|.4. Procédures expérimentales

1.4.1. Thyroidectomie et pesée des thyroides

Les thyroidectomies ont été réalisées sur les 15 brebis entre J28 et J32.

Les animaux ont été mis a jeun pendant 48 heures et anesthésiesiua thiopental
(Nesdond?, Mérial, France) a la dose de 15 mg/kg, relayé par undhéses gazeuse a
I'isoflurane (1,7%) pendant toute la durée de I'intervention.

Les animaux ont été placés en décubitus dorsal, I'encolure en Xigmsien. La zone
opératoire (plan médian de la face ventrale de I'encolure joster@&re des cartilages du
larynx) a été tondue et préparée selon les regles d’asepsie chirurgicale

Une incision cutanée a été réalisée médialement sur 10 cneriLamiére du pdle postérieur
du larynx parallelement a la trachée. La glande thyroide étdmment vascularisée, un
coagulateur électrique a été utilisé pour réaliser 'hémestastissu conjonctif sous-cutané a
été disséqué puis les muscles sternaux thyroidiens et stdmyaiigiens ont été réclinés afin
de dégager la face ventrale de la trachée et de visudbtieme connectif reliant les deux
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lobes de la glande thyroide. L'isthme connectif a été disséqiiésercié de la face ventrale
de la trachée et a été coupé en deux parties médialemdattsaohée. Les deux lobes de la
thyroide situés de chaque codté de la trachée ont été dissaquistauri électrique.
L'intégrité de la capsule de la thyroide a été respectdéesgbrincipaux vaisseaux ont été
ligaturés avec du fil résorbable. Une premiére suture du tissonmbifijsous-cutané a été
réalisée avec du fil résorbable. Le plan cutané a été suturé avec desgpairds sn X.

Pour couvrir les risques infectieux post opératoires, les brebiseomtpendant 4 jours un
antibiotique & base d’amoxicilline (LonganfoxVétoquinol, France) & la dose de 25
mg/kg/48h.

Les glandes thyroides ont été pesées pour les 14 brebis.

1.4.2. Pesée des glandes surrénales et des hymsphys

La pesée des glandes surrénales et des hypophyses digté tégour de I'euthanasie (J90)

pour les 13 brebis.

|.4.3. Reéalisation des prélevements sanguins

Des prélevements sanguins ont été réalisés par ponction directe de lagalizieg droite.
* 5 mL de sang ont été prélevés dans un tube hépariné (héparinhtieiute) en
polypropyléne pour le dosage de T3 et de T4
10 mL de sang ont été prélevés dans un tube hépariné en verre pourge des
PBDE

|.4.4. Traitement des prélevements sanguins

Les prélevements sanguins ont été centrifugés pendant 10 mind@30 g dans un délai
n'excédant pas une heure apres leur obtention. Le plasma a été atignstées tubes en
polypropyléne pour les dosages de T3 et de T4 et dans des tubeseeamieré pour le

dosage des PBDE. Les plasmas ont été immédiatement congadésatvés a -20°C jusqu’a
la réalisation des dosages.
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1.4.5. Méthodes de dosages
1.4.5.1. Dosage de la TSH

Les concentrations en TSH ont été évaluées par dosage radioimmunobbdjiEN®' T avec
les réactifs du NHPP (NHPP, Harbor UCLA R.E.I., St Torrance, CA USA).

La répétabilité et la reproductibilité de ce dosage sont présentéds tinisau V.

Tableau IV :Répétabilité et reproductibilité du dosage de la TSH pour 2 contrdles qualité (0,3
et 1,5 ng/mL)

Concentration de TSH Répétabilité Reproductibflité
contr6le qualité (ng/mL) (%) (%)
0,3 22,1 22,9
1,5 14,3 16,8

1.4.5.2. Dosages de T3, de T4 (libres et totales) et du cortisol

Les concentrations plasmatiques de T3, de T4 (libres et totaldg)cortisol ont été évaluées
par dosage radioimmunologie validé a 'lENVT (Siemens Healthrosstics, Los Angeles,
CA, USA).

La répétabilité et la reproductibilité de chacun de ces dossmdsprésentées dans les

tableaux suivants (tableaux V a IX).

Tableau V Répétabilité et reproductibilité du dosage de T3 libre pour 3 contrbles qualité
(0,3, 1,5 et 4 pg/mL)

Concentration de T3 libre  Répétabilité Reproductiljlité
contrble qualité (pg/mL) (%) (%)
0,3 6,49 6,49
15 7,02 7,02
4 4,10 4,10

(0,3,1,5et 2 ng/mL)

Tableau VI :Répétabilité et reproductibilité du dosage de T3 totale pour 3 contrbles qualité

Concentration de T3 totaleRépétabilité | Reproductibilité
contréle qualité (ng/mL) (%) (%)
0,3 7,61 7,87
1,5 4,13 4,13
2 5,28 577
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Tableau VIl :Répétabilité et reproductibilité du dosage de T4 libre pour 3 contréles qualité
(10, 50 et 150 pg/mL)

Concentration de T4 libre  Répétabilité Reproductiljlité
contréle qualité (pg/mL) (%) (%)

10 16,4 19,1

50 10,1 10,4

150 7,66 10,1

(10, 50 et 150 ng/mL)

Tableau VIl :Répétabilité et reproductibilité du dosage de T4 totale pour 3 contrbles qualité

Concentration de T4 totaleRépétabilité | Reproductibilité
contréle qualité (ng/mL) (%) (%)
10 17,6 21,3
50 6,94 13,4
150 10,0 10,0

(15, 150 et 300 ng/mL)

Tableau IX :Répétabilité et reproductibilité du dosage du cortisol pour 3 contrdles qualité

Concentration du cortiso] ~ Répétabilifé Reproductibjlité
contr6le qualité (ng/mL) (%) (%)

15 13,5 16,6

150 7,33 7,33

300 6,72 6,72

1.4.6. Analyse pharmacocinétique de T4 (libre &l&)

L’évolution temporelle des concentrations en T4 (libre et totabe®saune administration de
thyroxine a la dose de 10 upg/kg par voie IV, a été ajustée modele tricompartimental
(figure VI) avec le logiciel Winnonlifi version 5.2. Les paramétres pharmacocinétiques
suivants : la clairance plasmatique (Cl), le volume du compartiosstal (\Vc), le volume

de distribution a I'équilibre (Vss) et le temps de demi-vie (t1/2) ont été éalcul
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Figure VI :Schéma du modéle tricompartimental de la pharmacocinétique de la T4

Avec :
e 1:compartiment central, 2 et 3 : compartimentippériques

K1, et Ki3 : constantes de premier ordre du compartimentalerers les compartiments périphériques

K,; et Kg; : constantes de premier ordre des compartimenighg¢iques vers le compartiment central

Ko la constante d’élimination du compartiment cahntr

Les données des concentrations plasmatiques de T4 ont été apustégmation tri-
exponentielle 1.
C(({)=Aexp (at) + Bexp (ft) + Cexp (yt) Equation 1

Oou

» C (t) représente la concentration plasmatique en T4 au temps t (h).

* A, B et C sont les constantesuep, ety sont les exposants.
La méthode de Gauss-Newton a été utilisée comme méthode de satiomide la somme
des carrés des résiduelles. Les paramétres pharmacocinétiqésés pondérés par l'inverse

du carré des valeurs estimées.

La clairance plasmatique (mL/min/kg) a été calculée selon I'équation 2.
Cl=Dose/AUC  Equation 2

ou

AUC (ng.h/mL) est l'aire sous la courbe des concentratiorsraaques de T4 en fonction

du temps, calculée en utilisant la méthode des trapezes avec extrapolatfon.a |
Le volume de distribution du compartiment central (L/kg) a étéut&al 'aide de I'équation

3.
Vc=dose/(A+B+C) Equation3
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Le volume de distribution a I'équilibre (L/kg), a été calculé a I'aide égulation 4.
Vss =Vc (1 + KoKy + Kig/Ks))  Equation 4
Oou
K12, K21, Kiz et Kg; sont les constantes de premier ordre traduisant les échangedesnt

compartiments du modele.

Le temps de demi-vie de la thyroxine (h) a été calculé selon I'équation 5.
t1/2 =Log2 An  Equation 5
Oou

A n est la pente terminale

Le temps moyen de résidence (h) a été calculé selon I'équation 6.
MRT = AUMC /AUC  Equation 6

Oou
AUMC est l'aire sous la courbe des moments statistiques obsmpvée I'administration 1V
de T4.

1.4.7. Dialyse a I'équilibre

Le systéme Dianorfh(CH8135, Langenau, Zurich) qui utilise deux demi-cellules en téflon
(Diachem& 16-10, Scientetec, ZA Courtaboeuf, Les Ulis) séparées par embrane semi-
perméable en cellulose qui exclut le passage des substances dm@éicidaire supérieur a
5000 ou 10000 Da a été utilisé.

Une solution de T3 marquée a l'iode 125 a 318 puCi/mL en solution dans ungengtapanol :
H,O (1:1) (Perkin Elmer, Radioactivité spécifique : 125 MBqg/ug ou 3390ugra été
utilisée comme traceur et ajoutée aux solutions plasmatiquds3 dke facon a ce que la
radioactivité de la solution plasmatique soit de I'ordre de 766000 dpmérdyicorrespond a
une concentration en T3 radiomarquée de l'ordre de 0,1 ng/mL, radgégeevant les
concentrations plasmatiques en T3 froide (0,5-750 ng/mL). Des volumes g @@0plasma
surchargé et de tampon de dialyse N0, 22,46 mmol/L, NakHPO, 5,62 mmol/L et NaCl
95 mmol/L) ont été introduits respectivement dans chacune des dar@scele dialyse.

Celles-ci ont été placées pendant une heure dans un bain nfariendpérature de 37°C et
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soumises a une rotation constante de 20 rpm. A la fin de l'incubaticspliggns de plasma

et de tampon dialysés ont été prélevées.

La méthode de dialyse a I'équilibre se heurte a une difficnéthodologique liée a la faible
importance de la fraction libre de la T3 (0,2 %). Le dialgsatinévitablement contaminé par
une quantité de radioactivité portée par les résidus d'iode radi¢actiblyse) qui excede la
guantité de radioactivité portée par 'hormone. Nous avons adaptéHadeéléveloppée par
Sterling et Brenner (1966) pour précipiter la T3 radiomarquée désalis avec des sels de
magnésium. La radioactivité du tampon dialysé non précipité, du tadiglysé précipité et
du plasma dialysé a été comptée a l'aide d’un spectrométre.

Les concentrations effectives en T3 dans le plasma dialységailibre (PE) peuvent étre
calculées a partir de la concentration plasmatique initiale3efPT) et de la radioactivité de

part et d’autre de la membrane de dialyse (équation 7).

PE=PTX (dp%lasmadialysé{ (dpmdialprep+ dpmplasmadialys)é) Equation 7

Oou
» dpm dialprep correspond a la quantité de radioactivité du dialysat aprés piiéoipitat
* dpm plasmadialysé correspond a la quantité de radioactivité du piiesiyse corrigée
en enlevant la radioactivité portée par les résidus d’iode libre.
Pour cela, le pourcentage de radioactivité portée par les résiddg dilbire a été estimé en
faisant la différence entre la quantité de radioactivitédataldialysat (dpm dialtot) et celle du

culot (dpm dialprep) en corrigeant par les volumes correspondants :

Pourcentage radioactivité résidus d’'iode = (GRMer-dPMagiaio) / APMaiaot Equation 8
Les équations 9 et 10 donnent les concentrations en T3 libre (F) et liee (B) adféquili

F = PE X (dpMyiaiprep/ dPMplasmadialysp ~ Equation 9

B=PE-F Equation 10

Le pourcentage de T3 libre (F%) a I'équilibre peut étre détermitidide des équations

suivantes :
F(%)=F X100/ PE  Equation 11
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La concentration en T3 libre de I'échantillon de plasma (Fé&st)évaluée a partir de

I'équation 13.
Féch=PT X F(%) Equation 13

Les concentrations en T3 liée aux protéines plasmatiques orgpééSentées graphiqguement
en fonction des concentrations en T3 libre. Les données ont été apustide de I'équation

suivante :
B=Bmax XF)/(Kd+F)+NSXF Equation 15
ou
* B est la concentration en hormone liée aux protéines plasmatiques.
* Bmax est la capacité maximale de liaison de T3 a la TBG.
» Kd est la constante de dissociation a I'équilibre du complexe TBG-T3.
* F estla concentration en T3 libre.
* NS est la constante de liaison non spécifique de T3 ala TTR et a I'albumine.

Les paramétres Bmax, Kd, NS ont été évalués par régressioméaimdia l'aide du logiciel

Winnonlin®.

[.5. Analyses statistiques

Pour chaque paramétre, les moyennes + écart type (ET) omialétdées. Les analyses

statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel SYystasion 10.
Pour les concentrations des différentes hormones (T3, T4 (librelets), TSH et cortisol),
pour chaque parametre et pour chaque brebis, le rapport de la magsnnencentrations

apres 28 jours de traitement sur la moyenne avant traitement a été calculé.

L’effet des traitements sur ces différents rapports etesupdramétres pharmacocinétiques de
la T4 a été étudié a I'aide du modéle d’analyse de variance a un facteur :

Yi= L+ A +g
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Avec :

Y;est la réponse observée pour le traitement i
L est la moyenne générale

A est 'effet du traitement i : effet groupe

g; est le terme d’erreur résiduelle du modeéle

L’effet du traitement est considéré significatif lorsque p < 0,05.

Lorsqu’ un effet traitement a été observé, les trois groupeétérdiomparés deux a deux en

prenant en compte le facteur de correction de Bonferroni.
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ll. Résultats

I1.1. Effet des PBDE sur la TSH

La méthode de dosage n’'a pas été assez sensible (LOQ = 0,1 mpunLdéterminer les
profils de concentration plasmatique de TSH. En effet, les contengrglasmatiques de
TSH chez la brebis sont de I'ordre de 0,1 ng/mL.

Toutefois, le traitement aux PBDE a la dose de 100 ng/kg/j ne squakl augmenter de
maniére importante les concentrations de la TSH car, aprés 28 deutraitement, elles

restent proches de la LOQ.

La figure VII présente le poids moyen + ET des hypophyses &f@rgsurs de traitement
PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV avec respectivement, goguoupe témoin, déca
et penta-BDE, des poids d’hypophyse de 1,49 £0,53;1,33+0,51 et 1,67 £+0,45g.

Poids (g)
[EEN
|_

|—

O T 1

Témoin Déca-BDE Penta-BDE sans B11
ni B13

Groupe

Figure VIl : Moyennes + ET des poids en gramme des hypophyses aprés 90 jours de
traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV

Le traitement PBDE n’a pas eu d’'influence sur le poids de I'hypophyse (ANPWA0,67).
L’examen macroscopique des hypophyses a mis en évidence une excmisgpophysaire

pour les trois brebis du groupe penta-BDE (B12, B14 et B16). Toute&tis, modification

macroscopique n'a pas été explorée a 'histologie.
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[1.2. Effet des PBDE sur la fonction thyroidienne

11.2.1. Effet des PBDE sur les concentrations pktsioes de T4 et de T3
(libres et totales)

La figure VIII présente les profils de concentration de T4 légwant et apres 28 jours de
traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie intraveineuse.
L'inspection visuelle de cette figure montre qu'’il 'y a pas eu de v@amiae concentration de
cette hormone au cours de la journée chez les brebis et que 28gdraisement PBDE n’ont

pas eu d’effet sur le profil de concentration de T4 libre.

Les profils de concentration de T4 totale, de T3 libre et de T&tstant similaires et

montrent qu’il n’y a pas eu d’effet du traitement PBDE quelque soit 'hormone.

Le tableau X présente les moyennes des concentrations de T#X(libees et totales) avant
et aprés 28 jours de traitement placebo ou PBDE ainsi que le rdppertrs concentrations
moyennes (aprés / avant) pour chacun des trois groupes. Lemémiis PBDE n’ont pas
modifié les concentrations de T4 libre (ANOVA, p = 0,937), de T4ddl= 0,843), de T3
libre (p= 0,464) et de T3 totale (p = 0,996).
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Placebo
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0 T T T T T T 1
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Temps (hh:hh)

Concentrations T4l (pg/mL)

Déca-BDE

15

10

0 T T T T T T 1
7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00
Temps (hh:hh)

Concentrations T4l (pg/mL)

Penta-BDE
15

10

O T T T T T T 1
7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00
Temps (hh:hh)

Concentrations T4l (pg/mL)

Figure VIII : Profil des concentrations de T4 libre (moyenne + ET) avant (symboles blancs) e
apres (symboles noirs) 28 jours de traitement placebo, déca-BDE et penta-®Dasa te
100 ng/kg/j par voie IV
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Tableau X :‘Moyennes et rapports = ET des concentrations de T4 et de T3 (libres et totales)
avant et aprés 28 jours de traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV

T4 libre R Apres /
(pg/mL) Avant Apres AF\)/an i
Témoin 9,06 + 9,67 + 1,07 £
0,68 1,55 0,20
Déca-BDE| 9,66 + 9,65+ 1,00 +
1,03 1,36 0,06
Penta-BDH 9,62 * 9,80 + 1,03 +
1,96 1,72 0,11
T4 totale R Apres /
(ng/mL) Avant Apres AF\)/an ¢
Témoin 65,58 + 72,36 1,11 +
3,40 13,94 0,23
Déca-BDE| 58,91 + 63,38 + 1,08 +
4,54 4,82 0,10
Penta-BDH 56,64 + 60,89 + 1,08 +
8,96 8,28 0,12
T3 libre R Apres /
(pg/mL) Avant Apres AF\)/an i
Témoin 2,09+ 2,07 £ 1,00 +
0,42 0,36 0,14
Déca-BDE 1,78 + 1,83+ 1,04 +
0,15 0,10 0,14
Penta-BDH 1,64 + 1,71 + 1,05+
0,43 0,42 0,08
T3 totale R Apres /
(ng/mL) Avant Apres AF\)/an t
Témoin 0,92 + 0,90 0,97 +
0,11 0,19 0,16
Déca-BDE| 0,84 + 0,86+ 1,02 +
0,06 0,06 0,11
Penta-BDH 0,78% 0,79 1,03+
0,16 0,17 0,07
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11.2.2. Effet des PBDE sur le poids des thyroides

La figure IX présente le poids moyen + ET des thyroides &8é&s 32 jours de traitement
placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV (respectivement pour le tfowgn,
déca et penta-BDE, 5,28 + 1,80 ; 5,33+ 1,79 et 6,56 + 1,35 Q).

—1—

Poids (g)
A O
|_
T

Témoin Déca-BDE Penta-BDE sans B11

Groupe

Figure IX :Moyennes = ET des poids en gramme des thyroides apres 28 a 32 jours de
traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV

Le traitement PBDE n’a pas eu d’influence sur le poids deslgtathyroides (ANOVA, p =
0,47).

11.3. Effet des PBDE sur la fonction surrénalienne

La figure X présente les profils de concentration de cortisohtagh apres 28 jours de

traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie intraveineuse.
L'inspection visuelle de cette figure montre qu’il n'y pas eu w@iation majeure de

concentration de cortisol au cours de la journée chez les brebis 28 guars de traitement

PBDE n'ont pas eu d’effet sur le profil de concentration de cortisol.
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Figure X :Profil des concentrations plasmatiques de cortisol (moyenne + ET) avant
(symboles blancs) et aprés (symboles noirs) 28 jours de traitement placebBDIe et
penta-BDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV
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Le tableau XI présente les moyennes des concentrations t®lcavant et apres 28 jours de
traitement placebo ou PBDE ainsi que le rapport de ces conaamgratioyennes (apres /
avant) pour chacun des trois groupes. Les traitements PBDE n'ont pdiiémes
concentrations de cortisol (ANOVA, p = 0,270).

Tableau XI :Moyennes et rapports + ET des concentrations du cortisol (ng/mL) avant et apres
28 jours de traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV

. Aprés /

Avant Apres Avant

Témoin 5,40 4,65+ 0,83+
1,25 2,43 0,27

Déca-BDE| 6,34+ 5,96+ 0,92+
1,37 2,50 0,25

Penta-BDH 5,79 % 7,24+ 1,56+
2,22 2,66 1,26

Le rapport des concentrations moyennes (apres / avant traitesaerd)ativement élevé pour
le groupe penta-BDE. Cela est du, comme on le voit sur le graphigeeta<BDE » de la
figure X, a une valeur anormalement élevée au temps 11h00. En laffedncentration
plasmatique de cortisol d’'une brebis (B13) était de 66,11 ng/mL qlegda moyenne de
concentration en cortisol de cette brebis sans prendre en contpteadetir est de 7,36 +
6,33 ng/mL. Cela peut étre attribué a un stress excessif de lethis a cet instant.
L’augmentation du rapport est donc due a un point isolé et n'algasleur biologique.
Dailleurs, le rapport aprés / avant traitement obtenu sanscemipte de B13 est de 0,81 +

0,53 ce qui est trés proche du rapport des deux autres groupes.
La figure XI présente le poids moyen + ET des glandes surrénales apoess90g traitement

placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV (respectivement pour le tfowgn,
déca et penta-BDE, 5,77 + 2,02 ; 7,55 + 3,61 et 4,83 + 1,31 Q).
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Figure X1 :Moyennes = ET des poids en gramme des glandes surrénales aprés 90 jours de
traitement placebo ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV

Le traitement PBDE n’a pas eu d’influence sur le poids des ggasuatrénales (ANOVA, p =
0,37).

Notons que dans le groupe traité au déca-BDE, une des brebis (BitOfes/ajlandes
surrénales hypertrophiées par rapport aux autres avec un poids doublg (138 une
moyenne du poids des glandes surrénales des autres brebis du goaup®Béde 6,03 +
1,42 g).

11.4. Effet des PBDE sur la pharmacocinétique ddidi4 et totale

La pharmacocinétique de T4 a été réalisée sur un modéle de tingloiklectomisée et
supplémentée en T3.

Pour vérifier notre modeéle euthyroidien pour T3, les niveaux de coatiens plasmatiques
moyennes de T3 totale pendant la supplémentation en T3 ont étéséxaldl, J43 et J46. Le
tableau XII présente les concentrations plasmatiques moyenn&std&l€ obtenue au cours

du profil, a J28, avant la thyroidectomie et celles obtenues entre J41 et J46.

Tableau Xl :Moyennes * ET des concentrations de T3 totale (ng/mL) avant et aprés
thyroidectomie et supplémentation en T3 a la dose de 3 pug/kg/j

Avant thyroidectomie (J28) J41-J46
Groupe témoin 0,92 +0,11 0,75+0,08
Groupe déca-BDE 0,84 £ 0,05 0,68 +£0,10
Groupe penta-BDE 0,78 £ 0,16 0,80 +£0,11
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Les concentrations plasmatigues de T3 totale obtenues sur le maddélerebis
thyroidectomisée supplémentée en T3 sont du méme ordre de grqnedes moyennes de

celles dosées a J28 (ANOVA, p=0,235), ce qui confirme le modele euthyroidien pour T3.

La figure XII illustre I'évolution temporelle des concentrationasphatiques de T4 totale
observées et ajustées au modeéle tricompartimental pour une brplésergative (B1).
L'observation visuelle montre que ce modéle permet un bon ajustemgntotmées

expérimentales.

Pour la brebis B1, avec le modéle tricompartimental, les donnéavé@dsent été ajustées a

I’équation triexponentielle (1) : C (t) = A expf} + B exp (Bt) + C exp (yt)

Avec :
250 T
* A=529ng/mL
* B=66,3ng/mL
200 8
« C=87,3ng/mL
- - a=519H
E150
E § « B=0,20H
<
E « y=0,0121H & Observé
2100 — Prédit
8
50 +
0 ; : Dw\o\e-
0 50 100 150 200 250

Temps (h)

Figure XII : Evolution temporelle des concentrations de T4 totale de la brebis B1 traitée
pendant 47 jours avec un plasma placebo et apres administration de T4 a la dose de 10 pg/kg

par voie IV

Les ronds représentent les valeurs observées. lLabeoreprésente les valeurs ajustées au modeéle
tricompartimental.

La figure Xlll représente I'évolution temporelle des concentratgasmatiques moyennes
de T4 libre. L'inspection visuelle de cette figure montre qui#élaoissance de la T4 libre est

relativement similaire dans les trois groupes jusqu’a f&%teure aprés administration puis
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la concentration moyenne de T4 libre diminue plus vite en fonction dostdans le groupe

traité au penta-BDE.

—&—Témoin
—O— Déca-BDE
O— Penta-BDE sans B11

100

T4 libre (pg/mL)
|_\
o

0 50 100 150 200
Temps (h)

Figure XllI : Evolution temporelle des concentrations moyennes (+ ET) de T4 libre aprés une
administration par voie IV a la dose de 10 pg/kg de T4

Les brebis thyroidectomisées et supplémentées ea [G3dose de 3 pg/kg/j par voie sous cutanéeremmt

pendant 47 jours du solvant (groupe placebo) owairement déca-BDE ou penta-BDE a la dose de g0y

par voie IV.

Le tableau Xlll présente les parametres pharmacocinétiqugsnsiale la T4 libre pour les
trois groupes de brebis. Les PBDE n’ont pas modifié de maniardicagjve I'aire sous la
courbe, la clairance et le volume de distribution a I'équilibretézanche, le temps de demi-

vie et le temps moyen de résidence de la T4 libre sont isginifement diminués dans le
groupe traité au penta-BDE (moyennes + ET, respectivement @guoupe témoin, déca et
penta-BDE, de 42,0 £ 4,7 ; 38,9 £ 3,2 et 31,3 £ 4,0 h pour le t1/2, ANOVA, p = 0,001 et de
54,2 +6,8 ;50,7 +4,0 et 30,9 £ 15,8 h pour le MRT, ANOVA, p = 0,003).

A noter que le traitement penta-BDE a tendance a diminuez Bains la courbe et le volume

de distribution a I'équilibre méme si les différences ne sont pas sigméisati
La figure XIV représente I'évolution des concentrations plasmatiqueyennes de T4 totale

en fonction du temps. L’inspection visuelle de cette figure montreagdédroissance de T4

totale est relativement semblable pour les trois groupes.
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par voie IV a la dose de 10 pug/kg de T4

t1/2 AUC Cl Vss MRT
(h) (pg.h/mL) | (mL/min/kg) (L/kg) (h)
Témoin 42,0 = 895,2 + 199 + 628 54,2 &

4,7 226,8 67 119 6,8
Déca-BDE 38,9+ 894,1 + 201 + 601 + 50,7 4

3,2 239,8 71 165 4,0
Penta-BDE 31,3%+ 659,4+ 202 + 442 + 30,97+
Sans B11 4,0 294,0 104 175 15,8

Tableau Xlll :Paramétres pharmacocinétiques + ET de la T4 libre apres une adnidmistrat

Les brebis thyroidectomisées et supplémentées ea [G3dose de 3 pg/kg/j par voie sous cutanéeremnt
pendant 47 jours du solvant (groupe placebo) owairement déca-BDE ou penta-BDE a la dose de g0y

par voie IV.

@il existe une différence significative entre i®gpe témoin et le groupe traité au penta-BDE &reda groupe
traité au déca-BDE et le groupe penta-BDE : t12cié vs t1/2 penta ; p = 0,002 / t1/2 déca V2 ffEnta ; p =
0,007 / MRT témoin vs MRT penta ; p = 0,005 RMdéca vs MRT penta ; p = 0,015

t1/2 : temps de demi-vie

AUC : aire sous la courbe des concentrations plaguoes de T4 libre
ClI : clairance plasmatique

Vss : volume de distribution a I'équilibre

MRT : temps moyen de résidence

—&—Témoin
1000
—O— Déca-BDE
)
£ 100 ¥ O Penta-BDE
2 sans B11
Q
8
) 10 -
g
|_
1 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Temps (h)

Figure X1V : Evolution temporelle des concentrations moyennes (+ ET) de T4 totale apres
une administration par voie IV a la dose de 10 pg/kg de T4
Les brebis thyroidectomisées et supplémentées ea d3dose de 3 pg/kg/j par voie sous cutanéeyemnt
pendant 47 jours du solvant (groupe placebo) omaitement déca-BDE ou penta-BDE a la dose de i
par voie IV.
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Le tableau XIV présente les parametres pharmacocinétiquesnsndgeT4 totale pour les
trois groupes de brebis. Aucun des deux traitements PBDE n’a eweliod significative sur
les paramétres pharmacocinétiques de T4 totale.

Cependant, le penta-BDE tend a diminuer le temps de demi-vie (ANQPVA0,084 avec
témoin vs penta: p = 0,150 et déca vs penta: p = 0,157) et le terypa aw résidence
(ANOVA, p = 0,077 avec témoin vs penta : p = 0,122 et déca vs penta : p = &ecQdjes

moyennes + ET respectivement pour le groupe témoin, déca et pehtadB8,1 + 5,9 ;

47,4 + 8,0 et 38,0 = 6,7 h pour le temps de demi-vie et de 66,1 + 8,5; 64,1 + 40,2 &t

19,8 h pour le temps moyen de résidence.

Tableau X1V :Parametres pharmacocinétiques + ET de la T4 totale apres une adtianistra
par voie IV a la dose de 10 pg/kg de T4

t1/2 AUC Cl Vss MRT
(h) (ng.h/mL) | (mL/min/kg) (L/kg) (h)
Témoin 48,1 £ 6721,7 £ 0,025 + 0,100 1 66,1t

5,9 1120,4 0,005 0,013 8,5
Déca-BDE 47,4 + 6342,8 + 0,028 + 0,104 % 64,1

8,0 1515,7 0,009 0,018 10,2
Penta-BDE 38,0 + 4481,3 # 0,030 + 0,084 x 42,41+
Sans B11 6,7 2084.,6 0,016 0,041 19,4

Les brebis thyroidectomisées et supplémentées ea [d3dose de 3 pg/kg/j par voie sous cutanéeyemnt
pendant 47 jours du solvant (groupe placebo) omaitement déca-BDE ou penta-BDE a la dose de §i@fh
par voie IV.

t1/2 : temps de demi-vie

AUC : aire sous la courbe des concentrations plagues de T4 totale
ClI : clairance plasmatique

Vss : volume de distribution a I'équilibre

MRT : temps moyen de résidence

[I. 5. Effet des PBDE sur la liaison de T3 aux pmés
plasmatiques

[1.5.1. Etudesn vitro

Pour vérifier 'absence d’interférence des PBDE sur le dosadjeimmunologique de T3
(totale et libre), les concentrations de T3 ont été mesuré@sésance de concentrations
croissantes de déca-BDE et de penta-BDE sur un pool de plagmeegfiXV et XVI
respectivement pour les concentrations de T3 totale et de T3 libre).
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Figure XV :Concentrations de T3 totale en fonction de concentrations plasmatiques
croissantes de penta-BDE et de déca-BDE
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Figure XVI : Concentrations de T3 libre en fonction de concentrations plasmatiques
croissantes de penta-BDE et de déca-BDE- dosage radioimmunologique
L’inspection visuelle de ces figures montre que les concentrat®i$8 totale et de T3 libre
ne sont pas modifiées par les PBDEvitro, ce qui suggere que les PBDE n’interferent pas

avec le dosage radioimmunologique de T3 (totale et libre).

Pour évaluer la capacité des PBDE a déplacer la T3 de sémesgblasmatiques, un pool de
plasma a été dialysé. La figure XVII représente la condemirde T3 libre déterminée par
dialyse a I'équilibre en fonction de concentrations croissante8Dé& Rjoutés a un pool de

plasma déthyroidé de brebis surchargé en T3 a la concentration de 5 ng/mL.
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Figure XVII : Moyennes = ET des concentrations de T3 libre en fonction de concentrations
plasmatiques croissantes de penta-BDE et de déca-BDE — dosage par diédyskbae
L'inspection visuelle de cette figure ne montre pas de modificaigola concentration de T3

libre quelque soit la dose de PBDE.

Ces deux approches montrent que les PBDE n’ont pas d’effet darstan de la T3 aux

protéines plasmatiques vitro.

[1.5.2. Etudesn vivo

Le tableau XV présente les pourcentages moyens de T3 libreévadr dialyse a I'équilibre

avant et aprés 28 jours de traitement PBDE ou placebo chez les brebis.

Tableau XV :Moyenne + ET des pourcentages de T3 libre avant et apres 28 jours de
traitement placebo ou PBDE

Avant Aprés
Témoin 0,38 +0,04 0,38 = 0,04

Déca-BDE 0,38 + 0,03 0,41 + 0,0

Penta-BDE 0,41 + 0,05 0,38+ 0,0

e

W

Le pourcentage de T3 libre est pratiguement constant quelque goiulge, ce qui signifie
gue le traitement PBDE administré aux brebis n’altere pamikom de T3 aux protéines

plasmatiques.
A titre d’essai, afin de confirmer cette observation, les paraméle liaison de T3 aux

protéines plasmatiques ont été déterminés par dialyse a I'éguaktant et apres 28 jours de

traitement PBDE sur 2 brebis du groupe penta-BDE et 2 du group@Bécd-eur plasma a
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été déthyroidé. La constante de dissociation a I'équilibre du coep&-T3, la capacité
maximale de liaison de T3 a la TBG et la constante de limisorspécifique de T3 ala TTR
et a l'albumine présentent chez les 4 brebis de grandes aasigtableau XVI). Il est difficile

de conclure étant donné le nombre limité de brebis de cet essai.

Tableau XVI :Moyennes + ET de la constante de dissociation a I'équilibre de TBG-T3
(ng/mL), de la capacité maximale de liaison de T3 a la TBG (ng/mL) atambtante de
liaison non spécifique de T3 ala TTR et a 'albumine avant et aprés 28 jours aecnaite

déca-BDE ou penta-BDE

Déca-BDE Déca-BDE Penta-BDE | Penta-BDE
Avant Aprés Avant Apres
Kd 1,69+ 0,78+ 0,52+ 0,76
0,45 0,26 0,10 0,41
Bmax 200+ 91,1+ 85,6+ 145+
1 26,7 19,0 77
NS 94,8+ 106+ 164+ 140+
54,0 53 6 18

Cette étude a été réalisée sur 2 brebis de chaqupey: B6 et B7 pour le groupe déca-BDE et B1R1& pour
le groupe penta-BDE
Leur plasma a été déthyroidé.

Avant : avant 28 jours de traitement a la doseQferiy/kg/j par voie IV

Aprés : apres 28 jours de traitement a la doséd@engy/kg/j par voie IV

Kd : constante de dissociation a I'équilibre du ptere TBG-T3

Bmax : capacité maximale de liaison de T3 a la TBG

NS : constante de liaison non spécifique de T3Ta'R (Transthyrétine) et a I'albumine

Les parametres de liaison de T3 aux protéines plasmatique€ alététminés par dialyse a
I'équilibre sur les 14 brebis traitées pendant 39-46 jours aux PBDE, thymidsées et
supplémentées en T3. La figure XVIll illustre la relation etgseconcentrations de la T3 liée
aux protéines plasmatiques et celles de la T3 libre pour une bepbésentative de chacun
des groupes (B5 pour le groupe témoin, B10 pour le groupe déca-BEIR @bur le groupe
penta-BDE).

L’inspection visuelle de cette figure montre que les trois cousbatstrés proches et que le

modéle permet un bon ajustement des données expérimentales.

Les données observées ont été ajustées a I'équation (15) : B = (Bmax X F) FYKd\NS X F
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Figure XVIII : Concentrations de T3 liée aux protéines plasmatiques en fonction des
concentrations de T3 libre des brebis B5 (témoin), B10 (déca-BDE) et B12 ({d2B)a-B
Les brebis ont été thyroidectomisées et suppléraemé T3 a la dose de 3pg/kg par voie SC et ontpegdant
39-46 jours une dose de 100 ng/kg/j de traitemkzigbo ou PBDE par voie IV.

Les points représentent les valeurs observées. BS B10 B12
Les courbes représentent les valeurs ajustées avec Kd 0.836 0488 1.07
Bmax 167 102 200
NS 137 158 129

(A) : gamme de concentration en T3 liée allant @e201000 ng/mL

(B) : gamme de concentration en T3 liée allant &a0200 ng/mL
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Le tableau XVII présente les moyennes + ET de la constintissociation a I'équilibre du
complexe TBG-T3, de la capacité maximale de liaison de T3T8@& et de la constante de
liaison non spécifique de T3 ala TTR et a 'albumine des 3 grodpeg.d pas de différence
significative (ANOVA respectivement pour Kd, Bmax et NS : 90,455, p = 0,968 et p =
0,560).

Tableau XVII :Moyennes * ET de la constante de dissociation a I'équilibre de TBG-T3
(ng/mL), de la capacité maximale de liaison de T3 a la TBG (ng/mL) atambtante de
liaison non spécifique de T3 ala TTR et a l'albumine aprés 39-46 jours de traifdaneito
ou PBDE a la dose de 100 ng/kg/j par voie IV

Témoin Déca-BDE Penta-BDE
Kd 0,556 + 0,191 0,781 + 0,263 0,896 + 0,221
Bmax 120 + 32 119 + 38 126 + 50
NS 1357 137 +24 148 +16

Les brebis ont été thyroidectomisées et suppléreseé T3 a la dose de 3 pg/kg/j par voie sous éatan

Kd : constante de dissociation a I'équilibre du ptere TBG-T3
Bmax : capacité maximale de liaison de T3 a la TBG
NS : constante de liaison non spécifique de T3Ta'R (Transthyrétine) et a I'albumine

A noter que le traitement penta-BDE a tendance a augmentenstante de dissociation a
I’équilibre du complexe TBG-T3 comparativement au groupe contrbleenséha différence

n'est pas significative (ANOVA, p = 0,155).
L'’ensemble de ces expérienciesvivo montre que le traitement PBDE a la dose de 100

ng/kg/j pendant 28 ou 46 jours n'altére pas la liaison de T3 a s&sSn@s plasmatiques de

transport.
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I1l. Discussion

L'objectif de notre étude était d’évaluer I'effet perturbateyrdfdien potentiel des PBDE sur
un modele ovin.

Les concentrations moyennes de T3 et T4 (libres et totates)cmie les poids des thyroides
n'ont pas été modifiés par un traitement pendant 28 jours au décaBB{E penta-BDE a la
dose de 100 ng/kg/j. Sur un modeéle de brebis thyroidectomisées ebliémypour la T3,
un traitement au penta-BDE entraine une diminution du temps de dede-laeT4 libre de
24% et de son temps moyen de résidence de 43%, alors que les tyg@aame
pharmacocinétiques de la T4 totale n’ont pas été modifiés par les PBDE.

Notre étude a également mis en évidence, aprés un traitemenBpdhtde trois mois, la
présence d'excroissances hypophysaires sur les trois brebis taaitgesta-BDE.

Par ailleurs, dans notre étude, les PBDE n’altérent pas $ariale T3 avec les protéines
plasmatiques. De plus, le traitement aux PBDE n’a pas eu dimcusur les profils de
concentration plasmatique de cortisol chez les brebis, suggérantngxiste pas de

profondes altérations de la fonction corticosurrénalienne.
L’ensemble de ces résultats met en évidence le potentiel hadgtur thyroidien du penta-
BDE chez le mouton, une espece pertinente vis-a-vis de I’'homme poégulation de la

fonction thyroidienne.

Pertinence du modéle

La majorité des études toxicologiques sont réalisées sur deeespageurs. Toutefois, les
études sur la toxicité thyroidienne sont difficilement extrapetabl’lhomme. En effet, le rat
n'exprime pas la TBG, qui constitue la principale protéine desp@art des hormones
thyroidiennes chez 'homme et les ovins (tableau Ill, Degroot, 1989)seDle la fraction
libre des hormones thyroidiennes est soumise au métabolisme. témgwale transport
jouent un role essentiel dans I'homéostasie de la fonction thyroidemnmotégeant les
hormones thyroidiennes du métabolisme. C’est la raison pour laquelle, le modélst plis e
adapté pour les études de toxicité thyroidienne que le rat.

Le tableau XVIII compare les concentrations plasmatiques etdeances de T4 totale chez

I’'homme, la brebis et le rat, ce qui illustre la pertinence du tead®isi. La clairance élevée
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de la T4 totale chez le rat est cohérente avec I'absentB@ehez cette espece alors que les
clairances de T4 totale de ’'hnomme et de la brebis sont plus faibles etrssnilai

Tableau XVIII : Comparaison des clairances et des concentrations plasmatiques de T4 totale
chez 'homme, la brebis et le rat

Clairance de T4 totale| Concentration de T4
(mL/min/kg) totale (ng/mL)
Homme 0,009 86+5
(Chopra, 1976) (Chopra, 1976)
0,042 + 0,007
. ’ " 60,7 +5,2
Brebis (De PabIo—_Davna, 1980, (Dahl, 1994, n = 8)
n =5)
Rat 0,157 + 0,020 (Yamada, 22
1996) (Hallgren, 2002)

Par ailleurs, dans la majorité des études toxicologiques, lds seeivent des doses élevées
et sur des périodes relativement courtes, qui ne permettent paprdéuire véritablement
I'exposition quotidienne observée chez 'homme. La source principal@ab@ion est la
nourriture, la dose journaliére est estimée entre 44 et 5{Gil}/j2004), soit pour un homme
de 70 kg une dose comprise entre 0,63 et 0,73 ng/kg/j. L’exposition du nouveauteéaiti
maternel a été déterminée récemment en France et s&lé0eng/j (Antignac, 2009), soit
environ 10 ng/kg/j. Dans notre étude, la dose de PBDE est relativdailelet dix fois
supérieure a celle estimée chez les nourrissons, soit 100 nd/lallg est pertinente pour
évaluer le risque perturbateur endocrinien des PBDE vis-a-vis de ’lhomme.

Notre étude, contrairement a d'autres études, n'a pas permisettee en évidence de
dysfonctionnement de Ila fonction thyroidienne au travers des madifisatdes
concentrations en hormones thyroidiennes (Tseng, 2007 ; Kuriyama, 2007 ; 3Giker
Hallgren, 2002 chez les rongeurs, Kuiper, 2008 ; Fernie, 2005; Tomy, 2004 chez les
poissons et les oiseaux). La différence entre les doses dE P8R en partie expliquer la
divergence entre les études. Des effets des PBDE sur legnt@tions en hormones
thyroidiennes sont généralement observés a des doses plus. @av&esine diminution des
concentrations plasmatiques de T4 libre a été observée chez desgant recu pendant 14
jours 18 mg/kg de tétra-BDE par voie orale, soit une dose 180000 foisesupér celle que
nous avons utilisée (Hallgren, 2002). De la méme facon, un effet @aeurtihyroidien du

penta-BDE a été mis en évidence par Kuriyama en 2007, avec desldd@@et 300 pg/kg
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en administration unique par voie orale (soit pour des doses 600 a 30pusoidevées que

les nbtres). Cette étude a été réalisée sur des rates grestgeant une administration de
penta-BDE au ¥ jour de gestation. Une diminution des concentrations de T3 et de T4
(totales et libres) a la fois chez les meres et clemtens a été observée aux temps J1 et J22
post-natal. Notons cependant que dans ces études, 'administration a étépankisée orale
alors que dans notre expérience, I'administration était intravein€esie voie a été utilisée
pour éviter tout probleme éventuel de biodisponibilité par voie oralelek@mminants. Pour
comparer ces différents modeéles, il serait nécessaire de eriedposition des animaux a
travers les concentrations plasmatiques de PBDE. Les concetrdgiqgenta-BDE mesurées
dans le tissu adipeux de ces rates le jour de la mise hasté&ta 4,1 (rates ayant recu 60
Hng/kg de penta-BDE) a 30 fois plus élevées (rates ayant requg2k@ de penta-BDE) que
celles mesurées chez ’homme. Dans notre étude, les concentptismstiques de PBDE
des brebis, au cours de la période de traitement de 48 jours, n'ont pas &dcmesurées au

moment de la rédaction de ce manuscrit.

Effet des PBDE sur la fonction surrénalienne

Les PBDE s’accumulent dans les glandes surrénales. Soixante ¢heuzes apres
I'administration d’une dose unique de 2,9 mg/kg de déca-BDE par vale drez le rat, on
retrouve dans les glandes surrénales 4,6 ug de déca-BDE pareycentipides (Morck,
2003).

Cependant, nous n’avons pas observé d'effet des PBDE sur les conmesitiatcortisol. Les
concentrations de cortisol ont été augmentées chez des sotgmsstrar voie orale pendant
14 jours avec des doses croissantes de 250, 500 ou 1000 mg/kg/j d8pEntBewles,
1994). Cependant, cette augmentation suit l'ordre des euthanasies ceugpére

I'intervention du stress.

En accord avec nos résultats, différentes études ont conclu a unecaiiséiet des PBDE
sur le poids des glandes surrénales de rats aprés une expositinatplespar voie orale de
DE-71 (mélange de PBDE majoritairement composé de penta-BRIE &ttra-BDE) aux
doses de 3, 30 ou 60 mg/kg/j (Stoker, 2004).
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Effet des PBDE sur la fonction thyroidienne

Dans notre étude, aucun effet des PBDE n’a été observé m paids des thyroides ni sur
celui des hypophyses. L'étude de Stoker en 2004, décrite ci-dessus, confirme rats.résult
Dans notre étude, les hypophyses du groupe traité pendant 90 jours atB[pEnta
présentaient des excroissances. Cependant, la méthode de dissectiliffedmts organes
n'a pas été standardisée et le tissu conjonctif entourant peplmyses pourrait constituer une
source de variation de leur poids. Par ailleurs, le nombre d’individilgedtdivement limité
(3 brebis dans le groupe penta-BDE apres 90 jours de traitement). rhaigsea
anatomopathologique pourrait permettre d’'approfondir la nature deexm®issances.
Toutefois, a notre connaissance, il n'est pas rapporté dans téamatlite des cas
d’excroissances hypophysaires suite a des administrations de PBDE.

Dans notre étude, il est difficile de conclure a l'absence d'effess PBDE sur les
concentrations de TSH car notre méthode de dosage radioimmunologicuit paétassez
sensible. En effet, les concentrations plasmatiques de TSHaleehis sont de I'ordre de
0,1 ng/mL (Dahl, 1994) correspondant a la LOQ de notre dosage. Cependaésuttadsr

suggerent que les PBDE a des doses quotidiennes faibles n'augnmagedé maniére
importante la TSH car les concentrations aprés 28 jours demmait aux PBDE restent
proches de la LOQ. Pour confirmer ce résultat, il serait néoessaméliorer la sensibilité de
notre technique de dosage.

D’autres études ont montré un effet des PBDE sur les concentrptammsatiques de TSH.
Ainsi, une administration post natale par voie orale de DE-71 (geélate PBDE

majoritairement composé de penta-BDE et de tétra-BDE) a des des30 ou 60 mg/kg/j a
de jeunes rats males, entraine une augmentation de la TSE"8joBd.d’exposition (Stoker,

2004).

Une étude épidémiologique réalisée sur 308 américains montre gpesitton aux PBDE

(concentration de PBDE dans le sérum : 69,9 ng/g de lipides) estasaagie diminution de
la concentration plasmatique de TSH (Turyk, 2008). Toutefois, une autie égmparant 49
personnes vivant pres d’'une usine de traitement des déchets éleesofuigucentration de
PBDE dans le sérum : 382 ng/g de lipides) a 50 personnes vivankia 5@ cette usine
(concentration de PBDE dans le sérum : 158 ng/g de lipides) montreynraire, une

corrélation entre 'augmentation de la concentration de PBDE dans le séfangetentation

de la concentration plasmatique de TSH (1,79 pUl/mL vs 1,15 pUI/muar(Y2008). I
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serait nécessaire de connaitre I'exposition réelle de nbstaex PBDE pour comparer nos
résultats a ceux de ces études.

Dans notre étude, nous n'avons pas observé d’'effet des PBDE suiilldggaoncentrations
plasmatiques de T3 et de T4 (libres et totales).

Les concentrations en hormones libres présentent 'avantage de éteegafiuencées par les
variations de concentration des protéines de transport ou de leur €alealidtison. En outre,
I'effet potentiel des PBDE sur la fraction libre n’entraine plisgatoirement un effet sur les
concentrations totales. En effet, la fraction de T4 libre ne septént que 0,02% (De Pablo-
Davila, 1980 et Yokus, 1960) de T4 totale, une modification de T4 libre n'sgypsante

pour pouvoir avoir des répercussions sur la T4 totale.

Les valeurs des concentrations plasmatiques des hormones thyraidibeae/ées sur les 15
brebis de notre étude avant traitement sont du méme ordre de grauoeelgs valeurs

physiologiques (tableau XIX). Les dosages de T4 totale ont étésgdour le plasma ovin,
alors gqu'’il n’existe pas de dosage des hormones libres validé chez les ovins.

Tableau XIX :Comparaison des concentrations plasmatiques des hormones thyroidiennes
chez la brebis

Yokus, 2006 De Pablo-Davila, Dahl, 1994 Notre étude
(n=12) 1980 (n = 5) (n=8) J-1 (n=15)
T3 totale (ng/mL) 1,27 £ 0,45 1,02 + 0,56 0,845 +0,12pb
T3 libre (pg/mL) 25106 1,79+0,38
T4 totale (ng/mL) 54,7 +12,6 58,4 +15,8 60,7 £5,2 59,3+ 7,2
T4 libre (pg/mL) 11,4 £2,4 9,44 + 1,26

Les concentrations relativement faibles de T3 dans notre étude potuéte liées a un effet
saison. L'ensemble de I'étude a été réalisé de mars d0ndiactivité de la désiodase de
type Il est plus faible pendant les jours longs comparativemenjoairs courts d’ou une
diminution de la production de T3 (Yasuo, 2006, étude menée sur des chévias). Ce
expliquerait la différence de concentration de T3 totale entre @biide et celle de Yokus

réalisée sur une année entiere.
D’une maniere générale, dans la littérature, (tableau XX, étndaées sur des rongeurs), les

PBDE entrainent une diminution des concentrations plasmatiques des hotinyovieennes

y compris chez des especes non mammiféres (Poissons : Kuiper, 0&g flets et les
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darios zébrés et Tomy, 2004 chez les truites ; Oiseaux : F&OS chez les faucons

crécerelles).

Tableau XX :Effets des PBDE sur la fonction thyroidienne des rongeurs selon différentes

études
Espéces Mod_alltes de Effets observés Références
traitement
Rat Tétra-BDE par VO Diminution de 30% de
Femelle 18 mg/kg/j pendant 14la liaison de T4 a la
jours TTR a J15
J Diminution de Ia Hallgren, 2002
concentration de T4
libre & J15
Jeunes rats DE-71 par VO Diminution de Ia
3, 30 ou 60 mg/kgl/j concentration de :
Femelles Du 22™ (J1) au| - T4 totale & J5 et J20
41°™jour post natal | pour les doses de 30 et
) 60 mg/kg/j
Males Du 23™ (J1) au| - T4 totale & J31 pour
53"™jour post natal | la dose de 3 mg/kgl/j Stoker, 2004
- T4 totale a J5 et J31
pour les doses de 30 et
60 mg/kg/j
- T3 totale a J31 pour
les doses de 30 et 60
mg/kg/j
Souris gravides Déca-BDE par VO | Diminution de la
10 ou 1500 mg/kg/| concentration de T3B
pendant les 17 totale chez les malgs Tseng, 2007
premiers jours de des portées
gestation
Rates gravides Penta-BDE par VO | Diminution des
60 ou 300 pg/kg enconcentrations de T3 et
admlnlsr;[]reathn unique de T4 (Ilbres\ et totales) Kuriyama, 2007
au 6 jour de| chez les méres et lgs
gestation portées a J1 et J22 pagst
natal

VO : voie orale
TTR : Transthyrétine
DE-71 : mélange de PBDE majoritairement composgetita-BDE et de tétra-BDE

Chez I'hnomme, actuellement, les études épidémiologiques conceraanftdts des PBDE sur
la fonction thyroidienne sont rares et divergentes. Une étudecamér sur 308 sujets
(Turyk, 2008), montre que lI'exposition aux PBDE est corrélée a unéndion des
concentrations plasmatiques de T3 totale associée a une augmeatdatelles de T4 (totale
et libre), ce qui est différent des résultats obtenus dans la plupart des modggesston

Une autre étude épidémiologique réalisée chez I'homme montre uapcabd’effet des

PBDE (concentration en PBDE dans le sérum: 15 ng/g de lipidesieun& a I'étude
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précédente : 69 ng/g de lipides) sur la concentration de T4 Blowen), 2008). Ces résultats

sont cohérents avec notre étude sur le modele mouton.

Les études sur les rongeurs utilisent des doses d’exposition epligeglet des sujets a des
stades de vie plus jeunes, ce qui peut expliquer les différencayé@dss entre 'homme et les

rongeurs.

Dans notre étude, I'absence d'effet des PBDE sur les concentrgiasmatiques des
hormones thyroidiennes pourrait s’expliquer en partie par des phénomenes carupeBssit
périphériques soit au niveau du systéme nerveux central.

En effet, la T4, sous I'effet des désiodases se transforme dans3différents compartiments
périphériqgues de I'organisme ce qui modifie les concentrations alagr@s des hormones
thyroidiennes et dissimule les modifications de concentratiorendnges par un perturbateur
thyroidien.

De plus, il existe des phénomeénes compensateurs centraux, au niveaocdntréle négatif
exercé par T3 et T4 sur I'hypothalamus et I'hypophyse. Ainge augmentation de
I'élimination des hormones thyroidiennes par les PBDE entraine timelaion de
I'hypothalamus d’ou une sécrétion de TRH, stimulant & son tour I'hysepkécrétant la
TSH qui, enfin, entraine une augmentation de synthése de T3 et de fiideau de la
thyroide (figure IV). Ces phénomeénes compensateurs ont été déedtse rat pour un autre
perturbateur thyroidien, le fipronil. Avec ce pesticide, le peufet’efur les concentrations
plasmatiques des hormones thyroidiennes (diminution de 23 a 26%), ctivepagat a la
forte augmentation de la clairance de T4 (de 236 a 250%), estbfmwiesmt di a une
augmentation de la sécrétion de T3 et de T4 compensant 'augmerdatieur élimination
(Leghait, 2009).

Effet des PBDE sur la liaison des hormones thyroidienseaux protéines
plasmatiques

Les PBDE, de part leur analogie structurale avec les hormogesidiennes sont des
inhibiteurs compétitifs potentiels de la liaison de T3 et de T4 aux protéines ptpsraat
Etudesn vitro

Dans une premiére étude vitro, des doses croissantes de PBDE ajoutées a du plasma de
brebis n'ont pas modifié les concentrations de T3 (libre et to@e)ésultat a été observé
avec deux méthodes : dosages radioimmunologiques de T3 libre etatal@3doses élevées
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de PBDE jusqu’a 100 pg/mL) et la dialyse a I'équilibre (dosegujas1000 ng/mL). Les
PBDE non métabolisés, n’interferent donc pas avec la liaison desmesrthyroidiennes aux
protéines de transpart vitro. Toutefois, I'étude de Meerts en 2000 démontre que ce sont les
métabolites hydroxylés des PBDE qui se lient a la traritingr humaine, avec une affinité
plus importante pour les PBDE moins bromés. Les milieux issus imeubation de
microsomes hépatiques (1 mg/mL) avec des penta-BDE et de®BBD#rg10 pmol/mL),
diminuent de 60% la liaison de T4 a la transthyrétine. Sur notre eyablekrait intéressant
d’évaluer l'effet des PBDE, apres incubation avec des microsbépatiques ovins, sur la

liaison de la T3 aux protéines de transport. Une alternative a été de dété&afiaten vivo.

Etudesn vivo

Un essai de dialyse a I'équilibre a été réalisé sur du pldséthgroidé de quatre brebis avant
et aprés 28 jours de traitement aux PBDE (deux brebis traitépenta-BDE et deux brebis
traitées au déca-BDE). Les parameétres de liaison de daxX Brotéines de transport n’ont pas
été modifiés par le traitement PBDE. Notre hypothese estlajuthyroidation avec le

charbon actif a entrainé I'élimination des PBDE ou de leursholities et donc a empéché

toute possibilité d’action des PBDE sur les paramétres de liaison.

Le pourcentage de T3 libre, déterminé par dialyse a I'équitiboe chaque brebis n’a pas été
modifié par 28 jours de traitement aux PBDE. A noter toutefois gumlrcentage de T3
libre obtenu par dialyse a I'équilibre est deux fois supérieutld abservé par les dosages
radioimmunologiques de la T3 libre avec respectivement pour le gréoqeént déca-BDE et
penta-BDE, 0,22 + 0,011; 0,21 + 0,015 et 0,21 + 0,011 % de T3 libre pour le dosage
radioimmunologique et 0,38 + 0,039 ; 0,38 + 0,028 et 0,41 + 0,047 % pour la dialyse a
I’équilibre. Le pourcentage de T3 libre rapporté dans la lttiégaest de 0,2% chez le mouton
(Yokus, 2006, méthode d'électro-chimiluminescence-immunologique). La elia§s
I'équilibre est considérée comme la méthode de référence d'apiiamtque le dosage
radioimmunologique de la T3 libre n'a pas été validé chez le mouton.fdisyta dialyse a
I’équilibre se heurte a une difficulté méthodologique liée failsle importance de la fraction

libre de la T3. Le dialysat est inévitablement contaminé par unetiguae radioactivité
portée par les résidus d’iode radioactif. Il est possible que la méthode ipitqién de la T3
radiomarquée des dialysats avec des sels de magnésium e¢t@@as de séparer totalement

les atomes d’iode radiomarqués, surestimant ainsi la fraction libre de T3.
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Les parametres de liaison aux protéines plasmatiques, déterroihexs les brebis
thyroidectomisées et traitées pendant 39 a 46 jours aux PBDE pa®@té modifiés par le
traitement. La capacité maximale de liaison de la T3TBIla dans le groupe témoin est de
120 + 32 ng/mL. Elle est du méme ordre de grandeur que celle préoédée décrite pour la

T4 chez les ovins par Sutherland en 1975 (Bmax = 128 ng/mL). La condéadigsociation

a I'équilibre du complexe TBG-T3 dans le groupe témoin est de 0,556 + 0,191 ng/mL. Elle est
supérieure a celle décrite par Sutherland chez les ovins pour(kdT 0,0855 ng/mL), ce

qui est cohérent avec l'affinité inférieure de la TBG pouff3aen comparaison avec son

affinité pour la T4.

En définitive, nos étudesa vivo ne montrent pas d’altération par les PBDE de la liaison de la
T3 ala TBG a ces doses d’exposition. D’autres étirdeisyo ont montré une diminution de la
constante d’affinité entre T4 et les protéines plasmatiques provpauées PBDE. Chez la
rate exposée par voie orale pendant 14 jours a 18 mg/kg/j d&8E#Faune altération de la
liaison de T4 a la transthyrétine est obtenue (Hallgren, 2002) &tété démontré que
I'exposition aux PBDE chez 'homme (concentration de PBDE dagsérlem : 69,9 ng/g de
lipides) est associée a une diminution du pourcentage de liaisoriee®& et T4 (Turyk,
2008). Cependant, la comparaison avec nos résultats est diffié#iser car nous n’avons
pas étudié la liaison de la T4, notre modéle ne dissocie passianlia la transthyrétine de
celle a l'albumine et a I'heure actuelle, nous ne connaissons pasdantration en PBDE

dans le plasma des brebis.

Effet des PBDE sur la pharmacocinétigue de T4

Pour étudier la pharmacocinétique de la T4, il était importantaietenir des concentrations

de T3 physiologiques afin de ne pas modifier le métabolisme ni dedes PBDE. En effet,
'TUDPGT, enzyme clé impliquée dans le métabolisme hépatique destT4égulée par T3
(Masmoudi, 1997) et constitue également une cible potentielle des.RBE&XE pourquoi, les
thyroidectomies ont été suivies d’administrations SC quotidienneE3da la dose de 3
ung/kg/j. Ce modele a permis d’obtenir des concentrations plasmagiyeislogiques de T3
(moyennes + ET respectivement pour le groupe témoin, déca-Bpéntt-BDE de, 0,75 +

0,08 ;0,68 + 0,10 et 0,80 £ 0,11 ng/mL), comparables a celles observées avant thyroidectomie
(avec respectivement pour les trois groupes, 0,92 + 0,11 ; 0,84 = 0,05 et 0,78 /M6 ng
ANOVA, p=0,235). Il est donc pertinent pour I'étude de la clairance de T4.
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Pour confirmer la validité de notre modele euthyroidien vis-aleid3 chez la brebis, les
valeurs de la clairance de T4 (libre et totale) calculéas datre étude ont été comparées a
celles rapportées dans la bibliographie (Chopra, 1975, De Pablo-DE8@8, et Leghait,

2008). Elles sont du méme ordre de grandeur (tableau XXI).

Tableau XXI :Comparaison des valeurs de la clairance de T4 (libre et totale) chez les ovins
rapportées dans la littérature

Source Clairance de la T4 totaleClairance de la T4 libre Modele
(mL/min/kg) (mL/min/kg)
De Pablo-E)avna, 1980 0,042 + 0,007 Radio immuno
(n=5) marquage
Chopr:’;l, 1975 0,040 £ 0,010 Radio immuno
(n=4) marquage
Leghait, 2008 Thyroidectomie +
(n=5) 0,02+0,01 178 + 22 administration de T3
Notre étude J47 Thyroidectomie +
(groupe témoin, n = 4 0,025 0,005 199 67 administration de T3

La clairance de T4 libre est tres élevée par rapportla del T4 totale. En théorie, une
clairance plasmatique ne peut étre supérieure au débit cardiagest @ moyenne de 3,8
L/min chez la brebis (Hecker, 1983). La clairance de T4 libre paynolgpe de brebis témoin
s’éleve a 14,7 L/min, une valeur environ 4 fois supérieure au dabiiaque, ce qui suggere
gue la T4 n’est pas uniqguement éliminée du secteur plasmatiqles pgaganes d’épuration
classiques de l'organisme (foie, reins, poumons). En effet, ebét $mrgement distribuée
dans les tissus et son élimination inclurait la désiodation de TEBeau niveau des tissus
cibles, c’est la raison pour laquelle, la clairance plasmaggtisupérieure au débit cardiaque.
Cela est cohérent avec le volume de distribution élevé (tableau XIII).

Les parametres pharmacocinétiques de T4 totale suggerent unbutiistr limitée au
compartiment plasmatique (faibles valeurs de la clairamaduevolume de distribution a
I’équilibre) et donc appuient I'hypothese du rdle protecteur des pestglasmatiques de
transport vis-a-vis des mécanismes de clairance. Les profgim&matiques de transport

limitent ainsi la diffusion tissulaire y compris hépatique de la T4 totale.
Dans notre étude, le traitement au penta-BDE a entrainé une daniduttemps moyen de

résidence et du temps de demi-vie de T4 libre. Or, le temps devaemiélimination

plasmatique de la T4, temps mis pour diminuer de moitié la contentplasmatique de T4,

70


http://www.pdfmail.com

Ce document a été fabriqué par PDFmail (Copyright RTE Network)
http://www.pdfmail.com

est un parametre hybride qui est le reflet a la fois dieniiéhtion de T4 mais également de sa
distribution dans I'organisme selon I'équation suivante :

t1/2 =In2 (Vss/Cl)  Equation 16
Par conséquent, une diminution du temps de demi-vie pourrait résulter doimeitéin du
volume de distribution a I'équilibre et/ou d’'une augmentation de laadke. Or dans notre
étude, on observe une tendance non significative a une diminution du volume de distribution a
I'équilibre de la T4 libre dans le groupe penta-BDE alors que leotze plasmatique reste
relativement comparable dans les trois groupes (tableau XllIpeDhsupposer qu'avec un
nombre plus élevé de brebis, on aurait pu observer un effet du penta-BREvelume de

distribution a I'équilibre.
Mécanisme d’action potentiel

Pour approfondir les effets des PBDE sur la pharmacocinétiquel,di¢ Serait intéressant
d’évaluer les enzymes hépatiques dont I'expression et/ou I'actuité modifiées par les
PBDE et leur implication dans le métabolisme des hormones thgmoigs. Ainsi, des études
montrent que les PBDE pourraient augmenter la glucuronoconjugaison desnbasr
thyroidiennes, ce qui est cohérent avec la diminution de 24% du terdpmdeie et de 43%
du temps moyen de résidence de T4 libre observée dans notre é&sdeBDRE pourraient
agir sur le catabolisme hépatique de la T4. Ainsi, chez desgaeésles, un traitement avec
le penta-BDE a des doses de 1, 10 ou 30 mg/kg/f’&‘ijcmr de gestation jusqu’au ?‘fjour
post-natal entraine une augmentation de I'activité de 'UDPGT lgdsemeres et chez leurs

portées, notamment a la dose de 30 mg/kg/j (Zhou, 2002).

Que suggeérent ces résultats en terme de risques powr $anté humaine lié a

I'exposition aux PBDE ?

Depuis 2004, les PBDE faiblement bromés dont le penta-BDE ont étditsten Europe
(directive 2002/95/CE). De plus, par un arrété du ler avril 2008 pris faulade justice des
communautés européennes, le déca-BDE est soumis a des conditiestessd’ utilisation
(Talsness, 2008). Il reste cependant utilisé notamment dans les texgkeplastiques.

Aux Etats-Unis, certains états ont interdit I'utilisation atdistribution du penta-BDE et de
'octa-BDE. Les états du Maine et de Washington ont égalemstreirg I'utilisation du
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déca-BDE depuis 2008. De plus, I'unique site de production de penta-BD&c&t-BDE des
Etats-Unis (la Great Lakes Chemical Corporation) a arrété sa paddeypuis 2004.

Pendant cette période intermédiaire (2004-2008), l'utilisation du dé&a-88 devenue
majoritaire du fait de l'interdiction des autres PBDE. En 200/&pitésentait environ 80% du
marché mondial des PBDE (Van den Steen, 2007 ; BSEF, 2003).

Malgré son interdiction, le penta-BDE reste encore préserdgigmnrde sa bioaccumulation,
de sa stabilité et de la formation de dérivés moins bromés a partir du déca-BDE.

En effet, deux ans apres leur interdiction, le niveau des PBDiit dis tri-BDE aux hexa-
BDE dans la poussiére des maisons est encore de 160 ng/g alBaBastsee 98 ng/g au
Royaume-Uni (Harrad, 2008).

Le déca-BDE peut se débromer sous I'action des UV dans leOésitsgn, 2006). De méme,
on peut obtenir la débromation du nona-BDE en tétra-BDE sur différentasces
(sédiments, terre, sable) sous l'effet d'une lumiére artiiicieu d’une lumiére naturelle
(Soderstom, 2004).

Cette débromation peur également s’effectuer dans les organisraets. En effet, chez le
rat, suite & I'administration par voie orale de 3 pmol/k§*@edéca-BDE, les métabolites mis
en évidence dans les féces, la bile, le foie, la paroi de l'intestin gréley,leeeepoumons et le
tissu adipeux sont des métabolites hydroxylés et/ou méthoxghiss ide processus
d’oxydation du déca-BDE, ainsi que des métabolites issus de la déiooma déca-BDE
(nona-BDE, octa-BDE, hepta-BDE et hexa-BDE) (Morck, 2003).

Chez 'hnomme, un octa-BDE a une concentration sérique de 2 a 4 pieolifgides a été
retrouvé dans le sang de travailleurs exposés uniqguement au décafB&& un jour
d’exposition (Thuresson, 2006).

En définitive, I'exposition humaine aux PBDE est réelle quelquelesaiegré de bromation,
avec des concentrations en hexa-BDE comprises entre 0,064 et 9,6 higidedeavec une

moyenne de 0,89 + 1,1 ng/g dans le sérum de femmes enceintes (Antignac, 2009).

Mais, contrairement aux études toxicologiques précédentes nmemdes PBDE, nous avons
utilisé, sur un modeéle ovin, proche de 'homme au niveau de la fonctiondigyno&, une
dose (100 ng/kg/j) proche de I'exposition humaine (10 ng/kg/j chez leissnn ; Zalko,
2003). Avec ces faibles expositions, nous avons montré une absence peeftebateur
thyroidien du déca-BDE alors que le penta-BDE est capable de endelifnétabolisme de la
T4 libre.
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Concernant le penta-BDE, chez la souris, la plus faible NOAELrdi&tée dans la littérature
est de 0,4 a 0,8 mg/kg (Viberg, 2004). En prenant un facteur de sairit@0, on peut
considérer que la DJA est de l'ordre de 4 a 8 ug/kg, soit 4800afois supérieure a
I'exposition quotidienne du nourrisson. Dans notre étude, nous avons observifeties e
perturbateurs thyroidiens du penta-BDE chez le mouton mais a unéréosaeférieure a la
DJA. Cette dose a été administrée par voie intraveineuseu(soiviodisponibilité de 100%)
alors que la DJA correspond majoritairement a une exposition parovaie ou par
inhalation. Cependant, méme si la biodisponibilité par voie orale du BBfiaétait tres
faible chez 'homme (par exemple 5 %), des effets perturlsapeurraient étre observés pour
des doses de 2 ug/kg, soit du méme ordre de grandeur que la DJArastggu’il

conviendrait de réévaluer la DJA a la baisse.
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Conclusion et perspectives

Notre étude, réalisée sur un modéle ovin proche de I’'homme en cengerice la régulation
de la fonction thyroidienne, montre que le penta-BDE (substance désonteadite) a la
dose de 100 ng/kg/j entraine une diminution du temps de demi-vie et du rneoypsa de
résidence de la T4 libre chez la brebis. Ce composé présente dpotentiel perturbateur
thyroidien, méme a faible dose (100 ng/kg/j = 10 fois la dose alledeenourrisson est
exposé dans son environnement quotidien).

En revanche, aucun effet toxique du déca-BDE sur la fonction thymo&lie'a été mis en

évidence, dans notre étude.

La modification des paramétres pharmacocinétiques de T4 lilggese qu'ils pourraient
constituer des marqueurs plus sensibles des effets perturbdtguoddiens que les
concentrations plasmatiques des hormones thyroidiennes, bien qu’ils e $ais
classiqguement évalués dans les études toxicologiques. En revascbententrations de T3
et de T4 seraient moins sensibles a I'effet perturbateunitlign a court terme en raison de

potentiels mécanismes, centraux et/ou périphériques, compensant leur varéitionation.

Pour extrapoler nos résultats a 'homme, il est nécesda@valuer I'exposition aux PBDE

des brebis afin de comparer les concentrations plasmatiqueseties de notre modeéle avec
celles observées chez I'hnomme.

Pour mieux comprendre le mécanisme d’action des PBDE, it ssiessant d’approfondir

leur effet sur les activités enzymatiques hépatiques impliqgdées le métabolisme des

hormones thyroidiennes chez les ovins.
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TITRE : EVALUATION DE L’ALTERATION DE LA FONCTION THYROIDIENNE PAR LES
POLYBROMODIPHENYLE ETHERS CHEZ LE MOUTON

RESUME :

Les polybromodiphényle éthers (PBDE) sont des dateurs de flamme couramment utilisés dans beaucoup
d’'industries. Ce sont des perturbateurs thyroidgrez les rongeurs. Le but de ce travail était aliéar leur
potentiel perturbateur thyroidien chez le moutome espéce plus proche de I'homme en terme de tiégula
thyroidienne.

Le traitement penta-BDE et déca-BDE (le seul encarmorisé dans I'UE) a une faible dose, procheae |
contamination humaine (100 ng/kg/j pendant 28 jourfa eu d’effet ni sur les concentrations plasmats
moyennes des hormones thyroidiennes et de la TShHrhés parametres pharmacocinétiques de T4 toitaler

la liaison de T3 aux protéines plasmatiques.

En revanche, le penta-BDE a diminué le temps de-gienet le temps moyen de résidence de T4 libratraot
son effet perturbateur thyroidien chez le moutamsafiue c’est n'est pas le cas du déca-BDE danséeses
conditions.

MOTS CLES : THYROIDE - POLYBROMODIPHENYLE ETHER — MOUTON — REARDATEUR DE
FLAMME — PERTURBATEUR THYROIDIEN

ENGLISH TITLE : EVALUATION OF THYROID DISRUPTION BY POLYBROMODIPHBEYL ETHERS
ON SHEEP

ABSTRACT :

Polybromodiphenyl ethers (PBDE) are flame retarsl@oimmonly used in several industries. They areottly
disruptors in rodents. The aim of this study wagvaluate their thyroid disrupting effect in sheepspecie
more relevant to humans as far as thyroid reguiasi@oncerned.

Penta-BDE and deca-BDE (the only PBDE still authediin the EU) treatments at low dose within thegeaof
human contamination (100 ng/kg/d in 28 days) affécheither mean thyroid hormones and TSH plasma
concentration nor total T4 pharmacokinetic paramsater T3 binding to plasmatic proteins.

In contrast, penta-BDE treatment decreased frebalilife and mean residence time highlighting patential

of this compound as a thyroid disruptor in sheependeca-BDE in the same conditions did not.

KEY WORDS : THYROID - POLYBROMODIPHENYL ETHER - SHEEP — FLAMRRETARDANT -
THYROID DISRUPTOR
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