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INTRODUCTION 

Le développement de l’industrie depuis le 18
ème

 siècle a profondément transformé le mode 

de vie de nos civilisations. Cela a permis d’améliorer notre confort, de consommer une 

nourriture sans dangers biologiques, d’augmenter fortement l’espérance de vie, de lutter de 

manière plus efficace contre les maladies… Aujourd’hui, au quotidien, des produits issus de 

l’industrie sont utilisés. 

Depuis une vingtaine d’années, des recherches sont menées afin d’évaluer l’innocuité de 

ces produits pour la santé humaine. En effet, ils contiennent de nombreuses molécules issues 

de la chimie n’existant pas dans le monde vivant : les xénobiotiques. Dans cette catégorie 

entrent notamment les pesticides, des médicaments, des substances contenues dans les 

plastiques… Certaines de ces molécules peuvent potentiellement être toxiques pour 

l’organisme.  

De nombreux composés comme des pesticides ou des produits de la plasturgie sont 

soupçonnés d’être des perturbateurs endocriniens, c'est-à-dire « des agents exogènes qui 

interfèrent avec la production, la libération, le transport, le métabolisme, la liaison, l’action ou 

l’élimination des hormones naturelles responsables du maintien de l’homéostasie et de la 

régulation du développement de l’organisme » selon l’Agence américaine de Protection de 

l’Environnement (EPA).  

L’interaction de ces xénobiotiques avec les hormones de l’organisme pourrait avoir des 

effets néfastes sur la santé humaine puisque celles-ci jouent un rôle essentiel dans l’organisme 

(fonctionnement cardiaque, métabolisme cellulaire, apport de l’énergie aux cellules, fonction 

de reproduction,…).  

Parmi les composés les plus étudiés se trouve le Bisphénol A qui a été l’objet de mon 

projet. C’est un perturbateur endocrinien issu de la plasturgie, de type œstrogèno-mimétique, 

qui à ce titre peut interférer avec la fonction de reproduction. 

Plusieurs études épidémiologiques sur le sujet suggèrent l’implication des xénobiotiques 

œstrogèno-mimétiques environnementaux (ou xénœstrogènes) dans l’incidence accrue de 

puberté précoce (15), de pathologies de la reproduction comme les cancers du sein (13), de la 

prostate et des testicules, ou encore de diminution de la qualité et de la quantité du sperme (7).

Dans une première partie bibliographique, j’évoquerai quelques données sur le Bisphénol 

A : son utilisation dans la plasturgie, la contamination humaine en résultant ainsi que ses 

effets sur l’organisme. Je présenterai aussi le modèle expérimental de la brebis prépubère 

ovariectomisée, support de cette étude, ainsi que les résultats précédemment obtenus avec ce 

modèle. 

Dans une deuxième partie, je présenterai les réalisations expérimentales auxquelles j’ai 

contribué et qui avaient pour objectifs : 

• Evaluer les effets d’une exposition chronique au  BPA sur l’axe hypothalamo-

hypophysaire, ainsi que la capacité d’accumulation du BPA dans l’organisme (expérience 

1) 

• Identifier le mécanisme d’action du BPA sur la fonction gonadotrope à travers 

l’évaluation des effets du BPA sur la réponse hypophysaire à la gonadolibérine (GnRH) 

(expériences 1 et 2) 
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• Déterminer si le BPA et l’œstradiol peuvent agir en synergie sur la fonction gonadotrope 

(expérience 2) 

Dans ma troisième partie, je présenterai les résultats obtenus dans les différentes 

expériences, et mettrai en avant les conclusions pouvant en être tirées en m’appuyant sur des 

résultats obtenus par d’autres équipes.  
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I. LE BISPHENOL A 

I.1. UTILISATION DU BISPHENOL A ET PRESENCE DANS L’ENVIRONNEMENT

Le Bisphénol A (BPA, [2,2-bis(4-hydroxydiphenyl)propane], C15H1602) est un 

monomère des plastiques de type polycarbonates et des résines epoxy.  

Les polycarbonates sont des plastiques transparents, très résistants, isolants, capables de 

supporter des chaleurs élevées et de se déformer sans se rompre. C’est pour cela qu’ils sont 

utilisés dans de nombreux domaines : l’optique (lentilles de contact, optiques de phares, vitres 

blindées), l’industrie agroalimentaire (bouteilles d’eau et nombreux autres emballages),  

l’électronique (composants informatiques), les constructions (murs insonorisants), la musique 

(CDs et DVDs) (18). 

Les résines epoxy sont utilisées comme colles ou comme revêtements. Ce sont des colles 

très puissantes sur de nombreux matériaux comme le bois, le verre, la porcelaine ou le métal. 

Une fois sèches, elles constituent un revêtement étanche, rigide, et qui ne réagit plus avec 

l’oxygène et les aliments. Ces propriétés sont utilisées pour les constructions (revêtements de 

sols industriels, colles, revêtements intérieurs des canalisations d’eau), l’industrie alimentaire 

(revêtement intérieur des canettes, boites de conserve et couvercles métalliques), 

l’informatique (circuits imprimés), pour l’industrie nautique (création et réparations de 

bateaux, planches de surf) (18).

Avec une production supérieure à 3 millions de tonnes par an (soit 1.75kg/personne/an 

dans l’union européenne), le bisphénol A est l’un des composés chimiques les plus utilisés au 

monde, toutes molécules confondues. (48). 

Le BPA est omniprésent dans notre environnement : il a été retrouvé dans la poussière 

(concentration moyenne de  553 �g/kg), l’air (0.51ng/m3), l’eau des lacs (souvent <1pg/ml, 

mais jusqu’à 3.6μg/ml), les résines dentaires (<2.2ng/ml), le papier recyclé (entre 0.55 et 

24.1mg/kg), les lentilles de contact, certains matériaux électroniques… (45)

I.2. CONTAMINATION HUMAINE PAR LE BISPHENOL A 

I.2.1. Voies de contamination 

Quatre vingt dix neuf pour cent de la contamination humaine par le BPA se fait par 

ingestion (45). Pendant le stockage des aliments, une partie du BPA composant le contenant 

alimentaire est libérée par hydrolyse de la liaison ester qui lie les différents monomères, et se 

retrouve dans l’aliment. Ce phénomène est amplifié si l’on chauffe le récipient ou dans 

certaines conditions acido-basiques (23).  

Le BPA peut aussi pénétrer dans l’organisme par voie transcutanée ou à travers les 

muqueuses (par exemple lorsqu’il est inhalé), mais ces voies sont anecdotiques.  

On estime que l’exposition journalière humaine est de l’ordre de 1μg/kg/jour (36).
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I.2.2. Exposition interne au BPA 

De nombreuses études ont été menées afin d’évaluer le degré d’exposition des différentes 

populations. Celles-ci ont détecté du BPA dans les urines d’environ 95% des citoyens de 

l’UE, des USA, de la Corée, du Japon… (5, 36)

Le BPA est détecté dans différents fluides corporels : le sérum, le plasma, les urines, le 

placenta (35) et le lait maternel (45). Les concentrations sériques détectées dans la plupart des 

études se situent entre 0.2 et 20ng/ml, avec en moyenne 0.64ng/ml (2.8nM) chez la femme et 

1.49ng/ml (6.5nM) chez l’homme sain (40). Evaluer les effets d’une telle exposition au BPA 

sur l’organisme constitue un véritable enjeu de santé publique. 

I.3. ACTIVITE OESTROGENIQUE DU BISPHENOL A 

I.3.1. Propriétés physico-chimiques 

Le BPA a une structure proche de celle des œstrogènes naturels, notamment par la 

présence de groupements phénol.  

Fig 1. Structure du bisphénol A 

Fig 2.  Structure de l’œstradiol. 

Cette structure lui confère une activité œstrogèno-mimétique de par sa capacité à se lier 

aux récepteurs aux œstrogènes (11).  
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I.3.2. Effets des œstrogènes sur l’organisme : 

I.3.2.1. Action  des œstrogènes naturels sur la fonction de reproduction  

D’après le Dictionnaire médical de la librairie Nationale de Médecine des Etats-Unis, les 

œstrogènes sont « les différents stéroïdes naturels formés à partir de précurseurs androgènes, 

sécrétés principalement par les ovaires, le placenta, le tissu adipeux et les testicules, qui 

stimulent le développement des caractères sexuels femelles secondaires et assurent la 

croissance et le bon fonctionnement de l’appareil reproducteur femelle ».  

Par extension, sont considérés comme œstrogènes les différents stéroïdes synthétiques ou 

semi-synthétiques qui miment les effets des œstrogènes naturels dans l’organisme (16). 

Il existe 3 œstrogènes naturels : le 17β-œstradiol (le plus puissant), l'œstrone et l'œstriol. Leur 

rôle est prépondérant dans la fonction reproduction, en particulier chez les femelles, mais ils 

agissent aussi sur le système cardiovasculaire, sur le foie et sur l’homéostasie osseuse. 

Concernant la reproduction, le rôle des œstrogènes est multiple :  

• Ils permettent la mise en place des caractères sexuels secondaires. 

• Au cours du cycle ovarien, ils permettent le développement de la muqueuse utérine afin de 

la rendre apte à recevoir l’embryon. Ils agissent aussi sur la production de la glaire 

cervicale et sur sa consistance, en relation avec les différentes phases du cycle. 

• Ils régulent le déclenchement de l’ovulation et l’œstrus en agissant sur l’axe hypothalamo-

hypophysaire. 

• Pendant la gestation, ils sont responsables du développement du tissu mammaire et de sa 

préparation pour la lactation. 

Les œstrogènes agissent principalement en se liant aux récepteurs alpha et béta aux 

œstrogènes (ERα et ERβ), qui appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires (17).

Ceux-ci peuvent agir à travers 2 types de mécanisme : 

• Action génomique, en modulant la transcription de certains gènes. 

• Action non génomique, en agissant au niveau membranaire sur des transducteurs du 

signal. Ceux-ci peuvent aussi, à terme, influer sur la transcription des gènes. 

I.3.2.2. Œstradiol et régulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire 

L’axe hypothalamo-hypophysaire joue un rôle prépondérant dans la régulation de 

nombreuses fonctions de l’organisme en régulant la production des différentes hormones 

concernées. Ces dernières exercent elles-aussi un rétrocontrôle sur l’axe hypothalamo-

hypophysaire, ce qui permet une régulation fine et rapide de la fonction de reproduction. 

La figure 3 montre le fonctionnement de l’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadique assurant 

le bon déroulement du cycle œstral. 
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Fig 3. Fonctionnement de l’axe hypothalamo-hypophysaire 

La LH et la FSH sécrétées par l’hypophyse sous l’influence de l’hypothalamus vont stimuler la production des 

hormones sexuelles par les ovaires. Les œstrogènes ainsi sécrétés exercent un rétrocontrôle sur l’axe 

hypothalamo-hypophysaire : négatif lors de faibles concentrations et positif lors de concentrations >200pg/ml 

La libération de GnRH dans le système porte hypophysaire par les neurones de 

l’hypothalamus entraine la production d’hormones gonadotropes par l’adénohypophyse (aussi 

appelées gonadotropines) : la Luteinizing Hormone (LH) et la Follicle Stimulating Hormone 

(FSH). Celles-ci vont circuler dans le sang et agir au niveau des follicules ovariens, sur 2 

types de cellules : 

• Les cellules de la thèque interne, sous l’influence de la LH, vont produire des androgènes 

et un peu d’œstradiol. 

• Les cellules de la granulosa, sous l’influence principalement de la FSH, vont utiliser les 

androgènes thécaux pour produire de l’œstradiol.  

La GnRH et les gonadotropines sont sécrétées dans l’organisme sous forme de « pulses » : 

leur concentration augmente brusquement, puis diminue plus lentement selon le temps de 

demi-vie de l’hormone (chez la brebis : environ 5 minutes pour la GnRH (42), environ 20 

minutes pour la LH et 90 minutes pour la FSH (22)). L’intensité et la fréquence des pulses sont 

régulées pour s’adapter aux conditions physiologiques.  

L’œstradiol (E2) régule la sécrétion de LH et de FSH par l’axe hypothalamo-hypophysaire, en 

agissant à plusieurs niveaux : 

• Au niveau de l’hypothalamus (42) :  

� Lorsque sa concentration est faible, l’œstradiol exerce un rétrocontrôle négatif 

sur l’hypothalamus : la fréquence des pulses de GnRH est inversement 

proportionnelle à la concentration circulante de l’hormone.  

� Lorsque sa concentration dépasse un certain seuil (environ 200pg/ml) quand le 

follicule est prêt à ovuler, le rétrocontrôle de l’œstradiol devient positif, 

entrainant une décharge prolongée et massive de GnRH, à l’origine du pic 

préovulatoire de LH. 
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• Au niveau de l’hypophyse : 

� L’œstradiol inhibe transitoirement la sensibilité de l’hypophyse à la GnRH à 

l’aide d’un mécanisme non génomique faisant intervenir le récepteur ER� (21).
� L’œstradiol inhibe transitoirement la transcription du gène de l’activine B 

(molécule favorisant la sécrétion de FSH), donc la sécrétion de FSH (4).

� Au moment de l’ovulation, une augmentation des récepteurs à GnRH de 

l’hypophyse rend celle-ci plus sensible à l’action du GnRH, accentuant ainsi 

l’intensité du pic préovulatoire de LH (22). Cette augmentation serait due à une 

action combinée de l’E2 et du GnRH (30).

I.3.3. Effets du Bisphénol A sur l’organisme 

Le Bisphénol A agit à travers plusieurs mécanismes plus ou moins identifiés.  Vis-à-vis de 

la fonction de reproduction chez la femelle, deux d’entre eux ont été élucidés in vitro : 

• Le BPA se lie aux récepteurs nucléaires aux œstrogènes (ER) ER� et ER�, avec une 

affinité 6.6 fois plus élevée pour ER� que pour ER� (24). Différentes actions peuvent 

résulter de l’activation de ces récepteurs : une action non génomique (action rapide), ou 

une action génomique (effet plus long à mettre en place). De plus, il a été montré en 

analysant les transcriptions que le BPA agissait au niveau génomique sur un gène, 

HOXC6, appartenant à la famille des gènes HOX (14,51), ce qui n’est pas le cas de 

l’œstradiol. Le gène HOXC6 contrôle la transcription des cellules lors du développement 

en fonction de leur position sur l’axe antéropostérieur. Ainsi, grâce au gène HOXC6, une 

cellule « connaît » sa position dans l’embryon et son rôle futur, et exprime des gènes 

adaptés. Une modification de la transcription du gène HOXC6 induirait des modifications 

de la glande mammaire chez la souris (14).

• Le BPA se lie également à des récepteurs membranaires aux œstrogènes (GPR 30, mbER) 

ainsi qu’à d’autres récepteurs nucléaires (ERRγ) avec une affinité beaucoup plus 

importante que pour ERα et ER (41). Ces liaisons pourraient expliquer certains effets de 

faibles doses de BPA.  

Le Bisphénol A, nous l’avons vu, présente une action œstrogèno-mimétique. Néanmoins, 

son action dans l’organisme ne va pas toujours être identique à celle de l’œstradiol. Dans 

certains tissus, il aura un rôle agoniste des œstrogènes, et dans d’autres il aura un rôle 

antagoniste (51) : ces caractéristiques le font entrer dans la catégorie des «modulateurs 

sélectifs des récepteurs aux œstrogènes» (SERM). Kurosawa et al. ont démontré que le BPA a 

une activité obligatoirement agoniste des œstrogènes quand il agit sur le récepteur ERβ, et une 

activité mixte (agoniste ou antagoniste selon les cas) lorsqu’il agit via le récepteur ERα (25).  

Par exemple, l’action du BPA sur les cellules osseuses tend à diminuer la densité osseuse, 

alors que les œstrogènes ont un effet opposé. De même, au niveau de l’utérus de la ratte 

ovariectomisée, le BPA et l’œstradiol interviennent différemment sur la synthèse de 

récepteurs aux œstrogènes. L’œstradiol n’a pas d’action sur la synthèse de récepteurs ERα et 

diminue la synthèse de récepteurs ERβ, alors que le BPA augmente la synthèse de récepteurs 

ERα et n’aura pas d’action sur la synthèse de ERβ (51).

Au niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire, le Bisphénol A inhibe la sécrétion de LH mais 

ne modifie pas celle de FSH (12).
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Le Bisphénol A n’interfère pas seulement avec les œstrogènes dans l’organisme. En effet, 

il est capable de se lier à de nombreux récepteurs : ceux des œstrogènes, mais aussi ceux des 

androgènes et ceux des hormones thyroïdiennes (51).

I.3.4. Potentiels oestrogéniques comparés du Bisphénol A et de l’œstradiol 

Le Bisphénol A est généralement considéré comme un faible œstrogène : dans de 

nombreux systèmes biologiques moléculaires ou cellulaires, l’œstradiol est à peu près 1000 

fois plus puissant que le BPA (Tableau 1). 

Modèle Puissance E2 Puissance BPA Référence 

Cellules MCF-7  

(homme) 
EC50 = 1.66 10

-9
 M EC50 = 1.77 10

-6
 M 

Olsen et al. (2003) (31)

Cellules hypophysaires rat 

(PR1)
EC50 = 2.47 10

-10
 M EC50 = 5.07 10

-6
 M 

Chun et al. (1998) (9)

Protéines de fusion GST-

ER (souris)
IC50 = 2.7 10

-9
 M IC50 = 3.1 10

-5
 M 

Matthews et al. (2001) (28)

Protéines de fusion GST-

ER (poulet)
IC50 = 3.2 10

-9
 M IC50 = 7.3 10

-6
 M 

Matthews et al. (2001) (28)

Tableau 1. Puissances comparées des activités oestrogéniques du BPA et de E2 dans différents modèles 
moléculaires et cellulaires.  

L’EC50 représente la concentration de composé testé pour laquelle 50% de l’effet maximum 

est observé. L’IC50 représente la concentration de composé testé pour laquelle 50% de 

l’inhibition maximum est observée. M (molaire : mol/L) 

Par exemple, il a été démontré que le bisphénol A stimule la prolifération de cellules 

cancéreuses mammaires humaines (MCF-7) et régule la synthèse des protéines sensibles aux 

œstrogènes telles que le récepteur à la progestérone. Néanmoins, sa puissance est 1000 fois 

inférieure (EC50 = 1.77 10
-6

M) à celle de l’œstradiol (EC50 = 1.66 10
-9

 M). 

I.4. DONNEES REGLEMENTAIRES SUR LE BPA 

I.4.1. Etablissement de la dose journalière admissible (DJA) 

Une étude in vivo réalisée en 2002 chez le rat a montré un retard de la puberté des rats 

exposés in utero au BPA à la dose journalière de 50mg/kg. Chez une des lignées de rats 

femelles inclues dans l’étude, un retard significatif de l’âge à la puberté chez les descendants 

des animaux traités a été observé par rapport aux animaux contrôles (35.3 jours vs 33.8 jours). 

Cet effet n’a pas été retrouvé aux doses inférieures de BPA (20μg/kg/j et 100μg/kg/j) (43). 
Les premières expériences réalisées sur des animaux de laboratoire ont estimé la LOAEL 

(plus faible dose testée ayant des effets délétères sur l’organisme) à 50mg/kg/j. Ceci a permis 

aux autorités règlementaires de fixer la DJA (dose journalière admissible : dose pouvant être 

ingérée quotidiennement sans danger pour l’homme) en 2006 à 50μg/kg/j (EFSA,2006, 36), 
selon l’équation ci-dessous : 
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DJA = LOAEL / FI 

FI : facteur d’incertitude. Il a été fixé à 1000 

- Facteur 10 pour prendre en compte la variabilité interindividuelle,  

- Facteur 10 pour prendre en compte l’extrapolation de l’animal à l’homme,  

- Facteur 10 pour estimer le rapport entre la LOAEL et la NOAEL (no observed 

adversed effect level) = la plus forte dose sans effet sur l’organisme.  

I.4.2. Polémique autour de la DJA 

Peu après l’instauration de cette DJA, des études réalisées sur des rongeurs suggéraient 

qu’une exposition au Bisphénol A pendant le développement à des doses de l’ordre de 

2μg/kg/j (inférieures à la DJA) entraînait des pubertés précoces et des modifications de la 

structure histologique de la glande mammaire (33, 29).  

Ainsi, une diminution de l’âge de la puberté d’environ 4.5 jours a été observée dans la 

descendance d’une lignée de souris exposées au BPA à la dose de 2μg/(kg.j) pendant toute la 

durée de la gestation et de la lactation (15). L’exposition fœtale de rats femelles au BPA à la 

dose de 2.5 μg/(kg.j) pendant 13 jours entraîne une altération de l’organisation tissulaire et 

cellulaire de la glande mammaire (29). L’administration de BPA à la dose de 2.4μg/(kg.j) 

pendant 15 jours, à des rats mâles âgé de 21 jours, diminue les concentrations sériques en 

hormone lutéinisante (LH) et en testostérone. Cet effet n’a pas été retrouvé pour des doses 

supérieures (100 et 200mg/(kg.j)) (1). 

Ces résultats constituent cependant des sujets de controverse pour plusieurs raisons et n’ont 

donc pas entraîné de modification de la DJA.  

• Des scientifiques indépendants n’ont pas réussi à les reproduire. 

• Les rongeurs sont très sensibles aux œstrogènes (donc probablement au BPA), ceci pour 

deux raisons :  

� Les protéines liant spécifiquement les stéroïdes sexuels (SHBG, Sex Hormone-

Binding Globulin) sont peu produites par le foie des rongeurs, ce qui peut 

modifier la pharmacodynamie des œstrogènes. 

� Il existe un cycle entéro-hépatique chez le rat lors de l’élimination du BPA, ce 

qui pourrait entrainer une exposition interne accrue par rapport à celle de 

l’homme où ce cycle est absent. Dans ces deux espèces, le principal métabolite 

du BPA est le BPA-glucuronide (BPA-gluc), qui ne présente pas d’activité 

œstrogénique. Celui-ci est formé par glucuronidation du BPA dans le foie 

grâce à l’enzyme UDP glucuronosyltransférase (UGT). Alors que chez 

l’homme le BPA-gluc est rapidement éliminé dans les urines, chez le rat il est 

principalement éliminé via la bile dans les fèces et subit un cycle 

enterohépatique. 

• Un autre motif de controverse des résultats est le fait que souvent, un seul niveau de dose 

est étudié, au lieu de rechercher la relation dose-réponse, essentielle pour l’évaluation du 

risque. Enfin, l’extrapolation des données toxicologiques de l’animal à l’homme nécessite 

l’évaluation de l’exposition au BPA, c’est à dire des concentrations plasmatiques en BPA 

associées aux différents schémas d’administration. 
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Depuis, beaucoup d’études ont été publiées, aux résultats souvent contradictoires, mais 

suggérant le danger potentiel du BPA pour de faibles doses (souvent inférieures à la DJA). De 

nombreux effets délétères ont été mis en évidence comme une baisse de la fertilité du mâle (2, 
8, 34, 49), une incidence accrue de cancer du sein (13) et de la prostate. Le BPA interagit aussi 

avec le traitement du cancer de la prostate (50), accélère la transformation des cellules 

multipotentes en adipocytes donc favorise l’obésité (39, 27), et par extension l’apparition de 

diabète. Le BPA augmente aussi l’insulinémie donc favorise le développement d’une 

insulino-résistance (3). Enfin, des troubles du comportement maternel et augmentation de 

l’anxiété (33, 50) ont été notés.  

I.4.3. Mesures prises par les Etats 

Les mesures prises à partir de ces nouvelles données ont été très différentes selon les 

Etats :  

Au Canada, le 18 avril 2008, l'office public de santé du Canada a considéré le bisphénol A 

comme une substance toxique, et a interdit en mars 2010 l'importation, la vente et la publicité 

de biberons en polycarbonate au Canada. Il tente aussi de réduire au maximum la quantité de 

BPA dans les laits en poudre.  

En 2008, l’Australie et certains Etats américains (Chicago, Minnesota, Connecticut et Suffolk 

County) ont suivi cet exemple, et d’autres (Californie, New-York) envisageaient d’interdire 

son utilisation pour les contenants de boissons. Néanmoins aujourd’hui, les gouvernements 

reviennent sur leurs décisions, considérant que le Bisphenol A ne présente pas de danger pour 

la population aux niveaux actuels d’exposition. 

En Europe, les conclusions de L’Agence Européenne pour la Sécurité des Aliments (AESA) 

et de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) datant de fin 2010 (20) ne remettent pas en 

cause la DJA actuelle. Malgré cela, la France et le Danemark ont interdit la fabrication et la 

commercialisation de biberons contenant du BPA. Le Danemark a étendu cette interdiction à 

tous les contenants destinés à l’alimentation des enfants de 0 à 3 ans (19). 

I.5. CONTEXTE DE NOTRE ETUDE 

Mon sujet de thèse s’inscrit dans un projet de recherche sur l’impact endocrinien du BPA 

qui a été financé par l’agence nationale de la recherche (ANR). 

Afin d’étudier les effets du BPA sur la fonction de reproduction, nous avons développé le 

modèle de la brebis prépubère ovariectomisée. Celui-ci nous a permis d’évaluer l’effet du 

BPA sur la fonction gonadotrope avec différents schémas d’exposition (aiguë, chronique, 

associé à d’autres composants…) afin de déterminer le mode d’action de cette molécule ainsi 

que son interaction potentielle avec l’œstradiol. 

I.5.1. Présentation du modèle de la brebis prépubère ovariectomisée 

Le système générateur de pulses de LH (axe hypothalamo-hypophysaire) de la brebis 

prépubère est très sensible physiologiquement au rétrocontrôle négatif exercé par les 

œstrogènes. Ceci explique l’absence de pulses de LH avant la puberté. En ovariectomisant ces 

animaux, les œstrogènes endogènes ne sont plus sécrétés, ce qui permet le rétablissement les 
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pulses de LH tout en conservant la grande sensibilité à l’action des œstrogènes. Ainsi, les 

paramètres des pulses de LH sur la brebis prépubère ovariectomisée représentent un critère 

objectif, quantitatif et sensible pour caractériser les effets oestrogéniques du Bisphénol A et 

son impact potentiel sur la fonction de reproduction.  

Ce modèle présente plusieurs intérêts majeurs : Tout d’abord, il est précoce. En effet, les 

études réalisées sur le Bisphénol A évaluent souvent des caractères tardifs comme l’âge de la 

puberté ou la gamétogenèse. Ces modifications reflètent souvent de façon différée des 

perturbations précoces de la fonction gonadotrope comme la pulsatilité de LH. 

De plus, la taille des brebis autorise des prélèvements de sang répétés indispensables à l’étude 

d’un caractère pulsatile de LH, et l’âge de la puberté de 6 mois permet une étude longitudinale 

nécessaire pour évaluer la toxicité chronique d’une substance. 

I.5.2. Résultats obtenus avec ce modèle  

Les résultats présentés dans ce chapitre sont extraits de l’étude de Collet et al. de 2010 (10).

I.5.2.1. Effets d’une exposition aiguë à l’Œstradiol  

Une perfusion d’œstradiol permet d’inhiber la sécrétion pulsatile de LH des brebis 

prépubères ovariectomisées avec un mécanisme dépendant d’une concentration plasmatique 

seuil (comprise entre 13.5 et 34.3 pg/ml correspondant à une dose administrée comprise entre 

0.76 et 3.6μg/(kg.j)). Pour des concentrations en œstradiol supérieures à ce rang de 

concentration, l’inhibition de LH est rapide (au bout de 20 minutes environ), suggérant un 

mécanisme d’action non génomique. Pour des concentrations inférieures, il y a une latence de 

48h avant l’apparition des effets, suggérant une action génomique de l’œstradiol. La courbe 

concentration plasmatique - effet en terme d’inhibition de LH pour l’œstradiol dans notre 

modèle est une sigmoïde. La concentration plasmatique de E2 induisant une efficacité de 50% 

(ECss50) est de 1.9pg/ml et le coefficient de Hill’s (pente de la courbe) est de 6,3.  

Fig 4. Inhibition de la fréquence des pulses de LH 48h après le début d’une perfusion d’œstradiol, 
en fonction de la concentration plasmatique d’œstradiol.  

La courbe est une sigmoïde 
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E2 exerce donc un effet inhibiteur sur la sécrétion de LH selon une relation linéaire dose-effet 

pour des concentrations plasmatiques comprises entre 1.3pg/ml et 2.9pg/ml (correspondant à 

des doses proches de 0.08 et 0.40μg/(kg.j) respectivement). Au dessous de 1.3pg/ml, aucune 

inhibition de LH n’est observée, et au delà de 2.9pg/ml, l’inhibition est maximale, de 100%. 

La clairance de l’œstradiol dans notre modèle a été estimée à 63.5ml/(kg.min). 

I.5.2.2. Effets d’une exposition aiguë au BPA  

Une perfusion de Bisphénol A, comme l’œstradiol, provoque une inhibition de la sécrétion 

pulsatile de LH des brebis prépubères ovariectomisées avec un mécanisme dépendant d’une 

concentration plasmatique seuil (comprise entre 223 et 551ng/ml correspondant à une dose 

administrée comprise entre 20 et 40mg/(kg.j)). Pour des concentrations en BPA supérieures à 

celle-ci, l’inhibition de LH est rapide, suggérant un mécanisme d’action non génomique. Pour 

des concentrations inférieures, il y a une latence de 48h avant l’apparition des effets, 

suggérant une action génomique du BPA. La courbe concentration plasmatique-effet en 

termes d’inhibition de LH pour le BPA dans notre modèle n’est pas bien définie, mais 

pourrait éventuellement être compatible avec une courbe en U.  

Fig 5. Inhibition de la fréquence des pulses de LH 48h après le début d’une perfusion de BPA, en 
fonction de la concentration plasmatique en BPA.  

La courbe concentration-effet pourrait être compatible avec une courbe en 

U. 

Le BPA agit comme l’œstradiol dans notre modèle, mais pour des concentrations environ 

10000 fois supérieures, puisque des effets sont détectables lors de concentrations 

plasmatiques égales ou supérieures à 38ng/ml (correspondant à une dose de 5mg/kg). Ces 

concentrations sont proches des concentrations sériques observées chez l’homme. 

La clairance du BPA dans notre modèle a été estimée à 54.1ml/(kg.min). 
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I.5.3. Objectifs de l’étude 

L’étude ci-dessus, réalisée précédemment au laboratoire, apporte des éléments essentiels 

pour l’étude des effets de faibles doses de BPA sur l’organisme. Néanmoins, deux éléments 

n’ont pas pu être pris en compte et restent à explorer pour l’étude du BPA : 

• Les effets d’une exposition chronique, reflétant mieux l’exposition humaine. En effet, à 

travers son alimentation, l’homme va être confronté à des expositions répétées à de faibles 

doses de BPA. De ces dernières pourraient résulter par exemple, une modification de la 

réponse de l’axe hypothalamo-hypophysaire (comme une désensibilisation) ou encore une 

accumulation de BPA dans l’organisme qui pourrait entrainer à long terme des effets 

délétères avec des doses qui ne présentaient aucun effet lors d’exposition aiguë.  

• Les effets combinés de l’œstradiol et du BPA. En effet, une limite de notre modèle 

d’étude du BPA est la nécessité de supprimer la sécrétion des œstrogènes à l’aide d’une 

ovariectomie, ce qui empêche d’évaluer la possible synergie entre le BPA et l’œstradiol. 

L’inhibition des sécrétions de LH par le BPA, comme celles observées lors d’une 

exposition aiguë (§ I.5.2 ), pourrait résulter d’une inhibition de la sécrétion de : 

• GnRH au niveau hypothalamique 

• LH au niveau de l’hypophyse, en réponse au GnRH 

  

Notre étude avait pour objectifs : 

1) d’évaluer l’effet d’un traitement à plus long terme au BPA sur le fonctionnement de 

l’axe hypothalamo-hypophysaire et sur les concentrations plasmatiques en BPA 

chez la brebis prépubère. 

2) D’analyser les mécanismes d’action du BPA sur la fonction gonadotrope à travers 

l’étude de la relation dose de GnRH-réponse de l’hypophyse en présence et en 

l’absence de BPA. 

3) D’évaluer les effets combinés d’une perfusion simultanée d’E2 et de BPA lors d’un 

essai pilote. 
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II. REALISATIONS EXPERIMENTALES 

II.1. OBJECTIFS

Les deux expériences avaient pour objectifs : 

• Evaluer les effets d’une exposition à long terme au  BPA sur l’axe hypothalamo-

hypophysaire (Expérience 1) 

• Examiner la capacité d’accumulation du Bisphénol A dans l’organisme lors 

d’administrations répétées (Expérience 1) 

• Evaluer les effets du BPA sur la réponse hypophysaire au GnRH (Expériences 1 et 2) 

• Déterminer si le BPA et l’œstradiol peuvent agir en synergie sur la sécrétion de LH 

(Expérience 2) 

II.2. ANIMAUX / SYSTEME BIOLOGIQUE

• L’Expérience 1 a été réalisée avec 13 agnelles de race Lacaune, prépubères, âgées de 5.5 

mois (moyenne ± écart type : 5 mois et 17j ± 4j) et ovariectomisées entre 9 jours et 107 

jours avant le début de l’expérience. Pendant l’expérience 1, les brebis étaient logées dans 

des boxes collectifs. 

• L’Expérience 2 a été réalisée avec 10 agnelles de race Lacaune, prépubères, âgées 

d’environ 4.5 mois (moyenne ± écart type : 4 mois et 23j ± 6j), ovariectomisées depuis 2 

mois. Elles ont été placées dans des boxes individuels 2 jours avant le début de 

l’expérience. 

• Avant les expériences et pendant les 2 semaines séparant les différentes phases du 

protocole de la deuxième expérience, les agnelles étaient logées dans des boxes collectifs 

soumis aux variations naturelles de la durée du jour et nourries aux granulés Brebilac® à 

volonté (environ 700g/jour/animal) sous la forme de deux repas quotidiens avec de la 

paille et du foin à volonté.  

• Toutes les procédures expérimentales ont été réalisées en accord avec les exigences de la 

législation française concernant les animaux de laboratoire sous le numéro d’autorisation 

31242. 

II.3. DEROULEMENT DES EXPERIENCES :

II.3.1. Expérience 1 : Effets d’une exposition chronique au Bisphénol A sur la 

sécrétion de LH et sur la sensibilité de l’hypophyse au GnRH 

Au début de l’expérience, les 13 brebis ont été réparties aléatoirement en 3 groupes :  

• Un lot était traité au BPA à la dose de 3.5mg/kg (n=5)  
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• Un lot était traité avec un œstrogène puissant, le diethylstilbestrol (DES), à la dose de 

0.175mg/kg (n=4) (témoin positif)  

• Le lot contrôle recevait un volume de 0.14ml/kg de solvant (n=4) (témoin négatif).  

Les administrations ont été réalisées par voie intramusculaire deux fois par semaine 

(alternativement à gauche et à droite), les lundis et vendredis, pendant 8 semaines.  

Après la première et la dernière administration, des prélèvements sanguins ont été réalisés sur 

les animaux traités au BPA avant l’administration (contrôle), puis aux temps 10, 30, 60, 90, 

120 min, 4h, 6h, 8h, 10h et 24h après l’administration afin d’évaluer la cinétique de 

décroissance des concentrations sériques de BPA. 

L’expérience s’est déroulée en 2 parties : 

Première partie : Evaluation de l’effet d’une exposition chronique à de faibles doses de 

BPA sur l’axe hypothalamo-hypophysaire 

Avant le début du traitement, des prélèvements de sang ont été réalisés toutes les 15 minutes 

pendant 6h afin de s’assurer que les lots étaient équivalents vis-à-vis de la sécrétion de LH. 

Une fois par semaine, le mercredi (soit 48h après une administration), durant les 7 premières 

semaines de traitement, des prélèvements de sang étaient réalisés toutes les 15 minutes 

pendant 6h afin d’étudier les paramètres de la sécrétion pulsatile de LH. En parallèle, des 

prélèvements de sang étaient réalisés toutes les heures pour évaluer les concentrations basales 

de BPA dans le sérum.  

Deuxième partie : Effet du traitement Bisphénol A sur la sensibilité de l’hypophyse à la 

GnRH. 

Durant la 8ème semaine, un essai pilote de stimulation exogène par un analogue de la GnRH, 

(la Buséréline) a été réalisé sur quatre animaux traités au BPA et sur les animaux recevant du 

solvant. Chaque animal a reçu aléatoirement par voie intraveineuse une dose de Buséréline 

(Réceptal®) de 10.5 ou de 31.5ng/kg à l’aide d’un cathéter (Hemocath, Vygon®) placé dans 

la veine jugulaire droite. Des prélèvements de sang ont été réalisés toutes les 15 minutes 

pendant les 45 minutes précédant l’injection et pendant l’heure suivant celle-ci, puis toutes les 

demi-heures pendant 5h, afin d’évaluer les concentrations plasmatiques de LH.  

Les sécrétions endogènes de GnRH des animaux avaient été préalablement supprimées par 

deux administrations  intramusculaires de 5μg/kg de benzoate d’œstradiol, respectivement 6 

jours et 3 jours avant la stimulation. Cette suppression a été contrôlée après la dernière 

administration par des prélèvements sanguins sur ces animaux.  

Prélèvement de liquide céphalorachidien, euthanasie et autopsie. 

A la fin de l’étude, soit 5 jours après le dernier traitement, les animaux du lot traité au BPA et 

du lot contrôle ont été anesthésiés par injection intraveineuse de Thiopental sodique 

(Nesdonal®) à la dose de 20mg/kg. Un prélèvement de liquide céphalorachidien a été réalisé 

par ponction de la cisterna magna à l’aide d’une aiguille à usage unique de 0.5mm de 

diamètre en vue de quantifier l’accumulation éventuelle de BPA dans le liquide 

céphalorachidien. Le liquide a été recueilli dans un tube en polypropylène. En parallèle, un 

prélèvement sanguin a été réalisé afin d’évaluer la concentration sérique de BPA dans les 

mêmes conditions. Les dosages n’ont pas encore été réalisés à ce jour. 
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Ensuite, tous les animaux ont été euthanasiés par injection intraveineuse d’une solution de 

Pentobarbital sodique (Dolethal®). L’autopsie a eu lieu dans les 2 heures suivant cet acte. Les 

glandes mammaires et l’utérus ont été prélevés (par le même opérateur) et pesés à l’aide d’une 

balance précise à 1 gramme près. L’hypophyse et le cerveau ont été prélevés et conservés à -

20°C pour permettre ultérieurement la quantification du BPA.  

La figure 6 résume le protocole utilisé lors de la première expérience. 

Fig 6. Résumé du protocole de l’expérience 1 visant à évaluer les effets d’administrations répétées 
de BPA sur la sécrétion de LH. 

II.3.2. Expérience 2 : Mécanismes d’action du Bisphénol A sur l’axe hypothalamo-

hypophysaire, et étude d’une possible synergie avec l’œstradiol. 

Elle est composée de 2 essais pilotes.  

1er essai pilote : Le Bisphénol A agit-il sur la sensibilité de l’hypophyse à la GnRH ?  

Ce test consiste en des stimulations de l’hypophyse de différentes intensités par de la GnRH 

exogène, sur des animaux traités ou non au Bisphénol A. Une courbe dose de GnRH exogène 

- réponse de l’hypophyse est ainsi obtenue, en présence et en l’absence de BPA.  

Les 8 agnelles de l’expérience ont reçu un implant sous-cutané d’œstradiol (Silastic brand 

tubing od, 0.46 cm ; id, 0.34 cm, contenant une colonne de 2cm d’œstradiol 17β sous la forme 

de poudre, Sigma) 10 jours avant le début de l’étude. Cet implant permet d’atteindre des 

concentrations plasmatiques de l’ordre de 1pg/ml et ainsi de supprimer la sécrétion endogène 
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de GnRH (donc de LH) sans modifier la sensibilité de l’hypophyse à la GnRH. Grâce à cet 

implant, la LH mesurée reflète la réponse de l’hypophyse à la stimulation exogène. 

Les 8 agnelles ont ensuite été réparties aléatoirement en deux lots de 4 animaux : 

• Un lot a été traité avec une perfusion de BPA à la dose de 5mg/(kg.j) pendant 6 jours (taux 

de perfusion de 3.4μg/(kg.min) ), induisant des concentrations plasmatiques à l’équilibre 

de l’ordre de 40-50ng/ml. Une étude réalisée précédemment par l’équipe a montré que ces 

concentrations sont capables d’inhiber la sécrétion pulsatile de LH chez l’agnelle 

ovariectomisée. 

• Un lot est traité avec une perfusion de solvant au même débit pendant 6 jours (lot 

contrôle). 

Aux jours 2, 3, 4 et 5 après le début des perfusions, les brebis ont reçu une administration 

intraveineuse de GnRH à travers un cathéter (intraflon®). Chaque brebis a reçu les 4 doses de 

GnRH suivantes : 0.01 ; 0.1 ; 1 et 10μg/kg, selon le plan en cross over équilibré ci-dessous :  

Période 1 2 3 4 

Agnelle 1 0.01 10 0.1 1 

Agnelle 2 10 1 0.01 0.1 

Agnelle 3 1 0.1 10 0.01 

Agnelle 4 0.1 0.01 1 10 

Tableau 2. Plan en cross-over équilibré permettant de répartir les doses de GnRH reçues par les brebis. 
(0.01 ; 0.1 ; 1 ; 10 µg/kg) 

Prélèvements : 

• Trois prélèvements sanguins séparés de 15 minutes ont permis d’évaluer la concentration 

de BPA avant chaque administration de GnRH.  

• Après chacune des administrations de GnRH, plusieurs prélèvements ont été réalisés : 

� Prises de sang à T0 (juste avant l’injection de GnRH),T0+2h, T0+4h et T0+6h 

pour évaluer les concentrations plasmatiques en BPA chez les animaux traités 

par cette substance.  

� Prises de sang tous les quarts d’heure pendant 2h, puis toutes les demi-heures 

pendant les 4h suivantes afin de déterminer la concentration en LH  

2ème essai pilote : Le Bisphénol A et l’œstradiol agissent-t-il en synergie sur l’axe 

hypothalamo-hypophysaire ?  

Deux agnelles ont reçu une perfusion simultanée de BPA et d’œstradiol pendant 48 heures.  

Les doses administrées étaient de : 

• 0.5mg/(kg.j) pour le BPA [taux de 0.34 μg/(kg.min)], ce qui permet d’obtenir une 

concentration plasmatique à l’équilibre de l’ordre de 5ng/ml.  
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• 0.03μg/(kg.j) pour l’œstradiol [taux de 0.02 ng/(kg.min)], permettant d’atteindre une 

concentration plasmatique <1pg/ml à l’équilibre.  

Utilisées séparément, ces doses sont trop faibles pour inhiber la sécrétion spontanée de LH. 

Néanmoins, si ces deux substances agissent en synergie, leur action combinée pourrait avoir 

des effets sur cette sécrétion. 

La veille de la perfusion et à la fin du traitement, des prélèvements de sang ont été réalisés sur 

chaque brebis toutes les 15 minutes pendant 6h. Ceux-ci ont permis de déterminer les 

paramètres de la sécrétion de LH lors de ces deux périodes, et ainsi d’évaluer l’impact du 

traitement sur la fonction gonadotrope.  

II.4. MATERIEL ET METHODES

II.4.1. Produits et préparation 

Le matériel utilisé pour la préparation et le stockage des produits ne contient pas de 

Bisphénol A, afin d’empêcher la contamination exogène des solutions injectées.  

Toutes les solutions ont été préparées le jour même de l’injection ou du début de perfusion. 

Elles ont été identifiées, stockées à l’abri de la lumière dans des flacons ambrés à sertir et 

conservées au réfrigérateur à 4°C. 

Les animaux étaient pesés dans la semaine précédant chaque administration afin d’ajuster les 

traitements au poids de l’animal. 

Le BPA utilisé est sous forme de poudre blanche (Sigma-Aldrich®).  

Le DES utilisé se présente sous forme de poudre (Sigma-Aldrich®). 

L’œstradiol utilisé lors de la première expérience était une solution commerciale de benzoate 

d’œstradiol (Mesalin®). Lors de la deuxième expérience, du 17-β œstradiol (Sigma®) a été 

utilisé. 

La Buséréline (Réceptal®) était sous forme d’une solution dosée à 1mg/ml. 

La GnRH était sous forme de poudre (Bachem), qui a été diluée dans du sérum physiologique 

contenant 0.1% BSA afin d’obtenir une concentration de 1mg/ml. 

II.4.1.1. Préparation des injections intramusculaires (expérience 1) 

• Le solvant est constitué d’un mélange éthanol / huile de maïs. (v/v= 1/8,).  

• Le BPA et le DES ont été dissous aux concentrations respectives de 25mg/ml et de 

1.25mg/ml dans ce solvant. 

II.4.1.2. Préparation des solutions à perfuser (expérience 2)

• Le volume nécessaire pour toute la durée de la perfusion et pour l’ensemble des groupes a 

été préparé en une seule fois.  

• Le solvant des solutions de BPA et d’E2 est constitué d’un mélange 

éthanol/propylèneglycol de rapports respectifs v/v=1/49 pour la solution de E2 et 1/4 pour 

la solution de  BPA.  
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• La solution-mère d’œstradiol, de concentration 200μg/ml, a été préparée en deux étapes. 

Tout d’abord, 50mg de 17-beta œstradiol ont été dissous dans 25ml d’éthanol dans un 

flacon ambré à sertir de 50ml pour obtenir une solution à la concentration de 2 mg/ml. 

Cette solution a ensuite été diluée au 1/10 dans l’éthanol pour obtenir la solution-mère 

utilisée pour la préparation des solutions à perfuser.  

II.4.1.3. Préparation des solutions de GnRH (expérience 2) 

• La solution mère de GnRH de 1mg/kg a été diluée dans du sérum physiologique contenant 

0.1% BSA. Le volume injecté est toujours de 5ml, ce qui correspond à des solutions de 

concentrations de 0.08 à 80 μg/ml. 

II.4.2. Réalisation des administrations  

Toutes les injections intramusculaires ont été réalisées dans les lombes à l’aide d’aiguilles à 

usage unique de 0.6mm diamètre (Térumo
®

). 

Les injections intraveineuses et les perfusions ont été réalisées via un cathéter relié à un 

prolongateur (Hémocath®, Vygon, sauf pour les injections de GnRH de l’essai pilote 2 : 

Intraflon®) inséré dans la veine jugulaire.  

Pour les perfusions, le cathéter était placé dans la veine jugulaire gauche, et le prolongateur 

était branché sur un injecteur portatif (MS32 Sims Graseby). Le débit de perfusion était de 

0.2ml/h, comprenant des pulses de 33.3 μl toutes les 10 minutes. Les seringues de perfusion 

ayant une contenance maximum de 16.5 ml, ont été remplacées toutes les 48h environ, et au 

moins 12 heures avant une période de prélèvements. 

II.4.3. Réalisation des prélèvements  

Tous les prélèvements sanguins étaient réalisés dans la jugulaire droite à l’aide d’aiguilles à 

usage unique de 0.6mm diamètre (Térumo
®

). Ceux destinés à l’obtention de plasma (étude de 

la LH, et étude du BPA dans l’expérience 2) étaient recueillis dans des tubes héparinés. Ceux 

destinés à l’obtention de sérum (étude du BPA dans l’expérience 1) étaient recueillis dans des 

tubes en verre recouverts de silicone (Térumo®). 

II.4.4. Traitements des échantillons et dosages 

II.4.4.1. Traitement des échantillons 

Les tubes en verre ont été laissés à décanter plusieurs heures à température ambiante, puis ont 

été centrifugés pendant 30 minutes à 3000g. Le sérum ainsi obtenu a aussitôt été transféré 

dans des tubes en verre recouverts de silicone (Térumo
®

). 

Dans l’heure suivant le prélèvement, les tubes héparinés ont été centrifugés pendant 10 

minutes à 3000g. Le plasma obtenu a aussitôt été séparé du culot et réparti dans des tubes 

eppendorf®.  

• Lors de l’Expérience 1, l’ensemble du plasma a été transféré dans le même tube 

eppendorf®.  
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• Dans l’Expérience 2, le plasma a été réparti de la manière suivante :  

� 250μl pour le dosage de LH 

� 1 fraction de 100μL et 2 fractions de 500μl pour le dosage de BPA 

Les prélèvements de liquide céphalorachidien ont été placés dans la glace immédiatement 

après leur obtention, puis congelés dans la demi-heure suivant le prélèvement. 

Les échantillons ont été conservés à -20°C jusqu’à la réalisation des dosages. 

II.4.4.2. Dosages 

LH 
Les concentrations plasmatiques de LH ont été évaluées par une méthode immuno-

enzymatique (ELISA) à l’aide du test LH detect® (INRA, Nouzilly). De façon arbitraire, 

la limite de détection du dosage a été fixée à 0.3ng/ml, soit la moitié de la concentration 

du premier point de gamme du dosage. Le coefficient de variation intra dosage a été 

estimé à 11% et le coefficient inter dosage à 12%. 

BPA 
Les concentrations plasmatiques en BPA ont été évaluées par chromatographie liquide à 

haute performance, couplée à des ultra-violets (HPLC-UV) et une détection par 

fluorescence lors de l’Expérience 1, et couplée à la spectrométrie de masse (HPLC-SM) 

pour l’Expérience 2. La limite de quantification était de 1ng/ml.  

Le dosage du BPA dans le liquide céphalorachidien n’a pas été réalisée. 

II.4.5. Analyse des données 

L’analyse pharmacocinétique a été réalisée avec le logiciel WinNonlin Professional® (version 

5.2). 

II.4.5.1. Analyse de la sécrétion pulsatile de LH  

Les paramètres que nous avons déterminés sont la fréquence des pulses de LH, l’amplitude de 

chacun d’eux, et la concentration basale inter-pulse. 

Les paramètres moyens de la sécrétion de LH ont été comparés entre les agnelles traitées au 

BPA et les agnelles contrôles à l’aide d’un test de Student. 

Pour la détection des pulses de LH, nous avons adapté la méthode de Wallace et McNeilly 

(1986). Un épisode sécrétoire est composé de 2 mesures de concentrations de LH 

consécutives. Il est considéré comme un pulse potentiel si chacune de ces concentrations est 

supérieure à la moyenne des concentrations des deux échantillons précédents. Pour confirmer 

ou infirmer la présence d’un pulse, la concentration maximale de l’épisode sécrétoire est 

comparée à la moyenne des concentrations des 2 épisodes précédents (nadir). Si l’écart entre 

ces 2 valeurs est supérieur à 3 fois le coefficient de variation intra dosage, l’épisode sécrétoire 

est considéré comme un pulse.  

L’amplitude d’un pulse est définie comme la différence entre la concentration maximale de 

l’épisode sécrétoire et la concentration basale.  

La concentration basale est définie comme la moyenne des nadirs du profil.  
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II.4.5.2. Analyse de la sécrétion de LH en réponse à une stimulation par de la GnRH 
exogène 

Les paramètres que nous avons déterminés sont : 

- L’AUC : aire sous la courbe des concentrations plasmatiques de LH durant les 6h 

suivant l’administration de GnRH. Elle reflète la quantité totale de LH sécrétée. Le 

calcul des AUC a été réalisé par la méthode des trapèzes linéaires. 

- Cmax : concentration maximale de LH plasmatique obtenue lors du relargage.  

- Tmax : temps correspondant au Cmax. 

Les paramètres des 2 lots d’agnelles (traitées et non traitées) ont été comparées à l’aide d’une 

analyse de variance avec le facteur agnelle comme facteur à effet aléatoire, le traitement (BPA 

vs contrôle), la dose de GnRH, et leurs interactions comme facteurs à effet fixe. 

L’effet du traitement a été analysé en utilisant comme terme résiduel la variance du facteur 

agnelle testée dans le groupe (traité au BPA vs contrôle). 

Ces analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel Systat® (version 5.2). 

II.4.5.3. Analyse de la cinétique de décroissance du BPA après une administration. 

Les paramètres que nous avons déterminés sont : 

- l’AUC : aire sous la courbe des concentrations sériques de BPA pendant les 24h 

suivant l’administration, reflet de la persistance de celui-ci dans le sang après une 

administration intramusculaire. L’AUC a été calculée selon la méthode des trapèzes 

linéaires. 

- Cmax : concentration sérique maximale. 

- Tmax : temps correspondant au Cmax. 

- La clairance (Cl) : rapport entre la dose de BPA administrée et l’AUC des 

concentrations sériques. 

Les paramètres calculés après la première et la dernière injection de Bisphénol A ont été 

comparés à l’aide d’un test de Student. 

II.4.5.4. Analyse du poids de l’utérus et des glandes mammaires après 8 semaines de 
traitement 

L’effet du traitement (BPA, DES ou contrôle) a été déterminé à l’aide d’un test de Student. 
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III. RESULTATS 

III.1. EFFET D’UNE EXPOSITION CHRONIQUE SUR LA FONCTION GONADOTROPE :

EXPERIENCE 1 

III.1.1. Résultats 

III.1.1.1. Evolution de la pulsatilité de LH au cours du traitement 

Paramètres de la sécrétion de LH avant le traitement 
Des prélèvements sanguins ont été réalisés avant le début de l’expérience, toutes les 15 

minutes pendant 6h, afin de vérifier la pulsatilité de LH chez tous les animaux de l’étude. 

La figure 7 montre le profil obtenu pendant 6h avant le début du traitement chronique pour 

une brebis représentative. 
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Fig 7.  Evolution des concentrations plasmatiques de LH (ng/ml) avant le début des traitements 
chez une agnelle ovariectomisée représentative 

Le signe    indique les pulses détectés par la méthode de Wallace et Mac Neilly (1986) 

Le Tableau 3 présente les paramètres moyens estimés de la sécrétion de LH pour chaque 

groupe, ainsi que pour l’ensemble des groupes avant le début des traitements. 

 Solvant BPA DES Moyenne 

Concentrations basales (ng/ml) 2.42 ± 1.41 1.92 ± 1.10 2.37 ± 1.10 2.24 

Amplitude (ng/ml) 2.43 ± 0.85 2.73 ± 0.59 4.98 ± 5.10 3.38 

Fréquence (pulses/6h) 4.5 ± 0.58 4.2 ± 0.45 4.75 ± 1.26 4.48 

Tableau 3. Paramètres de la sécrétion de LH (moyenne ± ET) pour chaque lot d’animaux avant le début 
des traitements, et paramètres moyens estimés pour l’ensemble des animaux avant le début des 

traitements 
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L’analyse statistique montre que la sécrétion de LH avant le début des traitements n’est pas 

différente en fonction des groupes d’animaux. 

Paramètres de la sécrétion de LH après 6 semaines de traitement 

La Fig 8, montre 2 profils caractéristiques obtenus pendant 6h après 6 semaines de traitement 

(solvant, BPA et DES). 

Fig 8. Evolution des concentrations plasmatiques de LH (ng/ml) après 6 semaines de traitement au 
BPA (3.5mg/kg 2 fois par semaine), DES (0.175mg/kg 2 fois par semaine) ou solvant chez 2 agnelles 

représentatives par lot. 

Le traitement au BPA diminue la concentration inter pulse. 

Après 6 semaines de traitement, les brebis qui ont reçu du solvant (contrôle négatif) 

présentent un profil des concentrations plasmatiques de LH similaire à celui observé avant 

traitement.  

Les brebis traitées au DES (puissant œstrogène) présentent un profil où les sécrétions de LH 

sont partiellement ou totalement inhibées.  

Les brebis traitées au BPA présentent toutes un profil où la pulsatilité de LH est conservée. 

Seules les concentrations basales de LH sont significativement inférieures par rapport à celles 

du groupe solvant (0.86 vs 1.92ng/ml, P=0,036). La fréquence (3 vs 3.75pulse/6h) et 

l’amplitude des pulses (3.7 vs 2.78ng/ml) ne varient pas de manière significative. 

Le Tableau 4 récapitule les paramètres estimés de la sécrétion de LH pour chaque lot, après 6 

semaines de traitement.  
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 Solvant BPA DES 

Concentrations basales (ng/ml) 2.24 ± 0.83 0.86 ± 0.51 0.38 ± 0.45 

Amplitude (ng/ml) 2.78 ± 1.12 3.7 ± 1.57 0.27 ± 0.34 

Fréquence (pulses/6h) 3.75 ± 0.5 3 ± 0 0.75 ± 0.95 

Tableau 4. Paramètres de la sécrétion de LH (moyenne ± ET) pour chaque lot d’animaux au bout de 6 
semaines de traitement.  

Le résultat en gras correspond à un effet significatif du traitement BPA. 

Paramètres de la sécrétion de LH après 7 semaines de traitement  
Les graphiques de la Fig 9 montrent les profils de sécrétions de LH obtenus après 7 semaines 

de traitement (solvant, BPA et DES) chez 2 ou 3 agnelles représentatives par lot : 
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Solvant BPA DES

Fig 9.  Evolution temporelle des concentrations plasmatiques de LH (ng/ml) après 7 semaines de 
traitement au BPA (3.5mg/kg, 2 fois par semaine), DES (0.175mg/kg, 2 fois par semaine) ou solvant chez 

2 ou 3 agnelles représentatives par lot. 

Le traitement au BPA ne modifie pas les paramètres de la sécrétion de LH 
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Après 7 semaines de traitement, les profils des concentrations plasmatiques de LH des deux 

groupes contrôles (DES et solvant) sont globalement similaires aux profils observés lors de la 

6ème semaine (solvant : profils pulsatiles, et DES : profils de LH totalement ou partiellement 

inhibés).  

Le Tableau 5 donne les paramètres moyens de la sécrétion de LH pour chaque lot, après 7 

semaines de traitement : 

 Solvant BPA DES 

Concentrations basales (ng/ml) 3.25 ± 1.5 2.29 ± 1.15 0.41 ± 0.44 

Amplitude (ng/ml) 2.97 ± 1.21 3.71 ± 2.79 0.31 ± 0.26 

Fréquence (pulses/6h) 4.25 ± 0.96 4.40 ± 1.14 1.75 ± 1.5  

Tableau 5. Paramètres de la sécrétion de LH (moyenne ± ET) pour chaque lot d’animaux après 7 
semaines de traitement. 

Le traitement au BPA ne modifie pas les paramètres de la sécrétion de LH 

Après 7 semaines de traitement, aucun effet significatif du traitement au BPA n’a pu être mis 

en évidence sur la pulsatilité de LH. La diminution de concentration basale observée à la 

6ème semaine chez les agnelles traitées au BPA n’est pas significative après 7 semaines. 

III.1.1.2. Evolution des concentrations sériques de BPA au cours du traitement 

Cinétique du BPA après une administration intramusculaire 
La Fig 10 illustre l’évolution temporelle des concentrations sériques moyennes de BPA 

pendant les 24h suivant la première et la dernière administration intramusculaire de BPA à la 

dose de 3,5mg/kg. 
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Fig 10. Evolution sur 24h des concentrations sériques en BPA après la première et la dernière 
administration IM de 3.5 mg/kg de BPA. 

Les 2 courbes sont similaires 
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Les paramètres pharmacocinétiques du Bisphénol A déterminés après la première et la 

dernière administration de BPA sont récapitulés dans le tableau suivant : 

Paramètres (unités) 
Après la première 

administration 

Après la dernière 

administration 

AUC0-24h (ng.h/mL) 1502 ± 183 1429 ± 208 

Cmax (ng/mL) 414 ± 182 454 ± 146 

Tmax (h) 0.5 ± 0.3 0.8 ± 0.7

Cl (ml/kg/min) 30.8 ± 13.3 37.1 ± 3.3 

Tableau 6. Paramètres pharmacocinétiques du Bisphénol A déterminés après la première et après la 
dernière administration de BPA.  

La répétition des traitements n’a pas modifié les paramètres pharmacocinétiques du BPA.

Après 8 semaines de traitement, il n’y a aucune modification significative des paramètres 

mesurés : l’élimination du BPA est identique (Cl non modifiée), l’aire sous la courbe des 

concentrations de BPA n’est pas modifiée (AUC équivalentes), la concentration maximale de 

BPA (Cmax) et le temps nécessaire à son obtention (Tmax) sont équivalentes.  

Concentrations de BPA 48h après une administration IM 
Les caractéristiques des concentrations sériques en BPA obtenues lors des prélèvements 

réalisés chaque mercredi (soit de 48h à 54h après la dernière administration de BPA) sont 

récapitulées dans le Tableau 7. 

Concentration moyenne 

(ng/ml)
Ecart type 

Semaine 1 <LOQ 0 

Semaine 2 1.5 0.8 

Semaine 3 1.1 1.8 

Semaine 4 1.1 0.6 

Semaine 5 1.7 0.6 

Semaine 6 1.1 0.2 

Semaine 7 <LOQ 0.6 

Ensemble <LOQ 1.0 

Tableau 7. Concentrations moyennes de BPA (et écarts types associés) obtenues chaque semaine de 
l’expérience, 48h après une  administration de BPA.

La LOQ est de 1ng/ml. 

Chaque semaine, au moment où l’analyse des sécrétions de LH est réalisée, les concentrations 

de BPA dans le sang de la plupart des agnelles sont inférieures à la limite de détection du 

dosage ou très faibles, toujours inférieures à 10ng/ml. Aucune modification au cours du temps 

n’est constatée. 
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III.1.1.3. Effet des traitements sur les organes reproducteurs

Macroscopiquement, les utérus provenant des brebis des 3 groupes ne semblent pas différents. 

La Fig 11 montre la photographie d’un utérus prélevé après 8 semaines de traitement au BPA. 

Fig 11. Utérus prélevé sur une brebis traitée au BPA. 

La Fig 12 montre l’évolution du poids de l’utérus rapporté au poids de l’animal en fonction du 

traitement : 
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Fig 12. Evolution du poids de l’utérus (en pourcentage du poids de l’animal) ± écart type selon le 
traitement (solvant, DES ou BPA). 

Le traitement au DES et au BPA a diminué significativement le poids de l’utérus en 

pourcentage du poids de l’organisme : Le poids moyen de l’utérus des animaux solvant (0.07 

± 0.01%) est supérieur à celui des animaux traités au BPA et des animaux traités au DES 

(0.05 ± 0.01%).  

Les glandes mammaires des animaux traités au DES (contrôle positif) sont plus développées 

que celles des autres animaux.  
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Fig 13. Mamelle d’un animal traité au DES 

Après autopsie, la présence de lait a été mise en évidence dans la mamelle des animaux traités 

au DES. 

La Fig 14 montre l’évolution du poids de la mamelle en pourcentage du poids de l’animal en 

fonction du traitement : 
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Fig 14. Evolution du poids moyen de la mamelle (en pourcentage du poids de l’animal) ± écart type 
selon le traitement (solvant, DES ou BPA). 

Le traitement DES augmente de façon importante le poids de la mamelle (683±242.22g vs 

135.25±15.09g), alors que le traitement BPA n’a pas d’effet significatif sur le poids de la 

mamelle (160.6±12.32g vs135.25±15.09g). 

III.1.2. Discussion 

III.1.2.1. Evolution de la pulsatilité de LH et des concentrations sériques en BPA au 
cours du traitement 

Nous avons montré qu’au bout de 6 semaines de traitement, le BPA diminue la concentration 

basale de LH, mais n’a aucune action significative sur la fréquence ou l’amplitude des pulses 

(Fig 8 et Tableau 4). Cet effet n’a pas été retrouvé à la 7ème semaine de traitement, où aucun 

effet significatif du BPA n’a pu être mis en évidence (Tableau 5).  
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Ces résultats suggèrent que le Bisphénol A administré à une dose sans effet lors d’une 

exposition aiguë (3,5mg/kg 2 fois par semaine, soit 1mg/kg/j) ne modifie pas 

significativement la sécrétion de LH à long terme. Il ne semble pas y avoir d’effet 

potentialisateur du traitement. 

Nous avons montré que les cinétiques d’élimination du BPA après une administration IM 

étaient semblables lors de la première administration et après 8 semaines de traitement  au 

BPA (Tableau 6). De plus, quelle que soit la semaine considérée, les concentrations sériques 

en BPA mesurées 48h après le dernier traitement sont généralement inférieures à la LOQ, et 

la concentration plasmatique moyenne reste la même d’une semaine à l’autre. 

Ces résultats sont en faveur d’une élimination rapide du BPA, comme celle obtenue lors des 

études après une administration aiguë.  

Ils sont aussi en défaveur de l’hypothèse d’une accumulation dans l’organisme puisque 8 

semaines de traitement n’ont pas modifié les caractéristiques du profil des concentrations en 

BPA.  

  

Ces résultats sont en accord avec les différentes études réalisées chez l’homme (47, 46, 44)
évaluant la cinétique d’élimination du BPA après une administration aiguë. Le temps de 

demi-vie estimé est relativement constant, compris entre 4h et 6h, avec une élimination 

complète obtenue en 24h. 

L’absence d’effet du BPA sur la sécrétion pulsatile de LH après 7 semaines de traitement 

pourrait aussi être dû à l’âge assez avancé de nos agnelles (proches de la puberté) qui 

provoquerait une baisse de leur sensibilité aux œstrogènes. Cette hypothèse semble renforcée 

par les résultats obtenus par l’équipe de N.P. Evans (12), qui a réalisé une expérience avec un 

traitement identique au nôtre (3.5mg/kg 2 fois par semaine) sur des brebis prépubères âgées 

de 1 mois. Après 5 semaines de traitement, les brebis ont été ovariectomisées, et après 7 

semaines de traitement, les paramètres de la pulsatilité de LH ont été évalués. Une baisse de 

l’amplitude et de la fréquence des pulses de LH a alors été observée, que nous n’avons pas 

retrouvée lors de notre expérience.  

III.1.2.2. Effet des traitements sur les organes reproducteurs

Nous avons montré que le traitement BPA ou DES diminuait le poids de l’utérus (Fig 12). 

Nous n’avons pas d’explication pour cette observation qui n’est pas cohérente avec les effets 

classiques des œstrogènes. Après 5 semaines d’un traitement identique au BPA sur des 

agnelles prépubères non ovariectomisées, Evans et al. avaient noté que le poids de l’utérus 

était supérieur chez les agnelles traitées au BPA par rapport aux contrôles, sans modification 

du poids des ovaires (12). 

Les œstrogènes favorisent le développement des glandes mammaires, d’où l’augmentation de 

leur poids (Fig 14) et la présence de lait chez les animaux traités au DES.  
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III.2. MECANISMES D’ACTION DU BPA SUR L’AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

III.2.1. Résultats 

III.2.1.1. Sensibilité de l’hypophyse à un analogue de la GnRH, la buséréline, au bout 
de 8 semaines de traitement au BPA (expérience 1) 

La Fig 15 montre l’ensemble des profils de sécrétion de LH obtenus lors des 6h suivant 

l’injection intraveineuse d’un analogue commercial de la GnRH, la Buséréline, aux doses de 

10.5 et 31.5ng/kg. 

Fig 15. Evolutions des concentrations plasmatiques de LH (ng/ml) pendant 6h après une injection 
intraveineuse de Buséréline (réceptal®) chez les brebis traitées au BPA (droite) ou au solvant (gauche).  

La Fig 15 montre que les concentrations de LH, inhibées préalablement par le traitement au 

Benzoate d’œstradiol, augmentent après l’administration de Buséréline. Une libération 

importante de LH est observée chez tous les animaux.  

Les paramètres de la sécrétion de LH après une administration de GnRH exogène (Buséréline, 

Receptal®) par voie intraveineuse aux doses de 10.5 et 31.5ng/kg, obtenus dans les différents 

groupes, sont présentés dans le tableau suivant : 

Solvant BPA
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Traitement Dose de Buséréline AUC(ng.h/mL) Cmax (ng/ml) Tmax (h) 

10.5ng/kg 66.45 ± 6.79 29.22± 5.56 2.25 ± 0.35 

31.5 ng/kg 57.11 ± 2.91 18.97 ± 0.83 2.75 ± 1.06 Solvant 

Moyenne globale 61.78 ± 6.88 23 ± 6.75 2.5 ± 0.71 

10.5ng/kg 32.08 ± 0.67 12.44 ± 1.64 2 ± 0 

31.5 ng/kg 35.17 ± 13.00 13.94 ± 3.09 2.5 ± 0.71 BPA 

Moyenne globale 33.63 ± 5.72 12.5 ± 2.20 2.25 ± 0.5 

Tableau 8. Paramètres de la libération de LH (moyenne ± ET) pour les animaux traités au BPA et les 
animaux contrôles en fonction de la dose de Buséréline.  

Les résultats significatifs sont indiqués en gras 

L’analyse statistique ne permet pas de dissocier les brebis du groupe solvant et les brebis du 

groupe BPA stimulées avec une même dose de Buséréline (quelle que soit la dose), malgré les 

fortes différences de réponse obtenues. La faible puissance de notre test statistique lors 

d’expériences avec un si faible nombre d’animaux (2) explique ce résultat. 

De la même façon, l’analyse statistique ne permet pas de dissocier les brebis ayant reçu des 

doses différentes de Buséréline à l’intérieur du groupe traité et à l’intérieur du groupe non 

traité. L’AUC, le Cmax et le Tmax ne sont pas statistiquement différents chez les animaux 

traités par des doses différentes de Buséréline. De nouveau, le faible nombre d’animaux (2) 

explique l’absence de modification significative.  

Les groupes ayant reçu des doses de Buséréline différentes à l’intérieur du groupe BPA et à 

l’intérieur du groupe solvant étant considérés comme équivalents, nous les avons regroupés 

afin de comparer les brebis BPA et les brebis solvant, sans tenir compte de la dose de 

Buséréline reçue. L’analyse statistique dans ce cas montre que l’AUC de LH obtenue après 

l’administration de GnRH chez les brebis traitées au BPA est inférieure à celle des témoins 

(33.63± 5.72ng/ml vs 61.78 ± 6.88ng/ml). De même, le Cmax est plus faible chez les animaux 

traités au BPA que chez les témoins (� 12.5 ± 2.20ng/ml vs �23 ± 6.75ng/ml). Par contre, le 

temps nécessaire à l’obtention de Cmax (Tmax) est similaire, de 2.3h quel que soit le groupe. 

III.2.1.2. Stimulation hypophysaire par différentes doses de GnRH 

Les Fig 16 et Fig 17 montrent les profils moyens des concentrations de LH obtenues pendant 

les 6h suivant l’administration de différentes doses de GnRH chez les animaux traités au BPA 

et les animaux contrôles. 
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Fig 16. Concentrations plasmatiques moyennes de LH et écart types durant les 6h suivant une 
administration de GnRH aux doses de 0.01, 0.1, 1 ou 10μμμμg/kg des brebis du lot traité au BPA 
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Fig 17. Concentrations plasmatiques moyennes de LH et écart types durant les 6h suivant une 
administration de GnRH aux doses de 0.01, 0.1, 1 ou 10μμμμg/kg pour le lot contrôle 
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Le Tableau 9 donne les paramètres moyens du profil des concentrations plasmatiques de LH 

obtenus après les administrations de GnRH à différentes doses. 

  

Dose GnRH (ng/kg)  solvant BPA 

AUC (0-6h) (h.ng/ml) 3.5 ± 2.5 2.9 ± 1.3 

0.01 Cmax (ng/ml) 2.4 ± 2.5 2.1 ± 1.7 

Tmax (h) 0.3 ± 0.14 0.3 ± 0.13 

AUC (0-6h) (h.ng/ml) 11.1 ± 9.7 12.7 ± 15.8 

0.1 Cmax (ng/ml) 6.7 ± 3.9 6.8 ± 7.3 

Tmax (h) 0.7 ± 0.31 0.9 ± 0.66 

AUC (0-6h) (h.ng/ml) 26.6 ± 20.0 22.6 ± 23.3 

1 Cmax (ng/ml) 11.0 ± 8.2 9.1 ± 9.5 

Tmax (h) 1.7 ± 0.29 1.3 ± 0.43 

AUC (0-6h) (h.ng/ml) 55.0 ± 18.6 28.1 ± 20.6 

10 Cmax (ng/ml) 21.9 ± 6.9 11.6 ± 8.9 

Tmax (h) 1.8 ± 0 1.5 ± 0.35 

Tableau 9. Récapitulatif des paramètres de la libération de LH (moyenne ± ET) en fonction du 
traitement (BPA vs contrôle) et de la dose de GnRH.   

Les résultats significatifs sont indiqués en gras. 

L’AUC, le Cmax et le Tmax moyens augmentent avec la dose de GnRH administrée, dans le 

groupe traité au BPA et le groupe contrôle  

L’AUC des concentrations plasmatiques de LH des agnelles traitées au BPA à la dose de 

10ng/kg est significativement inférieure à celle des agnelles contrôles (28.1 ± 20.6 h*ng/ml vs 

55.0 ± 18.6 h*ng/ml).  

Le Cmax des concentrations plasmatiques de LH des agnelles traitées au BPA à la dose de 

10ng/kg est significativement inférieur à celui des agnelles contrôles (11.6 ± 8.9 ng/ml vs 21.9 

± 6.9ng/ml).  

Pour les doses de GnRH inférieures à 10ng/kg, aucune différence significative n’est constatée 

entre le groupe traité au BPA et le groupe contrôle.  

III.2.2. Discussion 

Ces tests de stimulation hypophysaire montrent que dans certaines conditions, une stimulation 

de même intensité par une injection intraveineuse de GnRH ou d’un de ses analogues 

provoque une libération moins importante de LH chez les animaux traités au BPA que chez 

les animaux contrôles. Ceci a été montré dans l’Expérience 1 après 8 semaines de traitement 

bihebdomadaire au BPA (Fig 15 et Tableau 10), et lors d’une stimulation à la dose de 10ng/kg 

de GnRH intervenant 48h après le début de la perfusion intraveineuse de BPA. 

Lors de l’expérience 1, la réponse hypophysaire en terme de sécrétion de LH n’a pas différé 

pour les 2 doses de Buséréline testées pour la stimulation hypophysaire, ce qui suggère que 

l’on a obtenu l’effet maximal à partir de la dose de 10,5ng/kg IM. De la même façon, lors de 

l’essai pilote 1, seule la plus forte dose de GnRH (10ng/kg) a permis de mettre en évidence un 
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effet significatif du BPA sur la réponse de l’hypophyse au GnRH. Ces résultats suggèrent que 

l’action du BPA sur l’hypophyse consiste à diminuer sa réponse maximale au GnRH. 

Deux hypothèses peuvent alors être envisagées pour expliquer la réponse maximale moins 

importante de l’hypophyse en présence de BPA sur le long terme : 

• Le moindre degré de réponse de l’hypophyse résulte d’une baisse dans le nombre de 

récepteurs membranaires au GnRH 

• La plus forte dose de GnRH induit la libération de la totalité des réserves hypophysaires 

en LH. La diminution de la réponse à cette dose de GnRH pourrait traduire une baisse du 

stock hypophysaire de LH chez les animaux traités au BPA. Cette hypothèse semble plus 

pertinente, puisqu’une stimulation moins importante ne provoquerait pas un relargage 

total de la LH donc n’engendrerait pas de modification de la réponse de l’hypophyse lors 

d’exposition au BPA. 

Les résultats obtenus nous permettent aussi de conclure qu’il est peu probable que l’inhibition 

de la sécrétion pulsatile de LH qui avait été observée précédemment lors d’exposition  aiguë 

au BPA (collet et al. (10), cf paragraphe I.5.2) résulte d’une action de ce dernier sur 

l’hypophyse, mais plutôt d’une action sur l’hypothalamus. En effet, nous avons montré que 

lors de stimulation de faible intensité de l’hypophyse par le GnRH, qui est représentative de la 

stimulation physiologique de l’hypophyse par le GnRH, l’exposition au BPA n’induisait pas 

de modification dans la sécrétion de LH. Pourtant une même dose de BPA agissant sur 

l’ensemble de l’axe hypothalamo-hypophysaire provoque une diminution de l’intensité et de 

la fréquence des pulses de LH. De plus, physiologiquement, la fréquence des pulses de LH est 

contrôlée par la fréquence des pulses de GnRH sécrétés par l’hypothalamus (un pulse de 

GnRH provoque un pulse de LH). Une modification de cette fréquence est donc en faveur 

d’une action sur l’hypothalamus. 

Nous avons montré que la seule action du BPA à la dose testée sur l’hypophyse dans notre 

modèle est de diminuer sa réponse maximale à l’action du GnRH, probablement en diminuant 

ses réserves en LH. De plus, l’action globale du BPA sur l’axe hypothalamo-hypophysaire 

(donc lors de stimulation physiologique de l’hypophyse), provoque une modification de la 

fréquence des pulses de LH. Ceci suggère que le BPA présente une action inhibitrice sur 

l’hypothalamus, engendrant une diminution de la quantité et de la fréquence de la sécrétion de 

GnRH par celui-ci, et que c’est ce mécanisme qui induit l’inhibition observée dans la 

sécrétion de LH.  

Pour approfondir ces mécanismes, il serait intéressant d’étudier les effets de différentes 

expositions au BPA sur les caractéristiques de la sécrétion de GnRH par l’hypothalamus.  

III.3. ETUDE D’UNE POSSIBLE SYNERGIE DU BPA ET DE L’ŒSTRADIOL SUR LA 

SECRETION DE LH (ESSAI PILOTE 2) 

III.3.1. Résultats 

Des prélèvements ont été réalisés toutes les 15 minutes pendant 6h avant le début du 

traitement et après 48h de perfusion, afin d’évaluer les effets de celui-ci sur la sécrétion de 

LH. 



Page 52 

La Fig 18 montre les profils de sécrétion de LH obtenus lors de ces prélèvements. Les étoiles 

représentent les pics détectés de LH.  

Fig 18. Concentrations plasmatiques de LH durant 6h avant et près  48h de  perfusion simultanée de 
BPA et de E2 aux taux de 0.34 µg/(kg.min) et 0.02 ng/(kg.min 

Le Tableau 10 compare les caractéristiques de la sécrétion pulsatile de LH avant et après 48h 

de perfusion.  

  Contrôles Pendant la perfusion 

  Moyenne ET Moyenne ET 

  LH basale (ng/ml) 0.34 0.03 0.30 0.00 

Contrôles Amplitude (ng/ml) 1.55 0.55 0.93 0.00 

  Pulse/6h 3.50 0.71 2.00 0.00 

Tableau 10. Récapitulatif des paramètres de la libération de LH (moyenne ± ET) avant et après 48h de  
perfusion aux taux de 0.34 µg/(kg.min)de BPA et 0.02 ng/(kg.min) de E2.  

Les résultats significatifs sont indiqués en gras 

Une perfusion de 48h comprenant du BPA à la dose de 0.5 mg/(kg.j) et de l’œstradiol à la 

dose de 0.03 μg/(kg.j) permet d’inhiber significativement la sécrétion de LH. Cette inhibition 

concerne aussi bien la concentration basale (0.30 ng/ml vs 0.34 ± 0.03 ng/ml) que l’amplitude 

des pulses (0.93ng/ml vs 1.55 ± 0.55 ng/ml) et leur fréquence (2 pulses/h vs 3.5 ± 0.71). 

III.3.2. Discussion 

Nous avons montré qu’une perfusion de BPA et d’œstradiol à des doses respectives 

n’entrainant pas de modification de la sécrétion pulsatile de LH pendant 48h était capable 
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d’inhiber significativement celle-ci, aussi bien en terme de fréquence, d’amplitude maximale 

que de concentration basale.  

Ce résultat suggère l’existence d’une synergie d’action entre l’œstradiol et le BPA.  

Ceci pose le problème de la pertinence de la DJA actuelle, obtenue à partir d’expériences ne 

tenant pas compte de l’effet potentialisateur des œstrogènes sur l’action du BPA. En effet, une 

dose reconnue comme sans effet par les études « classiques » pourrait se révéler néfaste une 

fois combinée à l’action naturelle des œstrogènes de l’organisme.  

Les études menées précédemment ont permis de montrer qu’une dose de 0.5mg/(kg.j) de BPA 

dans notre modèle engendrait une concentration plasmatique de 9.5ng/ml (10) soit une dose 

fréquemment rapportée dans les études épidémiologiques humaines (les taux moyens dans la 

population varient entre 2 et 4ng/ml). Nous avons donc montré que dans notre modèle de 

brebis prépubère ovariectomisée, en présence de concentrations physiologiques d’œstrogènes, 

le BPA présentait une action sur l’axe hypothalamo-hypophysaire à des concentrations de 

même ordre de grandeur que celles présentes chez l’humain.  

Malgré la forte sensibilité de notre modèle vis-à-vis des œstrogènes, ce résultat suggère que le 

BPA pourrait présenter une action sur les populations des pays. Néanmoins, lors 

d’expériences réalisées par la suite au laboratoire, l’action simultanée d’E2 et de BPA n’a pas 

pu être reproduite. Il est donc nécessaire de valider notre résultat sur un plus grand nombre 

d’animaux.    

Il est donc important d’étudier les effets du BPA sur des modèles plus physiologiques, dont la 

sécrétion d’œstrogènes n’a pas été supprimée afin d’étudier l’action combinée de ces deux 

substances. 
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IV. CONCLUSION 

Le Bisphénol A est un xénobiotique œstrogèno-mimétique issu de la plasturgie. A ce titre, il 

est capable d’interférer avec la fonction de reproduction. 

Celle-ci étant régulée par l’axe hypothalamo-hypophysaire, nous nous sommes intéressés à 

l’action du Bisphénol A sur la sécrétion d’une gonadotropine, la LH, par l’hypophyse. Le 

modèle utilisé était celui de la brebis ovariectomisée, très sensible à l’action inhibitrice des 

œstrogènes sur cet axe. 

Plusieurs objectifs étaient fixés : 

• Evaluer les effets à long terme du BPA à travers une exposition de 8 semaines à une dose 

de 3.5mg/kg deux fois par semaine (dose inférieure à la DJA et n’induisant pas d’effets 

sur la sécrétion de LH lors d’exposition aigue) 

Cette étude a permis de montrer que le BPA n’avait pas de répercussion significative sur 

la sécrétion de LH à long terme, et que le BPA ne semblait pas s’accumuler dans 

l’organisme. 

• Etudier l’effet du BPA sur la sensibilité de l’hypophyse à l’action du GnRH ou d’un 

analogue de celui-ci 

Les résultats obtenus montrent que l’action du BPA sur la réponse hypophysaire au GnRH 

est limitée à la diminution de sa réponse maximale, mais est sans effet lors de stimulations 

avec des doses plus « physiologiques ». Pour inhiber la sécrétion de LH, le BPA agirait 

donc principalement sur l’hypothalamus, en perturbant la sécrétion de GnRH. 

• Examiner une potentielle action synergique entre le BPA et les œstrogènes naturels sur la 

sécrétion de LH, à l’aide d’une perfusion simultanée d’œstradiol et de BPA à doses 

n’induisant aucune modification sur la sécrétion de LH quand elles sont utilisées seules. 

Ceci revient à évaluer l’action du BPA sur un modèle « plus physiologique », en présence 

d’œstrogènes. 

Cette étude suggère la présence d’une action synergique de l’E2 et du BPA, induisant des 

effets sur la sécrétion de LH pour des concentrations plasmatiques de BPA du même ordre 

de grandeur que celles observées lors des études épidémiologiques chez l’homme. 

En bilan, nous avons montré qu’une exposition chronique au BPA (engendrant des 

concentrations sériques supérieure à celles représentative de l’exposition humaine), ne permet 

pas d’observer d’effets sur la sécrétion de LH sur notre modèle dont la sécrétion d’œstrogènes 

a été supprimée. Par contre, il est impératif d’évaluer les effets combinés du BPA et des 

œstrogènes présents à des doses physiologiques. 
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