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Introduction

Depuis les années 1980s, de nombreuses ¢études épidémiologiques ont mis en évidence
une augmentation des troubles de la reproduction chez I’homme. En effet, une baisse de la
fertilité, une augmentation de I’incidence de pathologies liées aux hormones sexuelles (cancer
de la prostate, du sein) et des cas de puberté précoce ont été observés dans la population
humaine des pays occidentaux ces derni¢res décennies (Carlisen et al, 1992 ; Fernandez et al, 2010 ;
Howdeshell et al, 1999). Ces études suggerent 1’existence d’un lien entre 1’exposition a des
substances chimiques présentes dans I’environnement et 1’augmentation de 1’incidence de ces
troubles.

Les substances chimiques, capables de provoquer des désordres endocriniens, ont été
regroupées sous le terme de perturbateur endocrinien. D’aprés 1’Agence américaine de
Protection de I’Environnement (EPA), un perturbateur endocrinien est « un agent exogene qui
interfere avec la production, la libération, le transport, le métabolisme, la liaison, 1’action ou
I’élimination des hormones naturelles responsables du maintien de I’homéostasie et de la
régulation du développement de I’organisme ». Parmi ces composés figure le Bisphénol A
(BPA), un xénobiotique utilis¢ comme monomere dans les plastiques de type polycarbonate et
les résines epoxy. Cette substance a été fortement médiatisée ces dernieres années car elle
rentre dans la composition des biberons en plastique de type polycarbonate. Le potentiel
perturbateur endocrinien du BPA a été reconnu depuis la conférence de Chapel Hill (Etats-
Unis, 2006) lors de laquelle un lien possible a été établi entre les troubles de la reproduction et
I’exposition au BPA (Vom Saal et al, 2007).

Un récent rapport établi par I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire des Aliments, de
I’Environnement et du Travail (ANSES) a suggéré de limiter ’exposition des femmes
enceintes au BPA (ANSES, 2011). En effet, la grossesse constitue une période pendant laquelle
I’exposition maternelle au BPA pourrait présenter un risque pour la mere et le feetus. I1
apparait donc nécessaire de développer des modeles animaux pertinents permettant de
documenter I’exposition interne feetale au BPA pendant la gestation afin de pouvoir évaluer le
risque pour la santé humaine lié a I’exposition environnementale au BPA pendant la
grossesse.

Ainsi, 1’objet du présent travail est de caractériser I’exposition interne maternelle et

feetale au BPA et a ses métabolites dans le modele de la brebis gravide.
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Les objectifs sont :
» d’évaluer I'effet de la gestation sur la pharmacocinétique du BPA et de son
principal métabolite (le BPA-glucuronide) chez la brebis
» d’évaluer les parametres pharmacocinétiques du BPA et de son métabolite chez le
feetus ovin a 4 mois d’age conceptionnel
» d’évaluer les passages transplacentaires materno-feetal et foeto-maternel de ces

deux composés a 4 mois d’age gestationnel.

La premicere partie de ce manuscrit est une synthese bibliographique, qui fait état des
connaissances actuelles sur le BPA et notamment sur le risque li¢ a une exposition au BPA
pendant la gestation. La deuxiéme partie présente notre ¢tude expérimentale selon un plan

classique, matériels et méthodes, résultats et discussion.
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I. Etude bibliographique

I.1. Le Bisphénol A : utilisation et données réglementaires

I.1.1. Utilisation du Bisphénol A

Le Bisphénol A [BPA, (2,2bis (4-hydroxydiphényl)propane), (CH3),C(CcH4OH),] est un
xénobiotique, c¢’est-a-dire un composé chimique non synthétisé par les organismes vivants. Il
est utilisé pour la fabrication industrielle des plastiques de type polycarbonate et des résines
¢poxy.

Le BPA a été synthétisé pour la premicre fois en 1891 par le chimiste russe A. Dianin, a
partir de la condensation d’un équivalent acétone avec deux équivalents phénols (4damo et al,
2010). Dans les années 1950s, les Drs. H. Schnell (Bayer, Allemagne) et D. Fox (General
Electric, Etats-Unis) développerent le plastique de type polycarbonate, ayant pour monomere
le BPA. La commercialisation de ce composé débuta aux Etats-Unis quelques années plus
tard (site bpa.org).

La fabrication des plastiques de type polycarbonate représente aujourd’hui 70% de
I’utilisation du BPA. Ce type de matériel, grace a ses nombreuses qualités : transparence,
résistance aux chocs et a la chaleur, souplesse..., trouve de nombreuses applications,
notamment la fabrication de biberons, (figure 1) (site bpa europe).

Les résines epoxy constituent 30% de I'utilisation du BPA. Elles sont utilisées en tant
que colle ou revétements divers dans de nombreux domaines, dans les revétements intérieurs
des boites de conserve ou comme ciment dentaire notamment (figure 1). Sur ces types de
produits, ces résines jouent le role d’un film protecteur, rigide, résistant a la corrosion et

stable (site bpa-europe).
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Figure 1. Utilisation du BPA comme composant des polycarbonates et des résines epoxy (d’aprés bpa-

europe.org).

Ainsi, aujourd’hui, environ 3.8 millions de tonnes de BPA sont produites chaque année
dont 1 million de tonnes aux Etats-Unis. Au niveau mondial, 1’utilisation par différentes
firmes du BPA engendre chaque jour un revenu de 1 million de dollars (Erier et al, 2010). Au
niveau européen, 550 000 emplois dépendent directement ou indirectement de cette industrie

(site bpa-europe).

I.1.2. Aspects réglementaires

Toute substance fabriquée ou importée a raison de plus de 10 tonnes par an doit faire
I’objet d’un rapport sur la sécurité chimique afin de démontrer son absence de nocivité pour
I’homme et I’environnement (directive européenne REACH : enRegistrement, Evaluation et
Autorisation des substances CHimiques). Suite a des études d’exposition chronique au BPA
menées sur plusieurs générations de rats (Tyl et al, 2002), la LOAEL (plus faible dose testée
ayant des effets déléteres sur I’organisme) a été estimée a 5 mg/kg/jour. L’EPA et 1’ Autorité
Européenne de Sécurité des aliments (EFSA) ont ensuite déterminé une dose journalicre
acceptable (DJA) pour le BPA en prenant un facteur de sécurité de 100 (DJA = LOAEL/100),
soit 50 pg/kg/jour. Cette valeur représente la dose de BPA pouvant étre ingérée par ’homme
chaque jour, durant toute sa vie, sans danger. Cependant, en 1997, Nagel et a/ ont mis en
évidence une augmentation du poids de la prostate chez les portées de souris dont la mere
recevait, par voie orale, 2 ou 20 pg/kg/; de BPA pendant la gestation (Nagel et al, 1997). De
nombreuses autres études ont observé un effet du BPA a de faibles doses, c’est-a-dire a des
doses inférieures a la DJA. Des effets déléteéres comme des perturbations de la croissance, des
anomalies dans le développement de la fonction sexuelle ou du cerveau, des

dysfonctionnements de la fonction immunitaire et des modifications comportementales ont en
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effet ét¢ montrés chez de nombreuses espéces animales (invertébrés et vertébrés incluant les
mammiferes) (Vom Saal et al, 2005) pour des niveaux d’exposition inférieurs a la DJA pendant
la gestation, en période périnatale ou chez I’adulte (Vom Saal et al, 2005). Ainsi, en décembre
2004, Vom Saal et al ont référencé sur PubMed 115 études évaluant les effets du BPA a de
faibles doses : 94 rapportent des effets significatifs pour des doses inférieures a la LOAEL,
dont 31 montrant un effet significatif du BPA a des doses inférieures a la DJA (Vom Saal et al,
2005).

En dépit de ces données, en 2008, 'EFSA a tout de méme maintenu la DJA a 50
ng/kg/jour dans 1’Union Européenne (UE). Elle a estimé que les effets a faibles doses
observés chez les rongeurs ne sont pas extrapolables a I’homme, en raison notamment de

différences toxicocinétiques interspécifiques.

1.1.3. Décisions politiques

La polémique sur les éventuels effets du BPA a faibles doses a conduit les politiques a
prendre des mesures variables d’un Etat a I’autre. Au Canada, le gouvernement a décidé, en
mars 2010, d’interdire ’importation, la vente et la publicité de biberons en polycarbonate. Il a
essay¢ ¢galement de développer un code de conduite visant a réduire au maximum la quantité
de BPA dans les laits en poudre. Dans I’'UE, I’emploi du BPA est autorisé dans les matériaux
en contact avec les aliments, conformément a la directive 2002/72/CE de la Commission
Européenne du 6 aolt 2002 (d’aprés bpa-europe.org). En France, la loi 2010-729 de juin 2010 a
suspendu la fabrication et la commercialisation de biberons en polycarbonate. Récemment, en
octobre 2011, 1’Assemblée Nationale a adopté une proposition de loi visant a interdire
l'utilisation du BPA dans les contenants alimentaires, avec prise d'effet au 1 janvier 2014. Le
vote de ce texte intervient apres la publication d'un rapport de I'ANSES, selon lequel il était
recommandé de limiter l'exposition des femmes enceintes et des enfants au BPA (ANSES,

2011).
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I.2. Contamination et exposition humaine au Bisphénol A

1.2.1. Voies de contamination

La contamination humaine est principalement d’origine alimentaire. Le BPA est en effet
retrouvé dans les aliments conditionnés dans des contenants en plastiques de type
polycarbonate ou a base de résine epoxy. Les monomeres de BPA, libéré par hydrolyse du
pont ester liant les monomeres dans le polycarbonate ou 1’epoxy, se retrouve alors dans la
nourriture (Vom Saal et al, 2005). La chaleur ou des modifications acido-basiques amplifient ce
phénomene. Ainsi, le stockage des aliments dans des boites de conserve, leur stérilisation ou
bien le chauffage des biberons entrainent une libération de monomeres de BPA et augmente la
contamination alimentaire.

Le BPA peut aussi traverser la barriere cutanée chez I’homme, 46% du BPA placé dans
un milieu de culture est absorbé par des échantillons de peau humaine. Cette voie représente
toutefois une voie de contamination minoritaire (Zalko et al, 2011) sauf éventuellement pour des
personnes particuliérement exposées (caissieres de supermarché qui manipulent les tickets de
caisse en papier thermosensible contenant du BPA). Il est a noter, cependant, que trés peu
d’études ont évalué les autres voies de pénétration du BPA dans 1’organisme humain (par

’air, la poussiere...) (Vandenberg et al, 2007).

1.2.2. Exposition au Bisphénol A

La large utilisation du BPA explique qu’il est retrouvé partout dans I’environnement.
Une étude américaine a, en effet, évalué sa concentration dans 1’eau des riviéres a 8 ng/mL. 11
est aussi retrouvé dans 1’air (<0.0001%) et dans le sol (Kang et al, 2006). L’environnement est
donc une source d’exposition au BPA pour les espéces animales et pour I’homme.

Une estimation de I’exposition totale au BPA basée sur ’analyse des valeurs de migration
de BPA depuis les sources d’exposition identifiées (aliment, air, eau, poussicre) et en fonction
des comportement de consommation a permis d’estimer 1’exposition humaine a environ 1
ng/kg/jour (EFSA, 2007).

Afin de documenter la contamination humaine, de nombreuses études ont mesuré les
concentrations de BPA des différents fluides corporels. Le BPA a ainsi été retrouvé dans le
sérum a des concentrations variant de 0.2 a 20 ng/mL. Ces mesures ont été réalisées chez des

hommes et des femmes, d’origines, d’ages et de modes de vie différents (Vandenberg et al,
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2007). De méme, Calafat et a/ ont détecté du BPA dans 95 % des échantillons urinaires d’une
population de référence (échantillon de 394 adultes américains) a des concentrations
supérieures a 0.1 ng/mL (Calafat et al, 2005). Le BPA a aussi été retrouvé dans le lait maternel,

le placenta et le liquide amniotique (Vandenberg et al, 2007).

1.2.3. Exposition interne au Bisphénol A pendant la gestation

Le récent rapport de I’ANSES (ANSES, 2011) suggere que la gestation représente, chez
I’homme, la période ou I’exposition au BPA pourrait présenter un danger. Les études de
biosurveillance ont permis d’évaluer les concentrations en BPA dans les différents
compartiments foeto-maternels, a savoir le sang maternel, le placenta, le liquide amniotique et

le sang feetal (tableau 1).

Tableau 1. Concentrations de BPA dans chacun des compartiments feeto-maternels, au cours de la grossesse

et au moment de ’accouchement chez la femme.

Moyenne concentrations
Nombre plasmatiques BPA técart-type
échantillons ng/mL Sources
Sang maternel non gravide 14 0.64 +0.1 Takeuchi et al, 2002
Sang maternel non gravide 30 2 0.8 Ikezuki et al, 2002
début grossesse 37 1.5 #1.2
fin grossesse 37 1.4 +0.9
Liquide amniotique début grossesse 32 8.3 8.7
fin grossesse 38 1.5 0.7
Sang feetal 32 22 +1.8
Sang maternel fin grossesse 40 5.9 +0.94 Padmanabhan et al, 2008
Sang maternel fin grossesse 37 4.4 %3.9[mini: 0.3, maxi: 18.9] Schoénfelder et al, 2002
Sang feetal 2.9 +2.5 [mini: 0.2, maxi : 9.2]
Placenta 11.2 %9.1 ng/g [mini : 1, maxi : 104.9]
9.4 £14.3 [mini : non déterminé, maxi :
Sang maternel fin grossesse 300 66.48] Lee et al, 2008
1.13 £1.43 [mini : non déterminé,
Sang feetal maxi : 8.86]

La comparaison de I’étude de Takeuchi et a/ avec celles de Lee et a/, Padmanabhan et a/ et
Schonfelder et al et suggerent que les concentrations plasmatiques en BPA sont plus élevées
chez la femme enceinte. Dans ces études, les concentrations plasmatiques en BPA chez la
femme enceinte atteignent des valeurs élevées, jusqu’a 66.5 ng/mL (Lee et al, 2008), 22.3
ng/mL (Padmanabhan et al, 2008) et 18.9 ng/mL (Schonfelder et al, 2002). Le BPA est également
mis en évidence dans les différents compartiments foeto-maternels pendant la grossesse,
notamment a des concentrations importantes dans le liquide amniotique en début de gestation

(Ikezuki et al, 2002). Les concentrations dans le sang feetal sont du méme ordre de grandeur que
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les concentrations dans le sang maternel. Ces données montrent que le BPA est capable de

passer a travers la barriere placentaire, de la mere au feetus.

I.3. Métabolisme du Bisphénol A : la gestation constitue-t-elle une
période a risque ?

Pour le foetus, la gestation correspond a une période critique de développement
caractérisée par des modifications physiologiques et toxicocinétiques importantes. Pour la
mere, cette période est associée a de nombreux changements endocriniens et physiologiques.
La gestation pourrait donc modifier le métabolisme du BPA et ainsi I’exposition interne

meternelle au BPA.

1.3.1. Métabolisme du Bisphénol A

Le métabolisme du BPA, chez les mammiferes, met en jeu des réactions enzymatiques
de conjugaison. La glucuronoconjugaison qui a lieu dans le foie (figure 2), est catalysée par
une uridine diphosphate-glucuronyl-transférase (UGT) et aboutit a la formation de BPA-
glucuronide (Kang et al, 2006). D’autre part, la sulfoconjugaison, catalysée par une
sulfotransférase, conduit a la formation de BPA-sulfate (Pottenger et al, 2000). La
glucuronoconjugaison du BPA reste cependant la voie de métabolisation principale : 1’analyse
d’urines collectées chez une population de référence d’hommes adultes a montré que 69.5%
du BPA total urinaire était sous forme de BPA-glucuronide et 21% sous forme de BPA-
sulfate (Ye et al, 2005).

Le métabolisme du BPA représente un moyen de détoxification de 1’organisme car ces

métabolites ne se lient pas aux récepteurs aux cestrogenes (Matthews et al, 2001).

CHs UGT =\ =%
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La glucuronoconjugaison du BPA est catalysée par des UDP-glucuronyl-transférases (UGT) qui favorisent la fixation de I'acide
glucuronique sur un atome d'oxygéne d’une des fonctions hydroxyle du BPA. Le résultat est la formation de BPA-glucuronide et
d’Uridine-5’-diphosphate (UDP).

Figure 2. Réaction de glucuronoconjugaison du BPA.
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Ainsi, chez ’homme, aprés une exposition environnementale au BPA, la part de BPA
non conjugué dans le sang est faible : de 92 a 99% du BPA est sous forme de glucuronide
(ANSES, 2011). Le BPA-glucuronide est ensuite rapidement (temps de demi-vie inférieur a 6h)
¢liminé par voie urinaire. La clairance urinaire apparente du BPA-glucuronide est de 0.13
L/min, soit 2.2 mL/kg/min, ce qui est équivalent a la clairance de la créatinine (Vélkel et al,
2002). En revanche, chez le rat, le BPA-glucuronide est excrété dans I’intestin, via la bile, puis
¢liminé par voie fécale (il existe également une élimination urinaire du BPA-glucuronide chez
le rat). Cependant, le BPA-glucuronide peut étre hydrolysé en BPA au niveau du tube
digestif, par des glucuronidases, capables de cliver les liaisons esters d’une partie des
molécules de BPA-glucuronide. Ainsi, le BPA est libéré dans I’intestin et rejoint la circulation
générale sous forme non conjuguée. La part de BPA non conjugué dans le sang est donc plus
importante chez le rat que chez ’homme. Ce cycle entérohépatique explique I’élimination
plus lente du BPA chez le rat (Aguilar et al, 2008).

Dans la circulation sanguine, le BPA non conjugué est transporté par des protéines
plasmatiques, la SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) et I’albumine. Le pourcentage de
BPA libre est de 1’ordre de 5% (Csanady et al, 2002). Chez I’homme, le BPA est li¢ a la SHBG
avec une constante d’association 9000 fois inférieure a celle de ’cestradiol (Déchaud et al,

1999). Seul le BPA libre peut avoir un effet sur les tissus cibles.

1.3.2. Impact des changements physiologiques liés a la gestation sur le
métabolisme du Bisphénol A chez la meére

Les changements physiologiques liés a la gestation pourraient-ils conduire a une
augmentation des concentrations plasmatiques de BPA chez la mere ?

La gestation est associée a une modification de D’activité des enzymes glucurono-
transférase, sulfotransférase et glucuronidase (Domoradzki et al, 2003). Chez la rate gravide, la
glucuronoconjugaison du BPA est réduite (Matsumoto et al, 2002) par rapport a celle observée
chez la rate non gravide (résultat obtenu in vitro sur des hépatocytes). Cette baisse d’activité
de I’'UGT est a I’origine d’une modification de I’exposition interne au BPA, avec notamment
une augmentation de la part de BPA non conjugué dans le sang.

Des associations entre les niveaux hormonaux et 1’exposition interne au BPA ont été
observées dans différentes études. Galloway et al/ ont par exemple montré une corrélation

positive entre les concentrations urinaires de BPA et les concentrations plasmatiques de
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testostérone chez 1’homme (Galloway et al, 2010). Mendiola et al ont relevé une corrélation
négative entre les concentrations urinaires de BPA et la concentration en androgenes non liés
a la SHBG (FAI), les ratios FAI/LH et testostérone libre/LH (Mendiola et al, 2010). Ces études
suggerent que les changements endocriniens liés a la gestation pourraient modifier
I’exposition interne au BPA chez la mére, ou inversement que 1’exposition interne au BPA
pendant la gestation pourrait modifier I’environnement hormonal associé a la gestation. Par
ailleurs, chez la femme, la concentration en SHBG augmente d’un facteur 10 pendant la
grossesse (Uriel et al, 1981). Toutefois, la constante d’association du BPA a cette protéine étant
faible, il semble peu probable que cette augmentation de la concentration en SHBG soit
suffisante pour modifier la quantité de BPA non liée aux protéines plasmatiques, c’est-a-dire
potentiellement soumise au processus d’élimination. Ce mécanisme pourrait cependant

expliquer, en partie, une augmentation de I’exposition interne au BPA pendant la grossesse.

1.3.3. Métabolisme feeto-placentaire du Bisphénol A

Les données de biosurveillance montrent que du BPA est retrouvé dans le placenta, le
sang feetal et le liquide amniotique. L’ origine du BPA retrouvé chez le foetus est maternelle.
En effet, le BPA, administré par voie orale a des souris gravides, est rapidement retrouvé dans
les foetus: 40 minutes apres ’administration, les concentrations feetales en BPA sont
supérieures aux concentrations plasmatiques maternelles (Takahashi et al, 2000). Cette étude
montre qu’il y a effectivement passage de BPA de la mére au foetus par voie placentaire.

Dans le sang maternel, le BPA est majoritairement sous forme conjuguée. Nishikawa et
al ont montré que le BPA-glucuronide était capable de passer la barriere placentaire : apres
une perfusion utérine de BPA-glucuronide chez la rate, 0.13% de la dose de BPA-glucuronide
administrée a la meére se retrouve dans le conceptus et le liquide amniotique, dont 4.6% sous
forme de BPA non conjugué chez le feetus (figure 3, Nishikawa et al, 2010). Cette étude montre
que, chez le rat, seule une faible partie du BPA-glucuronide maternel peut atteindre le feetus.
Elle suggere que 1'unité feeto-placentaire pourrait étre capable de déconjuguer le BPA-

glucuronide grace notamment a des B-glucuronidases hépatiques.
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Chez la rate gravide, le BPA ingéré par voie orale, est transformé en BPA-glucuronide dans le foie (réaction catalysée par une
enzyme de type UGT). Une faible partie du BPA-glucuronide (0.13%) passe la barriére placentaire et rejoint la circulation
foetale. L'unité foeto-placentaire est capable de déconjuguer le BPA-glucuronide via des B-glucuronidases. Le BPA déconjugué

peut ensuite interagir avec les tissus cibles foetaux.

Figure 3. Métabolisme du BPA chez le feetus du rat (d’apres Nishikawa et al, 2010).

La déconjugaison du BPA-glucuronide peut également avoir lieu dans le placenta. Collier et
al ont mis en évidence une activité B-glucuronidase dans le placenta de rongeur a 18 jours de
gestation (Collier et al, 2009).

Toutefois, pendant la gestation, I’activité des enzymes UGT est inexistante puis tres
faible juste avant la naissance chez les fcetus de rat (Matsumoto et al, 2002). Le foetus de rongeur
ne serait donc pas capable de transformer le BPA en BPA-glucuronide. Le BPA feetal pourrait
alors avoir un impact sur 1’organisme feetal. A la naissance, 1’activit¢ UGT augmente ensuite
de manicre linéaire pour atteindre le niveau de celle de I’adulte 21 jours apres la naissance
chez le rat (Matsumoto et al, 2002). Chez le feetus ovin, a 120 jours d’age conceptionnel, les
genes codant pour les UGT sont exprimés mais de facon significativement moins importante
qu’a la naissance. A la naissance, ils sont significativement moins exprimés qu’a 1’age adulte

(Pretheeban et al, 2011).
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En définitive, le passage transplacentaire du BPA et de maniere plus limitée de ses
métabolites, associé a la faible capacité de conjugaison du BPA du feetus, notamment en
début de gestation, et aux activités de déconjugaison hépatique foetale ou placentaire
suggerent un risque lié a 1’exposition feetale au BPA et pourrait expliquer les effets néfastes
d’une exposition maternelle au BPA sur la progéniture (Cabaton et al, 2011, Honma et al, 2002,

Muvioz de Toro et al, 2005).

I.4. Effets du Bisphénol A et de son métabolite sur I’organisme

1.4.1. Effets du Bisphénol A

De nombreuses études ont mis en évidence, chez le rat et la souris, des effets d’une
exposition au BPA, notamment sur la fonction de la reproduction. Une baisse de la fertilité et
de la fécondité a été observée chez des rates dont la mere a été exposée au BPA a la dose de
25 pg/kg/jour pendant la gestation (a partir du 8°™ jour) et la lactation (jusqu’au 16°™ jour)
(Cabaton et al, 2011). De méme, sur le modele rongeur, une exposition in utero a la dose de 20
ug/kg/jour pendant 7 jours a entrainé un avancement de la puberté (Honma et al, 2002).
L’exposition in utero a la dose de 25 ng/kg/jour pendant 14 jours chez la souris a provoqué
une altération de la morphologie et du développement de la glande mammaire, ce qui pourrait
constituer un facteur prédisposant de cancer (Muiioz de Toro et al, 2005). Chez le rat, le BPA
(administré a la dose de 0.2 pg/kg/jour pendant 45 jours) a entrainé une diminution du nombre
et de la motilité des spermatozoides épididymaires (Chitra et al, 2002) et 1’exposition néonatale
(3 injections sous-cutanées a 10 pg/kg aux jours 1, 3 et 5 apres la naissance) a ce xénobiotique
favorise I’apparition du cancer de la prostate chez 1’animal plus agé (Ho et al, 2006). Des effets
du BPA ont aussi été rapportés sur le métabolisme chez les rongeurs : une exposition
périnatale (0.1 mg/kg/jour dés le 6™ jour de gestation et pendant la lactation) peut perturber
la régulation du poids corporel en modifiant la différenciation des adipocytes et la régulation
de glycémie (Rubin et al, 2009). D’autres effets sur le comportement, le fonctionnement du
systéme immunitaire, la perméabilité intestinale...sont également fortement suspectés (Zalko,
2010). L’ANSES fournit, dans un rapport d’expertise de 2011, une synthese des différents
effets observés a ce jour chez I’animal pour des doses d’exposition au BPA inférieures a 5

mg/kg/jour. Selon ce rapport, les effets avérés, c’est-a-dire démontrés par plusieurs études,

sont (ANSES, 2011) :
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» une augmentation de la survenue de kystes ovariens lors d’expositions pré et
postnatales

» des modifications hyperplasiques de I’endometre lors d’expositions preé et
postnatales

» un avancement de 1’dge de la puberté lors d’expositions pré et post-natales

» une altération de la production spermatique lors d’expositions a l’dge adulte

» des modifications histologiques sur la neurogenése lors d’expositions pré ou
périnatale

» des effets sur la lipogenése suite a une exposition prénatale, périnatale ou a l’dge
adulte

» des effets sur la glande mammaire : accélération de la maturation architecturale
de la glande mammaire a 1’dge adulte et développement de lésions hyperplasiques

intra-canalaires lors d’exposition pré ou périnatale.

Chez I’homme, il est difficile, a partir des études épidémiologiques, d’établir une relation
de cause a effet entre I’exposition au BPA et une perturbation endocrinienne. Une corrélation
positive a été montrée, chez I’homme et la femme, entre les concentrations urinaires de BPA
et les concentrations libres et totales de testostérone (Takeuchi et al, 2002). Une association
inverse entre les concentrations urinaires de BPA et les concentrations plasmatiques de FSH a
aussi ¢té observée chez des ouvriers appliquant les résines époxy sur les contenants
alimentaires (Hanaoka et al, 2002). Les hommes exposés au BPA dans le cadre de leur emploi
ont plus de risque de manifester une baisse de la libido et des troubles de 1’érection (Li et al,
2010). L’extrapolation a I’homme des effets observés chez les rongeurs est difficile compte
tenu des différences interspécifiques de toxicocinétique du BPA. Dans son rapport
d’expertise, contrairement aux conclusions avancées chez I’animal, I’ANSES conclut ainsi a
une insuffisance de données pour affirmer des effets avérés d’une exposition au BPA chez
I’homme. Au regard des études disponibles, les effets du BPA peuvent uniquement étre
suspectés, c’est-a-dire montrés par une ou plusieurs ¢tudes convergentes sans limite
méthodologique majeure. Ces effets sont les suivants :

» des anomalies de la maturation ovocytaire dans un contexte de procréation
médicalement assistée

» des pathologies cardiovasculaires et du diabéte (une seule étude transversale).
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1.4.2. Mode d’action du Bisphénol A

Le BPA est un perturbateur endocrinien qui a une structure chimique proche de celle des
cestrogenes naturels. Le groupement phénol hydroxylé du BPA se retrouve en effet dans la
structure chimique de I’cestradiol (figure 4) et explique I’activité cestrogeno-mimétique du

BPA (Dodds et al, 1936).

OH

HO

Figure 4. Structure chimique du Bisphénol A (a gauche) et de ’cestradiol (a droite).

Il est maintenant admis que le BPA agit par le méme mécanisme d’action que les
cestrogenes. Il se lie aux récepteurs nucléaires aux cestrogénes (ER), ERa et ERJ, avec une
affinité dix fois supérieure pour le récepteur B par rapport aux ERa dans les différents tissus
cibles (Whelshons et al, 2006). De plus, le BPA peut aussi agir, a de faibles doses, via des
récepteurs membranaires (Whelshons et al, 2006).

Le BPA est cependant considéré comme un composé a activité cestrogénique faible car il
est beaucoup moins puissant que les cestrogenes naturels. A titre d’exemple, il stimule la
prolifération de cellules cancéreuses mammaires humaines MCF-7 avec une EC50 (I’EC50
représente la concentration d’un composé pour laquelle 50% de 1’effet maximal est observe)
égale a 1.77 10° mmol/L alors que cette stimulation est 1000 fois plus puissante dans le cas
de I’stradiol (EC50=1.66 10" mmol/L) (Oisen et al, 2003).

Bien que le mécanisme majeur d’action du BPA passe par la liaison aux ER, Singleton et
al ont montré que, a de fortes concentrations, le BPA pouvait réguler I’expression de
différents génes impliqués dans la croissance et le développement tels que les genes HOXCl1

et HOXC6, ce qui n’est pas le cas de 1’cestradiol (Singleton et al, 2006). Le BPA n’interfére donc
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pas uniquement avec les récepteurs aux cestrogenes. D’ailleurs, il est aussi capable de se lier a
d’autres récepteurs tels que les récepteurs aux androgenes et a ceux des hormones

thyroidiennes (Wheterill et al, 2007).

I.5. Contexte de notre étude

I.5.1. Choix du modéle ovin

Les effets d’une exposition in utero a de faibles doses de BPA observés chez I’animal,
notamment chez le rat, associés a I’impossibilité d’évaluer I’exposition interne feetale au BPA
chez ’homme, justifient la nécessité de développer des modeles expérimentaux animaux
pertinents pour répondre a la question du risque pour la santé humaine lié a I’exposition in
utero a de faibles doses de BPA.

Le modele ovin a été choisi dans notre étude car des travaux réalisés dans le laboratoire
montrent que c’est un modele pertinent vis-a-vis de ’homme en terme de toxicocinétique du
BPA (Collet et al, 2010). Dans cette étude, la clairance moyenne du BPA chez la brebis a été
évaluée a 54.1£24.7 mL/kg/min et le temps de demi-vie du BPA ¢tait de 2.1 £1.8 h. La
clairance plasmatique du BPA chez I’homme a été estimée a 30 mL/kg/min (Vélkel et al, 2002).

D’autre part, la brebis gravide est considérée comme un modele pour 1’étude de la
gestation chez ’homme car il existe des similitudes physiologiques entre les deux especes et
il est facile d’obtenir des prélévements de manicre répétée chez la mere et le foetus
instrumenté, tout en maintenant des conditions de vie éthiquement acceptables (Barry et al,
2008). Le modele ovin constitue donc un modele intégratif pertinent qui permet d’étudier la

toxicocinétique du BPA dans I’unité feeto-materno-placentaire.

L.5.2. Objectifs de I’étude

Sur le modéele physiologique de la brebis gravide, les objectifs de notre étude étaient:
» évaluer l'effet de la gestation sur la toxicocinétique du BPA et du BPA-
glucuronide chez la meére
» ¢évaluer les parametres toxicocinétiques du BPA et du BPA-glucuronide chez le

feetus a 4 mois d’age conceptionnel
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» évaluer les passages transplacentaires materno-feetal et foeto-maternel du BPA et

du BPA-glucuronide a 4 mois d’age gestationnel.
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I1. Matériels et méthodes

L’objectif du présent travail était de documenter 1’exposition interne au BPA de chacun

des compartiments du complexe feeto-maternel, dans le modele ovin, a différents stades

physiologiques, afin de mettre en évidence une éventuelle surexposition de la mere et/ou de

son feetus au BPA et/ou a son métabolite pendant la gestation.

Les concentrations plasmatiques maternelles et feetales en BPA et BPA-glucuronide,

ainsi que les concentrations dans le liquide amniotique, ont été¢ décrites au cours de la

gestation.
>

Pour déterminer si la gestation modifie la toxicocinétique du BPA chez la mére,
les parametres toxicocinétiques du BPA ont été évalués, apres une perfusion IV de
BPA de 2 mg/kg/jour pendant 24h, chez des brebis a quatre stades
physiologiques : 1 mois avant la gestation, 1 et 4 mois d’age conceptionnel et 1
mois apres la mise-bas.

A 4 mois d’age conceptionnel, 1’étude a été divisée en deux volets. Les foetus de
12 brebis ont été équipés de cathéters chroniques jugulaire, carotidien et
amniotique.

e Dans le premier volet de 1’étude, du BPA et du BPA-glucuronide ont été
administrés a 8 brebis par perfusion IV sur 24 h aux doses respectives de 2
mg/kg/jour et 3.54 mg/kg/jour suivant un plan en cross-over. Ce volet a permis de
décrire la cinétique du BPA et de son métabolite principal pendant la gestation
mais également, le passage du BPA et du BPA-glucuronide du compartiment
maternel vers le compartiment feetal.

e Dans le second volet, le BPA et le BPA-glucuronide ont été¢ administrés
au feetus de 5 autres brebis, par perfusion IV sur 24 h, via un cathéter jugulaire, a
des doses respectives de 5 mg/kg/jour et 3.54 mg/kg/jour selon un plan en cross-
over. Ce dispositif a permis de décrire les parametres toxicocinétiques du BPA et
de son métabolite principal chez le feetus et d’évaluer leur passage du

compartiment feetal vers le compartiment maternel.
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Parallelement a I’ensemble de ces mesures, la fraction de BPA 1ié aux protéines
plasmatiques a été évaluée par la méthode de dialyse a I’équilibre aux 4 stades physiologiques

chez 5 meres et a 4 mois d’age gestationnel chez 3 feetus.

II. 1. Plan expérimental

La phase animale a débuté en octobre 2010, au moment de 1’arrivée des 25 agnelles en
bergerie et s’est terminée en juillet 2011. La frise chronologique (figure 5) présente les

différentes étapes de cette étude.

P1 P2 P3 P4
l l A l B A l B
| 1 i
I | |
| | 1
A A A
Arrivée des Mise a la reproduction Mise-bas
brebis (IA + Bélier)
Octobre Novembre Décembre Janvier Février Auvril Mai Juin  Juillet
Légende :
gestation I Administration de BPA Administration de BPA-glucuronide

P : Période A : Volet A du plan en cross-over

Figure 5. Organisation temporelle des différentes étapes de I’étude longitudinale.

Les réalisations expérimentales ont été effectuées sur quatre périodes :
e Période 1 (P1):
Cette période de calibration s’est déroulée au mois de novembre 2010 et correspond au
stade physiologique de 1 mois avant la mise a la reproduction. 20 brebis, vides, ont regu une

perfusion IV de BPA de 2 mg/kg/jour sur 24 h, afin de décrire 1’exposition interne au BPA

chez ces brebis 1 mois avant la mise a la reproduction.
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e Période 2 (P2):

Cette période s’est déroulée fin janvier-début février 2011 et correspond au stade
physiologique de 1 mois apres le début de la gestation. Elle a été réalisée sur 15 brebis
gravides, dont la fécondation a eu lieu 1 mois auparavant. Ces brebis ont recu une perfusion
IV de BPA a la dose de 2 mg/kg/jour sur 24 h, afin de décrire I’exposition interne au BPA

chez ces animaux a 1 mois de gestation.

e Période 3 (P3):

Cette période s’est déroulée en avril et mai 2011 et correspond au stade physiologique de
4 mois d’age gestationnel. Elle se compose de deux expérimentations. Une premicre
expérimentation a consisté a administrer du BPA et du BPA-glucuronide a 9 brebis gravides
via une perfusion IV de 24h afin de décrire 1’exposition interne au BPA/BPA-glucuronide a
ce stade de la gestation et d’évaluer leur passage dans le compartiment feetal. Dans la seconde
expérimentation, du BPA et du BPA-glucuronide a été administré directement a 9 feetus, via
un cathéter placé dans la veine jugulaire, par une perfusion de 24h, afin d’évaluer non
seulement 1’exposition interne du BPA et de son métabolite chez le foetus, mais aussi leur
passage dans le compartiment maternel.

Ainsi, cette période a été précédée d’une phase chirurgicale pendant laquelle les foetus de
24 brebis (1 des 25 brebis entrées en bergerie a avorté a 71 jours de gestation, brebis notée O)
ont été instrumentés. Un cathéter jugulaire et un cathéter amniotique ont été posés sur les
feetus de 13 brebis destinées a la réalisation du volet 1. Les brebis ayant participé a P1 et P2
ont été choisies pour constituer ce groupe de 13 brebis. Des cathéters jugulaires, amniotiques
et carotidiens ont ét¢ mis en place sur les feetus de 11 autres brebis destinées a
I’expérimentation 2 de I’étude.

Chacune de ces expérimentations a été divisée en deux volets (A et B) séparées d’une
semaine selon un plan en cross-over. Pour chacune des expérimentations, une partie des
animaux, déterminée aléatoirement, a regu une perfusion de BPA et I’autre une perfusion de
BPA-glucuronide pendant le volet A, et vice versa pour le volet B. Sur les 24 animaux opérés,
18 (10 pour I’expérimentation 1 et 8 pour I’expérimentation 2) ont pu participer en totalité¢ au

volet A (4 brebis ont été écartées de cette période car les cathéters foetaux étaient sortis de la
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veine jugulaire et 2 brebis ont présenté ce dysfonctionnement des cathéters foetaux au cours
du volet A) et le volet B a pu étre réalisé entierement sur 15 d’entre elles (9 pour
I’expérimentation 1 et 6 pour I’expérimentation 2). En effet, 2 avortements sont survenus
entre les volets A et B et le cathéter carotidien est sorti de la veine feetale au cours du volet B.

Le tableau 3 décrit ’ensemble des expériences de la période 3.

Tableau 2. Organisation du plan en cross-over de la période 3.

Volet A Période Volet B
Expérimentation 1: Administration
maternelle 5 brebis gravides
+ 1 brebis vide de
5 brebis gravides
« wash-out » + 1 brebis vide

Expérimentation 2: Administration
foetale 4 brebis gravides d’une semaine 2 brebis gravides

4 brebis gravides 4 brebis gravides
Total 18 + 1 brebis vide 15 + 1 brebis vide

Légende :

Brebis de I’expérimentation 1 ayant re¢u du BPA au volet A et du BPA-glucuronide au volet B

- Brebis de I’expérimentation 1 ayant recu du BPA-glucuronide au volet A et du BPA au volet B
- Brebis de I’expérimentation 2 dont le foetus a regu du BPA au volet A et du BPA-glucuronide au
volet B

Brebis de I’expérimentation 2 dont le feetus a regu du BPA-glucuronide au volet A et du BPA
au volet B

La brebis O, ayant avorté a 71 jours de gestation, a aussi participé a I’ensemble de cette

période, comme brebis satellite.

e Période 4 (P4) :

La période 4 s’est déroulée en juin-juillet 2011. Elle correspond au stade physiologique
de 1 mois apres la mise-bas. 9 brebis, qui ont participé aux 3 périodes précédentes dans leur
totalité et qui faisaient partie du lot administration maternelle lors de la période 3, ainsi que la
brebis O, ont recu du BPA et du BPA glucuronide par perfusion IV sur 24 h. Cette période a

¢galement été divisée en deux volets (A et B) séparée d’une semaine selon un plan en cross-
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over présenté dans le tableau 4. Cette période correspond a une période de calibration et a

permis de décrire I’exposition interne au BPA et a son métabolite un mois apres la mise-bas.

Tableau 3. Organisation du plan en cross-over de la période 4.

Volet A Période de Volet B
Administration maternelle [ERJEISENIEIEYOM « wash-out » 5 brebis

5 brebis d’'une semaine PERICIISEN IO
Total 10 brebis 10 brebis

Légende :

- Brebis ayant recu du BPA au volet A et du BPA-glucuronide au volet B

Brebis ayant re¢u du BPA-glucuronide au volet A et du BPA au volet B

L’annexe 1 présente la répartition des 25 brebis sur les 4 périodes et sur les séquences en

cross-over des périodes 3 et 4.

I1.2. Animaux

Toutes les procédures expérimentales ont été réalisées en accord avec les exigences de la
législation frangaise concernant les animaux de laboratoire sous le numéro d’autorisation

d’expérimentation animale 311155545.

L’étude a été réalisée sur 25 brebis de race Lacaune viande puberes agées d’au moins six
mois au début du protocole.

Le nombre de brebis a été¢ déterminé au préalable en prenant en compte une fertilité des
animaux de 90 % (insémination artificielle et lutte naturelle pour les brebis revenant en
chaleur) et un taux de réussite de cathétérisation des feetus qui avait été estimé a 60 % (en
prenant en compte une période de mise au point de la méthode), conduisant a 14 brebis dont
I’un des feetus pourrait avoir un cathéter fonctionnel a 4 mois d’age conceptionnel. Ces
prévisions se sont avérées correctes puisque nous avons obtenu 24 brebis gravides a 4 mois de
gestation et 15 brebis instrumentées dont les cathéters sanguins feetaux sont restés

fonctionnels pendant toute la période 3.
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11.2.1. Conditions de vie

Les animaux ont été logés en boxes collectifs et nourris avec des granulés Brebilac”
(500g par jour, en un seul repas), associés a de la paille et du foin a volonté. La ration a été
adaptée au stade physiologique. Les animaux étaient abreuvés ad libidum. La période
d’habituation a ces conditions de vie a été d’un mois avant le début du protocole.

Deux jours avant le début des perfusions, les brebis ont été placées en box individuel. A
la fin de chacune des périodes de prélevements, les animaux regagnaient les boxes collectifs.
Les brebis dont le feetus a été cathétérisé ont été placées en box individuel apres 1’intervention
chirurgicale et ce jusqu’a 1’agnelage. Les interactions sociales entre animaux ont été

préservées.

I1.2.2. Prophylaxie sanitaire

A leur arrivée, les brebis ont été déparasitées avec de I’ivermectine : une injection sous-
cutanée (SC) en arriére de 1’épaule d’Ivomec ovin® a la posologie de 1 mL/50kg de poids vif,
soit 200 pg/kg de poids vif d’ivermectine.

Les brebis ont aussi été vaccinées contre les principales maladies abortives. Le protocole
vaccinal, présenté ci-dessous, a été terminé un mois avant la mise a la reproduction :

1. Chlamydiose : vaccin Cevac Chlamydia®, 1 injection de 2 mL par voie SC

2. Fiévre Q : vaccin Coxevac®, 2 injections de 2 mL par voie SC & 3 semaines
d’intervalle

3. Border Disease: vaccin Mucosiffa®, 1 injection de 2 mL par voie

intramusculaire (IM)

I1.2.3. Mise a la reproduction

Les 25 brebis ont €té mises a la reproduction un mois apres le début de la période 1.

Les chaleurs des animaux ont été synchronisées a 1’aide de traitements progestagenes :
éponges vaginales contenant 20 mg d’acétate de flugestone (Chronogest® CR, Intervet,
Angers, France) laissées en place pendant 14 jours, puis injection IM de 280 UI de PMSG,

(Chronogest® PMSG, Intervet, Angers, France) au retrait des éponges.
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53 h apres le retrait des éponges, les 25 brebis ont été inséminées avec un mélange de
semences de 3 béliers. Un bélier de race Lacaune a ensuite été introduit 11 jours plus tard
pour assurer la saillie de 12 brebis revenues en chaleur. Le bélier portait un harnais avec un
systéme de marquage afin de suivre les dates de saillie.

Le diagnostic de gestation a ensuite été effectué¢ par dosage des PAG, réalisé au
Laboratoire de Physiologie Animale de Sart Tilman (4000, Belgique). Le premier dosage des
PAG effectué sur les 13 brebis inséminées et non revenues en chaleur a montré que toutes ces
brebis étaient gravides. Le second dosage des PAG, réalisé 25 jours apres 'introduction du
bélier, sur les 12 brebis revenues en chaleur et remises a la reproduction en monte naturelle, a
permis d’établir un diagnostic de gestation positif. Ces diagnostics ont été confirmés par
échographie a 40 jours de gestation. Le nombre de feetus a également été évalué : sur 25

gestations, 10 ont été diagnostiquées simples et 15 doubles ou triples.

11.2.4. Agnelages

13 agnelages a terme ont eu lieu naturellement ou avec une aide pour 4 brebis sur 13
brebis ayant mis bas a terme. Les nouveau-nés ont été séparés de leur mere a la naissance et
cuthanasiés (Pentobarbital, 5 mL Dolethal® IV). Le tableau 4 présente la répartition du poids

des nouveau-nés en fonction du nombre de feetus dans la portée et de leur sexe.

Tableau 4. Moyenne des poids a la naissance des agneaux en fonction du nombre de foetus dans la portée et

du sexe.
5 portées de 1 feetus | 6 portées de 2 feetus | 2 portées de 3 feetus
Poids des males - 3.37+0.38 (n=6) 2.78+0.70 (n=4)
Poids des femelles 3.7340.39 (n=5) 2.72+0.59 (n=6) 2.25+0.18 (n=2)
Poids moyens 3.7340.39 (n=5) 3.04+0.58 (n=12) 2.60+0.61 (n=6)

I1.3. Préparation des solutions a administrer

Le BPA utilisé est sous forme de poudre blanche (Sigma-Aldrich®, Saint-Quentin
Fallavier, France). Le BPA-glucuronide a été obtenu apres collecte et purification des urines
(Lacroix et al, 2011) de 3 brebis ayant re¢gu du BPA par VO (bolus) a la dose de 100 mg/kg.

Les solutions de BPA et de BPA-glucuronide a perfuser ont été préparées le matin du

jour de début des perfusions. Le solvant du BPA était un mélange d’Ethanol/Propylénglycol
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de rapport volume : volume de 1/49. Le BPA-glucuronide a été dilué dans du sérum
physiologique. Les concentrations de ces solutions ont été ajustées au poids de 1’animal,
mesuré dans les 3 jours précédant le lancement des perfusions et au débit de perfusion afin
d’obtenir le taux de perfusion souhaité. Pour les solutions directement administrées aux foetus,

le poids corporel a été arbitrairement fixé a 2.5 kg (Bazer et al, 2012).

Afin d’éviter une contamination de ces solutions par du BPA, leur préparation a été
réalisée avec du matériel jetable qui ne contenait pas de BPA. D’autre part, les solutions
destinées aux administrations feetales ont été préparées, dans la mesure du possible, de fagon
stérile : dilution des solutions sous la hotte, utilisation de matériel stérile, filtration des
solvants (filtre millipore 0.2 um).

La dissolution du BPA et du BPA-glucuronide et leur stabilité¢ a température ambiante et

a 37°C pendant 24 h ont été testées au préalable.

I1.4. Procédures expérimentales

I1.4.1. Mise en place chirurgicale des cathéters feetaux et amniotiques

Les brebis ont été opérées a 113 = 3 jours de gestation (étendue : 108-117 jours).

Les animaux ont été mis a la dicte la veille de la chirurgie. Les brebis ont recu de 1’acide
propionique (Rumigastryl®, Y% sachet dilué dans 100 mL d’eau, VO) la veille, le soir et le
lendemain du jour de la chirurgie. Une antibiothérapie 4 base d’amoxicilline (Clamoxyl“LA,
20mg/kg IM) a débuté la veille de 1’opération.

Une prémédication a base d’acépromazine (Calmivet®, 0.1 mg/kg IM) et d’acide
tolfénamique (Tolfine®, 2 mg/kg IV) a été effectuée 30 minutes avant de débuter la chirurgie.
L’anesthésie générale a été induite avec du thiopental sodique (Nesdonal®, 15 mg/kg IV en
deux fois) et relayée avec de I’isoflurane 1-1.5 %. Pendant la phase chirurgicale, I’animal a
recu une perfusion IV de Ringer Lactate au débit de 10 mL/kg/h.

Les brebis ont été¢ placées en décubitus latéral droit. La zone opératoire a été lavée et
désinfectée. Une anesthésie locale tracante (plans musculaires et sous-cutanés) a ’aide de
lidocaine (Lurocaine 2%", 10 injections de 1mL) a été réalisée sur le flanc gauche. La peau a
été incisée sur 20 cm dans le flanc gauche en direction cranio-ventrale, a partir du pli du

grasset. Les parois musculaires et le péritoine ont été incis€s plan par plan. Une partie de la
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corne utérine a été extériorisée au niveau de la téte du feetus. L hystérotomie a été réalisée au
niveau de la grande courbure de 1’utérus et des pinces en cceur ont été disposées, au fur et a
mesure, sur toute 1’ouverture pour maintenir la paroi de 1’utérus avec les enveloppes chorio-
amniotiques, de fagon a éviter les pertes de liquide amniotique. La téte du foetus a été
extériorisée. La peau du cou du feetus a été incisée au niveau du sillon jugulaire sur 1 a 2 cm.
La veine jugulaire et I’artere carotide ont ensuite été disséquées. Des ligatures en soie ont été
passées autour de ces vaisseaux pour les maintenir et éviter les saignements lors de la
cathétérisation. Les vaisseaux ont été¢ ouverts avec une aiguille rose 18G recourbée, qui sert
aussi de guide pour insérer I’extrémité du cathéter. Les caractéristiques des cathéters utilisés
sont présentées dans le tableau 5. Les cathéters ont ensuite ¢été introduits jusqu’a la crosse
aortique dans le cas du cathéter carotidien et jusqu’a la veine cave supérieure dans le cas du
cathéter jugulaire. Leur fonctionnement a été controlé par aspiration de sang. Les cathéters ont
été fixés par deux ligatures (soie 3-0 ;2.5 Ph-Eur ; Ethicon Rome, Italie) situées en amont et en

aval du point d’ouverture du vaisseau (figure 6).

cathéter

A

encolure du foetus

ligatures fixant
le cathéter

Figure 6. Cathéter jugulaire fixé dans la veine jugulaire.

» Leur fonctionnement a été¢ a nouveau controlé. La peau du feetus a ensuite été suturée

(tresse polyester (Mersuture n°2-0, 3 Ph-Eur) et les cathéters ont été fixés a la peau par un
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ou deux points simples. Le cathéter amniotique a été fixé au menton du feetus. La téte du
feetus a été replacée délicatement dans 1’utérus. L utérus a été refermé, en incluant les
enveloppes feetales, par un surjet simple et un surjet enfouissant (fils sertis: Vicryl n°1, 4
Ph-Eur). Les cathéters ont été extériorisés au niveau de la plaie utérine. Les plans
musculaires et cutané ont ensuite été suturés (figure 7), les cathéters ont été tunnélisés
dans le plan sous-cutané sur 10 cm dorsalement a I’incision et ont été extériorisés dans le

flanc au niveau d’une petite incision cutanée de 0.5 cm.

cathéters amniotique,
carotidien et jugulaire

plan cutané

plan musculaire
superficiel

Figure 7. Cathéters amniotique, carotidien et jugulaire extériorisés apres sutures des plans musculaires.

Les cathéters ont été externalisés un a un et fixés par des points simples a leur sortie. Chaque
cathéter a été obturé par un bioconnecteur « auto-flush » (Vygon®, Ecouen, France). Les
embouts des cathéters ont été entourés d’une compresse stérile imbibée de Vétédine®™ solution

et maintenus dans des poches plastiques.
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Tableau 5. Caractéristiques des cathéters feetaux et amniotiques.

Origine, Diametre interne | Diamétre externe | Longueur |Aiguille
Cathéter matiére (mm) (mm) (mm) coupée
Microtube Tygon®,
S-54-HL, Saint-
Gobain, Courbevoie, blanche
Amniotique France 1.02 1.78 800 19G
Polyvinyle
Medical Tubing®, Le
Bousquet d’Orb, verte
Carotidien France 0.75 1.45 800 21G
Microtube Tygon®,
S-54-HL, Saint-
Gobain, Courbevoie, blanche
Jugulaire France 1.02 1.78 800 19G

La récupération post-chirurgicale des animaux a été rapide : les brebis se relevaient des
le retour en box et la reprise de I’appétit avait lieu le jour méme.

Apreés la chirurgie, le fonctionnement des cathéters a été vérifié chaque jour. Les
cathéters sanguins ont été rincés quotidiennement avec du sérum physiologique hépariné (100
UI/mL) et le cathéter amniotique a été rincé avec du sérum physiologique. Afin d’éviter toute
infection, la préparation des solutions destinées a ces injections et le remplissage des
seringues (BD Discardit II, 2mL, Le Pont-de-Claix, France) a été réalisée sous la hotte dans
des conditions d’asepsie rigoureuse.

Le lendemain de la chirurgie, la couverture antibiotique a été poursuivie avec de
I’amoxicilline (Clamoxyl®LA, 15 mg/kg IM). Une seule brebis a été traitée avec de ’acide
tolfénamique (Tolfine®™, 15 mL/50 kg) IM) car elle manifestait des signes de douleur.

Sur les 24 brebis opérées, 5 animaux ont avorté (de 10 a 26 jours post-chirurgie) et 6
autres ont été euthanasiées, afin de déterminer I’origine du non-fonctionnement des cathéters
feetaux. Ainsi, il a été constaté qu’un serrage insuffisant de la ligature du vaisseau ne
permettait pas de maintenir les cathéters dans les vaisseaux sanguins alors qu’un serrage trop
important les obstruait et les rendait inutilisables. De plus, la longueur de cathéter placée dans
le vaisseau influengait sa fonctionnalité. Avec la croissance fcetale, les cathéters bien que
toujours en place dans la veine jugulaire se retrouvaient dans une partie de la veine dans

laquelle le flux de sang était arrété et n’étaient donc plus fonctionnels.
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11.4.2. Modalités des administrations de BPA et de son métabolite

e Administrations maternelles de BPA et de BPA-glucuronide

Pour chacune des périodes, le BPA a été¢ administré aux meres par perfusion IV a la dose
de 2 mg/kg/jour pendant 24 h. Cette dose a été choisie car elle permet d’atteindre des
concentrations plasmatiques de BPA total de 1’ordre de 20 ng/mL (Coliet et al, 2010).

Lors des périodes 3 et 4, les doses de BPA-glucuronide administrées aux brebis et aux
feetus ont été de 3.54 mg/kg/jour (ce qui est équivalent en mole/kg a une dose de BPA de 2
mg/kg/jour), par perfusion IV sur 24h.

Les administrations maternelles ont été effectuées via un cathéter (Hémocath®, Vygon)
mis en place dans la veine jugulaire gauche la veille des perfusions. La perfusion a été assurée
par un injecteur portatif (MS32, Sims Graseby®), réglé a un débit de 0.5 mL/h. La solution a
perfuser était contenue dans une seringue (BD Plastipak, embout LuerLock) de 20 mL, placée
dans cet injecteur. Le débit de perfusion a été de 0.5 mL/h : un pulse de 32 pL est envoy¢ par
I’injecteur toutes les 4 minutes. En 24 heures, le volume perfusé est donc de 12 mL. Ce
dispositif est placé dans une boite en aluminium fixée sur le dos de la brebis a 1’aide d’un
harnais (cf. figure 8). Un trou placé dans cette boite permet le passage d’un prolongateur

(Vygon®, Ecouen, France) reliant 1’injecteur au cathéter.

Figure 8. Brebis munie du dispositif de perfusion.
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e Administrations feetales de BPA et de BPA-glucuronide

Les administrations feetales ont été réalisées via le cathéter placé dans la veine jugulaire
du feetus. Les injecteurs utilisés sont identiques aux injecteurs maternels. Au début de
I’expérimentation, sur 3 feetus, la dose administrée de BPA a été de 2 mg/kg/jour avec un
débit de perfusion de 0.5 mL/h, et la dose de BPA-glucuronide a été de 3.54 mg/kg/jour. Ceci
correspondait a un volume de solution injectée de 720 pL, qui était placé dans une seringue de
1 mL. Les résultats préliminaires obtenus sur ces 3 premicres brebis ayant participé au volet A
des administrations feetales de BPA et de BPA glucuronide ont montré que les concentrations
plasmatiques de BPA étaient proches de la LOQ, ce qui nous a conduit a changer la procédure
afin d’atteindre des niveaux détectables de BPA dans le plasma feetal.

La dose de BPA a perfuser aux feetus a donc été de 5 mg/kg/jour pour la suite de la
période 3. Une seringue de 20 mL (BD Plastipak, embout LuerLock) a été placée dans
I’injecteur, réglé en position 0.3 mL/h. Le volume injecté sur 24 heures a été¢ de 7.2 mL.

Le niveau de dose a perfuser de BPA-glucuronide a été de 3.54 mg/kg/jour. L’injecteur a
été réglé a un débit de 0.5 mL/h. Une seringue de 20 mL (BD Plastipak, embout LuerLock) a
¢été utilisée pour contenir la solution de BPA-glucuronide destinée aux administrations
feetales. Le volume perfusé sur 24 heures a été de 12 mL.

Les injecteurs utilisés pour les administrations feetales ont été placés dans des boites en
aluminium fixées sur le dos des brebis a I’aide d’un harnais. Ils sont reliés au cathéter
jugulaire feetal (aprés retrait du bioconnecteur « auto-flush ») via un prolongateur (Vygon®,
PE, Ecouen, France). Le fonctionnement de I’injecteur (clignotement au niveau de
I’injecteur), 1’avancement de la perfusion (diminution du volume de la solution dans la
seringue) et les connexions entre le prolongateur, le cathéter et 1’injecteur ont été vérifiés
régulierement au cours des 24 heures de perfusion.

Au lancement des perfusions, une quantité de 1 mL de la solution a administrer a été
injectée dans le prolongateur, et aussi dans le cathéter pour les administrations feetales, afin de
combler les volumes morts.

A Tarrét des perfusions, le volume restant dans les seringues de 20 mL a été enregistré,

ainsi que le volume de solution aspiré du cathéter jugulaire foetal.
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11.4.3. Modalités des prélévements

e Prélévements sanguins aprés les administrations maternelles de BPA et de BPA-

glucuronide

Suite aux administrations maternelles de BPA et de BPA-glucuronide, I’exposition
interne au BPA et a son métabolite a été suivie a la fois chez les meéres (périodes 1 a 4) et chez
les feetus (période 3), et dans le liquide amniotique (période 3). Le méme schéma de

prélevements a été suivi pour les perfusions de BPA ou de BPA-glucuronide.

Chez les méres, pour les périodes 1, 2 et 4, 3 échantillons de sang ont été prélevés a 15

minutes d’intervalle avant le début des perfusions (contrdle), puis 6 échantillons (Pr4 a Pr9)
ont été collectés entre la 21°™ et la 24°™ heure de perfusion (concentrations a 1’équilibre).
Apres ’arrét des perfusions, les prélévements maternels ont été réalisés au temps 2, 4, 8, 15,
30, 45, 60, 90 et 120 minutes (Pr10 a Pr18), puis a 4, 6, 8, 10, 22, 34 et 46 heures (Pr19 a
Pr25) afin de décrire la cinétique des concentrations plasmatiques de BPA et de BPA-
glucuronide apres 1’arrét des perfusions. Un total de 25 prélévements sanguins maternels a
ainsi été obtenu pour chacune des brebis par perfusion de BPA ou de BPA-glucuronide. Pour
la période 3, le méme schéma de prélévement a été suivi a 1’exception du prélévement 2
minutes apres I’arrét de la perfusion qui n’a pas été effectué.

Ces prélevements de sang, de 5 mL (Prl a Pr9) ou de 2 mL (Pr9 a Pr26), ont été réalisés par
ponction directe dans la veine jugulaire droite avec une seringue (BD Discardit I 2 mL ou 5
mL) montée sur une aiguille de 21G. Les échantillons collectés ont ensuite ¢t transférés dans

un tube hépariné de 5 mL, puis placés immédiatement dans la glace.

Chez les feetus, lors de la période 3, un nombre moins important de prélevements a été

réalisé en raison du plus faible volume sanguin par rapport a celui des meres. Avant le début
des perfusions, 3 échantillons de sang (Prfl a Prf3) ont été collectés a 15 minutes d’intervalle
(contrdle). Entre la 21°™ et la 24°™ heure de perfusion, 6 prélévements (Prf4 a Prf9) ont été
réalisés (état d’équilibre). Enfin, aprés 1’arrét des perfusions, les échantillons ont été prélevés
aux temps 15, 30, 60, 120 minutes (Prfl10 a 14), puis a 4, 6, 8, 10, 22, 34, 46 heures (Prfl5 a

21) puis tous les deux a trois jours jusqu’a la mise-bas.
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Le sang feetal a été prélevé via le cathéter placé dans la veine jugulaire pour le lot
« administration maternelle » excepté pour une brebis dont le cathéter jugulaire n’était pas
fonctionnel (prélévement par le cathéter carotidien, brebis notée G). Le prélevement de sang
(1mL pour les prélevements contrdle et ceux correspondant a I’état d’équilibre, 0.5 mL pour
les prélevements apres I’arrét de la perfusion) a été réalisé avec une seringue de 2 mL (BD
Discardit II). Le cathéter sanguin a ensuite été rincé avec 2 mL de sérum physiologique
hépariné. Les prélevements foetaux ont été réalisés de fagon la plus aseptique possible. Ces
prélevements de sang feetal ont ensuite été transférés dans des tubes en polypropyléne (Fisher
Scientific®, Strasbourg, F) héparinés de 3 mL (2 pL d’héparine par tube, 10 Ul/tube, Héparine
CHOAY 25000 UI), puis placés immédiatement dans la glace.

Des échantillons de liquide amniotique ont aussi ét¢ prélevés pendant la période 3.

L’objectif était de récolter 3 échantillons a 15 minutes d’intervalle avant le lancement des
perfusions, puis 6 échantillons entre la 21™ et la 24" de perfusion, puis un échantillon par
jour. Cependant, en fin de gestation, le liquide amniotique de certaines brebis était difficile a
collecter car il était épais. Les 9 prélevements de liquide amniotique n’ont donc pas pu étre
obtenus sur chacune des brebis.

Le liquide amniotique a été prélevé (1mL) via le cathéter amniotique puis le cathéter a été
rincé avec 2 mL de sérum physiologique. Les prélévements de liquide amniotique ont ensuite
6té transférés dans des tubes en polypropyléne (Fisher Scientific®, Strasbourg, France) de 3

mL, puis placés immédiatement dans la glace.

e Prélévements suite aux administrations feetales de BPA et de BPA-glucuronide

Pendant la période 3, apres les administrations feetales de BPA ou de BPA-glucuronide,
I’exposition interne a ces compose€s a été suivie chez les feetus, les meres et dans le liquide
amniotique. Les schémas et les méthodes de prélévements suivis sont les mémes que ceux
utilisés pour les administrations maternelles, avec les particularités suivantes :

- un échantillon de sang fcetal supplémentaire a été collecté a 8 minutes
apres I’arrét de la perfusion

- le premier prélévement sanguin maternel a été réalisé¢ 15 minutes apres
I’arrét des perfusions

- le sang feetal a été prélevé via le cathéter carotidien
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11.4.4. Traitement des échantillons collectés

Les échantillons ont été centrifugés dans I’heure qui suit le prélevement a 3000 g, a 4 °C
pendant 10 minutes.

Apres centrifugation, le plasma maternel a été aliquoté en 2 fractions (100uL et 500uL)
dans des tubes Eppendorf® de 1.5mL pour les prélévements Pr10 a Pr26. Le plasma des
prélevements Prl a Pr9 a été aliquoté en 4 fractions, 100uL pour les dosages de BPA et de
BPA glucuronide, et le reste du plasma aliquoté en part égale dans trois autres tubes
Eppendorf®. Ces fractions supplémentaires ont été utilisées pour évaluer la fraction de BPA
non lié aux protéines plasmatiques par dialyse a I’équilibre.

Le plasma fcetal et le liquide amniotique ont été aliquotés en 2 fractions (100 uL et 200
uL ou 500 pL) dans des tubes Eppendorf” de 1.5 mL.

Ces tubes Eppendorf® ont ensuite été congelés a -20 °C jusqu’a la réalisation du dosage.

11.4.5. Dosages des échantillons

Les concentrations plasmatiques en BPA, BPA-glucuronide et BPA-sulfate ont été
¢valuées simultanément par chromatographie en phase liquide a ultra performance, couplée a
la spectrophotométrie de masse (UPLC/SM/SM), apres extraction a I’acétonitrile. La limite de
quantification (LOQ) a été de 1 ng/mL pour le BPA, 50 ng/mL pour le BPA-glucuronide et
de 2.1 ng/mL pour le BPA-sulfate. Les coefficients moyens de variation inter et intra dosage

ont ét¢ inférieurs a 15 % pour chacune des molécules dosées (Lacroix et al, 2011).

11.4.6. Dialyse a I’équilibre

Le pourcentage de BPA libre a été évalué sur les préleévements Pr4 a Pr6 (collectés dans
les conditions d’équilibre en fin de perfusion de BPA) de 5 brebis gravides pour chacune des
4 périodes. La fraction de BPA libre a également été déterminée dans des pools de plasmas
(collectés dans les conditions d’équilibre en fin de perfusion de BPA) de 7 feetus (Prf4 a

Prf6), faisant partie du lot administration feetale.
Une solution de Bisphénol A tritié (10 Ci/mmol, ImCi/ml, Moravek Biochemicals and

radiochemicals®, Brea, USA) a ¢été utilisée comme traceur (8800 dpm) et ajoutée dans le

tampon de dialyse, ce qui correspond a 91.32 pg de BPA, soit environ 1 % de la quantité de
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BPA froide dans le plasma. Dans les demi-cellules dialysat, ont donc été introduits 900 pL de
solution tampon (1mM phosphate, pH=7.4) surchargé de BPA tritié. Dans ’autre demi-cellule
séparée par une membrane de dialyse (seuil poids moléculaire : 5000 Da), ont été introduits
900 pL de plasma de brebis, ou 900 puL. d’un pool de 3 échantillons plasmatiques feetaux. Les
cellules ont ensuite été placées pendant une heure dans un bain marie a la température de 37
°C. A la fin de I’incubation, les solutions de plasma et de tampon dialysés ont été prélevées. 9
mL de liquide de scintillation ont été ajoutés a 400 uL de plasma ou de tampon dialysés. La

radioactivité a été mesurée avec un compteur a scintillation béta.

La fraction de BPA libre (F) dans le plasma a été calculée selon 1’équation suivante

(équation 1).

dpm .
F(%)= 'p tampon dialysé

ipm plasma dialysé Equation 1

I1.5. Analyse des données

Les échantillons maternels des périodes 1 a 4 ont été¢ dosés a posteriori sur un nombre
de brebis de 4 a 6 suivant les périodes. L’ensemble des concentrations (ng/mL) ont été

converties en concentrations molaires.

Les concentrations plasmatiques en BPA et BPA-glucuronide ont été analysées selon
une approche non compartimentale a [l’aide du logiciel Winnonlin® (5.3, Pharsight
Corporation, CA, USA) et les parametres pharmacocinétiques (Clairance, Volume de
distribution, Aire sous la courbe, temps de demi-vie) ont €té obtenus selon les équations de
Perrier et Gibaldi (1982).

L’effet du statut physiologique sur les parameétres pharmacocinétiques du BPA a été
déterminé grace a un test d’analyse de variance a un facteur.

Cette analyse a été effectuée a 1’aide du logiciel Systat 12.0® (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Les rapports (et les écarts-types) entre les concentrations maternelles et foetales a

I’équilibre de BPA, de BPA-glucuronide et de BPA-sulfate ont été évalués. L’effet du statut
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physiologique sur les concentrations a I’état d’équilibre en BPA et BPA-glucuronide a été
¢valué grace a un test d’analyse de variance a un facteur.

Cette analyse a été effectuée a I’aide du logiciel Systat 12.0® (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Calcul des clairances non placentaires maternelle et feetale et des clairances placentaires

materno-feetale et foeto-maternelle

Dans notre plan expérimental, les perfusions de BPA maternelle et feetale n’ont pas été
réalisées pour le couple brebis-feetus. C’est pourquoi, les clairances placentaires et non
placentaires du BPA chez la mere et le foetus ont été calculées en prenant en compte les
moyennes des concentrations plasmatiques de BPA a 1’équilibre apres les administrations
maternelles et feetales de BPA pour I’ensemble des animaux. Le modele toxicocinétique
ouvert a deux compartiments, décrit par Szeto et al., (1982) a été utilisé (figure 9). Ce modele

prend en compte 1’élimination du BPA, a la fois du compartiment maternel et feetal.

1 Ky l Ko

Compartiment maternel Compartiment foetal

CIMnonpl ClFnonpl

Placenta

Légende : CIMtot: Clairance maternelle totale, CIMnonpl : Clairance maternelle non placentaire,
CIMpl : Clairance maternelle placentaire ; CIFtot : Clairance foetale totale, CIFnonpl : Clairance foetale
non-placentaire, CIFpl : Clairance placentaire foetale.

Figure 9: Modéle toxicocinétique bicompartimental ouvert, avec un compartiment maternel et feetal,
permettant de décrire les clairances maternelle et foetale, placentaire et non placentaire. Le BPA est éliminé a
la fois du compartiment maternel et du compartiment feetal.

Les équations de Szeto utilisées sont les suivantes :
CIMtot=k0/[Cmss- Cfss(Cm’ss/Ct’ss)]
ClFtot=k0’/[Cf’ss-Cm’ss(Cfss/Cmss)]
CIMpl=CIFtot(Cfss/Cmss)
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CIFpl=CIMtot(Cm’ss/Cf’ss)

CIMnonpl=CIMtot-CIMpl

ClIFnonpl=CIFtot-ClFpl

Ou kO et k’0 sont les taux de perfusion de BPA respectivement a la mére et au foetus ; Cmss et
Cfss sont les concentrations plasmatiques a I’équilibre de BPA maternelles et feetales apres
une perfusion maternelle de BPA et Cm’ss et Cf’ss sont les concentrations plasmatiques a

I’équilibre de BPA maternelles et feetales apres une perfusion foetale de BPA.
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II1. Résultats

I11.1. Effet de la gestation sur la toxicocinétique du Bisphénol A

II1.1.1. Paramétres toxicocinétiques du Bisphénol A

La figure 10 illustre 1’évolution temporelle des concentrations plasmatiques de BPA chez
4 brebis a 4 stades physiologiques différents (Période 1 : 1 mois avant la gestation, Période 2 :
1 mois de gestation, Période 3 : 4 mois de gestation et Période 4 : 1 mois apres la mise-bas)

pendant et apreés une perfusion IV de BPA a la dose de 2 mg/kg/jour pendant 24 heures.
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Figure 10. Concentrations plasmatiques de BPA et de ses métabolites pour quatre stades physiologiques
différents (A - n=6 : 1 mois avant la gestation, B — n=6 : 1 mois de gestation, C — n=8 : 4 mois de gestation et
D — n=4: 1 mois apreés la mise-bas) pendant et apreés une perfusion 1V de BPA a la dose de 2 mg/kg/jour
pendant 24 h. la fleche noire indique la fin de la perfusion.
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L’évolution temporelle des concentrations plasmatiques de BPA et de ses métabolites a
la fin de la perfusion et apres I’arrét de celle-ci apparait similaire pour chacun des quatre
stades physiologiques.

Les concentrations de BPA a I’état d’équilibre sont du méme ordre de grandeur pour
chacune des quatre périodes (période 1 : 171.5+49.8 nM, période 2 : 236.0+45.6 nM, période
3:191.9+45.8 nM, période 4 : 193.2+45.3 nM). Les concentrations plasmatiques de BPA
sont inférieures a la limite de quantification de 1 ng/mL dans les de 2 heures apres I’arrét des
perfusions pour les quatre stades physiologiques.

Les concentrations moyennes a 1’état d’équilibre, apres la perfusion de BPA a 2
mg/(kg.j), de BPA, BPA-glucuronide et BPA-sulfate sont respectivement, toutes périodes
confondues, de 198 + 42 nM (45.21 £ 9.63 ng/mL), 1918 + 406 nM (775 + 164 ng/mL) et
21.43 £9.67 nM (6.60 &+ 2.98 ng/mL).

Le tableau 6 présente les parameétres toxicocinétiques moyens du BPA obtenus pour ces

brebis pour chacune des 4 périodes.

Tableau 6. Paramétres toxicocinétiques moyens du BPA (x écart-type, ET) pour quatre stades physiologiques

différents apres une perfusion IV de BPA a la dose de 2 mg/kg/jour pendant 24h.

Période 1 Période 2 Période 3 Période 4
(n=6) (n=6) (n=8) (n=4)
Clairance mL/(kg.min) |54.4+12.0 42.9 £7.2 55.9+13.9 48.3+4.2
Volume de distribution L/kg 30.4+6.8 241+4.1 32.1%+7.9 27224
Temps de demi-vie h 0.310.2 0.3+0.1 0.8+0.7 0.41+0.2
Aire sous la courbe des
concentrations plasmatiques uM.h 2.8+0.8 3.5%0.5 2.7+0.7 3.0+£0.2

La clairance plasmatique moyenne du BPA varie de 42.9 a4 55.9 mL/(kg.min) pour les quatre

périodes et il n’y a pas d’effet significatif du statut physiologique (p>0.05) sur ce parameétre.

ITI.1.2. Parametres toxicocinétiques du BPA-glucuronide aux périodes 3 et 4
(modéle non compartimental : option sparse data)

Le tableau 7 présente les paramétres pharmacocinétiques obtenus pour les deux périodes,

4 mois de gestation et apres la mise-bas.
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Tableau 7. Paramétres toxicocinétiques moyens aux périodes 3 et 4 apreés une perfusion IV de BPA-

glucuronide a la dose de 3.54 mg/kg/jour pendant 24h.

Période 3 | Période 4
Paramétres pharmacocinétiques n=6 n=8
Clairance (mL/(kg.min) 5.89 5.08
Volume de distribution (L/kg)) 3.67 3.24
Temps de demi-vie (h) 3.59 7.26
Aire sous la courbe des concentrations plasmatiques
(UM.h) 24.76 28.72
Concentrations a I'équilibre de BPA-glucuronide (uM) |2.18 1.57

A 1’état d’équilibre, les concentrations en BPA-glucuronide sont de ’ordre de 2 uM. La

gestation n’a pas modifi¢ 1I’exposition interne maternelle au BPA-glucuronide.

I11.1.3. Effet de la gestation sur la fraction de Bisphénol A libre

La figure 11 illustre le pourcentage de BPA libre dans les échantillons plasmatiques
obtenus a I’état d’équilibre pendant une perfusion IV de 24 heures de BPA 4 la dose de 2

mg/kg/jour en fonction du stade physiologique des brebis.
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Figure 11. Pourcentage de BPA libre dans le plasma maternel a I’état d’équilibre (moyenne+ET) aux quatre

stades physiologiques aprés une perfusion IV de BPA a la dose de 2 mg/kg/jour pendant 24 h.

Le pourcentage de BPA libre a I’état d’équilibre ne varie pas quelque soit le stade
physiologique. Le pourcentage de BPA libre moyen pour I’ensemble des quatre périodes est

en moyenne de 6.2140.7%.
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I11.2. Toxicocinétique et métabolisme du BPA et du BPA-glucuronide
chez le feetus a 4 mois d’4age conceptionnel

I11.2.1. Toxicocinétique du Bisphénol A chez le feetus

La figure 12 présente le décours temporel des concentrations de BPA et de ses
métabolites chez la mere et le foetus aprés une perfusion IV au feetus de BPA a la dose de
Smg/kg/jour pendant 24 heures (résultats présentés sur un couple mere-feetus représentatif de

I’ensemble des données obtenues apres administration foetale de BPA).

100,00 -
—e— BPA foetus
E 10,00 1 &gﬂ W‘\.—_—l—
= o
Y —a— BPA-glucuronide foetus
S 1,00 - 3
K .
5 " BPA-sulfate foetus
T 0,10 -
3
S BPA mere
O 0,01 A
—x— BPA-glucuronide mére
0,00 T T T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 95 60 | _o_ BPA-glucuronide liquide
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Avant le lancement de la perfusion, les concentrations du BPA et de ses métabolites étaient inférieures a la limite
de détection. Les concentrations de BPA-sulfate chez la mére, et les concentrations du BPA et du BPA-sulfate du

liquide amniotique ne sont pas représentées car leurs concentrations sont inférieures a la LOQ.

Figure 12. Concentrations de BPA et de ses métabolites chez un couple mére-foetus représentatif aprés une

perfusion IV de BPA chez le feetus a la dose de 5Smg/kg/jour pendant 24 heures.

Les concentrations plasmatiques feetales de BPA deviennent inférieures a la LOQ de
Ing/mL dans les 2 heures qui suivent 1’arrét de la perfusion. La clairance feetale moyenne (sur
5 feetus perfusés) du BPA apres administration feetale de BPA est de 250+78 mL/(kg.min), le
volume de distribution moyen est de 144+45 L/kg, I’aire sous la courbe (AUC) moyenne est
de 1.55+0.44pM.h et le temps de demi-vie moyen est de 0.89+0.83h.

L’inspection visuelle de la figure 12 montre également que les concentrations

plasmatiques feetales en métabolites diminuent lentement apres 1’arrét de la perfusion et qu’il
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existe un certain parallélisme entre les concentrations plasmatiques feetales de BPA-

glucuronide et celles de BPA-sulfate.

Le tableau 8 représente les concentrations moyennes a 1’équilibre du BPA et de ses
métabolites chez la mére, le feetus et dans le liquide amniotique apres 1’administration foetale

de BPA.

Tableau 8. Concentrations moyennes de BPA et de ses métabolites dans le plasma maternel et foetal et dans le

liquide amniotique a I’état d’équilibre apres une perfusion IV au feetus de BPA a la dose de 5mg/kg/jour

pendant 24 heures.
Concentrations moyennes * écarts-
types (n=5)
Liquide
Foetus Mére amniotique
BPA (nM) 109.14£19.84 | 19.36+7.06 ND
BPA-glucuronide (uM) 8653+2492 202+90 1389+1075
BPA-sulfate (uM) 369+124 18.01 (n=1) ND
Rapport
BPA glucuronide/ BPA 78.48 +9.32 |11.31 £ 1.06

Ce tableau met en évidence un passage du BPA de 1’unité foeto-placentaire vers la mere.

Le rapport moyen des concentrations a I’état d’équilibre de BPA entre le feetus et sa mere est
de 6.17+2.45.

Les pourcentages moyens des concentrations plasmatiques a 1’équilibre de BPA, de BPA-
glucuronide et de BPA-sulfate par rapport a celles de BPA total chez le feetus sont
respectivement de 1.22+0.14%, 94.76+0.35% et 4.02+0.32%.

I11.2.2. Disposition du Bisphénol A et de ses métabolites dans I’unité feeto-
maternelle aprés une administration feetale de Bisphénol A-glucuronide

La figure 13 montre le décours temporel des concentrations de BPA-glucuronide chez le
feetus apreés une perfusion IV au feetus de BPA-glucuronide a la dose de 3.54mg/kg/jour
pendant 24 heures (résultats présentés sur un feetus représentatif de I’ensemble des six feetus

ayant regu une administration de BPA-glucuronide).
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Avant le lancement de la perfusion, les concentrations du BPA et de ses métabolites étaient inférieures a la limite
de détection. L’ensemble des concentrations de BPA et de BPA-glucuronide dans le plasma maternel et dans le
liquide amniotique, ainsi que les concentrations de BPA dans le sang feetal sont inférieures la limite de détection
de la méthode.

Figure 13. Concentrations plasmatiques de BPA-glucuronide chez un foetus représentatif aprés une perfusion

1V de BPA-glucuronide a la dose de 3.54mg/kg/jour pendant 24 heures.

Les concentrations plasmatiques feetales de BPA-glucuronide diminuent lentement apres
I’arrét de la perfusion et sont encore supérieures a la LOQ chez le nouveau-né.
La concentration moyenne a 1’équilibre de BPA-glucuronide (évaluée sur 5

administrations feetales de BPA-glucuronide) dans le sang feetal est de 10.2+3.9uM.

I11.2.3. Fraction de Bisphénol A libre chez le feetus a 4 mois d’age gestationnel

Le pourcentage de BPA libre chez 3 feetus a 4 mois d’age gestationnel évalué sur un pool
de plasma collecté durant la période d’équilibre en fin de perfusion IV de BPA a la dose de 5
mg/(kg.j) est de 10.06+0.40%.
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I11.2.4. Disposition du Bisphénol A et de ses métabolites dans les compartiments
materno-feetal aprés une administration maternelle de Bisphénol A

La figure 14 présente le décours temporel des concentrations de BPA et de ses
métabolites chez la mere et le feetus apreés une perfusion IV maternelle de BPA a la dose de
2mg/kg/jour pendant 24 heures (résultats présentés pour un couple mere-feetus représentatif

de I’ensemble des données obtenues apres les sept administrations maternelles de BPA).
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Légende : Perfusion IV de BPA

Avant le lancement de la perfusion, les concentrations de BPA étaient sous la limite de détection.

Figure 14. Concentrations du BPA et de ses métabolites chez un couple mére-foetus aprés une perfusion IV de

BPA chez la mére a la dose de 2mg/kg/jour pendant 24 heures.

Les concentrations plasmatiques maternelles en BPA ont diminué rapidement apres
I’arrét de la perfusion avec un temps de demi-vie de 0.76 + 0.66 h pour atteindre la LOQ de la
méthode en moins de 2 heures apres 1’arrét de la perfusion.

Les concentrations moyennes a 1’état d’équilibre de BPA plasmatique maternelle et
feetale ont été respectivement de 191.91+45.76 uM et de 25.23412.60 nM. Le rapport moyen
des concentrations plasmatiques de BPA entre la meére et le feetus a été de 7.614+2.39.

Les concentrations plasmatiques feetales de BPA-glucuronide et de BPA-sulfate sont

élevées et sont restés relativement constantes pendant les 10 heures suivant I’arrét de la
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perfusion et décroissent ensuite lentement. Les rapports moyens BPA-glucuronide/BPA sont
plus élevés chez le foetus que chez la mere (respectivement de 231496 et 9.36+2.77).

Dans le liquide amniotique, le BPA n’a pas été détecté, mais la concentration moyenne
en BPA-glucuronide a 1’état d’équilibre y est élevée (1.45£1.77 uM) et le reste jusqu’a la
naissance.

Apres la perfusion maternelle de BPA, les pourcentages des concentrations maternelles
de BPA, BPA-glucuronide et BPA-sulfate a 1’état d’équilibre sont respectivement de
10.00+1.82 %, 88.62+1.71 % et 1.37+0.18 % et de 0.52+0.29 %, 95.17+2.79 % et
4.31+2.56% dans le plasma feetale.

I11.2.5. Disposition du Bisphénol A et de ses métabolites dans I’unité feeto-
maternelle aprés une administration maternelle de Bisphénol A-glucuronide

La figure 15 illustre le décours temporel des concentrations des métabolites du BPA
dans les compartiments feeto-maternels aprés une perfusion IV maternelle de BPA-
glucuronide a la dose de 3.54mg/kg/jour pendant 24 heures (résultats présentés sur un couple

mere-feetus représentatif des sept brebis gravides ayant recu une perfusion de BPA-

glucuronide).
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Légende : Perfusion IV de BPA-glucuronide

Figure 15. Concentrations de BPA-glucuronide dans chacun des compartiments du complexe feeto-maternel

apres une perfusion IV de BPA-glucuronide chez la meére a la dose de 3.54mg/kg/jour pendant 24 heures.
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Apres la perfusion maternelle de BPA-glucuronide a la dose de 3.54 mg/(kg.jour), les
concentrations plasmatiques maternelles en BPA-glucuronide ont chuté rapidement avec un
temps de demi-vie de 3.67 h pour atteindre la LOQ de la méthode en moins de 2 heures apres
I’arrét de la perfusion. Le BPA n’a pas été détecté dans le plasma maternel apres
I’administration maternelle de BPA-glucuronide. Ni le BPA, ni ses métabolites n’ont été
détecté dans la plasma feetal et le liquide amniotique aprés administration maternelle de BPA-

glucuronide.

II1.2.6. Clairances non placentaires maternelle et feetale et des clairances
placentaires materno-faetale et foeto-maternelle

98 % de la clairance totale maternelle (clairance totale maternelle = 2698 mL/min) est
non-placentaire. En revanche, 91 % de la clairance totale feetale (clairance totale feetale =

514.7 mL/min) est placentaire.
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IV. Discussion

La premiere conclusion de cette étude est que la gestation n’entraine pas de modification
de I’exposition interne maternelle au BPA. Ces données ne soutiennent donc pas I’hypothése
d’une surexposition maternelle au BPA pendant la gestation, suggérée par les études de
biomonitoring chez la femme enceinte (Lee et al, 2008 ; Padmanabhan et al, 2008 ; Schonfelder et al,

2002).

La clairance plasmatique du BPA n’a pas été¢ modifiée pendant la gestation. Pour chacun
des stades physiologiques, la clairance plasmatique est de 1’ordre de 40-50 mL/(kg.min).
Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celle obtenue au laboratoire dans une étude
précédente : la clairance plasmatique du BPA avait été évaluée a 54.1 = 24.7 mL/(kg.min)
aprés 1 heure de perfusion de BPA aux doses de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40 et 80 mg/(kg.jour)
(Collet et al, 2010). Les valeurs de clairance plasmatique de BPA obtenues dans notre étude sont
proches de celle estimée chez ’homme (30 mL/(kg.min) dans I’étude de Volkel et al (Vilkel et
al, 2002).

La gestation n’a pas modifié les capacités maternelles de glucurono-conjugaison du BPA
dans notre modéele. Au contraire, chez le rat, Matsumoto et a/ ont montré que 1’activité UDP-
glucuronosyl-transférase vis-a-vis du BPA était diminuée de moitié pendant la gestation
(Matsumoto et al, 2002).

Nos résultats montrent que la gestation ne modifie pas de fagcon significative le
pourcentage de BPA libre (de I’ordre de 6%). Cette valeur est similaire a celle retrouvée chez
I’homme : in vitro, Csanady et a/ ont en effet estimé le pourcentage de BPA non lié aux
protéines plasmatiques a 5-8% (Csanady et al, 2002).

Chez la brebis, Kouretas et a/ ont montré que les concentrations de SHBG a 1 et 3 mois de
gestation sont du méme ordre de grandeur que celles trouvées chez la brebis non gravide
(Kouretas et al, 1999), ce qui contribue a expliquer que la part de BPA non liée aux protéines

plasmatiques est la méme chez les brebis gravides et non gravides dans notre étude.

Cette étude a permis aussi de calculer le pourcentage de BPA transféré de la mere au

feetus apres une perfusion maternelle de BPA.
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Nos résultats montrent que le BPA peut passer la barri¢re placentaire de la mere au feetus
et vice versa. La formule ci-dessous (Equation 2) nous permet de déduire le pourcentage de

BPA transféré au feetus apres la perfusion maternelle de BPA a la dose de 2mg/kg/jour.

K,

BPA =
CsSgpa Equation 2

Cl

Ou Clgpa est la clairance feetale moyenne plasmatique du BPA du foetus, Cssgpa, la
concentration moyenne plasmatique feetale de BPA a 1’équilibre aprés administration
maternelle de BPA et K, est le taux d’entrée du BPA dans le compartiment feetal en
ng/(kg.min).

Le Ky théorique obtenu est de 1232 ng/(kg.min), soit 1.8mg/(kg.jour). En considérant que le
poids de la mere et du feetus sont respectivement de 60kg et 2.5kg, nous en déduisons que
3.8% de la dose administrée a la mere a été transférée au foetus. La dose regue par le feetus,
1.8 mg/(kg.jour), est proche de la dose regue par la mere de 2 mg/(kg.jour) si on les rapporte
aux poids respectifs. Apres une perfusion maternelle de BPA, le foetus est donc exposé au
BPA de fagon similaire a sa mére.

Le calcul des clairances placentaires et non placentaires maternelles et foetales du BPA
donne des précisions sur les modalités d’exposition du feetus.

98% du BPA administré a la mere est éliminé sans passage via le placenta. Ce résultat est en
accord non seulement avec la valeur élevée de la clairance plasmatique maternelle (40-50
mL/(kg.min)), qui est du méme ordre de grandeur que le débit sanguin hépatique chez de
nombreuses especes domestiques, mais aussi avec le fait qu’il n’y a pas d’effet stade
physiologique sur la valeur de la clairance maternelle du BPA. La faible part placentaire de la
clairance maternelle du BPA (2% de la clairance totale maternelle) est en accord avec le taux
calculé de BPA transféré au feetus (3.8%).

Contrairement a la mere, la clairance placentaire foetale correspond a quasiment la totalité de
la clairance totale feetale (91% de la clairance totale).

Les propriétés physico-chimiques du BPA (log Kow = 3.32 et M= 228g/mol) lui
permettent de traverser le placenta par diffusion passive dans les sens materno-feetal et foeto-
maternel. Cependant, la clairance placentaire feeto-maternelle est 11 fois plus élevée que la
clairance materno-feetale. Différentes raisons peuvent 1I’expliquer. Le BPA est un substrat de
la pompe glycoprotéine P a efflux (Jin et al, 2005). Cette pompe a efflux protege le foetus

contre les xénobiotiques toxiques (Ceckova-Novotna et al, 2006), ce qui réduirait le passage
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placentaire du BPA de la mére au foetus. D’autre part, la clairance placentaire materno-foetale
est peut-étre sous-estimée car une partie du BPA transférée au feetus via le placenta subit un
métabolisme de premier passage hépatique, a I’instar de ce qui a ét¢ démontré pour la
diphenhydramine (Kumar et al, 1997). En effet, le BPA administré a la meére rejoint la circulation
feetale via la veine ombilicale et environ 50% du flux de cette veine passe par le foie foetal

avant de rejoindre la circulation générale du feetus.

La placentation est de type syndesmochorial chez I’ovin et hémochorial chez I’homme.
Cette différence histologique suggere que le transfert materno-feetal de BPA pourrait étre
supérieur a 3.8% (valeur obtenue dans notre étude) chez I’homme. Dans un mod¢le ex vivo de
perfusion de BPA (10 ng/mL pendant 180 min) de placentas humains, a terme, isolés, 27% du

BPA du compartiment maternel est transféré dans la circulation foetale (Balakrishnan et al, 2010).

Le BPA-glucuronide est une molécule hydrophile qui peut difficilement traverser la
barriere placentaire. Aprés une administration maternelle de BPA-glucuronide, les
concentrations plasmatiques feetales de BPA-glucuronide sont restées inférieures a la LOQ.
Ces données montrent que le BPA-glucuronide ne passe pas ou trés faiblement la barricre
placentaire. Cette conclusion est donc cohérente avec 1’étude de Nishikawa et a/, chez la rate
gravide, pour laquelle seulement 0.13% de la dose de BPA-glucuronide administrée a la mére
était transférée au feetus (Nishikawa et al, 2004).

De la méme fagon, apres I’administration feetale de BPA-glucuronide, nous n’avons pas
mis en évidence de passage transplacentaire feeto-maternel du BPA-glucuronide.

Les parameétres toxicocinétiques du BPA-glucuronide n’ont pas pu étre déterminés chez
le foetus car les métabolites du BPA sont éliminés dans le liquide amniotique et le feetus les
réabsorbe en permanence en ingérant son liquide amniotique. Ainsi, la réabsorption du
liquide amniotique par le feetus (300 mL par jour) peut étre considérée comme une

administration orale répétée de BPA-glucuronide.

Notre travail permet aussi de comparer le métabolisme feetal et maternel du BPA. 11

semble que, chez la mére et le feetus, la déconjugaison du BPA-glucuronide ou du BPA-
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sulfate soit un phénomene plus limité que la conjugaison. Nishikawa et a/ ont mis en évidence
une faible déconjugaison du BPA-glucuronide (4%) dans ['unité feeto-placentaire de rat
(Nishikawa et al, 2004). Nos expérimentations ne permettent pas de savoir si le foetus ovin est
capable d’hydrolyser le BPA a des stades de gestation moins avancés que 4 mois.

Dans notre mode¢le, le calcul des rapports entre les concentrations maternelles en
métabolites (BPA-glucuronide ou BPA-sulfate) et les concentrations feetales en métabolites
montre que le taux de BPA-glucuronide ou de BPA-sulfate est plus important dans le
compartiment feetal que dans le compartiment maternel aprés une administration maternelle
de BPA. Au contraire, chez le rat, Domoradzki et a/ ont montré que, suite a une
administration orale de BPA (10mg/kg) a 16 jours de gestation, le BPA et son métabolite
principal sont retrouvés chez le feetus a des concentrations respectivement 3.6 fois et 131 fois
plus faibles que les concentrations plasmatiques maternelles (Domoradzki et al, 2003).

Nous n’avons pas observé de passage transplacentaire du BPA-glucuronide du sang
maternel vers le sang fcetal. Les concentrations élevées de BPA-glucuronide dans le sang
feetal sont donc expliqués par une forte capacité de I'unité feeto-placentaire a glucurono-
conjuguer le BPA. Ce résultat n’est pas en accord avec 1’étude de Pretheeban et a/ (étude
réalisée sur 3 feetus ovins), dans laquelle il conclut que I’'UGT n’est que faiblement exprimée
chez le feetus ovin a 120 mois d’age conceptionnel (Pretheeban et al, 2011). Cependant, cette
étude est fondée sur la mesure de I’expression de I’UGT dans le foie feetal et ne prend donc
pas en compte I’activit¢é UGT placentaire. Dans notre étude, suite a I’administration
maternelle de BPA, les concentrations en BPA-glucuronide étaient environ 3 fois plus élevées
chez le feetus et les concentrations en BPA environ 12 fois plus faibles chez le feetus que chez
la mére. Chez ’homme, les isoformes d’UGT ne sont pas exprimées avant 20 semaines de
gestation, ce qui suggere que, en début de gestation, le feetus humain n’est pas capable de
transformer le BPA en sa forme conjuguée, inactive (Strassburg et al, 2002), ce qui pourrait le
rendre plus vulnérable aux effets néfastes du BPA en début de gestation.

Le pourcentage de BPA-sulfate par rapport au BPA total est de I’ordre de 4 % chez le
feetus apres administration foetale de BPA et de 'ordre de 1 % chez la meére apres
administration maternelle de BPA. La sulfoconjugaison n’apparait donc pas comme une voie

de métabolisation du BPA plus importante chez le feetus que chez 1’adulte.
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Le pourcentage de BPA non li¢ aux protéines plasmatiques chez le foetus est environ
deux fois plus élevé que chez les meres. Chez le mouton, les concentrations plasmatiques
d’albumine sont respectivement de 21 mg/mL et de 39 mg/mL chez le foetus a 125 jours d’age
gestationnel et chez I’adulte (Dziegielewska et al, 1980). La plus faible concentration plasmatique
en albumine chez le feetus pourrait expliquer que la fraction de BPA libre soit plus importante

chez le feetus que chez ’adulte.
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Conclusion

L’objectif de ce travail était de caractériser I’exposition interne maternelle et foetale au
BPA et au BPA-glucuronide dans un mod¢le intégratif ovin fondé sur des considérations
physiologiques.

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet significatif de la gestation sur la
toxicocinétique du BPA.

Nos expérimentations ont aussi permis d’évaluer le métabolisme du BPA chez le feetus a
4 mois d’age conceptionnel. Nos résultats montrent que le feetus est capable de glucurono-
conjuguer le BPA et que la sulfoconjugaison est une voie de métabolisation plus importante
que chez I’adulte. Nous n’avons pas mis en évidence d’hydrolyse des métabolites par I’unité
feeto-placentaire.

L’évaluation des passages transplacentaires permet de conclure qu’aprés une
administration IV maternelle de BPA, le fcetus est exposé au BPA de maniére similaire a
I’exposition externe maternelle. 3.8 % de la dose administrée a la mere est transférée au
feetus. Ainsi, le feetus regoit plus de la moitié de la dose administrée a la mére, quand la dose

est rapportée aux poids respectifs.

Le transfert placentaire (figure 16) et le métabolisme de 1’unité foeto-placentaire ont été
identifiés comme les déterminants majeurs de I’exposition feetale au BPA. Pour extrapoler ces
données a I’homme, une approche modélisatrice qui intégre les spécificités du métabolisme et

du transport via le placenta chez I’homme pourrait étre développée.
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Légende : CIMtot : Clairance maternelle totale, CIMnonpl : Clairance maternelle non placentaire,

Clynor= 50 mL/(kg.min) { PLACENTA | Cls,,= 200 mL/(kg.min)

Clyo=
2% de Cly; |
VMERE : FOETUS
i, Cley= :
£91% de Clryy |
CIMnnan= CIanan=
98% de Clyyy 9% de Clg,,

CIMpl : Clairance maternelle placentaire ; CIFtot : Clairance fcetale totale, CIFnonpl : Clairance feetale
non-placentaire, CIFpl : Clairance placentaire foetale.

98 % de la clairance maternelle totale est non placentaire et 2 % est placentaire, contrairement au
foetus ou, 91% de la clairance totale est placentaire et 9 % non placentaire

Figure 15. Description des clairances maternelle, feetale et placentaires chez la brebis a 4 mois de gestation.
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TITRE : CARACTERISATION DE L’EXPOSITION FCETALE ET MATERNELLE AU BISPHENOL A
ET AU BISPHENOL A-GLUCURONIDE DANS UN MODELE OVIN FONDE SUR DES
CONSIDERATIONS PHYSIOLOGIQUES

RESUME : Le Bisphénol A (BPA), est un contaminant alimentaire issu de la plasturgie aux propriétés
oestrogénomimétiques. Notre hypothése est que les particularités métaboliques de 1’unité materno-foeto-
placentaire pourraient entrainer une surexposition du feetus au BPA. Pour répondre a la question du risque li¢ a
une exposition chronique a de faibles doses de BPA chez I’Homme, nous avons développé une approche
intégrative sur un modele ovin permettant d’évaluer, ’exposition interne, les parametres toxicocinétiques du
BPA et de son principale métabolite, le BPA-glucuronide (BPA-G) et de caractériser le transfert transplacentaire
du BPA.

La gestation n’a pas modifi¢ I’exposition interne maternelle au BPA et au BPA-G. Le transfert materno-feetal a
été évalué a 4% de la dose administrée a la mere. L ’unité feeto-placentaire est capable de métaboliser le BPA en
ses métabolites, qui s’accumulent dans le compartiment feetal.

MOTS-CLES : BISPHENOL A, BPA-GLUCURONIDE, COMPLEXE FOETO-
MATERNEL, PARAMETRES TOXICOCINETIQUES, OVIN, FOETUS

ENGLISH TITLE : CHARACTERIZATION OF MATERNAL AND FETAL BISPHENOL
A AND BISPHENOL A GLUCURONIDE EXPOSURE IN A PHYSIOLOGICALLY-
BASED SHEEP MODEL

ABSTRACT : Bisphenol A (BPA), an estrogenic compound, is a food contaminant stemming from the
plastic industry. Our hypothesis is that distinctive features of the metabolism of the materno-fetal-placental unit
could lead to an overexposure of the fetus to BPA. To answer the question about the risk linked to human
chronic exposure to low doses of BPA, we have developed an integrative approach based on an ovine model,
which enables us to evaluate the internal exposure as well as BPA and its main metabolite, the BPA-glucuronide
(BPA-G), toxicokinetic parameters and to describe BPA transplacental transfer.

Gestation did not modify the internal maternal exposure to BPA and BPA-glucuronide. Materno-fetal transfer
was about 4% of the dose given to the mother. Feto-placental unit is able to transform BPA into its metabolites,
which accumulate in fetal compartment.

KEYWORDS: BISPHENOL A, BPA-GLUCURONIDE, FETO-MATERNAL UNITY,
TOXICOKINETIC PARAMETERS, OVINE, FETUS




