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ANSES :
AUC :
BPA :
BPA-G :
Cl:

Cl_F _obs:

Cmax :
C(t) :
DJA:
EFSA:
ENVT :
EPA:
Infloq :

V. :

LC-MS/MS :

LMS :
LOAEL :

LOQ
MRT :
NOAEL :

PE :
PK:
PPE :
tiy2
Tmax :

UDPGA :

Liste des abréviations

Agence Nationale de Sécurité Sanitaire
Aire sous la courbe
Bisphénol A
Bisphénol A Glucuronide
Clairance
Clairance apparente
Concentration maximale
Concentration plasmatique en BPA au temps
Dose Journaliere Admissible
European Food Safety Authority
Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Agence américaine de Protection de I'Enviement
Inférieur a la limite de quantification
Intraveineuse
Chromatographie en phase liquide coeipléa spectrométrie de masse
Limite Spécifique de Migration

Lowest Observed Adverse Effect Level (pfaible dose testée ayant des effets
délétéres sur I'organisme)

Limite de quantification
Temps de résidence moyen

No Observed Adversed Effect Level (doseplas élevée sans effet délétere
observable)

Perturbateur Endocrinien
Pharmacocinétique

Pesticides Perturbateurs Endocriniens
Temps de demi-vie

Temps nécessaire pour atteindre Cmax

Acide UDP-glucuronique
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UGT : UDP-glucuronosyltransférase
Vc: Volume de distribution du compartiment cahtr

Vss: Volume de distribution a I'équilibre
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Partie | - Introduction

[.1 Introduction générale

Depuis plus d'un siécle, la plasturgie s’est foratdéveloppée et a contribué a
ameliorer notre confort de vie du fait de la grandaptabilité des matieres plastiques dans de
nombreux domaines. Aujourd’hui, de nombreux pralpitovenant de cette industrie sont
utilisés quotidiennement par 'homme. Or depuis wirggtaine d’années de nombreuses
recherches ont été menées afin d’évaluer I'innéadit ces produits pour la santé humaine car

ils sont retrouvés de maniere ubiquitaire danseneivironnement.

Parmi ces molécules, le Bisphénol A (BPA) présemténtérét tout particulier dans
les récentes recherches. Il s’agit d’'une des snbssachimiques les plus produites a travers le
monde et qui, du fait de son utilisation dans difiés types d’emballages alimentaires,
compte parmi les molécules les plus étudiées dameasdizaine d’années. Par ailleurs, il a
fait reccemment I'objet d’'une forte médiatisatiomsaique de nombreux débats. En effet, le
BPA entre dans la catégorie des perturbateurs endotws (PE) qui selon I'’Agence
américaine de Protection de I'Environnement (EPAnts«des agents exogénes qui
interférent avec la production, la libération, lehsport, le métabolisme, la liaison, I'action
ou I'élimination des hormones naturelles responsalllu maintien de 'lhoméostasie et de la
régulation du développement de l'organismebes PE peuvent donc avoir des effets
déléteres sur les fonctions de I'organisme et notant pour le BPA, qui est un cestrogéno-

mimétique, sur la fonction de reproduction.

Les études de biosurveillance de I'exposition hummau BPA font apparaitre des
incohérences. En effet, les valeurs de concentstdasmatiques en BPA évaluées dans ces
études, sont tres supérieures a celles préditadiage la Dose Journaliere Admissible (DJA)

de 50ug/kg.j et de la clairance plasmatique estichéa I'homme.

Dans ce contexte, 'objectif de cette thése a aiélider le chien comme modele

d’étude des facteurs de variations de I'expositi@rne au BPA.

Une premiére partie sera consacrée a l'analyseiopibbhique des données
concernant le Bisphénol A : son utilisation danglisturgie, les données réglementaires, les
mécanismes d’action, les effets rapportés sur dioigne et les différentes sources de

contamination humaine, mais aussi les données pitagimétiques, ainsi que les données de
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'exposition humaine. Nous évoquerons égalementdetexte et la stratégie des études

expérimentales qui seront présentées dans la aeeppartie et qui avaient pour objectifs de :

- Evaluer le niveau d’exposition interne d’'une plagion de chiens de propriétaires
en utilisant cet animal de compagnie comme « seligin» de I'exposition humaine

environnementale au BPA.

- Evaluer l'impact de la prise alimentaire ou «eEffAlimentation » ainsi que de
'obésité sur les parametres pharmacocinétiquesBEA et notamment sur la clairance

plasmatique.
- Evaluer I'absorption du BPA par voie sublinguale.

Une troisieme partie sera ensuite consacrée dysmdes résultats obtenus.

[.2 Le Bisphénol A

I.2.1 Structure et propriétés physico-chimigues

Le Bisphénol A (BPA, 4-4'dihydroxy-2,2-diphenylprape, GsHi602), est une
molécule de petite taille issue de la catalyse eacid deux phénols avec une cétone. La
présence de groupements phénols, rend sa stryptwske de celle des cestrogenes naturels,
lui conférant ainsi une activité cestrogeno-mimétigar sa capacité a se lier aux récepteurs

de ces hormong41).

vo—( N OH

Figure 1 : Structure du Bisphénol A
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Le BPA est une substance relativement lipophilepeut donc traverser les
membranes cellulaires (coefficient de partage didotanol et I'eau, log kK, compris entre
3,32 et 3,4)22). Les acides faibles tels que le BPA dont le pKasapérieur a 7.5 (pKa du

BPA 9.7), sont essentiellement non ionisés a tdaetegaleurs physiologiques de pHL).

1.2.2 Production du BPA

Le BPA a été synthétisé pour la premiere fois efl1far le chimiste russe
Alexandre P. Dianin. Son activité oestrogéniquaral@ suite été décrite dans les années 1930

dans le cadre de la recherche d’'cestrogenes deesgrahvisée thérapeutique.

Suite a I'abandon du projet de son utilisation camaaestrogene de synthese, le
potentiel du BPA comme monomere pour la fabricatien matériaux synthétiques a été
rapidement identifié par I'industrie plasturgique.

Actuellement, le BPA est I'un des produits chimigudont les tonnages de
production sont les plus importants a travers ladeo toutes molécules confondues, avec une
capacité de production mondiale qui était de 3.Bians de tonnes par an en 2006, dont
700000 tonnes dans I'Union Européenne (donnéesitipar I'industrie plasturgiqué}) et
de 2,2 millions de tonnes en 200%B). Du fait des hombreuses applications dans une larg
gamme de produits comme les emballages de l'induatgro-alimentaire, I'augmentation

annuelle de la production a été estimée entrel6%t(11).

1.2.3 Utilisation du BPA

Le Bisphénol A est un monomere des plastiques ke pplycarbonate et des résines
epoxy. Les polycarbonates sont des plastiquespaaasts, tres résistants, isolants, capables
de supporter des chaleurs élevées et de se défeamerse rompre. Ces propriétés physiques
permettent donc leur utilisation dans de nombreomanesomme l'optique (lentilles de
contact, optiques de phares, vitres blindées)dligtrie agroalimentaire (bouteilles d’eau et
nombreux autres emballages), I'électronique (comapissinformatiques), les constructions

(murs insonorisants) mais aussi les supports médtien(CDs et DVDs).

Les résines epoxy sont quand a elles utilisées @puotles ou comme revétements.
Ce sont des colles trés puissantes sur de nombmnabériaux comme le bois, le verre, la
porcelaine ou le métal. Une fois séches, ellestitoanst un revétement étanche, rigide, et

inerte vis-a-vis del'oxygene et des aliments. Ces propriétés sontiséébs pour les
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constructions (revétements de sols industrieldegpotevétements intérieurs des canalisations
d’eau), l'industrie agro-alimentaire (revétemertéireur des canettes, boites de conserve et
couvercles métalliques), linformatique (circuitsngrimés), pour lindustrie nautique

(création et réparations de bateaux, planchesréle(26).

Enfin, le BPA (dans un faible pourcentage de ladpotion totale) est utilisé dans
divers procédés de fabrication. Le BPA est aindisé@tdans les papiers thermiques comme
révélateur de I'encre contenue dans les papievausea I'impression des tickets de caisse et
des facturettes bancaires. Le BPA est égalemeigéuein dentisterie, dans les amalgames
dentaires. Enfin, des dérivés du BPA sont égalemsnbuvés dans une grande variété de
produits soit comme antioxydant (polysulfone), coenadlditif ou stabilisateur des plastiques
de types polychlorure de vinyle (PVC) et dans défdes résines a base de phénols et dans les
retardateurs de flamme brom@4)(25).

1.2.4 Données réglementaires

- Réglementation européenne

Du fait de ses tonnages de production, le BPA ed@mas le champ de la
réglementation européenne REACH (Registration, iatain, Authorisation and Restriction
of Chemicals), concernant I'enregistrement, I'éa#ion, et l'autorisation des substances
chimiques, ainsi que les restrictions applicablegs substancgd1). Toutes les entreprises
fabricantes, importatrices et/ou utilisatrices dbstances chimiques sont concernées par ce
réglement qui vise a évaluer et a controler lestaunzes chimiques fabriquées, importées et
utilisées a raison de plus d’'une tonne par an sumarché européen, afin de réduire les

risques pour la santé et I'environnement liés esletilisationg22).
- La Dose Journaliere Admissible (DJA)

La DJA est une estimation de la quantité d'unetanbe exprimée sur la base du
poids corporel, toutes sources d’exposition confi@sd qui peut étre ingérée quotidiennement
pendant toute la durée d’une vie sans risque aélétaur la santé6). Actuellement, la DJA
définie par 'EFSA (European Food Safety Authori) niveau européen et qui est donc
admise en France est de p/(kg.j), celle-ci ayant été évaluée en 2006 pwoisfiomée en
2008, 2010 et 2011.
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Cette DJA a été définie en appliquant un facteusatririté de 100 a la dose la plus
élevée sans effet délétére observable (NOAEL) iétalains un modéle rongeur. Ce facteur de
sécurité de 100 prend en compte un facteur de GOljgatrapolation des données de I'animal
de laboratoire a 'Homme (différences interspéciéig) et un facteur de 10 pour la prise en
compte des difféerences inter-individuelles. La NQA&e 5 mg/(kg.j), prise en compte par
'EFSA, a été obtenue a partir d’études toxicologis| réalisées par la méme équipe sur trois
générations de rat@l7) et deux générations de sou(#8), qui ont mis en évidence une
toxicité systéemique du BPA révélée par une dimowtdu poids corporel, du poids des
organes et une toxicité hépatique pour des dogefrisures a 5 mg/(kg.j), ainsi identifiee
comme la NOAEL(11)(17)

L’agence d’évaluation américaine (Food and Drug Adstration (FDA)), a
également utilisé les effets reprotoxiques mis eiledice dans ces mémes études pour
déterminer la LOAEL (la plus faible dose pour latpiain effet délétere est observé) a
laquelle a été appliquée un facteur de sécurite0®®. Le facteur de sécurité de 1000 prend
en compte un facteur supplémentaire de 10 poutrdipalation de la NOAEL a partir de la
LOAEL. Ainsi, a I'heure actuelle, toutes les agencéglementaires mondiales ont fixé la
DJA a 50ug/(kg.j) (11).

En Europe, cette DJA n’a pas été remise en cays@isieon établissement, mais
malgré cela, la France et le Danemark ont intdedfabrication et la commercialisation de
biberons contenant du BPA. Le Danemark a de plasdét cette interdiction a tous les
contenants destinés a l'alimentation des enfant® de 3 ans(32). Pour tous les autres
contenants plastiques directement en contact a®climents, l'utilisation de BPA est
autorisée avec une Limite Spécifique de Migrati$ : correspondant a la quantité
maximale de migration de BPA a partir d’'un matériins le milieu avec lequel il est en
contact) de 0,6 mg/kg d’alime(it7). Par ailleurs, en France en Octobre 2011, lestdémnt
adoptés a I'unanimité une nouvelle loi qui visatidire le Bisphénol A dans les contenants
alimentaires. Cette loi sera effective a partir2@d4 pour les contenants alimentaires, mais
des 2013 pour les contenants alimentaires de peodestinés aux enfants de moins de trois

ans.
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1.2.5 Mécanismes d’action et effets sur I'organistneBPA

- Mécanismes d’action

Les effets du Bisphénol A mettent en jeu différemécanismes, dont certains n'ont

pas encore été identifiés.

Tout d’abord, le BPA est reconnu comme un agorfigiigle des récepteurs aux
cestrogenest et B (ERo et ER3) et présente donc une action cestrogeno-mimeétique.
Néanmoins, son action dans l'organisme ne va papurs étre identique a celle de
'oestradiol. En fonction du tissu, son action pauétre agoniste ou antagoniste. Ainsi, le
BPA a une activité obligatoirement agoniste dedrogeénes quand il agit sur le récepteur
ERB, et une activité mixte (agoniste ou antagoniskensies cas) lorsqu’il agit via le récepteur

ERa (30).

Par ailleurs, un nombre croissant d’étudesvitro ou moléculaires suggere que
linterprétation des effets toxicologiques du BPA mpeut se limiter a un mécanisme
oestrogénique classique. En effet, le BPA pourégtlement interagir avec d'autres
récepteurs cellulaires tels que le récepteur aukogénes AR et entrainer un effet anti-
androgénique modéré, mais aussi le récepteur ddsodarbures aromatiques (AhR), le
récepteur transmembranaire des cestrogenes, lgstendse des hormones thyroidiennes et

egalement le récepteur transmembranaire GPR30qu#tians la prolifération cellulaire.

Par conséquent, une interprétation des effets du B#guement sous I'angle d'un
effet cestrogéno-mimeétique serait réducteur. Emfas, mécanismes d’action autres que ceux
passant par des liaisons a des récepteurs hormosmix également évoqués, tels que
I'activation de I'expression de certains génes agau embryonnaire, ou la modulation de

systemes de second messdge)(18)
- Effets sur I'organisme

De nombreuses études ont été réalisées chez I'anmiaia également chez 'lhomme
afin de mieux comprendre les effets du Bisphénokuk I'organisme. Afin de juger la
pertinence et d’interpréter la diversité des régslfournis par ces multiples études, un comité
d’experts spécialisés a été sollicité par I'AgeNegionale de Sécurité Sanitaire (ANSES) et a
publié un rapport en Septembre 2011 concernangffess sanitaires du Bisphénol R2).

Dans son rapport sur I'évaluation des risques aest lies au BPA, le comité a pris en
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compte les résultats de travaux d’expertises aedeerche publiés avant Janvier 2011 et a
permis de conclure sur la présence d’effets « aweré&€hez I'animal mais seulement

« suspectés » chez 'homme (Tableau 1).

« Avérés » chez I’'animal

L’augmentation de la survenue de kystes ovarierssd@xpositions pré et postnatales.
Les modifications hyperplasiques de 'endometre tbexpositions pré et postnatales.
L’avancement de I'dge de la puberté lors d’exposgipré et post-natales.

L’altération de la production spermatique (dimiouali lors d’expositions a I'age adulte.
Les modifications histologiques sur la neurogenésed’expositions pré ou périnatale.

Les effets sur la lipogenése suite a une expogitiénatale, périnatale ou a I'age adulte.

Les effets sur la glande mammaire : accélératioia deaturation architecturale de la glande
mammaire a I'dge adulte et développement de Iésigpsrplasiques intra-canalaires en lien
avec une exposition pré ou périnatale au BPA.

« Suspectés » chez 'Homme

Effets sur la maturation ovocytaire chez la femmesdun contexte de procréation
médicalement assistée.

Effets sur les pathologies cardiovasculaires (mesadoronariennes) et le diabéte.

Tableau 1 : Effets avérés ou suspectés du BPAasumial et sur 'Thommég22)

1.2.6 Sources de contamination environnementale

Le BPA, qui est exclusivement d'origine anthropigest omniprésent dans notre
environnement. L’exposition humaine au BPA a lieniquement depuis des sources
environnementales que ce soit par ingestion, itibalgpoussieres...) ou par contact cutané.

On estime que I'exposition journaliere humaine, rponl adulte, est comprise entre
0.06 et 1.5g/kg par jour(18).

- Contamination par ingestion

Quatre vingt dix neuf pour cent de la contaminattomaine par le BPA se fait par
ingestion (36). Cette contamination serait le fait d’'un passageBPA dans la chaine
alimentaire, soit par la libération de monomeéreagesa une polymérisation incompléte, ou a
une hydrolyse de la chaine ester qui lie les monesnée BPA, dans des conditions de pH

neutre ou alcalin, ou au contact de liquides aehtarpératurés).



Ainsi, il est possible de retrouver dans des alisieiu BPA provenant de leur
contenant. Les études réalisées afin d’évalueisqee ont montré des concentrations en BPA
dans ces aliments (majoritairement des conservasl@®revétements internes contiennent du
Bisphénol A) d’'une valeur bien inférieure a la LM% plus, les variations de contamination
observées entre les aliments seraient liées aiffésedces dans le processus de fabrication,
les résines utilisées et le type d’alimgi). || semblerait par ailleurs que cette concentratio
augmente avec la durée et la température de steckagis aussi en fonction de la

température de stérilisation de la cons€Rie.

La contamination par l'ingestion de liquide (eanisBon gazeuses, ...) a également
éte rapportée et les études ont montré le mémedigypelation entre la concentration de BPA
dans la boisson et la température a laquelle savdrée contenant. A titre d’exemple, les
concentrations de BPA dans I'eau stockée dans nteigant en polycarbonate augmentent de
0.12 ng/mL a 40°C &4 1.77 ng/mL a 60°C.

Enfin, une exposition orale non liée a la consonwnati’aliments a également été
décrite a partir des dérivés du BPA utilisés entid@rie dans les amalgames dentaires. Ces
dérivés entraineraient une exposition au BPA paalive sur une courte durée apres la pose

des amalgamg®0).
- Contamination par inhalation

L’exposition au BPA par inhalation de poussieres lgsitée par ses propriétés
physico-chimiques (taille des particules, faiblegsion de vapeur a température ambiante).
Cependant, plusieurs études ont suggéré qu’il ppyavoir une exposition de la population

humaine au BPA par I'inhalation de poussiéres iaties et/ou extérieures.

Les études rapportant les concentrations en BPA snéchantillons de poussieres
ménageres montrent des résultats trés variables, @as valeurs comprises entre 60 et 843
ng/g. En supposant que I'absorption a partir dettiarespiratoire soit compléte, un adulte de
60 kg qui inhale 50 mg de poussiere contenant 4@ serait exposé a 0.70 ng/(kg.j) de BPA

par inhalation, soit une dose tres inférieure JA.

Ce résultat est conforté par une étude réaliséarseipopulation d’enfants agés de
2.5 a 5 ans aux Etats-Unis qui indique que le BBAtenu dans l'air inhalé ne contribuerait
gua 1 % de l'exposition totale au BP£&6)(34), nous permettant ainsi de considérer

I'exposition humaine par inhalation comme minorgai
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- Contamination par voie cutanée

Suite a l'apparition de dermatites de contact gitpres chez les ouvriers de
'industrie plasturgique, et en raison de la langjésation des papiers thermiques dans la vie
guotidienne, la possibilité d’'une exposition au BP#x contact a récemment été envisagée.
Une étudg3) concernant cette voie d’exposition a confirmé Héspnce de BPA dans 80 %
des papiers thermiques et a estimé que I'exposgiderne maximale par cette voie était de

71pgl/jour(35) ce qui correspond a 2% de la DJA pour un hommeviten 70kg

Du BPA a également été retrouvé sur les billetbateque de 21 pays et une étude a
montré que les concentrations en BPA dans lestbilagmentent de facon spectaculaire
lorsqu’ils sont placés au contact de papier themmigomme les recus/tickets dans les
portefeuilles(33).

Les données fournies par la littérature montrerd tabsorption cutanée du BPA
varie de 10 a 60%35). L'utilisation du modele de peau d'oreille de popour la
caractérisation de l'absorption cutanée a permisndédre en évidence, en plus d’'un forte
absorption par cette voie (60%), un important mdtaime du BPA suite au passage trans-

cutané&58).

Ainsi, il a récemment été estimé que [I'expositiomtanée contribuerait
significativement a I'exposition totale au BPA @edopulation générale, mais en restant tout

de méme une voie de contamination minoritaire.

I.2.7 Pharmacocinétique, métabolisme, et élimimadio BPA

- Propriétés pharmacocinétiques du Bisphénol A

Les données pharmacocinétiques du BPA ont faijdtatle nombreuses publications
chez différentes especes (souris, rat, singe cylyuso chimpanzé et Homme) apres
différentes voies d’administration et a différentgades physiologiques (gestation,
lactation,...). La littérature permet de trouver wstimation de la clairance du BPA chez
’'Homme grace a des études réalisées sur les arigealaboratoire via deux approches : une
approche allométrigue et wune approche basée sur modele physiologique-
pharmacocinétique. Les résultats obtenus par cas méthodes sont équivalents avec une
clairance plasmatique du BPA de 30 et 28 mL/(kg)nmespectivement pour l'approche

allométrique et le modele physiologique-pharmacétaiue(8)(40).
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Plus réecemment, dans le cadre d'une these urtaeesi 'équipe « Pesticides
Perturbateurs Endocriniens » (PPE) de 'UMR 133TEaole Nationale Vétérinaire de
Toulouse (ENVT) s’est attachée a évaluer la phaociaétique du BPA apres une
administration intraveineuse (i.v.) et orale de Beh&z cing especes de mammiferes (canidés,
suidés, rongeurs (rats, souris) et boviddd). Les paramétres pharmacocinétiques moyens

obtenus aprés une administration i.v. et une adtnation orale, aux doses respectives de 5 et

100 mg/kg de BPA sont présentés dans le Tableaivarg :

| m ™| AN a| 2
Parametres (uish] Mouton Parc chien Rat Souris
Moy 25D Moy +5D Moy £50 Moy =5E Moy £5E
AUCeps 1y (mal L) 15.8 =4.3 7.1=22 12.6 =1.1 3.8 0.4 5.8 =05
AUCp . 1y flamal frL) 79.2 21961 45.0 =33 69 5 =14.8 10.8 =125 D214
Rapport AlCepsc i e AU s 5x, 5.0 6.3 5.5 1.9 1.6
BT g, owe (RS0 I 7613 0.8 -14 TB215 T 4205 7020
AU Cra i oente (sl hIL) 17651 3352 5765 =119.4 1050 4 =156.3 145 8 224 4 4024 =455
Rapport AUCers.g.emiee AU e amin 6789 720.6 3751 429 57.5
Cl gpa frmld fhg.min)) 25.0 =265 56.4 =155 19227 642 54.0
tira mpa () 1.3 =008 1.9 =31 0.%=07 1.0 9.1
CLIF gpa. fmld fkg.min)) B.4 =1.5 14.4 1.7 8.8 1.8 1.7 16.0
£147, Bpa-G (R .23 5.2 =5.9 9.7 =78 245 6.8

AUC : aire sous la courbe des concentrations plasmatigues, Cl

- cloirance, CliF

de demi-vie plasmatique terminale, MRET © temps moyen de résidence

: clairence apparente, ty; -

temps

Tableau 2 : Paramétres pharmacocinétiques du BRénod a partir des données plasmatiques de BPA é8RA-G

observées aprés une administration i.v. de BPAdi$& de 5 mg/kg et une administration orale @$edle 100 mg/kg chez

les 5 espéces étudiées (mouton, porc, chien, saueis)(11).

- Métabolisme du BPA

Le métabolisme du BPA est dominé par les réactemzymatiques de conjugaison

dites de phase Il qui consistent a ajouter un growgnt généralement hydrosoluble (acide

glucuronique, dérivés sulfatés...) au composé pai€as réactions sont principalement

hépatiques mais peuvent ausgoir lieu par exemple au niveau intestinal.

La principale réaction décrite est la glucuroniolatijui correspond a la formation

d’'un composeB-glucuronoconjugué, le BPA-glucuronide (BPA-G) atpadu BPA et d'un

cofacteur, I'acide UDP-glucuronique (UDPGA).

Cette réaction est catalysée par les UDP-glucusdtnagsférases (ou UGTS) qui

sont des enzymes présentes majoritairement ddoglenais qui sont également retrouvées

30



dans de nombreux autres tissus dont l'intestiregblacenta. L'utilisation d’'un modele de
segments intestinaux inversés de rat a permis ddremaqqueex vivo83 % du BPA absorbé
est glucurono-conjugué lors de son passage a $rd@erentérocytes de la paroi intestinale
(27).

Le BPA-G ne peut pas se fixer aux récepteurs déogeses (ER) et ne possede
donc pas d’activité oestrogéniqg2). Le meétabolisme de biotransformation du BPA en
BPA-G représente donc un mécanisme de détoxifitatie I'organisme, qui s’avére par
ailleurs rapide puisque le temps de demi-vie du BB®de I'ordre de 1 & 2 heures (sauf pour

les rongeurs pour lesquels il est supérieur a Bels@u

La sulfo-conjugaisoniu BPA a été décritim vitro chez différentes especes, mais les
sulfo-conjugués sont présents en quantité mincgitpar rapport aux glucurono-conjugués
(12).

- Absorption, biodisponibilité par voie orale et ¢ffie premier passage hépatique

Etant donné les propriétés physico-chimiques du B&g#es une administration
orale, celui-ci est probablement transporté pdusiibn passive a travers la paroi du tractus
gastro-intestinal vers les veines mésentériquapujada circulation porte hépatique. En tant
gu’acide faible, le BPA (sous forme non ioniségbiintestinal) peut facilement étre absorbé
a partir de I'estomac et des parties hautes dee$tm gréle, ou il peut également étre
glucuronoconjugué. Les études réalisées par 'éqBPE du 'UMR 133X11) ont montré
gue la totalité du BPA administré par voie oraleadsorbé au niveau du tractus digestif pour

le mouton, la souris, le rat, le porc et le chien.

Chez toutes les espéces étudiées, la biodispaé@idili BPA par voie orale est faible,
elle a été estimée entre 2.8 et 16.4 % chez [@8)57)et a 0.94 % chez le singe rhé¢Ls).
Cette faible biodisponibilité par voie orale a @yaknt été constatée dans I'évaluation des
différences interspécifiques de pharmacocinétiqudsBA et du BPA-G réalisée a 'ENVT
(11) avec une biodisponibilité de 1 a 2%.

Dans un tel cas de figure, une faible biodispoitéipeut étre liée a un défaut
d’absorption (solubilité et/ou perméabilité du BP&) a un fort effet de premier passage
(Figure 2). Or, comme présenté précedemment, lighisa gastro-intestinale du BPA semble
rapide et complete chez toutes les especes quéténétudiées, ce qui oriente I'explication

d’une faible biodisponibilité par un fort effet geemier passage hépatique. Cette hypothése a
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éteé confirmée par une approche modélisatrice péantetie montrer que plus de 90 % du

BPA absorbé au niveau du tractus digestif subieffet de premier passaEl).
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Figure 2 : Devenir du BPA au niveau du tractus slif@prés une administration par voie ordlg)

Apreés l'administration de BPA par voie orale, cerniler franchit la barriere intestinale et une fimct peut étre
glucuronoconjuguée dans les entérocytes. Au nihépatique, le BPA subit un fort effet de premierspag hépatique.e.
une métabolisation au cours de son passage déuis.lee BPA-G plus hydrophile que le BPA peut élimiéé dans la bile
via un transport actif, ou bien rejoindre la circulatigénérale, a partir de laquelle il sera élimingésdas urines. Lorsque le
BPA-G est sécrété dans la bile, il est conduit pacdnal cholédoque pour étre déversé dans leepalistales du tube
digestif. Une fois dans le tube digestif, la BPA-@upétre hydrolysé en BPA par des bactéries inwstnpossédant une
activité p-glucuronidase et étre réabsorbé ou bien élimimé dks féces. Le BPA réabsorbé dans les partiedetisiu tube
digestif non drainées par le systéme porte poutchiapper au métabolisme hépati(Li).

UGT : UDP-glucurunosyltransférases; BPA : bisphénol A ¢0 BPA-G : bisphénol A-glucuronide

- Elimination du BPA et du BPA-G

Chez 'Homme, les études publiées suggérent qi@ ke est rapidement métabolisé
et éliminé de maniére complete dans les urines Benkeures qui suivent son entrée dans
l'organisme. La clairance du BPA-G a été estiméel’'delre de 2.16 mL/(kg.min) soit
équivalente au deébit de filtration glomérulairegg@rant une élimination du BPA-G par
simple filtration rénale chez 'Homm(&4)(53)

Chez le rat, contrairement a I’homme, seulemend 20 % du BPA administré par
voie orale seraient éliminés dans les urines sausrme conjuguée (BPA-G), la majeure
partie de la dose étant excrétée dans les fécesladorme de BPA44), suggérant alors
I'existence d’une autre voie d’élimination du BPAeycelle décrite chez 'Homme. Ainsi, une
étude dans un modéle de foie de rat peréxséivqg a mis en évidence une élimination biliaire

du BPA-G chez cette espéce. Cette étude, a mongéugite a une administration de BPA
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dans la veine porte, ce dernier est intensémepotginidé au niveau hépatique (91 %) et que
65 % du BPA-G formé est éliminé dans la bile cor¥be% qui rejoignent les veines sus-
hépatique$28).

Chez les excréteurs biliaires, plus la substanc@ @oids moléculaire élevé, plus
I'élimination biliaire sera favorisée par rapportéimination urinaire. D’'aprés la littérature,
pour les anions organiques tels que les glucurarjogaés, le poids moléculaire seuil a partir
duquel I'élimination biliaire est possible, estltdre 200-300 g/mol chez le rat, 400 g/mol
chez le cobaye, 475 g/mol chez le lapin et 500¢@tbl chez I'Homme. Ainsi, en raison de
son poids moléculaire (404 g/mol), le BPA-G semitcipalement éliminé dans les urines
chez 'Homme et le lapin, alors qu’il serait élirdien partiesia la bile chez le chien, le rat et
le cobayg11).

Les résultats de l'approche modélisatrice de l'étwdmparative interspécifique
pharmacocinétiquéll) ont suggéré qu'il existait bien une autre voididiation du BPA-G
que la voie urinaire chez la souris, le rat, maigasit chez le chien. Cette hypothese a été
confirmée par une étude complémentaire de la méguge en utilisant une approche
chirurgicale de dérivation totale de la bile, mantrqu’'une grande partie (39,5%) de la dose
de BPA administrée par voie i.v. (5mg/kg) étaitrétiée par voie biliaire sous forme de BPA-
G. Cette étude a également suggéré I'existenceederirculation entérohépatique du BPA-G
chez le chierf1l).

L’existence d’un cycle entérohépatique a éte foeteinsuggérée suite a 'observation
dans différentes études d’'un ou plusieurs rebomdscdncentrations plasmatiques en BPA
observées aprés une administration de BPA cheat [@3). En effet, lorsque le BPA-G est
excrété dans la bile, il est transporté via le tahalédoque jusqu’au duodénum, ou il peut
subir une hydrolyse par les bactéries présentesniagau de la flore intestinale
(entérobactéries et bactéries du ge@itestridium). Ces bactéries possédent une activité
glucuronidase qui hydrolyse le BPA-G en BPA luimettant ainsi de retrouver son caractere
lipophile et d’étre réabsorl#ans les parties distales du tube digestif (coner@mécum et le
colon) non drainées par le systeme porte, courtstant ainsi le premier passage hépatique

(Figure 2). Cette excrétion biliaire du BPA-G nenbée pas se produire chez 'Homifid).
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1.2.8 Biosurveillance et exposition humaine au BPA

Du fait des nombreuses polémiques souleveées [iPAe de nombreuses études de
biosurveillance ont été mises en place ces des@mnaées afin d’évaluer I'exposition de la
population humaine a cette molécule. Ces étudegemhis de décrire les concentrations
plasmatiques et/ou urinaires en BPA dans des élibastde la population humaine suite a
une exposition environnementale et dans différesitemtions physiologiques et/ou physio-

pathologiques.

L’exposition humaine au BPA est ubiquitaire commet@moigne I'étude effectuée
par Calafat et ses collégues, sur une cohorte eangei de 2 517 personnes agées de 6 ans et
plus, qui a mis en évidence la présence du BPA Harise de 93% des individu§’) ou
encore une étude réalisée sur 1870 coréens qus @meévidence du BPA dans l'urine de
99,8% des individug29). Mais aussi, une étude Allemande a mis en éviddndBPA dans
l'urine de 99 % d’individus d’une population de 5&8fants allemands agés de 3 a 14(ahs
Enfin, du BPA a effectivement été retrouvé dan$édiits liquides biologiques tel que le
plasma, le sérum, l'urine, le lait maternel, leulde amniotique et la salive mais aussi
différents tissus : le placenta et le tissu adipeugeci dans la population située a différents
endroits du glob€s0).

- Données urinaires

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses etwésodurveillance ont évalué
'exposition de la population humaine a travergjleantification du BPA urinaire. Dans la
plupart des études, les concentrations de BPA {8@aA libre et BPA conjugué) ont été
comprises entre 0.1 et 2 ng/niL1). En regard des différentes études de biosurveglajui
ont été realisées, les concentrations urinaireBRA total sont relativement homogenes et
semblent constituer un biomarqueur pertinent depbsition humaine environnementale au

BPA quelles que soient les sources de contamination

Certaines études de biosurveillance ont évaluépdisition chez les enfants qui
constituent la catégorie de la population la pluposée via la nourritur€l6). Ainsi, les
études citées précédemméntet 2)ont respectivement mis en évidence du BPA damméu
de 93% d’'une population d’individus agés de 6 anplis, et dans l'urine de 99% d’une
population de 599 individus agés de 3 a 14 ansr Pesl deux études, les concentrations
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urinaires en BPA les plus élevées ont été obsercbeg les plus jeunes et diminuent

progressivement avec I'age.

En admettant que la quasi-totalité du BPA est @émans les urines sous forme de
BPA-G, ainsi que le suggerent les données de tixdture, il est possible d’obtenir une
estimation du taux d’entrée de BPA dans l'organismgartir des données urinaires. Pour
obtenir une telle estimation, il faut effectuerpl@duit de la concentration urinaire moyenne
de BPA total par le volume d’urine produit sur 2ubkes (estimé en fonction de I'agég).
Ainsi, Volkel et al. ont estimé que la quantité maximale de BPA entdams |'organisme
serait de I'ordre de 3.1g/(kg.j), soit tres inférieure a la DJA2).

- Données plasmatiques

De nombreuses études de biosurveillance se s@uhatds a détecter le BPA non
conjugué dans le sang afin d’estimer I'expositioteine humaine a la forme active du BPA.
Afin de déterminer les concentrations plasmaticqere8PA, plusieurs techniques de dosage
ont été utilisées comme par exemple la chromatbigapn phase gazeuse couplée a la
spectrométrie, la chromatographie en phase ligailaute performance ou encore le dosage

immuno-enzymatique ELIS/A).

Le consensus général qui peut étre dégagé dessadadmosurveillance évaluant les
concentrations plasmatiques ou sériques de BPAuliésl sains, d’adultes malades, de
femmes enceintes ou de foetus est que I'exposiit@nne au BPA se situe dans une gamme
allant de 0,5 a 10 ng/mL avec la plupart des étsdggérant une exposition interne moyenne
approximativement de 1 a 3 ng/ni9).
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[.3 Contexte de I'étude et stratégie expérimentale

Notre étude s’inscrit dans la continuité de la ¢hesalisée pa®.H. Colletau sein de
'équipe PPE de 'UMR 1331 a 'ENVT en 2011{11), et notamment de I'étude « Evaluation
des différences interspécifiques de pharmacocinétiy BPA et du BPA-G ». L'objectif des
travaux menés était’évaluer les parametres pharmacocinétigues du Biples une
administration i.v. et orale de BPA chez cing esgede mammiféres différentes (mouton,
porc, chien, rat, souris) et de développer uneaqher allométrique pour estimer la clairance
du BPA chez 'homme.

Cette étude met en évidence que chez toutes lésassgda clairance plasmatique du
BPA est élevée et de l'ordre du débit sanguin hépat(car le BPA présente un fort

coefficient d’extraction hépatique > 0.7).

Ainsi la clairance plasmatique du BPA serait éqenge au débit sanguin hépatique
tel que défini par une équation allométrique (Epurat) Q, = 0.0555*P°#** avec P le poids
vif en kg et Q en L/min. Etant donné que la clairance du BPA astditionné par un
processus d’élimination, cette approche allomégrigat tres performante pour extrapoler ce
parametre a d’autres espéeces a partir du poidomdrpAinsi, la clairance plasmatique du
BPA pour un homme de 70 kg a été estimée a 40 mloik) par extrapolation de cette

relation allométrique (Figure 3)1).
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Figure 3 : Relation allométrique (log-log) entrepl@ids et la clairance plasmatique du BPA chez 5acespde
mammiféres €, souris, rat, chien, porc et mouton) et extrapmtad I'Homme et au chevab). La régression linéaire a été

réalisée uniquement avec les données obtenuesechreriton, le porc, le chien, le rat et la souf&.= 0.9924)11)
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L’estimation de la clairance plasmatique du BPAzcheomme grace a I'approche

allométrique donne des résultats comparables aaeservés dans la littérature.

La clairance du BPA chez 'lhomme (40 mL/(kg.minupétre utilisée pour prédire
le niveau d’exposition interne au BPA de la popalathumaine a partir du niveau
d’exposition externe au BPA (de l'ordre du pg/kd)es valeurs ainsi prédites des
concentrations plasmatiques en BPA chez 'hommet, de I'ordre du pg/ml, soit 1000 fois
inférieures a la valeur médiane de celles rappsriéas des études de biosurveillance (1 a 3
ng/mL). En raison de cette incohérence, une graadiée des études de biosurveillance ne
sont pas prises en compte dans le cadre de I'di@iuau risque lié a I'exposition
environnementale au BPA. Or, la connaissance deanivéel de I'exposition interne humaine
au BPA est essentielle pour pouvoir extrapoler ortime les données expérimentales
obtenues chez I'animal et qui montrent des efféigtdres du BPA pour des concentrations

plasmatiques de I'ordre de 0,26-1,77ng(&8).

Différentes hypothéses pourraient expliquer lelidcences constatées entre les
concentrations plasmatiques, le niveau d’exposigaterne et la clairance du BPA chez

I'hnomme :

Hypothése 1 Les concentrations plasmatiques en BPA rapporobez 'homme
sont surestimées du fait d'un biais pré-analytigueanalytique (hydrolyse des composés
conjugués dans les échantillons biologiques, maevaiécificité de la méthode analytique ou
encore contamination de I'échantillon). Cette hizgske n’est pas totalement satisfaisante en

raison des précautions prises par les expérimemgap@ur analyser les échantillons.

Hypothése 2 L'exposition externe humaine au BPA est supéeeaux valeurs
prédites a partir des estimations des expositicssergiellement d’origine alimentaire,

suggérant ainsi I'existence d’autres sources d’sitjom, encore non identifiées.

Afin de vérifier cette hypothése, une premiére étactonsisté a d’estimer le niveau
d'exposition externe au BPA du chien en tant quahisentinelle de I'exposition humaine

d’origine environnementale.

Le concept d'utilisation de I'animal en tant quentsgelle de I'exposition humaine
n'est pas nouveau. L'exemple le plus connu est sainsdoute le canari utilisé dans

I'exploration miniere pour détecter le monoxydecdebone.
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Considérer le chien comme animal sentinelle estappeoche pertinente : en effet,

I'hnomme et le chien sont soumis aux mémes parameétrvironnementaux :

-  air ambiant

- eau

- habitat (construction, revétements, matériaux)
-  poussieres

- alimentation le cas échéant

A titre d’exemple, I'exposition environnementale glomb liée a I'habitat peut étre
déterminée a travers I'évaluation des concentratg@#riques en plomb des chida Par
ailleurs, en raison de sa petite taille, de saipri& vis a vis du sol, et d’'un comportement de
léchage des objets et de jeu, le chien est pluspiaErement considéré comme une sentinelle

de I'exposition des enfan(89).

Ainsi, le chien peut étre amené a étre exposé a@phBnol A et son niveau

d’exposition interne peut varier en fonction de smode et son milieu de vie.

C’est pourquoi une enquéte a été menée via unigaeatre permettant de récolter
les données relatives au quotidien de chaque armjmakn paralléle, a fait I'objet d'un
prélévement sanguin. Cette étude a été réalisée lsotorme d’'un essai pilote, sur une

population d’animaux limitéén=24).

L’'objectif de cette étude est donc d'utiliser lesndées d’exposition interne
spontanée au BPA et au BPA-G obtenues par lesvpréknts ainsi que les données
pharmacocinétiques moyennes du BPA précédemmeehwdd chez le chigfil), afin de
prédire le niveau d’exposition externe du chienBRA. Cette estimation de I'exposition
externe du chien pourrait étre un indicateur dueaiv d’exposition externe au BPA de

’lhomme dans son environnement domestique.

Hypothése 3 La clairance plasmatique du BPA chez 'hommet @dre soumise a
des variations physiologiques et sa diminution deesgaines conditions non identifiées
pourrait expliqguer des concentrations plasmatigélesées en BPA. En effet, d’aprés la
littérature certaines conditions physiologiquesthplgiques, ainsi que la prise d'un
traitement ou encore les modalités de prise dermong semblent influencer la clairance de

nombreuses molécul€s5)(23)
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Par ailleurs, une étude récente réalisée chezuldssa suggéré que les modalités de
prise de nourriture pouvaient modifier les parap®fpharmacocinétiques du bisphénol A
(42). Ainsi, les auteurs ont comparé deux modalitégirdiaistration orale de BPA, une
administration continue dans la nourriture distébuad libitum correspondant a une
exposition externe a 13 mg de BPA/kg et une admtnatisn unique par gavage de 20 mg/kg.
Pour une relative méme dose externe, la biodisgié@ilolu BPA était plus forte pour les
souris exposées via I'alimentation que pour le geodisposant d’'une administration unique
sous forme de bolus. Cette biodisponibilité acqoerrait étre expliquée par des phénomenes
post-absorption appelés en pharmacocinétique & Bffenentation » et non pas par une

modification de I'absorption du BPA.

Ce concept pharmacocinétique de « I'Effet Alimdotat ou « Food Effect » est
fondé sur la réduction de I'effet de premier passagpatique par la prise alimentaire. Notre
hypothése est que la prise alimentaire inhiberaitsitoirement la capacité intrinseque du foie
a meétaboliser des substan(s)(55) notamment pour les substances fortement métaleslis

par le foie comme le BPA, ce qui pourrait expliqdes concentrations élevées en BPA.

En accord avec le caractere relativement lipopthileBPA (coefficient de partition
octanol-eau, LogKow = 3.4), des données obtenueg &b rat suggerent qu’il pourrait
s’accumuler dans le tissu adipeux, et préféreptigtint dans le tissu adipeux br{@7). Des
concentrations moyennes de BPA de 5.8 ng/g dedidigieux ont également été décrites chez
la femme(19). Par ailleurs, une étude réalisée sur le modéthmnes obeses au laboratoire
du service de physiologie de 'ENVT avait montré&dbésité entrainait une diminution de
la clairance plasmatique de I'ivermectine, un cosgptipophile (LogKow=4.1). Suite a ces
observations, nous avons émis I'hypothése selomelb)l’obésité pourrait conduire a une

exposition interne accrue au bisphénol A.

Ainsi, afin de tester I'hypothese d’'une diminutide l'effet de premier passage
hépatique associée a la prise alimentaire, efrdedct de I'obésité sur I'exposition interne au
BPA, nous avons comparé les paramétres pharmatigcie® du BPA administré par voie
intraveineuse chez des animaux a jeun ou aprepriseede nourriture, en choisissant comme
modele d’étude des chiens d'un poids normal (stahde race) et des chiens maintenus

obeses.

Hypothése 4 Il pourrait exister des voies d’entrée systéraiggu BPA non
identifiées associées a une forte absorption géviiant, comme la voie cutanée, I'effet de
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premier passage hépatique ainsi que le métabolistestinal (Figure 2) peuvent étre
associées a des concentrations plasmatiques ékwvd33A comme celles retrouvées dans les
études de biosurveillance humaines (de I'ordregimh).

Etant donné que I'alimentation est considérée comanseurce majeure d’exposition
au BPA et en raison de la perméabilité élevée deuigqueuse buccale (4000 fois supérieure a
'absorption cutanée) et de I'importance de sonndige sanguin et lymphatique, I'absorption
du BPA dans la cavité buccale et en particuliesdarrégion sublinguale représente une voie
potentielle d'entrée du BPA qui évite ainsi l'efféie premier passage hépatique. Ce
mécanisme pourrait jouer un réle important lorstidBPA est présent dans des substrats
alimentaires qui sont retenus pendant une périoolermée dans la cavité buccale (gomme,

gels...).

A titre d’exemple, une étude réalisée chez le pastré a montré qu’une application
de testostérone a la dose de 1mg (14ug/kg) suutpueuse sublinguale, était suivie d’'une
élévation rapide et prononcée des concentraticammatiques de cette hormofi®) qui ont
atteint 2.5ng/ml, 10 minutes apres I'application stéroide, alors que la clairance de la
testostérone chez le porc est élevée, de I'ord@idd/kg.min(9). Ce résultat suggere que les

stéroides sont fortement absorbés par voie suldlad&raction absorbée estimé a 30%).

Nous avons donc émis I'hypothese selon laquellesbgption sublinguale de BPA
en permettant I'échappement du BPA a l'effet dempee passage hépatique pourrait

expliquer des concentrations plasmatiques élevges|thhomme.

Le chien représente un bon modéle pour tester rfytpethese car sa muqueuse
buccale comme celle du porc est non kératiniséaraicgment a celle des rongeurs et

présente des similitudes avec celle de I’hon(#ig.

Afin de vérifier notre hypothése nous avons réaliséessai pilote sur 2 chiens qui

avait pour objectif d’évaluer le passage du BPAymae sublinguale.

Le but de cette thése est donc d’examiner lesdecigui pourraient étre associés a
une augmentation de I'exposition interne au BPA det contribuer a expliquer les
incohérences constatées entre les données devaitlsunce disponibles dans la littérature et
les résultats observés dans les études realiddaS\ar, en utilisant le chien comme modéele

expérimental.
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Partie Il - Matériels et Méthodes

L’ensemble des opérations de préparation de sailutie BPA a été réalisée dans
une piece identifiée et seul du matériel en verreen polypropyléne jetable a été utilisé que
se soit pour la préparation des solutions, pourlg@vér, stocker et analyser les échantillons.
L’absence de contamination des échantillons sargypiar le BPA avec le matériel et la

meéthode analytique utilisée a été vérifiée.

[1.1 Matériels et Méthodes spécifiques

[1.1.1 Etude 1: Evaluation de l'exposition au Bispénol A du chien en tant

gu’animal sentinelle de l'exposition humaine d’oridgne environnementale

(essai pilote)

11.1.1.1 Objectifs

> Evaluer le niveau d’exposition interne au BispHéAod’'une population de chiens de
propriétaires dans le but de prédire les niveaexmbsition externe au BPA de ’lhomme dans

son environnement domestique.

» Documenter les sources de variation de cette @go®n fonction du mode de vie de

'animal (enquéte questionnaire).

11.1.1.2 Animaux

Cette étude a été réalisée sur des chiens (n=24)aake age, poids et statut
physiologique différents provenant de propriétaidest la participation était totalement

volontaire.

Les propriétaires étaient tous étudiants vétémsaimais ne vivaient pas forcement
dans la méme communauté (comme par exemple une déliante). Aucune

recommandation particuliere n’a été imposée aupn@taires avant de présenter leur animal.

11.1.1.3 Méthodologie expérimentale

11.1.1.3.1 Modalités de collecte d’'informations $&imode de vie de I'animal

Pour chaque chien, le propriétaire a di répondne questionnaire a choix multiple

(Annexe 1) visant a documenter les sources d’ekpasiu BPA.
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Dans ce questionnaire, l'ensemble des parameétresepibles d’influencer

I'exposition au BPA ont été documentés.

1) Lalimentation: Le type (patée en sachet ou conserve, croqueiiion
ménagere), la provenance des ingrédients des sati@magéres ainsi que leur condition de
stockage et d'utilisation (réchauffement avant ribstion ou non) ont été précisés. La
possible distribution « d’'a cotésixe de friandises, ou de restes de tables, a égale@étént
demandée aux propriétaires, car ces derniers pemy@r@senter une source d’exposition au
BPA. Dans le cas de rations ménageres, les chiensept étre soumis a un régime
alimentaire proche de 'homme. Plus fréquemmeastpéduvent étre exposés au BPA via la
contamination des aliments pour chien en raisotedieconditionnement dans des boites de
conserve, des contenants en plastique, ou de tedaraination au cours du processus de
fabrication.

2) Les objets usuels (jouets en plastigues, gamelles et lieu de cagehen
plastique...) ont également été pris en compte.

3) Le type d'habitat et milieu de vieville ou campagne, appartement ou maison.

En effet, un animal vivant dans un milieu closestreint est plus & méme d’étre exposeé a des

polluants liés a I'habitat.

4) Le comportement de I'animala tendance a machonner ou le léchage d'ohjets e

plastique est susceptible d’avoir un impact swgtsition au BPA.

5) Le statut physiologique de I'animal a été demandé aux propriétaires le statut

physiologique de l'animal (Entier, stérilisé, grd®), la présence d'un éventuel statut
pathologique (insuffisant rénal, ...) et si I'animéfait sous traitement au moment du
prélevement, car ces différents parameétres pouatraiéuencer I'exposition interne au BPA.

En effet, une étudm vitro a montré que certains médicaments (naproxene, roag#pine,

acide méfénamique...) pouvaient diminuer de 50 %uUawgonidation du BPA51).

Les propriétaires fumeurs ont été priés de le $grear d’aprés une étude de 2009
les concentrations sériques en BPA sont signifieatent plus grandes chez les fumeurs par
rapport aux non fumeur@4). Nous avons ainsi voulu considérer cette coratathez les

animaux dont les propriétaires sont fumeurs.
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[1.1.1.3.2 Modalités de collecte des échantillons

Des prélevements sanguins de 5 ml ont été réglméponction directe de la veine

jugulaire droite avec une aiguille bleue 23G (0&x2n) montée sur une seringue de 5 ml.

Aprés le prélévement, le sang a été collecté dandube hépariné de 5 ml
(héparinate de lithium), mélangé par retournerseimhmédiatement placé dans la glace.

[1.1.2 Etude 2 : Evaluation de la disposition du BRA chez le chien : effet de la prise

alimentaire et de I'obésité sur les parameétres phamnacocinétigues du BPA

11.1.2.1 Objectifs

> Evaluer « l'effet alimentation » sur les param&tpharmacocinétiques du BPA chez le

chien.
> Evaluer 'effet de I'obésité sur les paramétrearpiacocinétiques du BPA chez le chien.
11.1.2.2 Animaux

Cette étude a été réalisée avec des chiennes Badglies dont 6 présentant un
statut pondéral normal avec un poids moyen de 10kg5+ 0,985 kg et 6 chiennes obéses
d’'un poids moyen de 19,562 kg + 2,080 kg. Lesrumés ont été hébergées dans des cages a
meétabolisme en inox le jour de I'administrationoat été abreuvéead libitum Le reste du

temps, les chiennes ont été hébergées par 2 esuboxe litiere en copeaux de bois.

Les chiennes ont été nourries une fois par jourmigtin (excepté le jour le
'administration pour les chiennes devant restgéeum), avec un aliment commercial pour
chien (Entre 100 et 200g de Medium Adult Royal @ahialiment complet pour chien adulte
de taille moyenne). Les chiennes obéses recevarentration supplémentaire composée de
509 de graisse de beceuf. Le jour de I'administratienmepas des chiennes d’un poids moyen
normal a été complété avec de la patée Pedigi@&d0g) afin d’enrichir la ration. Les

chiennes maintenues a jeun le jour de I'étude @nh@urries le soir suivant 'administration.

La veille de l'administration, la peau au niveaus degulaires et de la veine
céphalique droite a été tondue. Les chiennes @pésées dans les deux jours précédant

I'administration.
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11.1.2.3 Produits chimigues et préparation destsmis

Le Bisphénol A a été obtenu sous la forme de po(iké: 228.29 g/mol, pureté
>99%) chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavierance).

La solution de BPA a été préparée le jour mémeadesnistrations.

Pour la solution de BPA a administrer par voie, ila.poudre a été diluée dans du
solvant Ethanol/Propylenglycol (vol:vol, 1:49) adancentration de 50 mg/ml. La solution de
BPA a été préparée dans des flacons ambrés a shrtaliquot de 500 pl de solution a été

conservé a -20°C afin d'évaluer la concentratiotedslution administrée.

11.1.2.4 Méthodologie expérimentale

[1.1.2.4.1 Plan expérimental

L’étude s’est déroulée sur deux périodes sépafées semaine (le temps de demi-
vie plasmatique du BPA-Glucuronide (BPA-G) étantOd& h). Les chiennes ont été réparties
de facon aléatoire et en nombre égal, soit n=6h{8nties obéses et 3 chiennes d’'un poids
normales) entre les 2 séquences (A et B) du plarpérience en cross-over présenté ci-
dessous.

Séquence A Séquence B

(3 chiennes normales + 3 chiennes obésgsEhiennes normales + 3 chiennes obéses)
Période 1 ajeun apres palsaentaire
Période 2 apres prise alimentaire ajeun

Trois prélevements sanguins de contrble de 2 mlébé@tréalisés dans la veine

jugulaire droite la veille des administrations.
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11.1.2.4.2 Modalités d’administration

L’administration intraveineuse a été réalisée viecathéter (22G Terumo ®) mis en
place au niveau de la veine céphalique droite jastnt I'administration. Le BPA a été
administré a la dose de 10 mg/kg. Le volume admnénia été ajusté au poids corporel de
'animal, déterminé au cours des 48h précédantrliatstration. Le cathéter a ensuite été

rincé avec du sérum physiologique (2ml) et retistg apres l'injection.

[1.1.2.4.3 Modalités de collecte des échantillons

Suite a I'administration intraveineuse de BPA, gedlevements sanguins ont été
réalisés dans la veine jugulaire droite aux temps 8, 15, 30, 60, 90 min, puis 2, 3, 4, 6, 8,
10, 12, 24, 34 et 48h apres I'administration pdews, soit 20 prélevements sanguins au total

(avec les controles).

Les prélévements sanguins de 2 ml ont été réadisés une aiguille bleue 23G
(0,6x25mm) montée sur une seringue de 2 ml. Le aatg recueilli dans un tube hépariné de
5 ml (héparinate de lithium), puis le sang a étéange par retournement et immédiatement

placé dans la glace.

[1.1.3 Etude 3 : Evaluation du passage du BPA suita une administration de BPA

par voie sublinguale chez le chien (essai pilote)

[1.1.3.1 Objectifs

> Evaluer le passage du BPA suite a une adminisirale BPA par voie sublinguale chez le

chien.
11.1.3.2 Animaux

L’étude a été réalisée avec 2 chiens Beagle ma@gidides BM et BS) d’'un poids
d’environ 15 kg (15,1 kg et 15,7 kg). Les condiatihébergement et d’entretien des chiens

ont été les mémes que celles précédemment décrites.

Cette étude impliquant une anesthésie généralehieas ont été mis a jeun la veille
au soir de l'administration. Le repas de la vedlgant eu lieu au maximum 12h avant

I'administration et I'eau retirée 6 a 8 heures d@van
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Tout comme pour I'étude précédente des zones de qneaiveau des jugulaires et
de la veine céphalique droite ont été tondues ilievae I'administration. Les chiens ont été
pesés au cours des deux jours précédant I'adnatesir

11.1.3.3 Matériel, produits chimigues et prépamates solutions

Afin de pouvoir administrer le BPA par voie sublirade, celui-ci a été dilué dans un
mélange éthanol/huile de mais (vol:vol, 2,5:7,59 aoncentration de 250 mg/ml. La solution

de BPA a été préparée dans des flacons ambrésra ser

11.1.3.4 Méthodologie expérimentale

11.1.3.4.1 Plan expérimental

L’étude s’est déroulée en une seule phase au ceulaquelle les deux chiens ont

recu une administration de BPA par voie sublinguale

11.1.3.4.2_Protocole anesthésique

Les chiens ont été anesthésiés juste avant I'adiratipn selon le protocole suivant :

Une prémédication a été réalisée a l'aide d'acépmime (Calmivet ND
VETOQUINOL) a la dose de 0.1mg/kg IV, puis 'anesgle a été ensuite induite avec du
thiopental sodique (Nesdonal ND MERIAL SAS) a 15kgg/lV (10 minutes apres la
prémédication). Enfin, I'anesthésie a été mainteauec de l'isoflurane (Vetflurane ND
VIRBAC) a 2%. Les injections ont été faites parevamtraveineuse via un cathéter (22G

Terumo ®) mis en place au niveau de la veine cépladroite avant I'anesthésie.
L’anesthésie a été maintenue pendant I'heure suilaministration de BPA.

11.1.3.4.3 Modalités d’administration

Le BPA a été administré sous la forme d'un bolda dose de 20 mg/kg déposée
directement sur la muqueuse sublinguale. Le voldéposé a été ajusté au poids corporel de

'animal déterminé au cours des 24h précédant liadtnation (soit environ 1,2 — 1,3 mL)

L’administration par voie sublinguale a été réaiséa une seringue de 2 mL en
appliguant la quantité de liquide directement sumluqueuse sublinguale sur une surface
approximative de 5cmz2. La langue a été maintenkextérieur de la cavité buccale pendant

I'heure de I'anesthésie.
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11.1.3.4.4 Modalités de collecte des échantillons

Les prélevements sanguins de 2 mL ont été réghaéponction directe de la veine

jugulaire droite avec une aiguille bleue 23G (0&x2n) montée sur une seringue de 2mL.

Trois préléevements sanguins controles ont été sésalidans I'heure précédant
'administration. Les prélévements sanguins ontrétdisés aux temps 2, 4, 8, 15, 30, 60, 90

min, puis 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24 h post-admiaigin, soit 18 prélévements sanguins au total.

Apres le prélevement, le sang a été placé danshehtépariné de 4mL, mélangé par

retournement et immédiatement placé dans la glace.

[1.2 Matériels et Méthodes communs aux trois études

11.2.1 Modalités de traitement des échantillons

Les échantillons sanguins ont été centrifugés & 400 pendant 10 minutes a +4°C

dans un délai n’excédant pas une heure aprestéemton.

Pour I'étude 1, le plasma a été aliquoté en 3ibast: 1 aliquot de 100 ul et deux
aliquots de 1 ml dans des tubes Eppendorff® denl.®our les études 2 et 3 le plasma a été
aliquoté en 2 fractions : 1 aliquot de 100 pl eBtiff aliquot avec le reste de plasma dans des
tubes Eppendorff® de 1.5 ml

Les plasmas ont été immédiatement congelés et m@ese a -20°C jusqu’au
moment du dosage du BPA et de son métabolite coéjlegBPA-G.

11.2.2 Dosage du BPA et du BPA-G

Les concentrations plasmatiques de BPA et BPA-G @Bt déterminées par
chromatographie en phase liquide couplée a la speétrie de masse (LC-MS/MS) aprés
extraction a l'acétonitrile, sur une gamme de catregions de BPA allant de 1 a 100 ng/ml
et de BPA-G allant de 10 a 1000 ng/ml, pour lempkasles échantillons de la premiere étude.

(Selon la méthode décrite préecédemmentparoix et al. (31))

Pour les études suivantes, la gamme de concensat®BPA s’étendait de 1 a 1000
ng/ml (pour I'étude 2) et de 1 a 500 ng/ml (pod@tdde 3). La gamme de concentrations de
BPA-G, quant a elle, allait de 20 a 10000 ng/mIisd@rplasma pour les 2 études.
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Les limites de quantification (LOQs) de la métha@=MS/MS pour le plasma pour
I'évaluation des concentrations en BPA et BPA-G ét& respectivement de 1 ng/ml et

5 ng/ml pour la premiére étude, et 1 ng/ml et 2@Bnhgour les 2 études suivantes.

11.2.3 Analyse pharmacocinétique

Les analyses pharmacocinétiques ont été réalisBesl@ du logiciel de régression
non linéaire WinNonlin (WinNonlin Professional viens 5.3 ; Pharsight Corporation, Cary,
NC, USA).

[1.2.3.1 Analyse du BPA

- Les données desoncentrations plasmatiques en BPA (ug/mipnt été ajustées

par la méthode des moindres carrés a I'équatioyegpbnentielle 2 suivante :

n

C(t)= Z Yi exp(-Ait) Equation 2

i=1

Ou C(t) représente la concentration plasmatiquBf au temps t (ug/ml), \est le
ieme coefficient pré-exponentiel &t la ieme constante de temps de premier ordre (avec
représentant le ieme compartiment). Les estimatioitiales ont été obtenues en utilisant la
meéthode des résiduelles. Les paramétres pharmatigcies obtenus ont été ajustés par une

régression non linéaire utilisant la méthode demdres carrés pondeérés.

Pour la deuxieme étude le modeéle choisi est bicoinpental et les concentrations

ont été ajustées suivant un modele biexponentiel :
C(t) = Aexp(at) + Bexp($t) Equation 3
Oua etP sont les constantes de temps de premier ordie plealse initiale et terminale.
- Le temps de demi-vie (> en min) a été calculé selon I'équation 4 :
tio=1In(2) /B Equation 4
- La clairance plasmatique (Cl, en ml/kg/min)a été calculée selon I'équation 5 :
Cl =Dose / AUC Equation 5

Ou AUC (ug.min/mL) est l'aire sous la courbe desaamtrations plasmatiques en

BPA en fonction du temps, calculée avec la méthaete trapézes arithmétiques. Ainsi, la
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clairance permet de mesurer la capacité d’élinonatie I'organisme et représente le volume

de sang totalement épuré de la molécule par I'asganpar unité de temps.
- Le volume de distribution du compartiment central (Vcou V2, en mi/kg)a été
calculé a I'aide de I'équation 6 :

Ve= dusefz Y; Equation 6
1=1

Il représente le volume initial de distributiontamps 0.
- Le volume de distribution a I'équilibre (VSS, en ml/kg a été calculé a I'aide de
'équation 7 :

n
Vss = Vc [1+Z Kin/Kn1) Equation 7
i=1

Ou K1n et Knl sont les constantes de premier drdariisant les échanges entre les
compartiments du modele. Vss permet de calculgu#atité de métabolite dans I'organisme

a un temps donné a partir des concentrations ptagres.

- Le temps moyen de résidence (MRT, en minp été calculé a l'aide de

'équation 8 :

n n
MRT =Z Yi /Al /Z YifAd Equation 8
i=1 i=1

Il s’agit du temps moyen passé dans |'organismégoarolécule administrée.

[1.2.3.2 Analyse du BPA-G

Les concentrations plasmatiques de BPA et de BPdnGété analysées a l'aide
d’'une approche non-compartimentale. Pour l'analges concentrations plasmatiques de
BPA-G, la quantité de BPA-G qui entre dans l'orgam a été calculée en équivalent BPA,

en faisant 'hypothése que tout le BPA adminisgé&tansformé en BPA-G.

La clairance apparente du BPA-G (Cl_F_obs BPA-G&kg/min) a été obtenue en
divisant la dose de BPA-G qui entre dans l'orgaeigrar I'AUCIast (ug*min/ml) du BPA-G
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qui correspond a la quantit¢ de BPA-G plasmatiqispathible en fonction du temps

(Equation 9).
Cl_F_obs = Dose BPA-G / AUClast Equation 9

Les autres parametres qui ont été évalués sont Gugaml) (La valeur maximale de
concentration observée), Tmax (min) (Temps nécesgmur atteindre Cmax) et AUCinf
(ng*min/ml) qui correspond a l'aire sous la coudmmt les dernieres valeurs de concentration

ont été extrapolées a partir de la constante diédition.

11.2.4 Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous la forme de meyerécart-type. Les analyses
statistigues ont été réalisées a l'aide du logiSig$tat (version 12.0 ; Chicago, IL, USA)
selon une analyse de variance a 2 facteurs (étaitgiissement et prise alimentaire) en
tenant compte de l'interaction entre ces facteles. valeurs dé inférieures a 0.05 ont été

considérées statistiquement significatives.
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Partie Ill - Résultats et discussions

[11.1 Etude 1 : Evaluation de I'exposition au Bispténol A du chien en tant qu'animal

sentinelle de I'exposition humaine d’origine environementale (essai pilote)

111.1.1 Enquéte questionnaire préliminaire aux @vélments

Les résultats de I'enquéte sur les conditions dedeis chiens sont présentés dans le

tableau 3 suivant :

Nombre /
24 %
Poids moyen des chiens prélevés (kg) 20 /
Males 10 41.7
Femelles 14 58.3
Animaux stérilisés 13 54.2
Animaux présentant une pathologie 3 12.5
Animaux ayant eu un repas il y a moins d’'une heure 2 8.3
Animaux avec 1h <repas < 3h 2 8.3
Animaux avec 3h < repas < 12h 15 62.5
Animaux avec repas > 12h 5 20.8
Alimentation a base de croquettes 24 100.0
Alimentation avec une ration ménagére 1 4.2
Distribution de "a cotés" 12 50.0
Animaux dont les "a cotés" proviennent d'emballages
plastiques 11 45.8
Animaux ayant une gamelle en plastique 12 50.0
Animaux ayant des jouets en plastique 15 62.5
Animaux jouant longtemps avec leur jouet plastique 8 33.3
Animaux ayant tendance a lécher des objets en plastique 0 0.0
Animaux ayant un lieu de couchage en plastique 5 20.8
Animaux vivant en ville 20 83.3
Animaux vivant en appartement 17 70.8
Animaux vivant la plupart du temps a l'intérieur 20 83.3
Animaux sous traitement 3 12.5
Animaux ayant un propriétaire fumeur 2 8.3

Tableau 3: Résultats de I'enquéte questionnaire sur le neddies habitudes de vie des animaux prélevés.

L’'observation de ce tableau montre que la total#é animaux testés sont nourris
avec des croquettes. Par ailleurs, un seul dessamitestés recoit, en plus des croquettes, une
alimentation de type ration ménagere dont les caams proviennent de contenants

plastiques et conserves. En outre, les informatdomnées par le propriétaire révélent que
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cette ration ménagere est servie cuite, non rétdmdt stockée dans des contenants non

plastiques.

Ce tableau permet aussi de montrer que pour m@i#4), les propriétaires ayant
participé a I'étude distribuent régulierement descotés » a leur animal, dont la quasi totalité
(11/12) proviennent de contenants comportant dstiglae. On peut également constater que

la moitié (12/24) des animaux présentés possedeoms une gamelle en plastique.

Par ailleurs, 62.5% (15/24) des animaux présguésedent des jouets en plastiques
mais seulement 8 d’entre eux ont tendance a lekonaer longtemps lorsqu’ils s’amusent
avec. Par contre, aucun animal présenté n’a teedatécher des objets en plastique autre que
leurs jouets. Enfin, 20.8% (5/24) des animaux prEsepossedent un lieu de couchage en

plastique.

Pour finir, en ce qui concerne le mode de vie d@maux présentés, on constate que
83.3% (20/24) vivent en ville (le reste vivant enampagne »), que 70.8% (17/24) vivent en
appartement (les autres vivant dans des maisortsaaveans jardin), et que 83.3% (20/24)
vivent la majorité du temps en intérieur (tout milide vie confondus). Enfin, 3 animaux
étaient sous traitement et seulement 2 avaientrapriptaire fumeur, ne fumant pas en

présence de I'animal.

111.1.2 Dosage du BPA et du BPA-G dans les échiansl sanguins

Le tableau 4 suivant montre la concentration de BPde BPA-G retrouvée dans les

plasmas provenant des chiens de propriétaires.

. C. BPA C. BPA-G . C. BPA C. BPA-G
Gl (ng/mL) (ng/mL) Gl (ng/mL) (ng/mL)
A inflog inflog M inflog inflog
B 1.499 inflog N inflog inflog
C inflog inflog @] inflog inflog
D inflog inflog P inflog inflog
E inflog inflog Q inflog inflog
F inflog inflog R inflog inflog
G inflog inflog S inflog inflog
H inflog inflog T inflog inflog
I inflog inflog U inflog inflog
J inflog inflog \% inflog inflog
K inflog inflog w inflog inflog
L inflog inflog X inflog inflog

Tableau 4: Dosage du BPA et du BPA-G dans les échantilfamguins des chiens de propriétaire.

(inflog = inférieur a la limite de quantification)
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111.1.3 Discussion

Dans cette étude, nous avons évalué I'expositicares au BPA du chien en tant

gu’animal sentinelle de I'exposition humaine d’oreggenvironnementale.

Sur la totalité des échantillons testés (n=24),seanl (Chien B) a présenté une
concentration en BPA de 1,5 ng/mL, supérieure &0& (1 ng/mL). D’aprés I'enquéte
guestionnaire ce chien est nourri avec des croggi€lie grande marque, ne recoit aucun « a
cOtés » et ne posséde aucun accessoire en plagtigats, gamelle, couchage...). Il s’agit par
ailleurs d’'un animal qui vit la plupart du temps$iatérieur d’'un appartement, qui n’était pas
sous traitement au moment du prélévement et dergrtgriétaires ne sont pas fumeurs. Ainsi
cet animal ne dispose a priori que de trés pewactedrs favorisant une exposition externe ou
interne importante au BPA. Suite a ce constat, nausns émis I'hypothése d’une
contamination de I'échantillon sanguin de cet ahigquee ce soit au cours du prélevement, ou
par la suite lors de l'analyse. Cette hypothésecesfortée par le fait que pour ce méme
chien, la concentration plasmatique de BPA-G s@gtlée inférieure a la LOQ (5 ng/mL).

Cette étude a été réalisée sur un petit effecsihidiaux dont les propriétaires sont
tous étudiants vétérinaires, ce qui correspond @ population particuliéere en termes
d’exposition. En effet, méme si tous ces élevewinent pas dans la méme communaute,
'enseignement qui leur est dispensé, et les agastalont ils disposent vis-a-vis des
fabricants de croquettes pour animaux de compagrfiieencent largement le mode
d’alimentation de leur animal qui comme on a pwdastater sont tous nourris avec des
croquettes (dont les emballages ont pour la plugest marques un revétement intérieur en

composé perfluoré).

Nous avons également pu constater que la moitiGadiesaux présentés recevaient
des « a cotés » qui proviennent pour la plupamnbalages contenant du plastique, mais il
semble que ce fait a lui seul ne soit pas suffiggour augmenter significativement la
concentration plasmatique en BPA. Cependant il msuslifficile de juger de la pertinence de
ce résultat, car dans I'enquéte questionnaire (A@ri¢ seul le type d’emballage (plastique ou
autre) des friandises distribuées aux animaux areéiéeigné. Or il existe 7 catégories
différentes de plastiques alimentaires spécifiqguaraedifiées pour le recyclage, mais d’'une
part ce code n'est pas nécessairement connu dud grahblic, et d’autre part certains

emballages ne sont pas destinés au recyclagepesentent donc pas de signal. Il est donc
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difficile de savoir avec exactitude si les embadmgles friandises (tranche de jambon, fin de

pots de yaourts, etc...) sont a base de polycarbonaten.

Grace a I'enquéte questionnaire nous avons obspreéres de 70% des animaux
prélevés vivent en appartement et qu'un peu plu8@¥ vivent la plupart du temps a
lintérieur. Nous nous sommes intéressés a cetcasfiemode de vie de I'animal car nous
sommes partis du principe qu'un animal vivant dansmilieu clos et restreint est plus a
méme d’étre en contact avec un contaminant. Orraanimal n’a présenté une concentration

plasmatique en BPA supérieure a la limite de qfiaation de 1 ng/mL.

De plus 50% des chiens prélevés possedent au mosgamelle en plastique, ce
qui représente pour ceux vivant majoritairemeritré€rieur le seul point d’abreuvement ou
de prise de nourriture. Prés de 63% des chienggalement au moins un jouet en plastique.
Malgré cela, les concentrations plasmatiques en B#fent indétectables. Pour les mémes
raisons que précédemment, il est difficile d’affemtes conclusions sur les relations entre le
milieu, le mode de vie et I'exposition externe a@@MBcar la nature du plastique qui compose
les gamelles ou les jouets reste inconnue, d’aydiust que le BPA semble étre peu utilisé

dans ce type d'objets.

Trois des chiens étaient sous traitement au mordanprélévement, mais tout
comme les autres animaux, ces chiens ne présenpaiele niveaux détectables de BPA. Ce
constat ne peut pas nous permettre d’affirmer abs d’interaction médicamenteuse avec le
meétabolisme du BPA, car il est impossible de I&déncier d’'un défaut d’exposition externe
au BPA.

Enfin, on peut constater que presque la totalig aléemaux présentés avaient pris
leur repas plus de 3 heures avant le prélevemegusa Or le BPA, du fait de sa clairance
élevée, a une demi-vie relativement courte (1 a(2h) ce qui implique que pour des doses
d’exposition peu élevées de BPA, les concentratmasmatiques peuvent rapidement passer

au dessous du seuil de détection.

Ces résultats ne sont donc pas en faveur de ngpathese de départ qui suggeérait
gue I'exposition humaine est en réalité bien pipartante que les estimations réalisées dans

les études de biosurveillance.
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[11.2 Etude 2 : Evaluation de la disposition du BPAchez le chien : effet de la prise

alimentaire et de I'obésité sur les paramétres phanacocinétiques du BPA

111.2.1 Evolution temporelle des concentrationssphatigues en BPA et BPA-G

Les figures 4 et 5 présentent I'évolution des catredions moyennes en BPA et en
BPA-G au cours du temps dans le plasma des chiessh@s leur état d’engraissement (poids
normal ou obése) et selon leur statut (a jeun @) apres une administration intraveineuse de
BPA.

10.000 - 3
—&— Chiens normaux apres repas

—&— Chiens normaux & jeun
1.000 i g
—&— Chiens ocbeses apres repas

—&— Chiens obéses 3 jeun

0.100

0.o3a

Plasma BPA {pa/ml)

0.001

0.000 T

Termps (h)

Figure 4 : Evolution des concentrations moyennes (+SD) eA BR cours du temps dans le plasma de chiennes
selon leur état d’engraissement (normal ou obéskEue statut prandial (& jeun ou non) aprés urmaimidtration
i.v. de BPA ala dose de 10 mg/kg.
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—&— Chiens normaux aprés repas

100.00 —&— Chiens normaux a jeun

—&— Chiens obéses aprés repas
10.00

—&— Chiens ob&ses & jeun

1.00

010 o el

Plasma BPAG. (pg/ml)

0.01 A

0.00

0.00 T T T T T T |
n] a] 10 15 20 25 an 35
Temps th)

Figure 5 : Evolution des concentrations moyennes (xSD) en BP&t@ours du temps dans le plasma de chiennes

selon leur état d’engraissement (normal ou obéskEue statut prandial (& jeun ou non) aprés urmaimidtration
i.v. de BPA ala dose de 10 mg/kg.

L’observation visuelle de la figure 4 suggere geeBPA plasmatique est éliminé
plus lentement chez les chiennes obeses, que ce®rds soient a jeun ou non, car on

retrouve encore des concentrations au dessus H®@ajusqu’a 12h aprés que celles des

chiennes d’un poids normal soient devenues inféggea la LOQ.

L’observation de la figure 5 quand a elle ne perpat de dégager de différences
particulieres dans I'évolution temporelle des carticgions plasmatiques en BPA-G entre les

différents groupes.

I11.2.2 Parameétres pharmacocinétigues (PK) du BRPAwBPA-G en fonction de

I'état d’engraissement et du statut prandial

Les tableaux 5 et 6 présentent respectivement legemmes (+ écart-type) des
parameétres pharmacocinétiques du BPA et du BPA{&noB suite a 'administration i.v. de
BPA a la dose de 10 mg/kg a des chiennes de pordsahou obéses en distinguant le statut a

jeun ou non.

Les parameétres pharmacocinétiques du BPA et du BR®ur chaque animal sont

présentés en Annexe 2.
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A jeun A jeun
taz) (Min) 39.8+10.7 ° 31.4+199° 71+16.1° 65.5+25.7 "
Cl (mL/kg/min) 84.8 +15.1 104.9 +38.3 71.1+23.9 80.9 +27.2
MRT (min) 422+98°%° 28.9+6.8°" 71.4+166 *° 49.8+10.8 *
VSS (mL/kg) 3531.4 +836.3 ¢ 2983.6 +1148.8 ¢ 4975 +1902.8 " 3864.6 +991.4 "
Ve (mL/kg) 1612.5 + 666 1813.8 +674.6 2826.2 +1049.9 1814.3 +482.9

Tableau 5 Parametres pharmacocinétiques moyens (+SD) du, Bfbdenus suite a une administration
intraveineuse a la dose de 10 mg/kg de BBA! ¢¢ / &/ 8"p<( 05 : les valeurs indiquées par ces couples de

lettres sont significativement différentes)

Ces résultats montrent que le temps de demi-yig du BPA est significativement
supérieur chez les chiennes obéses comparativeaenhiennes de poids normal (valeur
moyenne 68,3 + 20miwersus35,6 + 15,8min *P<0,05) quel que soit le statutngial
(Tableau 5). Le temps de résidence moyen (MRT) BA Bst également significativement
supérieur chez les chiennes obéses (valeur moy&hbet 17,7minversus35,5 £ 10,6min
*P<0,05). Les valeurs du MRT obtenues chez lesncias a jeun sont également supérieures
aux valeurs obtenues aprés une prise alimentaiedqug soit le statut pondéral (valeur
moyenne 56,8 + 20,1miversus39,3 + 13,7min *P<0,05). Enfin le volume de distiiion a
I'équilibre (Vss) des chiennes obéses est sigriifiement supérieur a celui des chiennes de
poids normal (valeur moyenne 4419,8 + 1593,6migus3257,5 + 999,8mL/kg *P<0,05).

Aucune autre différence significative n'a été oliger pour les autres parametres

pharmacocinétiques selon I'état d’engraissemeit statut prandial.
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A jeun

A jeun

Tmax (min) 16.33 +7.3 12.2+9.4 8.5+3.6 13.8+9.5
Cmax (ug/mL) 21.3+1052 13.4+3° 27.7+92° 16 +56 "
AUClast (ug*min/mL) 3162.5+894.5 ° 14152 +161.6 ° 2537.2 +572° 2110 +749.6 °
AUCinfobs e f e f
(1g*min/mL) 3532.5 + 830 1665.4 + 477.3 2899.6 + 583.3 2620.4 + 1055
Cl_f_obs (mL/kg/min) 52+1.29 11.2+24" 6.3+1F9 g+4"

Tableau 6 Paramétres pharmacocinétiques moyens (+SD) du BPAbtenus suite a une administration

intraveineuse a la dose de 10 mg/kg de BBA! ¢4/ &'/ 9"p<0 05 : les valeurs indiquées par ces couples de

lettres sont significativement différentes)

Le tableau 6 montre que la concentration maximaleBBA-G observée chez les

chiennes a jeun est significativement supérieurell@ observée chez les chiennes aprés une

prise alimentaire (valeur moyenne 24,5 + 10pgheksus14,7 + 4,3ug/mL *P<0,05). Les

aires sous la courbe des concentrations en BPAfE é&galement significativement plus

importantes chez les chiennes a jeun que suite @epas (valeur moyenne 2849,9 +
786,8ug*min/mLversusl762,6 = 607,8ug*min/mL *P<0,05 pour AUClast) 8216 + 759,6
Hg*min/mL versus2142,9 + 898,8ug*min/mL *P<0,05 pour AUCinfobshft, la clairance

apparente du BPA-G des chiennes ayant eu un regpasgaificativement plus élevée que

celle des chiennes a jeun (9,6 + 3,5mL/kg/mensus5,8 £ 1 ,2mL/kg/min *P<0,05)

111.2.3 Discussion

Dans cette étude, nous avons caractérisé 'effébleésité et de la prise alimentaire

sur les parametres pharmacocinétiques du BPA BPduG.

Nous avons ainsi observé que chez les chienneegbks BPA plasmatique est

éliminé plus lentement que chez les chiennes dispwrmal, quel que soit le statut prandial.

En effet, les concentrations plasmatiques en BRA ancore quantifiables jusqu’a 12 heures

apres I'administration alors que celles des chismaian poids normal sont inférieures au

seuil de détection aprés ce délai.

Nous avons montré que le temps de demi-vig) (tu BPA, et son temps de

résidence moyen (MRT) chez les chiennes obesemnéwiviron deux fois supérieurs a ceux
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des chiennes de poids normal. De plus, le volumalisieibution a I'équilibre (Vss) des

chiennes obéses est environ 1,5 fois supérieduadss chiennes de poids normal.

Ceci impligue que le BPA est plus largement disigildans les tissus chez les
chiennes obéses en comparaison avec les chiennes pdids normal. Ce constat est
compatible avec les observations faites pParerge et al. qui montrent que le BPA se
distribue dans le tissu adipeux. Les auteurs ewehij que la distribution dépend de la
perfusion et de la composition tissulaire, maisade la capacité métabolique du tissu, et que
méme si le BPA se distribue fortement dans le tadipeux, il n’y a pas de stockage de la
molécule dans ce type de tissu. En effet 'équelibes concentrations entre le tissu adipeux et

le sérum est rapide soulignant ainsi le caractenegpersistant du BPAL4A).

Les valeurs dek et MRT prennent en compte a la fois la distribui la clairance
d’'une molécule. Or nous avons montré que la claggriasmatique du BPA ne différait pas
selon I'état d’engraissement ou le statut prandial,qui indique que l'augmentation des
valeurs de 1§, et MRT chez les chiennes obéses résulte de l'anigtien du volume de

distribution.

Nous avons également mis en évidence que le MRBRAIdes chiennes a jeun était
significativement supérieur a celui des chiennggsapne prise alimentaire (valeur moyenne
56,8 + 20,1minversus39,3 + 13,7min), quelque soit I'état d’engraissatmdes animaux. Ce
résultat n’est pas en faveur de notre hypothéskpart puisque le BPA semble persister plus

longtemps lorsque les chiennes sont a jeun que &uihe prise alimentaire.

L’évolution des concentrations plasmatiques en BRPAu cours du temps est tres
similaire quelque soit I'état d’engraissement estiatut prandial et ne met pas en évidence
d’effet marqué de ces paramétres sur la disposttioBPA. Cependant, nous avons montré
que la concentration maximale plasmatique (Cmax)BiPA-G était significativement
supérieure chez les chiennes a jeun et que lessates la courbe de concentration en BPA-G,
étaient également significativement plus importartieez les chiennes a jeun que suite a un
repas. De plus, la clairance apparente du BPA-Gcl&sines a jeun est significativement
plus faible que celle des chiennes aprés un repaguc traduit une augmentation de la
capacité d’élimination du BPA-G suite a un repass @sultats sont compatibles avec le fait
gue chez le chien, le BPA-G n’est pas seulementid par les urines mais aussi par voie
biliaire. En effet, dans le cas d’une prise alinaget la vésicule biliaire se contracte et se vide

au passage des aliments dans le duodénum et Ktisgcde bile est accrue. Etant donné
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gu’'une partie conséquente du BPA est éliminé sound de BPA-G par voie biliaire, une
sécrétion plus importante de bile par le foie paitirexpliquer I'élimination plus importante
du BPA-G suite a une prise alimentaire.

Les résultats obtenus dans cette étude ne sonérpdaveur de notre hypothése
puisque la clairance plasmatique du BPA n’'a pardifselon I'état d’engraissement ou le
statut prandial. Les variations des parameéetresnpeocinétiques observées ne sont pas de

nature a expliquer les concentrations plasmatigleases chez I’homme.

111.3 Etude 3 : Evaluation du passage du BPA suit@ une administration de BPA par

voie sublinguale chez le chien (essai pilote)

111.3.1 Evolution temporelle des concentrationssphatigues en BPA et BPA-G

Durant cette expérience, des problemes méthodalegitiés a I'administration de la

solution ont été rencontrés :

- La solution de BPA appliquée sur la muqueuseisgbale des 2 chiens a précipité
pour former des petites plages de précipité blRhoto 1).

Plages de précipitation du BPA

RO G
SR

Photo 1 : Précipitation du BPA sur la muqueuseisgbale
- La quantité de BPA précipité a été moins impdegrour le Chien BS.

- Aprés une heure d'anesthésie lorsque la sonde-teachéale a été retiré et la

langue rincée et nettoyée, du BPA précipité étesgnt sur la partie proximale de cette
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sonde. En raison de ce probleme, la dose réelRPdeadministrée par cette voie n’a pas pu

étre déterminée précisément.

Les tableaux 7 et 8 suivants présentent les vatiioncentration plasmatiques en

BPA et BPA-G obtenues aux différents temps apradntinistration de BPA pour les 2

chiens :
Temps (h) | BPA plasma (ng/ml) BPA-G plasma
(ng/ml)
0 ND ND
0.03 1661.4 229.4
0.07 2344.8 1632.3
0.13 8629.8 5409.7
0.25 1662.6 13851.9
0.50 3217.0 27915.2
1 1967.2 32409.3
1.5 7635.1 37077.9
2 1573.8 58843.4
3 442.3 18891.8
4 ND 1531.3
6 164.9 11017.4
8 ND 1077.5
10 ND 1226.8
12 ND 873.3
24 13.7 790.1

Tableau 7 Valeurs des concentrations plasmatiques en BFBP&-G aux différents temps, aprés I'administratitn

BPA par voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg @uahien BS (ND = Non Détecté).

Tableau 8 Valeurs des concentrations plasmatiques en BFBPA-G aux différents temps, apreés I'administratomn

Temps (h) | BPA plasma (ng/ml) | BPA-G plasma (ng/ml)
0 ND ND
0.03 24.7 ND
0.07 241.0 20.0
0.13 379.8 227.0
0.25 1054.4 2570.4
0.50 1285.9 8870.1
1 710.9 12761.7
1.5 2323.8 16893.3
2 700.5 35558.6
3 165.7 16103.4
4 100.8 9424.4
6 37.0 1132.6
8 ND 3746.7
10 3.7 837.5
12 ND 620.3
24 13.1 1278.7

BPA par voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg f@ahien BM(ND = Non Détecté).
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Pour ces 2 tableaux, les parties grisées corregporadla durée d’anesthésie et au

maintien de la solution de BPA sur la muqueuseisgbale.

Les figures 6, 7, 8 et 9 suivantes montrent I'étiolutemporelle des concentrations
en BPA et BPA-G au cours du temps aprés I'admatistn sublinguale :

BPA plasma (ng/ml)
chien BS

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000 @
2000 %”
1000

0 * * T T T L g ]
10 15 20 25 20

(=]
w

Figure 6: Evolution de la concentration plasmatique du BRé& cours du temps (h), aprés I'administratioBB& par

voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg pour lercBis.

BPA plasma (ng/ml)
chien BM
2500
L ]
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L J
1000 #®
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a f ’. T ’ # T T ¢ T 1
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Figure 7: Evolution de la concentration plasmatique du BRé& cours du temps (h), aprés I'administratioBB& par
voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg pour lercBigl.
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Figure 8: Evolution de la concentration plasmatique du BRAau cours du temps (h), aprés I'administratierB A

par voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg pouahien BS.

BPA-G plasma (ng/ml)
chienBM

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000 i 3

5000

0 &

15

20 25 30

Figure 9: Evolution de la concentration plasmatique du BRAau cours du temps (h), aprés I'administratierB®A

par voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg poahien BM.

L’observation visuelle des figures précédentes meoqtie suite a I'administration
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par voie sublinguale d’'une solution de BPA a laedds 20 mg/kg, la concentration maximale
(Cmax) est atteinte trés rapidement chez le chi2pisque le pic de concentrations de BPA
est atteint seulement 8 minutes apres 'applicali®ta solution de BPA sur la muqueuse. La
valeur de Cmax obtenue chez cet animal est tresriame (8,63 pg/mL). De plus, chez ce
méme chien la concentration plasmatique en BPAoité@pidement et devient trés proche
de la LOQ en 6 heures, mais les concentrations exotdre quantifiables 24 heures post-

administration. La courbe d’évolution temporelleldeconcentration plasmatique en BPA-G



chez ce méme chien montre que le pic de concemigtest atteint 2 heures apres
'administration, avec par la suite des valeurs dggroissent et se rapprochent de la LOQ
dans les 10 heures post-administration. Par adljezlvez le chien BM, la Cmax est atteinte
plus lentement et on observe le pic de conceniratimins de 90 minutes apres

'administration de la solution de BPA sur la mugse sublinguale. Les concentrations
plasmatiques chez cet animal sont d'ailleurs beguamoins importantes puisque le pic

atteint une valeur de 2,32 pg/mL. Chez ce chidiigation du BPA est rapide puisque les

concentrations plasmatiques du BPA diminuent etapprochent de la LOQ au bout de 6

heures post-administration. Chez ce chien le BRAepsore détectable bout de 24 heures
apres l'administration. L’évolution temporelle desncentrations plasmatiques en BPA-G
chez le chien BM est tres similaire a celle obtectuez le Chien BS.

111.3.2 Discussion

L’objectif de cette étude était d’évaluer le passdg BPA aprés I'administration de

BPA par voie sublinguale.

Les problémes rencontrés lors de la phase expéitretie cette étude nécessitent
d’interpréter les résultats obtenus avec circortspecEn effet, le fait que la solution de BPA
ait précipité implique qu’il est impossible de caitre avec exactitude la quantité de BPA qui
a été administrée aux deux chiens durant leur la@gst puisqu’une grande partie du BPA est
resté sous forme solide aprés l'application et é rétirée a la fin de l'anesthésie. Les
concentrations plasmatiques en BPA et en BPA-Cctisds durant cette étude semblent ainsi

fortement sous estimées par rapport a la dose @benin

Cette difficulté méthodologique expligue la diffeee d’évolution des
concentrations plasmatiques en BPA entre les zhshien effet, comme cité précédemment,

chez le Chien BS la quantité de BPA précipité anééns importante que celle du chien BM.

Si nous comparons I'évolution temporelle des cotraions plasmatiques de BPA
et de BPA-G obtenues dans notre étude aux courl®slation des concentrations
plasmatiques en BPA et BPA-G suite a une administrachez le chien de BPA par voie
orale a la dose de 100 mg/kg, déterminées dangléé&ie comparaison interspécifiqueSie

Collet (11) (Figure 10 et 11 ), on peut en déduire que :

Les valeurs maximales des concentrations plasnestigun BPA observées apres

'administration par voie orale de BPA a la dosel®® mg/kg sont d’environ 350 ng/mL.
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Cette valeur est 25 fois moins importante que adlenue aprés I'administration de BPA par
voie sublinguale a la dose de 20 mg/kg (soit uree dofois inférieure) chez le chien BS. Si
I'hypothése d’une linéarité de la disposition duABBst vérifiée, on peut en déduire que
I'exposition interne au BPA associée a un passagkngual est environ 125 fois supérieure

a celle obtenue lorsque le BPA est absorbé pardigestive.

BPA plasma (ng/ml) aprés une administration par
voie orale de 100 mg/kg
400
350 g

300
250
200
150
100

50 %o *

Figure 10: Evolution de la concentration plasmatique du BRAcours du temps (h), aprés I'administration 8&\BRar
voie orale a la dose de 100 mg/kg chez le ctiéh

BPA-G plasma (ng/ml) aprés une administration
par voie orale de 100 mg/kg
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Figure 11: Evolution de la concentration plasmatique du BR&u cours du temps (h), aprés I'administratiorBEBé\
par voie orale a la dose de 100 mg/kg chez le dhieén

Ces résultats montrent une forte et rapide absorptiu BPA par la muqueuse
sublinguale. Il est toutefois important de notee ¢gs concentrations plasmatiques élevées de

BPA au cours des minutes qui suivent I'applicatsublinguale de cette molécule peuvent
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résulter de son passage direct de la veine sulalieglans la veine jugulaire avant sa dilution

dans la circulation générale.

Les résultats obtenus dans cet essai suggérentgdene BPA est trés bien absorbé
par voie sublinguale, qui évite I'effet de prempaissage hépatique propre a la voie orale. Un
tel mécanisme d’absorption du BPA pourrait expliguexistence de concentrations
plasmatiques élevées telles que celles décrites @@nétudes de biosurveillance humaine.
Cependant, il est nécessaire de renouveler cetide éen réévaluant les modalités
d’administration afin d'éviter les problémes métblodjiques rencontrés durant la phase
expérimentale. Il faudrait diminuer la dose adntigis et donc la concentration de la solution,
mais aussi effectuer les prélevements sanguins ulasautre veine que la veine jugulaire,
comme par exemple la veine brachio-céphalique aeilze saphéne. Un autre point essentiel
est de vérifier que I'anesthésie, qui est nécesgaiur pouvoir appliquer correctement la
solution de BPA sur la muqueuse sublinguale, nexaucun effet sur la pharmacocinétique
du BPA par exemple en réduisant fortement la aiaiace qui pourrait alors expliquer des
concentrations plasmatiques aussi importantesy@ed’interaction a déja été observé dans
une étude de 2007 dans laguelle une équipe deoadifa mis en évidence qu’une anesthésie
générale a l'aide d’isoflurane altérait signifie&tment la pharmacocinétique du Fentanyl (un
analgésique) et de son métabolite en réduisanid@ablement leurs clairances respectives
(46).
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Conclusion

Le Bisphénol A (BPA) du fait de son ubiquité daesvironnement est actuellement
le sujet de nombreux débats, essentiellement cesUE le risque potentiel pour la santé
humaine lié ses effets sur I'organisme humain. B grincipaux sujets de débat concerne la
validité des études de biosurveillance de l'expmsitau BPA, réalisées durant ces dix
dernieres années qui ont mis en évidence des dmattens plasmatiques en BPA élevées
chez 'homme (de I'ordre du ng/mL), soit envirorD0Xois supérieure aux valeurs prédites a
partir de la pharmacocinétique chez 'homme etriesaux d’exposition externe. Cependant,
il est tres important de caractériser I'expositioterne de 'homme a cette molécule afin de

pouvoir extrapoler les résultats des études toagiques de I'animal a ’lhomme.

L’objectif de notre démarche expérimentale étaittitiser le modele du chien pour
mettre a I'épreuve différentes hypotheses qui @oemt expliquer les valeurs de

concentrations plasmatiques élevées de la populatimaine.

Notre premiere hypothése était que I'expositioremée de 'homme au BPA est en
fait bien plus importante que les estimations mdsi dans la littérature, ce qui pourrait
expliquer, des concentrations plasmatiques supégeil celles attendues normalement. Pour
cela nous avons entrepris I'évaluation de I'expositinterne de chiens de propriétaires
comme animal sentinelle de I'exposition humaine BRA d’origine environnementale.
L'utilisation du chien se justifie par le fait queet animal vit dans le méme milieu que
’homme et est susceptible d’étre exposé au BPAvpa alimentaire, cutanée ou par les
poussieres. Les propriétaires ont en parallélerré@p@ un questionnaire visant a renseigner
sur le milieu et le mode de vie de leur animaladrs de nombreux aspects (alimentation,

habitat, accessoires, comportement...).

Sur la totalité des chiens de propriétaire préleuvasseul échantillon a présenté une
valeur de concentration plasmatique en BPA supriaua limite de quantification (LOQ).
Une contamination de I'échantillon est fortemenspRctée puisque chez ce chien le
guestionnaire n’a révelé aucun facteur favorisauat exposition externe importante. De plus,
la concentration plasmatique en BPA-G s’est révaléaieure a la LOQ pour cet animal.
Ces résultats ne sont donc pas en faveur d’'un migesvé d’exposition externe au BPA de
’lhomme, mais certains points sont critiquables effat, cette étude s’est déroulée sur un trés

faible effectif qui de plus était entierement cdngt de chiens appartenant a des étudiants
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vétérinaires. Or, comme cité précédemment, I'alitagon distribuée a ces animaux est tres
influencée par ce statut de vétérinaire qui aungdpkendance a donner des croquettes et des
récompenses en faible quantité. C’est pourquaardis préférable de réaliser une telle étude
sur une population plus importante (100 a 200 «)ieh provenant de différents milieux de

vie afin d’avoir un apercu plus objectif de I'exgam externe au BPA.

Dans un deuxieme temps nous avons émis I'hypotelsa laquelle la clairance du
BPA peut étre diminuée sous l'influence de certé@aseurs physiologiques, expliquant ainsi
certaines des concentrations élevées de BPA suitee &xposition a cette molécule. Nous
avons évalué I'impact de la prise alimentaire fetedlimentation » ou « food effect ») ainsi
gue celui de I'obésité sur la pharmacocinétiqu@Bé sur une population de 12 chiens avec
un plan en cross-over, les deux groupes renferdndatfois des chiennes d’'un poids normal

(standard de race) et des chiennes obeses.

La prise alimentaire n’a pas modifié significativem I'effet de premier passage
hépatique. Les résultats obtenus dans cette étidpeomis de montrer que la persistance
accrue du BPA chez les chiennes obéses était assacune augmentation du volume de

distribution sans modification de la clairance.

Nous avons également montré que la clairance ameardu Bisphénol A
glucuronide (BPA-G), était significativement supérie chez les chiennes aprés une prise
alimentaire comparativement aux chiennes a jeurcdbstat est compatible avec le fait que
chez le chien, le BPA-G est en partie excrété aidile, qui dans le cas d'un repas est

fortement sécrétée par le foie et peut donc augméalimination du conjugué.

En conclusion 'obésité et « I'effet alimentatiome semblent pas étre des facteurs
importants de variation de la pharmacocinétiqueB&8A et ne peuvent pas expliquer les

concentrations plasmatiques élevées du BPA chembhe.

Enfin, nous avons examiné I'hypothese d’'une voienttée du BPA différente de
celles qui ont été prises en compte dans les étpldasnacocinétiques précédentes et qui
pourrait expliquer la présence de concentratioasmatiques en BPA élevées chez ’lhomme.
Etant donné le fort coefficient d’extraction hépag du BPA, des concentrations
plasmatiques élevées en BPA pourraient étre exggigjyar I'existence d’'une voie d’entrée
qui évite l'effet de premier passage hépatique amaht a une conjugaison d’environ 99%

du BPA absorbé par voie intestinale (considéréencergtant la voie d’entrée majeure du
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BPA). L’existence de telles voies a déja été ayée et des études ont été menées pour
évaluer le passage du BPA par inhalation et par transcutanée, mais ces deux voies se sont
révélées trés minoritaires. Nous avons donc éMalygassage du BPA par voie sublinguale.
Pour cela, 2 chiens beagles ont été anesthésiits BPA leur a été appliqué directement sur
la muqueuse sublinguale pendant une heure. Dusaphdse expérimentale, une partie du
BPA a précipité sur la muqueuse des deux chiens éggilement sur la sonde endo-trachéale,
ce qui implique que la dose de BPA réellement adhtnée aux animaux est inférieure a la

dose nominale et n’est pas connue.

Les résultats obtenus ont montré une augmenta@mide des concentrations
plasmatiques de BPA suite a I'administration paewsublinguale puisque les concentrations
maximales normalisée par la dose atteintes audm8tminutes étaient 125 fois supérieures a
celles obtenues suite a 'administration de BPA\mae orale conventionnelle, dans I'étude
deS. Collet 2011(11). Ainsi, nos résultats suggérent que le BPA esthirén absorbé par la
voie sublinguale. La pertinence de cette voie g2d@hs le fait qu’elle évite I'effet de premier
passage hépatique et peut donc expliquer les fodmsentrations plasmatiques détectées
dans les études de biosurveillance. Mais compte s problemes méthodologiques
rencontrés, et également du fait que les animaaierét anesthésiés, il est nécessaire de
confirmer ce résultat et de vérifier l'absence ¢jant de [I'anesthésie sur la

pharmacocinétique du BPA.

En conclusion, la forte absorption du Bisphénol ar woie sublinguale, trés
fortement suspectée au vu des résultats de natnégede étude, pourrait expliquer les fortes
concentrations plasmatiques retrouvées chez I'harimeffet, méme si I'exposition externe
de 'lhomme au BPA semble faible, certains compoet&isrcomme par exemple le maintien
dans la bouche d’objets plastiques contenant dycadionate, pourrait alors entrainer une
exposition interne accrue au Bisphénol A. Cettel@tayant été réalisée sous la forme d’'un
essai pilote, il est nécessaire de la confirmer e cette voie d’entée puisse étre prise en

compte dans l'interprétation des données de biedlance chez I'homme.
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Annexe 1

Questionnaire : Enquéte sur I'exposition du chien a Bisphénol A

Nom : Prénom : Téléphone
Nom de I'animal :

Date de naissance : Poids : Rac
Sexe: O MaleO Femelle

Statut physiologique : O Gravide O Stérilisé(e) O Intact(e)
Votre animal présente-t-il un statut pathologique ? O Oui O Non

Sioui,lequel ?

Heure du prélévement :
Heure de centrifugation :
Identification échantillon :

(Veuillez cocher la/les réponse(s) correspondantg)(s

1- Délai entre le dernier repas de votre animal et le prélevement
0 Moins d’1lh
0 Plusde3h
0 Plusde12h

2- Votre animal est nourri principalement:
0 Avec de la nourriture en boite de conserve
0 Avec de la patée en sachet
0 Avec des croquettes
0 Avec une ration ménageére

3- Dans le cas d’une ration ménagere :

- Apports protéiques :

- Source de lipides :

0 Huile stockée en bouteille plastique
0 Huile stockée en bouteille de verre

- Sources de fibres :
0 Légumes frais
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O Bocal de verre
0 Conserves
0 Surgelés

- La nourriture est :

0 Servie crue (excepté les féculents)
0 Servie cuite

Toujours dans le cas d’une ration ménageére, la nourriture est :
0 Stockée dans des contenants plastiques (Tupperware...)
0 Stockée dans des contenants autres
0 Préparée avant chaque repas

Dans le cas d’une ration ménagere stockée en contenant plastiques, la portion est :
0 Réchauffée au micro-onde avant les repas
0 Servie directement froide

Votre animal recoit-il des « a c6tés » :
0 Oui
0 Non

Si oui, précisez la nature des emballages de ces « a cOtés » :

Votre animal mange (et boit) :
0 Dans une gamelle en métal
0 Dans une gamelle en plastique (préciser)

Votre animal posséde des jouets :
0 Entissu
0 En plastique
0 En caoutchouc
0 Autre. Précisez :

10- Dans le cas de jouets en plastique, votre animal a-t-il tendance a les machonner :

0 Longtemps
0 Trés peu

11- Votre animal leche-t-il des choses non alimentaires ?

0 Sioui:

0 Jouets d’enfants
Tissus
Détritus

© O O

O AULRIE, PrCISEZ : cuuverrerrrerrreerrreerreereseressnessasesssnesssneseneennnee
0 Non
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12- Votre animal dort :
0 Dans un bac en plastique avec ou sans matelas

13-Vous vivez :
0 Enville
0 En campagne
0 En appartement
0 En maison avec jardin
0 En maison sans jardin

14-Votre animal vit :
0 A/Vlintérieur la plupart du temps
0 A l'extérieur la plupart du temps
0 Dehors le jour dedans la nuit

15

Votre animal regoit-il actuellement un traitement ?
0 Oui
0 Non

16

Sioui, leqUEl ? it s s s ssssn e

17- Vous fumez ?
O Oui, a I'extérieur uniqguement
0 Oui, chez vous comme a I’extérieur

0 Non

18- Si vous fumez en intérieur, est ce que votre chien se trouve dans la méme piéce ?
0 Oui

0 Non
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Annexe 2

Parametres PK du BPA obtenus pour chague animal std & une administration de BPA

par voie i.v. a la dose de 10 mg/kq :

Chien Statut Condition | Beta HL (min) | CL (ml/minxkg) | MRT (min) [ VSS (ml/kg) | V2 (ml/kg)
AC Normal A jeun 28.8 101.3 31.2 3157.0 2557.6
AC Normal Repas 25.6 122.6 27.9 3414.2 2454.1
AD Normal A jeun 38.4 106.3 46.1 4896.9 2153.8
AD Normal Repas 16.5 117.7 20.6 2421.1 1531.7
AG Normal A jeun 48.3 70.3 57.1 4012.9 1519.0
AG Normal Repas 26.8 51.7 26.0 1345.9 1206.0
AH Normal A jeun 53.5 73.7 43.7 3224.0 1636.0
AH Normal Repas 71.2 74.2 41.1 3048.7 976.0
Al Normal A jeun 42.9 79.0 43.6 3442.2 807.4
Al Normal Repas 22.2 102.7 27.7 2846.2 2109.4
Al Normal A jeun 26.5 78.3 31.4 2455.3 1001.0
Al Normal Repas 26.4 160.4 30.1 4825.2 2605.6
A Obeése A jeun 64.0 52.2 67.2 3508.8 1761.6
A Obése Repas 100.5 73.4 60.1 4410.4 1485.3

B Obese A jeun 68.7 96.1 69.0 6628.7 4025.8
B Obese Repas 68.2 87.1 55.7 4851.6 2286.6
C Obése A jeun 84.7 87.5 90.6 7920.1 4011.3
C Obese Repas

E Obeése Ajeun 95.2 36.3 92.3 3347.0 1801.8
E Obese Repas 72.0 43.0 52.2 2244.3 1139.8
G Obeése A jeun 62.5 64.8 55.6 3605.5 2208.4
G Obése Repas 57.3 82.2 49.1 4031.3 2131.8
H Obese A jeun 51.0 90.0 53.8 4840.0 3148.5
H Obese Repas 29.6 118.7 31.9 3785.3 2027.9
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Parametres PK du BPA-G obtenus pour chague animaluste a une administration de

BPA par voie i.v. a la dose de 10 ma/kg :

Chien Etat Statut | Tmax (min) | Cmax (ug/ml) (pgl.Jrr?ilr?/?rE ) éllé Cr:r;?rfl(/)rz?) (ﬂﬁlfgi?nbiﬁ)
AC Normal | Ajeun 15 12.04 2795.96 3203.37 5.52
AC Normal | Repas 15 13.08 1277.53 1308.74 13.52
AD Normal | Ajeun 30 12.92 2408.68 3181.25 5.56
AD Normal | Repas 8 12.91 1198.86 1392.93 12.7
AG Normal | A jeun 8 20.58 3168.02 3287.08 5.38
AG Normal | Repas 8 12.12 1492.39 1576.21 11.23
AH Normal | Ajeun 15 39.38 3902.95 4512.12 3.92
AH Normal | Repas 4 18.46 1600.89 2612.89 6.77
Al Normal | Ajeun 15 15.49 2192.1 2458.77 7.2
Al Normal | Repas 30 9.26 1360.34 1497.12 11.82
AJ Normal | Ajeun 15 27.1 4507.22 4552.35 3.89
Al Normal | Repas 8 14.68 1561.48 1604.74 11.03

A Obése | Ajeun 4 21.43 2792.88 2885.9 6.13
A Obése | Repas 30 11.66 2897.71 3920.71 4.51
B Obése | Ajeun 8 31.92 2080.78 2529.39 7
B Obése | Repas 8 24.5 1636.79 2262.13 7.82
C Obése | Ajeun 8 31.92 2080.77 2529.29 7
C Obese | Repas

E Obése | Ajeun 8 31.92 2080.77 2529.39 7
E Obése | Repas 15 11.3 2271.08 2352.11 7.52
G Obése | Ajeun 15 36.79 3497.51 4035.27 4.39
G Obése | Repas 8 18.41 2667.27 3363.88 5.26
H Obése | Ajeun 8 11.98 2690.78 2888.34 6.13
H Obése | Repas 8 13.94 1077.3 1203.3 14.7
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TITRE : Utilisation du chien comme modele d’étude de l'esipon interne

humaine au Bisphénol A et de ses facteurs de i@riat

RESUME: L’évaluation de I'exposition humaine au BisphErWo (BPA) fait I'objet de
controverses liées a l'incohérence entre le nivestimé relativement faible de I'exposition
externe au BPA, essentiellement a travers l'aliatgom, le fort effet de premier passage
hépatiqgue du BPA et certaines des valeurs élevéd&xposition interne (concentrations
plasmatiques). Pour apporter des éléments de ré@oostte problématique, dans un premier
temps, nous avons évalué les concentrations plagreat en BPA de 24 chiens de
propriétaires dans les conditions d’exposition mmnmementale et la présence de BPA a été
détectée sur un seul animal. Dans un deuxieme temuss avons analysé l'impact de
'obésité et de la prise alimentaire sur la claseadu BPA et nous avons montré que ces deux
facteurs n’ont pas d’'impact sur ce paramétre pheooiaétique. Enfin, nous avons examiné
I'hypothése d’'un passage du BPA par voie sublirgeahos résultats préliminaires indiquent
gu’elle constitue une voie possible d’entrée du BPA
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TITLE : The dog as a model to identify the human interrpbsure to Bisphenol

A and its variation factors.

ABSTRACT: The evaluation of human exposure to BPA is aulye subjected to
controversies due to inconsistencies between tla¢ively low level of estimated external
exposure to BPA (essentially trough diet), the hidinst-pass effect of BPA and some of the
high values of internal exposure (plasma conceatrgl}. In order to provide some answers to
this issue, we firstly evaluated the internal expesto BPA of 24 owner's dogs under
environmental exposure, but only one of tested alsraxhibited a BPA plasma concentration
over the limit of quantification. In a second timee estimated the impact of obesity and food
intake on BPA clearance and we showed that thesefastors had no impact on this
pharmacokinetic parameter. We finally examinedghssage of BPA from sublingual route

and our preliminary results suggest that it cont# a possible entry route of BPA.
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