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Introduction

Les expériences et résultats présentés dans ce document s’inscrivent dans un
projet plus large — projet Placentox ® - qui vise a analyser les mécanismes d’action du
PFOS (acide perfluorooctane sulfonique) impliqués dans les troubles de la grossesse
chez la femme enceinte. Dans cette optique, le document présent se focalise sur
I'étude toxicocinétique du PFOS chez la souris femelle avec comme obijectifs : (1) de
comparer les parameétres toxicocinétiques (TK) des souris invalidées pour les
récepteurs CAR (Constitutive Androstane Receptor) ou PXR (Pregnane X Receptor)
a ceux des souris sauvages (WT) afin d’établir le role de ces récepteurs dans la
disposition du PFOS et, (2) a partir des paramétres TK établis, de déterminer le
schéma d’exposition (dose de charge et d’entretien) par voie orale des souris de
différents génotypes qui permettra de reproduire I'exposition de la femme enceinte en
termes de concentrations plasmatiques. Ce schéma d’exposition sera appliqué dans
de futures expérimentations afin de déterminer les effets du PFOS sur la fonction
placentaire de souris gravides. La premiére partie de ce document est une synthése
bibliographique qui présente : les caractéristiques du PFOS, la législation concernant
le PFOS, les voies et niveaux d’exposition aux substances poly et perfluoroalkylées
(PFAS), les effets toxicologiques du PFOS et sa toxicocinétique. La deuxieéme partie

est dédiée a I'étude toxicocinétique du PFOS chez la souris.

12



1. Introduction bibliographique

1.1 Le PFOS

Le PFOS (acide perfluorooctane sulfonique) appartient a la famille des PFAS
(substances poly et perfluoroalkylées) qui comporte plus de 4 000 composés. Ces
derniers contiennent un groupement perfluoroalkyle (CnF2n+1), soit une chaine alkyle
dans laquelle tous les atomes d’hydrogéne sur un ou plusieurs atomes de carbone ont
été remplacés par des atomes de fluor. La chaine carbonée des PFAS posséde une
longueur de 4 a 14 atomes de carbone, a laquelle est relié un groupe fonctionnel. I
existe trois groupes fonctionnels différents : les sulfonates d’alkyls perfluorés ou PFSA
(sous-famille a laquelle appartient le PFOS), les carboxylates d’alkyls perfluorés ou

PFCA et les phosphonates.

La chaine carbonée fluorée confere aux PFAS un caractere hydrophobe. L’ajout
d’'un groupe fonctionnel tel que le sulfonate ou le carboxylate, leur confére un caractére
hydrophile, rendant de fait la molécule amphotére. La formule chimique du PFOS est
CsF17SOsH (Figure 1). Le PFOS existe sous deux isoformes : linéaire et ramifiée.
Comme les autres PFAS, c’est un acide organique fort avec un pKa < 1. Dans la
majorité des conditions biologiques et environnementales, il se trouve donc sous forme

anionique : CsF17S0Os3~ (sulfonate de perfluorooctane) (Johnson, Gibson, Ober 1984).

F
R FF FF Fo\\sfp
“OH
FFFFFFFF
PFOS

Chemical Formula: CgHF,0,5
Molecular Weight: 500.13
Boiling Point: 260 °C
Log P: 5.14

Figure 1 : Formule chimique du PFOS (Poids moléculaire en g/mol) (DeWitt 2015).

La forte liaison Carbone-Fluor rend les composés PFAS trés stables a hautes
températures, non inflammables et difficilement dégradables, que ce soit par les alcali,
les acides forts ou les agents oxydants ; et insensibles a la photolyse. Cette stabilité
les rend ainsi quasiment non biodégradables et donc extrémement persistants dans

I'’environnement.
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Parmi les PFAS, le PFOS et le PFOA (Acide perfluorooctanoique) ont été les deux
molécules les plus utilisées dans les produits commercialisés. lls ont été utilisés dans
les revétements étanchéifiant les textiles et le cuir, le papier sulfurisé, les cires, certains
insecticides, les farts des skis, les mousses a formation de pellicule aqueuse, mais
également pour la synthése d’agents tensioactifs et émulsifiants et comme auxiliaires
technologiques dans la fabrication de fluoropolymére, les revétements métalliques et
la production de semi-conducteurs (3M 1999). La production des PFAS aux Etats-Unis,
a été en augmentation depuis les années 50 jusqu’au début des années 2000. En
2002 la société 3M® a cessé la production du PFOS et de ses précurseurs, suivie en
2013 par la société DuPont ® qui a arrété celle du PFOA et de ses précurseurs. |l
n’existerait plus de production européenne ni nord-américaine a I'heure actuelle,
cependant la production chinoise de PFOS a, quant a elle, augmenté depuis le début
des années 2000. Suite a 'arrét de leur production par les entreprises américaines, le
PFOS et le PFOA ont été remplacés par des PFAS a courte chaine. Il existe deux
méthodes de synthése du PFOS : 'ECF (fluoration électrochimique) qui génére des
isoformes linéaires (70%) et ramifiées (30%), et la fluoro-télomérisation qui génere
uniguement des isoformes linéaires (3M 1999) (DeWitt 2015).

1.2 Législation sur les PFAS

Depuis mai 2009, le PFOS et ses sels font partie des substances inscrites a la
Convention de Stockholm sur les Polluants Organiques Persistants (POP) (Convention
de Stockholm 2009). A ce titre ils sont concernés par le réglement (CE) n° 850/2004
du Parlement européen sur les POP. Etant inscrits a ’Annexe B, leur production et leur

utilisation sont limitées avec toutefois des dérogations :

- lors de leur utilisation directe durant la production de photo-imagerie, fluide
hydraulique pour l'aviation, métallisation en circuit fermé, appareils médicaux, mousse
anti-incendie, appats pour les fourmis coupeuses de feuilles, photorésines et
revétements antireflets pour semi-conducteurs, agents d’attaque pour la gravure de

semi-conducteurs composés et de filtres céramiques

- lors de leur utilisation indirecte en tant que produit intermédiaire durant la production
de substances chimiques utilisées dans les photomasques (dans les industries de
semi-conducteurs et écrans a cristaux liquides), la métallisation, les composants

électriques et électroniques de certaines imprimantes et photocopieuses en couleur,
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les insecticides contre les fourmis de feu invasives et les termites, la production
pétroliere chimiquement assistée, les tapis, le cuir et habillement, les textiles, le
capitonnage, le papier, les emballages, les revétements et additifs pour revétement, le

caoutchouc et les matiéres plastiques.

La Convention de Stockholm a été transposée plus récemment a I'échelle
européenne en un reglement POP (n° 2019/1021) du 20 juin 2019 qui durcit le
reglement de 2004. Dés la mise en place de ce réglement, le PFOS est interdit
d’utilisation excepté en qualité de contaminant non intentionnel, a raison de moins de
10 mg/kg (0.001% en masse) dans des substances (ou mélanges), ou moins de 0,1%
en masse calculée d’une partie du produit fini, ou moins de 1 pg/m? si matériau enduit
(REGLEMENT (UE) 2019/ 1021 DU PARLEMENT EUROPEEN ET DU CONSEIL

- du 20 juin 2019 - concernant les polluants organiques persistants 2019).

Au niveau européen, le réglement REACH (EnRegistrement, Evaluation,
Autorisation et Restriction des Substances CHimiques) vise a sécuriser la fabrication
et l'utilisation de substances chimiques importées ou fabriquées en Europe.
Initialement inscrit dans le reglement REACH n°1907/2006, le PFOS a par la suite été
retiré de ce dernier suite a son inscription au réglement POP. Le réglement REACH

est actuellement en cours de révision (Plan d’action ministériel sur les PFAS 2023).

La directive européenne du 12/08/2013 concernant les substances prioritaires
pour la politique dans le domaine de I'eau classe le PFOS dans les substances
dangereuses prioritaires et établit des normes de qualité environnementale (Directive
n° 2013/39/UE du 12/08/13 modifiant les directives 2000/60/CE et 2008/105/CE en ce
qui concerne les substances prioritaires pour la politique dans le domaine de 'eau
2013). L’annexe | de la directive européenne EDCH (Eau Destinée a la Consommation
Humaine) n°® 2020/2184 du 16 décembre 2020 fixe les teneurs maximales autorisées
dans I'eau potable, a savoir 0.50 ug/L pour le total des PFAS, ou 0.10 ug/L pour la
somme des 20 PFAS (dont fait partie le PFOS) considérés comme substances
préoccupantes (Directive (UE) n° 2020/2184 du 16/12/20 relative a la qualité des eaux

destinées a la consommation humaine (refonte) 2020).
1.3 Voies et niveaux d’exposition aux PFAS

Du fait de leurs propriétés a la fois hydrophobe, oléophobe, et tensioactive, les

PFAS ont été utilisés dans la fabrication de nombreux produits : emballages
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alimentaires, ustensiles de cuisine, revétements de meuble, vernis, peintures,
imperméabilisants de tissus, nettoyants, matériaux de construction, farts de ski et
mousses anti-feu, entre autres. De plus la grande stabilité des liaisons moléculaires
carbone-fluor les rend tres peu dégradables dans les conditions environnementales
(3M 1999). Les voies d’exposition de 'homme au PFOS sont ainsi nombreuses : eau
potable contaminée, alimentation, produits de la mer, utilisation de produits contenant
du PFOS, inhalation d’air intérieur des habitations ou contact avec d’autres milieux
contaminés (notamment aux alentours des sites de production) (Sunderland et al.
2019; Kwiatkowski et al. 2020).

Le PFOS est trés persistant ce qui conduit a son accumulation dans
'environnement, mais également a une bioaccumulation au sein de la chaine
alimentaire (Armitage et al. 2009; Kwiatkowski et al. 2020). Le PFOS est présent
mondialement et a des concentrations élevées dans les eaux de surface et
souterraines, les sols, les eaux potables a proximité des aéroports domestiques et
militaires, des sites pétroliers et gaziers ainsi que des terrains d’entrainement des
pompiers (Lau et al. 2007). Le PFOS et le PFOA ne sont pas éliminés de I'eau potable
par les traitements conventionnels (Joyeux et al. 2018). Des méthodes telles que le
traitement au charbon actif a grain (CAG), 'osmose inverse, la nandfiltration, 'échange
d’ion ou la sorption avec polyméres ont été testées, il s’est avéré que le traitement au
charbon représentait la méthode la plus efficace et rentable pour purifier 'eau du PFOS
et du PFOA. Cependant ces technologies se sont révélées moins efficaces avec les
perfluoroalkylés a courte chaine, de plus elles sont onéreuses a mettre en place
(Joyeux et al. 2018; Cousins et al. 2016). Les PFAS, du fait de leur usage industriel,
se retrouvent dans les installations de traitements des eaux usées et des déchets ainsi
que dans les eaux souterraines qui deviennent alors une source de pollution
environnementale (Cousins et al. 2016). Concernant le PFOS, les eaux usées seraient
responsables de 85% des rejets de cette molécule sur le territoire américain avec
quelques variations au niveau des sites industriels (Sunderland et al. 2019). Les boues
d’épuration sont souvent utilisées comme engrais agricole, ce qui représente
potentiellement une autre voie d’exposition pour 'lhomme. Cette utilisation peut avoir
un impact sur toute la chaine alimentaire mais des recherches supplémentaires

seraient nécessaires afin d’établir 'importance de cette voie d’exposition.
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Il est important de prendre en compte la transformation des précurseurs du
PFOS (tels que les POSF, le FOSA ou le N-Et-FOSA, entre autres (INERIS, Brignon,
Gouzy 2012)) en celui-ci, que ce soit dans I'environnement ou 'organisme (Buck et al.
2011), qui rend plus complexe limpact réel des voies d’exposition citées

précédemment.

Du fait de I'arrét de la production du PFOS et de ses précurseurs par les pays
occidentaux depuis le début des années 2000, I'exposition des habitants de ces pays
a diminué ces derniéres années, par consequent une diminution des concentrations
sériques chez ’lhomme a été observée a I'échelle mondiale (Sunderland et al. 2019).
Au sein de la population américaine, la moyenne géomeétrique des concentrations
sériques de PFOS dans la population générale relevée dans I'étude NHANES
(Enquéte Nationale sur 'lExamen de la Sante et de |la Nutrition) réalisée en 2003-2004
était inférieure a celle de I'étude de 1999-2000. Une étude montre également que la
répartition des concentrations selon le sexe, I'ethnie et 'age reste semblable suite a
larrét de la synthése du PFOS sur le territoire américain (Calafat et al. 2007). La
production de PFOS ayant été remplacée par la production de PFAS a plus courte
chaine (pour les PFCA strictement moins de 7 carbones et pour les PFSA moins de 6
carbones), ces derniers sont de plus en plus présents dans I'environnement (Wang et
al. 2017) (Sunderland et al. 2019). Si une diminution de I'exposition aux PFAS peut
étre observée dans certaines régions, elle n'est pas attribuée a une dégradation
chimique mais a une diffusion a partir des « régions sources » a I'environnement

planétaire (Armitage et al. 2009).

1.3.1 Exposition humaine au PFOS

Dans une étude réalisée par le NHANES (Enquéte Nationale sur 'Examen de
la Santé et de la Nutrition) entre 2003 et 2004, le PFOS était présent chez 99.9% des
participants (n=2 094, tous des individus de plus de 12 ans). Dans cette méme étude
il a été observé que les concentrations sériques en PFOS étaient similaires quelle que
soit la tranche d’age étudiée, que les hommes avaient des concentrations sériques
plus élevées que les femmes et qu'il existait des différences entre les différentes
ethnies (Calafat et al. 2007).

En France, Dereumeaux et al. (Dereumeaux et al. 2016) se sont intéressés a
une série de polluants environnementaux auxquels les femmes enceintes participant
a 'ELFE (Etude Longitudinale Frangaise depuis I'Enfance) sont exposées, ces
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dernieres ayant accouché durant 3 périodes définies de 'année 2011. Il en est ressorti
gu’au moins un des composeés perfluorés testés était quantifié dans le sérum de toutes
les femmes prélevées et que la moyenne géométrique des concentrations sériques en
PFOS était de 3.07 pg/L de sérum (Dereumeaux et al. 2016). L'auteur nuance toutefois
ces résultats car cette étude n’est pas considérée comme représentative de la
population frangaise étant donné que dans certaines régions administratives, peu ou
pas d’hépitaux avaient participé a l'étude. Quelques années plus tard, I'étude
transversale Esteban (Etude de Santé sur I'Environnement, la Biosurveillance,
I'Activité physique et la Nutrition) a mesuré pour la premiére fois I'imprégnation par les
composés perfluorés de la population continentale francaise générale. Au total 744
adultes (de 18 a 74 ans) et 249 enfants (de 6 a 17 ans) ont été inclus dans I'étude se
déroulant entre avril 2014 et mars 2016. Pour les enfants la moyenne géométrique des
concentrations sériques en PFOS était de 2.22 pg/L avec un 95¢ percentile de 6.12
Mg/L. Pour les adultes, la moyenne géométrique des concentrations sériques en PFOS
était de 4.03 ug/L avec un 95° percentile de 13.54 ug/L (Oleko et al. 2019). Dans les
deux études frangaises citées, le PFOS et le PFOA sont les deux PFAS les plus
souvent quantifiés et ayant les concentrations les plus élevées. L'étude réalisée au
sein de la population générale met en évidence une concentration sérique en PFOS
plus élevée (moyenne géométrique) chez les gargons que chez les filles. Chez les
adultes, I'imprégnation au PFOS est augmentée de 20.9% chez les hommes comparés
aux femmes. Quand on s’intéresse a la sous population des femmes en age de
procréer de |'étude Esteban, on observe que la moyenne géomeétrique des
concentrations sériques de PFOS (2.98 pg/L) était identique a celle de I'étude Elfe

précédemment citée (3.07 pg/L).

Dans une étude menée auprés de 41 femmes norvégiennes, Haug et al. ont
montré que l'alimentation est la voie d’exposition principale au PFOS bien que
'environnement intérieur (air, poussiére) selon le scénario de modélisation, puisse
contribuer a environ 42% de I'exposition au PFOS (Haug et al. 2011). Les produits de
la mer peuvent étre une importante source d’exposition aux PFAS a eux seuls,
notamment chez les populations en consommant le plus. Les PFAS a longue chaine
ont une bioaccumulation plus importante que ceux a courte chaine. Aux Etats-Unis,
'Enquéte Nationale sur 'Examen de la Santé et de la Nutrition (NHANES) réalisée

entre 2007 et 2014 a montré une concentration sérique plus élevée en PFAS chez les
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consommateurs a haute fréquence de produits de la mer (Sunderland et al. 2019).
L’Autorité Européenne de Sécurité des aliments (EFSA) estime que le poisson et les
autres produits de mer représentent jusqu’a 86% de I'exposition alimentaire aux PFAS
chez les adultes. Chez les personnes agées, la viande et les produits carnés
représentent environ 52% de I'exposition alimentaire au PFOS, tandis que les ceufs et
les produits a base d’ceufs représentent environ 42% de I'exposition des nourrissons
(EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM) et al. 2018). Une étude
menée en 2009 par I'Anses auprés de 478 adultes (18 a 75 ans) a montré des niveaux
d’'imprégnation par les PFAS dans la population de pécheurs en eau douce plus élevés
en comparaison a la population générale de I'étude Esteban (Oleko et al. 2019). Il est
important de garder a I'esprit que I'importance des sources d’exposition peut varier
selon le groupe démographique et la situation géographique. En effet, a proximité de
sites contaminés (usines de production par exemple), I'eau potable peut étre
responsable de 75% de I'exposition totale aux PFAS (Sunderland et al. 2019). Les
concentrations sériques en PFAS des travailleurs de la société 3M étaient dix fois
supérieures a celles de la population générale dans les années 80 (Sunderland et al.
2019). L'Anses a établi I'exposition hydrique des frangais par rapport a I'exposition
alimentaire totale du PFOS comme représentant 2.6% de celle-ci chez les adultes et
1.9% chez les enfants (Joyeux et al. 2018). Les PFAS peuvent également migrer des
emballages alimentaires vers les denrées alimentaires (beurre, eau, vinaigre...), et
ainsi exposer directement les consommateurs (Oleko et al. 2019; Sunderland et al.
2019).

Outre I'exposition alimentaire (qui comprend I'eau de boisson), I'air intérieur et
les poussiéres domestiques sont une voie d’exposition importante pouvant, selon les
sujets, contribuer a environ la moitié de I'exposition totale (Haug et al. 2011). Le PFOS
est le PFAS présent aux concentrations les plus élevées dans l'air et les poussiéres.
L’étude Esteban, réalisée entre 2014 et 2016, a mis en évidence une corrélation entre
la concentration sérique en PFOS et la fréquence d’aération du logement au printemps
et en été ; elle est plus élevée chez les personnes aérant leur logement 1 a 2 fois par
jour que chez les personnes aérant plus de deux fois par jour (Oleko et al. 2019). Parmi
les autres sources d’exposition existantes, on peut également citer les contacts directs
avec les produits manufacturés (via absorption cutanée et ingestion involontaire, main-

bouche) dont principalement le contact avec des textiles sur lesquels des PFAS ont
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été appliqués. Certaines personnes, une minorité, sont concernées par I'exposition
professionnelle, notamment celles travaillant dans les usines de production du PFOS,
les métallurgies ou industries utilisant du PFOS, les sites de traitement des déchets

ainsi que les sites d’entrainement a la lutte contre les incendies (Oleko et al. 2019).

Des études ont montré I'existence d’un transfert in utero via le sang du cordon
ombilical, avec toutefois des concentrations dans le cordon qui sont systématiquement
moindres par rapport aux concentrations maternelles (d’'un facteur 1.5 a 3.5). Le

nourrisson est également exposé au PFOS via le lait maternel (Adamo et al. 2011).

1.3.2 Valeurs toxicologiques de référence du PFOS

L'’Agence de protection de I'environnement américaine (US EPA) a fixé en 2016
une valeur limite dans I'eau de boisson pour le PFOS a 0.07 pg/L. Cette limite a été
calculée a partir de la dose sans effet nocif observé (DSENO) associée a I'étude de
réduction du poids corporel des portées chez le rat dans I'étude de Luebker et al. 2005
(Joyeux et al. 2018). En 2018 aux Etats-Unis, 'Agence du Registre des Substances
Toxiques et des Maladies (ATSDR en anglais) a conseillé d’abaisser a 7 ng/L la LMR
(Limite Maximale de Résidus) établie par 'US EPA pour le PFOS dans I'eau potable
(Sunderland et al. 2019). En 2018, I'Anses (Agence nationale de sécurité sanitaire de
'alimentation, de I'environnement et du travail) a publié un avis sur I'évaluation des
risques sanitaires des alkyls per- et polyfluorés dans les eaux destinées a la
consommation humaine. Une estimation des expositions hydriques et alimentaires a
été réalisée ; I'exposition hydrique d’'un adulte a été estimée a 0.02 ng/kg/j pour une
exposition totale estimée a 0.66 ng/kg/j, soit une contribution hydrique de 2.6% a
'exposition totale d’'un adulte au PFOS. Chez l'enfant, I'exposition hydrique a été
estimée a 0.03 ng/kg/j pour une exposition totale estimée a 1.38 ng/kg/j, soit une
contribution hydrique de 1.9% a I'exposition d’'un enfant au PFOS. En se basant sur
les données des études toxicologiques du PFOS réalisées aux Etats-Unis et au
Canada, 'Anses, en 2018, a retenu comme DJT (Dose Journaliere Tolérable) 0.06
Mg/kglj via 'eau consommeée. Cette dose a été établie a partir de I'étude de Butenhoff
et al. 2012 qui a établi la DSENO avant l'apparition d’effets secondaires non
cancérogenes, a savoir I'’hypertrophie hépatocellulaire chez la rat Sprague-Dawley.
Des facteurs d’incertitude ont été appliqués a cette DSENO afin d’obtenir la DJT. A
partir de cette valeur, 'Anses a établi une valeur sanitaire maximale de PFOS dans
'eau de boisson a 0.18 ug/L. LAnses recommande également, en cas de présence
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simultanée de PFOS et de PFOA, que la somme des concentrations dans |'eau par
rapport a leurs valeurs sanitaires maximales respectives soit inférieure a 1, du fait de
I'additivité des effets de ces deux molécules (Joyeux et al. 2018). Le groupe CONTAM
(groupe scientifique sur les contaminants de la chaine alimentaire) de la EFSA
(Autorité Européenne de la Sécurité des Aliments) a publié en 2018 un avis scientifique
sur les risques pour la santé humaine de la présence du PFOS et du PFOA dans les
aliments, et a également estimé la dose hebdomadaire tolérable en PFOS a 13
ng/kg/semaine. Cette estimation se base sur des études épidémiologiques avec,
comme effet seuil, 'augmentation du cholestérol total chez les adultes et la diminution
de la réponse vaccinale en anticorps chez les enfants (EFSA Panel on Contaminants
in the Food Chain (CONTAM) et al. 2018).

1.4 Effets toxicologiques du PFOS

Le PFOS, et plus généralement les PFAS, sont considérés comme des
perturbateurs endocriniens (PE). L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit
un PE comme une substance ou un mélange de substances exogenes qui altere les
fonctions du systeme endocrinien et de ce fait induit des effets néfastes sur un
organisme intact, sur sa progéniture ou au sein d’'une (sous)-population (Bergman et
al. 2012).

1.4.1 Chez les rongeurs

De Witt a édité un livre en 2014 synthétisant les articles publiés jusqu’en 2014
sur les PFAS, il y est traité de I'exposition de 'homme, des effets métaboliques et
toxicologiques selon les organes et le stage de développement lors d'études de
laboratoire, de la toxicocinétique des PFAS et des résultats des études
épidémiologiques chez I'homme. Les données expérimentales sur les effets
métaboliques des PFAS chez les rongeurs font état d’'une diminution de la
cholestérolémie chez les rats méales Sprague-Dawley (SD) (Martin et al. 2007), I'effet
inverse a été observé chez 'lhomme (Nelson, Hatch, Webster 2010) (Eriksen et al.
2013). Chez les rats adultes SD, il a été rapporté une diminution significative du poids
corporel suite a une exposition via I'alimentation au PFOS (Lefebvre et al. 2008). Une
hépatomégalie a été observée chez les rats SD exposés au PFOS avec une possible
évolution vers la cancérisation en cas d’exposition prolongée a de fortes doses (DeWitt

2015). Le PFOS est responsable d’une hépatomégalie et parfois d’'une hépatotoxicité
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chez les rongeurs et les primates, voire méme d’adénome hépatocellulaire chez les
rats (Andersen et al. 2008).

L'exposition in utero et lactationnelle de rats Wistar au PFOS induit une
augmentation de l'insulinémie a jeun et de la leptinémie, ainsi qu’une diminution de la
tolérance au glucose, une stéatose hépatique et une augmentation du stockage des
graisses dans le coussinet adipeux des gonades (Lv et al. 2013). Des résultats
similaires ont été obtenus chez les souris CD1; les souris de la génération F1
développent une fois adultes, une insulinorésistance et une intolérance au glucose.
Ce type d’effets métaboliques n’a pas été observé lors d’exposition a 'adge adulte mais
uniquement lors d’exposition au cours du développement (Wan et al. 2014). Une étude
a montré que I'exposition néonatale (J10) aux PFOS et PFOA chez la souris male
entraine une diminution a I'habituation dans un environnement inconnu — mesurée par
le comportement de locomotion et de redressement sur les membres postérieurs
(Johansson, Fredriksson, Eriksson 2008). Thiobodeaux et al. se sont intéressés a la
toxicité maternelle et développementale chez le rat SD et la souris CD 1 lors d’une
exposition quotidienne au PFOS durant la gestation. Le PFOS peut étre responsable
de malformations (fente palatine, anomalies cardiaques telles qu’'une communication
interventriculaire, retard d’ossification, cedéme) lors d’exposition prénatale a de fortes
doses. Les effets postnataux chez le rat ou la souris sont : une augmentation de la
mortalité dans les premiéres heures ou jours proportionnellement a la dose de PFOS
regue par la mére, des effets sur le poids qui peuvent persister aprés le sevrage avec
des retards de croissance, un retard de l'ouverture des yeux, un développement
anormal des glandes mammaires, une hypertrophie hépatique. Les effets sur la mére
durant la gestation sont : une réduction de la prise de poids durant la gestation chez
le rat et la souris, une augmentation du poids du foie chez la souris, et une diminution
des concentrations sériques de T3 et T4 chez le rat et T4 chez la souris, sans toutefois

qu’il y ait de modification de la TSH associée (Thibodeaux et al. 2003).

1.4.2 Chez ’homme

Grandjean et al. ont étudié I'impact des PFAS sur la concentration sérique en
anticorps chez les enfants (n = 587) de 5 et 7 ans vaccinés contre le tétanos et la
diphtérie. Un doublement de la concentration sérique en PFOS et PFOA a I'age de 5
ans est associé a une diminution de 50% de la concentration sérique en anticorps a

l'age de 7 ans (Grandjean et al. 2012). D’autres études ont mis en évidence des
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corrélations similaires ; une diminution significative de la concentration sérique en
anticorps anti-rubéole chez les enfants de 3 ans (Granum et al. 2013), et d’age compris
entre 12 et 19 ans (Stein et al. 2016) exposés au PFOS.

L'étude d’Eriksen et al a été la premiére a étudier le lien entre la concentration
sérique en PFOS et les cancers de la prostate, de la vessie, du pancréas et du foie
dans la population générale, et aucune corrélation n'a été observée (Eriksen et al.
2009). Le Centre International de Recherche sur le Cancer (IARC) n’a pas établi
d’évaluation concernant le PFOS alors qu’elle a classé le PFOA comme possiblement
cancérigene (groupe 2B) (Sunderland et al. 2019). L'IARC est actuellement en train de
réévaluer la cancérogénicité du PFOS et du PFOA (/ARC investigating carcinogenicity
of PFOS and PFOA | Food Packaging Forum 2022).

Concernant les effets sur le systéeme thyroidien, les études épidémiologiques
sont contradictoires et ne permettent pas d’établir d’association significative entre le
PFOS et les taux de T3, T4 ou TSH (DeWitt 2015).

La plupart des études ont relevé une corrélation entre une concentration sérique
de PFAS élevée et un profil lipidique délétére, tel qu’'une augmentation du cholestérol
total, des triglycérides et du cholestérol LDL, ou une diminution du cholestérol HDL (Qi
et al. 2020). L'étude menée par la NHANES entre 2003 et 2004, montre que
'augmentation des concentrations sériques en PFOS et PFOA est associée a une
augmentation significative du cholestérol total dans la population générale américaine
(Nelson, Hatch, Webster 2010). Qi et al. ont réalisé une synthése des articles parus
entre 1966 et 2019 (55 articles au total) concernant les effets de I'exposition aux PFAS
sur I'obésite, le diabéte et la stéatose hépatique non alcoolique. Parmi les 55 articles,
22 traitent de l'obésité. Il en ressort que dans les trois quarts des études, la
concentration sérique en PFOS est positivement corrélée avec les marqueurs de
'obésité (IMC et tour de taille) seulement lorsqu’elle est supérieure a 25 ng/mL. Une
étude rapporte une association positive entre la concentration sérique en PFOS pré-
grossesse et le gain pondéral pendant la grossesse chez la femme enceinte.
Concernant le diabéte, 16 études ont été recensées avec des concentrations sériques
en PFOS variant beaucoup selon les études. Parmi les six études avec des
concentrations sériques strictement supérieures a 20 ng/mL, trois montraient une
corrélation positive entre le PFOS et les marqueurs du diabéte (augmentation de la
résistance a l'insuline, de I'insulinémie, de la glycémie ou du risque de développer un
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diabéte de type 2). En revanche pour les dix autres études avec des concentrations
sériques en PFOS inférieures a 20 ng/mL, seulement trois rapportent une corrélation
positive entre le PFOS et le risque de développer un diabéte (diabéte de type 1
compris). L'étude menée auprés de la population du projet « C8 Health Project »,
population vivant pres d’'un des sites de fabrication des PFAS aux Etats-Unis et
comptant 66 899 personnes, a montré que la concentration sérique en PFOS est
négativement corrélée au diabéte de type 1. Le résultat de cette étude est corroboré
par des études qui ont observé que la concentration sérique en PFOS ramifié est
positivement corrélée avec une amélioration du fonctionnement des cellules béta du
pancréas. Six études se sont intéressées a la corrélation entre les PFAS et le diabéte
gestationnel, une seule a mis en évidence une corrélation positive avec la
concentration totale de PFAS a courte chaine (C4-C7) et le diabéte gestationnel. En
I'état actuel des connaissances il n’est pas possible de conclure de maniére certaine
a une corrélation positive entre le PFOS et le diabéte de type 1, 2 ou gestationnel. La
disparité des résultats pourrait s’expliquer par une relation dose-effet représentée par

une courbe en U inversé (Qi et al. 2020).

L'exposition aux PFAS est positivement associée a une augmentation de
lactivité des enzymes hépatiqgues ALAT (Alanine Aminotransférase), PAL
(Phosphatases Alcalines) et GGT (Gamma Glutamyl Transpeptidase), ce qui suggére
des potentielles lésions hépatiques. Les PFAS sont reconnus comme perturbant le
meétabolisme lipidique hépatique et responsable de la stéatose hépatique non
alcoolique (NAFLD). Les mécanismes explicatifs seraient une inhibition de la B-
oxydation des acides gras, une augmentation de I'absorption des acides gras et
l'induction du stress oxydatif. Bien qu’il n’y ait pas de lien direct établi entre les PFAS
et 'apparition de NAFLD, les PFAS étant responsables des troubles lipidiques cités

précédemment pourraient contribuer a la stéatose hépatique (Qi et al. 2020).

Il'y a assez peu d’études concernant les effets du PFOS sur la reproduction
chez 'homme. Une étude danoise rapporte une corrélation entre la concentration
plasmatique en PFOS et la fertilité : il y aurait une augmentation du risque
d’'infécondité. Une autre étude danoise reléve une relation entre les concentrations
cumulées de PFOS et PFOA et une modification morphologique spermatique (Adamo
et al. 2011). Une corrélation négative significative a été établie entre le PFOS et
I'oestradiol sérique chez les femmes de 42 a 65 ans (Knox et al. 2011). Woods et al.
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ont trouvé une corrélation entre le PFOS et le poids de naissance dans la population
générale européenne ; le PFOS est associé a une diminution du poids de naissance
(Woods et al. 2017). Birgersson et al. se sont intéressés aux effets de I'exposition
prénatale a un mélange de plusieurs perturbateurs endocriniens, sur le développement
neurologique et sur la croissance des enfants. Le développement neurologique a été
évalué grace au retard de langage a 30 mois d’age qui est un marqueur précoce du
développement cognitif, lui-méme évalué par un questionnaire adressé aux parents et
a une infirmiére ayant évalué I'enfant. La croissance a été évaluée grace au poids de
naissance. L’étude a inclus 1 874 femmes suédoises enceintes pour chacun des deux
parametres étudiés. Un mélange des perturbateurs endocriniens présents chez la
meére des enfants atteints a été identifié et la proportion respective de chaque
perturbateur endocrinien a été quantifiée. Le PFOS est présent dans les deux
mélanges de perturbateurs endocriniens retenus. Une fois les perturbateurs identifiés,
des études in vitro ont été menées sur différents types cellulaires afin d’étudier les
meécanismes moléculaires, notamment grace au séquencage ARN. Le mélange
responsable de 'augmentation du poids a la naissance a induit une augmentation de
l'expression du récepteur PPAR vy (Récepteur Activé par les Proliférateurs de
Peroxysomes), un régulateur de la différenciation adipocytaire (Birgersson et al. 2017).
Ce résultat était contradictoire avec I'étude de Wood et al. ou le PFOS serait
responsable d’une diminution du poids de naissance (Woods et al. 2017). Il faut
cependant prendre en compte le fait que Birgersson et al. s’intéressaient a des
meélanges de perturbateurs endocriniens comme un tout, qui pouvaient donc interagir
entre eux, et que les mécanismes d’action du PFOS sont encore mal connus. En 2020,
Qi et al. ont synthétisé toutes les publications épidémiologiques (au nhombre de dix)
s’intéressant a une potentielle association entre la concentration sérique en PFOS et
le poids de la descendance. Deux études rapportaient une corrélation négative entre
la concentration en PFOS et le poids a la naissance ou a 1 an. Une étude de suivi
rapportait une corrélation négative a la naissance puis nulle a 'dge de 7 ans. En cas
de concentration sérique en PFOS élevée, deux études rapportaient une augmentation
du poids de naissance alors que deux autres ne rapportaient pas d’association. Une
étude comparant les populations norvégienne et suédoise a montré que, bien que la
concentration sérique en PFOS soit plus faible chez les norvégiennes, une forte
corrélation positive était observée entre le PFOS et le poids de I'enfant a 5 ans (Qi et

al. 2020). Le mécanisme exact qui explique lI'impact des PFAS sur le poids de
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naissance est encore inconnu. Cependant plusieurs hypothéses ont été avancées :
les PFAS interagiraient avec les récepteurs aux cestrogénes, ce qui perturberait
I'équilibre hormonal. De plus les PFAS, en modifiant la lipidémie chez les animaux et
’homme, pourraient potentiellement affecter le développement et la croissance foetale.
Les PFAS influenceraient le développement du tissu adipeux et les systémes de
régulation de I'homéostasie de la masse corporelle qui pourraient impacter la

croissance feetale (Woods et al. 2017).

La plupart des études épidémiologiques sont transversales, mémes si certaines
sont longitudinales, ce qui rend difficile I'établissement d’un lien de causalité. De plus,
établir de maniére précise I'effet du PFOS seul reste compliqué du fait de I'exposition
a plusieurs substances toxiques au cours de la vie, qui, par leur interaction notamment,
rendent complexe I'établissement d’un lien de causalité direct. L’exposition chronique
a des faibles doses, les relations dose-effet non conventionnelles et I'existence de
cibles biologiques multiples pour une seule substance rendent d’autant plus complexe
la détermination des mécanismes d’action et donc des effets réels (Lee et al. 2017).
De ce fait, plus d’études cliniques et épidémiologiques sont nécessaires ainsi que des
modeles in vitro et in vivo afin de déterminer plus précisément les effets et les

meécanismes d’action sous-jacents.
1.5 Parametres toxicocinétiques

La toxicité d’'une substance dépend de ses effets intrinséques sur un tissu cible
mais également de la quantité de substance qui atteint ce tissu cible. Cette derniere
dépend des concentrations plasmatiques de la substance. La concentration
plasmatique est reliée a la dose administrée par la clairance plasmatique. Lors d’'une
exposition extravasculaire, telle que la voie orale, cette relation prend en compte la
biodisponibilité qui varie de 0 a 1. La biodisponibilité est la proportion de la dose
administrée qui atteint la circulation générale sans étre métabolisée. Dans le cas d'une
administration orale, la biodisponibilité dépend de 'absorption gastro-intestinale et de
I'effet de premier passage hépatique. La clairance plasmatique caractérise la capacité
de I'organisme a éliminer la molécule apres que cette derniére ait atteint la circulation
générale. Cette élimination étant principalement assurée par le foie et les reins, la
clairance plasmatique est considérée comme la somme des clairances hépatique et

rénale. La clairance hépatique correspond a I'excrétion biliaire et a la métabolisation
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hépatique de la substance. La clairance rénale correspond quant a elle a la somme de

la filtration, de la sécrétion et de la réabsorption rénales.

L'absorption du PFOS suite a une exposition orale chez le rat est estimée a une
valeur supérieure a 90% (Chang et al. 2012). Chez 'homme, I'absorption orale du
PFOS est admise du fait d'une forte corrélation entre les concentrations
environnementales et les concentrations sériques (Wilhelm et al. 2008). Le PFOS est
fortement lié aux protéines plasmatiques chez le rat, le singe et ’homme, notamment
a l'albumine (>99% d’affinité chez 'homme), mais aussi aux B-lipoprotéines (95,6 %
d’affinité chez ’'homme pour le PFOS) (Olsen et al. 2007). L'albumine est la principale
protéine sanguine a laquelle se lie le PFOS, devant les lipoprotéines (Forsthuber et al.
2020). Chez le rat, le PFOS est capable de se lier aux protéines de liaison des acides
gras (FABP) au niveau du foie (Luebker et al. 2002). La forme linéaire du PFOS est
plus fortement liée que la forme ramifiée a I'albumine humaine, en effet la constante
de dissociation Kq de I'isomére linéaire est moindre, de trois ordres de grandeur
environ, comparée a celle de I'isomére ramifié. De maniére plus générale l'isoforme
ramifie¢e du PFOS posséde une affinité moindre pour les protéines sériques, dont
l'albumine est la principale. Ceci pourrait expliquer [l'efficacité du transport
transplacentaire chez ’lhomme et la clairance rénale supérieure de I'isoforme ramifiée
chez 'homme et les rongeurs comparativement a l'isoforme linéaire (Beesoon, Martin
2015).

Chez le rat Sprague-Dawley exposé a une dose unique de PFOS de 400 ug/kg,
les concentrations tissulaires en PFOS sont observées par ordre décroissant dans : le
foie, les poumons, les reins, le sang, la rate, le cceur, les testicules, les intestins, les
muscles, le cerveau et la graisse (Benskin et al. 2009). Chez la souris CD- 1, suite a
une unique exposition orale, les concentrations les plus élevées en PFOS sont dans
le foie, suivi du sérum, puis des reins, et ce chez les deux sexes (Chang et al. 2012).
Il n’existe pas d’étude sur le métabolisme du PFOS mais des études sur celui de PFOA
montrent que ce dernier n'est pas métabolisé chez le rat, ce qui laisse a penser que
c’est également le cas pour le PFOS du fait de leurs structures chimiques proches
(Vanden Heuvel et al. 1991).

Chez les personnes retraitées ayant travaillé sur les sites de production des

PFAS, la demi-vie moyenne d’élimination du PFOS a été estimée a 5.4 ans (Olsen et
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al. 2007). Chez le singe cynomolgus, le temps de demi-vie d’élimination du PFOS est

d’environ 200 jours chez les deux sexes suite a une exposition orale quotidienne

pendant 6 mois (Seacat et al. 2002).

Chang et al. se ont évalué la toxicocinétique du PFOS suite a une administration

orale unique de PFOS chez le rat Sprague-Dawley, la souris CD-1 et le singe

cynomolgus et ont établi les parametres TK ci-dessous (tableaux 1 et 2) grace a une

analyse non compartimentale avec le logiciel WinNonlin® :

Parametres Unités Valeurs moyennes estimées (+ SE pour le rat)
toxicocinetiques Rat Sprague- Dawaly Souris CD -1
2 mg/kg PO 15 mg/kg PO 1 mg/kg | 20 mg/kg
Q (N=3) ? (N=5) PO PO
3 (N=3) 3 (N=5)
Tmax Jours | 2:8x0.00 ©:0.84+0.16 | 9:0.33 ©:0.33
J4:8+0.00 Jd:1+0.00 32 4:0.33
Crmax ug/mL | 9:4.42+0.15 | 9:39.46 + 9:4.938 | 9:77.50
4:1.7£0.08 |0.79 3:4.938 | J:72.53
3:41.84 +
2.32
Tae Jours | 9:62.30 + Q:71.13 % Q: 37.80 | 9:30.45
2.09 11.25 3:42.81 | 3:36.42
3:38.31 % 4:41.19
2.32 2.01
CL2apparente mL/j/kg | 9:5.39+0.2 | 9:4.88+0.52 | 9:4.74 ©:5.95
3:22.24 + 3:11.28 + 3:4.70 4.5
0.28 0.56
AUC (ug x Q:371+14 9:3234+381 | 9:210 Q: 3363
jour)/m | 2:90+1 3:1342 + 64 3212 &+ 4000
L
Vd®apparent mL/kg | 9:484 +24 Q:468 + 25 Q: 258 Q:261
3:1228 +97 | 3:666 + 21 J4: 290 d: 263

Tableau 1: Parametres toxicocinétiques du PFOS chez le rat Sprague- Dawley aprés une administration unique
par voie orale de PFOS a la dose de 2 mg/kg ou 15 mg/kg, suivi sur 10 semaines, et chez la souris CD -1 apres
une administration unique par voie orale de PFOS & la dose de 1 mg/kg, ou 20 mg/kg suivi sur 20 semaines

(Chang et al. 2012).
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a2 | a clairance est une clairance apparente et est égale a CL/F (avec CL la clairance plasmatique), et le
volume de distribution est un volume de distribution apparent qui est égal a Vy/F, avec F la
biodisponibilité orale du PFOS.

Avec Tnax le temps ou est atteinte la concentration maximale, Cnax la concentration maximale, Ti. le
temps de demi-vie sérique d’élimination, CLapparente la clairance plasmatique apparente, AUC l'aire sous

la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du temps et Vy appraent l€ volume de distribution
apparent du PFOS.

Pour les souris, chaque souris n’étant prélevée qu’une seule fois a un moment donné, ce sont donc les

moyennes de chaque groupe de souris a chaque moment de prélévement qui ont été utilisées.

Paramétres Unités Valeurs moyennes estimées + SE chez le singe
Toxicocinétiques cynomolgus apres une administration IV a 2
mg/kg
Maéle (N = 3) Femelle (N = 3)
Crmax ng/mL 16.37 £ 1.05 11.50 £ 0.68
T2 jours 1327 110 £ 15
CL mL/jour/kg 1.10 £ 0.06 1.65+0.04
AUC (ug xjour) /mL | 1792 + 64 1126 + 99
vd mL/kg 202 £13 274 £ 28

Tableau 2 : Parameétres toxicocinétiques chez le singe cynomolgus aprés une administration unique par voie
intra-veineuse de PFOS a la dose de 2 mg/kg, suivi sur 161 jours (Chang et al. 2012).

Avec Cnax la concentration maximale atteinte, T+, le temps de demi-vie sérique d’élimination, CL la
clairance plasmatique, AUC l'aire sous la courbe de la concentration plasmatique en fonction du temps
et Vd le volume de distribution du PFOS.

Chez la souris, les parameétres toxicocinétiques sont semblables entre le male
et la femelle, quelle que soit la dose administrée. Chez le rat, la clairance apparente,
'AUC et le temps de demi-vie sont statistiquement différents entre les deux sexes.
Chez le singe, les paramétres toxicocinétiques sont semblables entre les deux sexes
a I'exception de la clairance qui est statistiquement plus élevée chez la femelle tout en
restant proche de celle du male, et ce de maniére significative. Chez ces trois espéces
le volume de distribution (Vd) suggére une distribution principalement extracellulaire,
avec un Vd < 1 L/kg chez les trois espéces (tableaux 1, 2 et 3), aprés 'administration
intraveineuse chez le rat et le singe, et orale chez la souris (Chang et al. 2012; Kim et
al. 2016; Pizzurro et al. 2019). L'étude de Chang et al. a également montré que la

distribution du PFOS dans le foie est moindre chez le singe comparé aux rongeurs.
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Dans cette étude le temps de demi-vie plasmatique chez le rat méale est plus faible que
celui rapporté dans d’autres études précédentes. Ceci pourrait s’expliquer par le fait
que dans l'étude de Chang une seule dose a été administrée contre plusieurs
semaines d’exposition dans d’autres études. De plus l'existence d'une circulation
entéro-hépatique du PFOS chez le rat méle pourrait en partie expliquer cette longue
demi-vie lors d’'une exposition répétée. Enfin le PFOS, en activant les récepteurs
PPARa, CAR et PXR, pourrait modifier I'expression des OAT (transporteurs d’anions
organiques) et ainsi augmenter l'absorption hépatique et/ou diminuer les efflux
hépatiques en PFOS (Chang et al. 2012).

Kim et al. 2016 se sont intéressés a la toxicocinétique du PFOS suite a une

administration intraveineuse et orale unique chez le rat Sprague-Dawley (tableau 3).

Parametres Unités Male Femelle

foxicoenetiaues Voie VO Voie IV Voie VO Voie IV

Crex ug/mL | 6.71#0.30 | 5.230.38 | 6.6620.29 | 5.69+0.33

Trax jours | 0.45t0.04 | NA 0.4810.05 | NA

AUCon (Hg X | 272.691203 | 216.47%8.63 | 234.61£10.0 | 203.608.42
jour)/mL | 9 5

Tua jour 26.442.77 | 28.70+1.85 | 23.50+1.75 | 24.80+1.52

Ve mL/kg | 279.81+16.7 | 382.55+17.5 | 288.97+15.5 | 351.50+19.20

1 9 9

CL= mLjjour/ | 7.3320.55 | 9.24¥0.37 | 852037 | 9.82t0.21

kg

Tableau 3 : Paramétres toxicocinétiques chez le rat Sprague-Dawley aprés une administration unique par voie
intra-veineuse et orale de PFOS a la dose de 2 mg/kg, suivi sur 70 jours (Kim et al. 2016).

2 | a clairance est une clairance apparente et est égale a CL/F et le volume de distribution est un volume
de distribution apparent qui est égale a V;/F aprés une administration orale, avec F la biodisponibilité
orale du PFOS.

Avec Cnax la concentration maximale, Ti. le temps de demi-vie sérique d’élimination, CL la clairance
plasmatique, AUC l'aire sous la courbe et Vd le volume de distribution du PFOS.

Dans cette étude les auteurs n’ont pas mis en évidence de différences
significatives des parameétres toxicocinétiques du PFOS entre les deux sexes (tableau
3) (Kim et al. 2016).
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Chez les rongeurs et le singe cynomolgus, la voie d’excrétion principale du
PFOS est la voie urinaire suivie de I'élimination fécale (Chang et al. 2012). La voie
principale d’élimination du PFOS chez le rat Sprague-Dawley est la voie urinaire avec
une excrétion urinaire plus importante des isoformes ramifiées comparativement aux
isoformes linéaires ; il y aurait également une élimination préférentielle des isoformes
linéaires via les féces. Il n’y a en revanche pas d’enrichissement en isoformes
ramifiées dans la voie d’excrétion fécale bien qu’elle puisse représenter jusqu’a 33%
de l'élimination totale du PFOS. Chez le rat SD, le temps de demi-vie de l'isomere
linéaire est de 33 jours aprés une unique dose orale de PFOS, et de 80 jours aprés 12
jours d’administration orale (Benskin et al. 2009). La lente élimination du PFOS chez
les singes (tableau 2) pourrait étre expliquée par la réabsorption rénale du PFOS par
des transporteurs tubulaires qui sont saturables. Parmi les transporteurs rénaux
pouvant expliquer la réabsorption rénale du PFOS il y a : le Oatp1 (Organic anion
transporting polypeptides) et les FATP (protéines de transport d’acides gras) présents
au niveau des reins (Andersen et al. 2006). Au contraire, le transporteur OAT3 jouerait
un réle dans I'excrétion rénale des acides perfluoroalkylés (Andersen et al. 2008).
Chez ’'homme, la voie d’excrétion principale est la voie urinaire et 'une des hypothéses
pouvant expliquer la différence de clairance rénale observée entre les deux sexes
serait une réabsorption hormono-dépendante du PFOS par les transporteurs des
anions organiques rénaux comme c’est le cas pour le PFOA (Han et al. 2012). De
méme, une capacité plus importante et une affinité plus élevée du PFOS pour les
transporteurs rénaux humaines qui sont responsables de la réabsorption rénale,
expliquerait la faible clairance rénale et ainsi le temps de demi-vie d’élimination plus

élevé chez ’'homme comparé aux autres especes (Andersen et al. 2006).

L'administration répétée de cholestyramine via la nourriture augmente
I'excrétion fécale du PFOS administré chez le rat par voie intraveineuse et diminue
significativement les concentrations hépatique, plasmatique et intra-érythrocytaire en
PFOS ce qui suggére I'existence d’'un cycle entéro-hépatique du PFOS (Johnson,
Gibson, Ober 1984). Chez ’homme, I'excrétion biliaire du PFOS et du PFOA serait
significativement plus importante que I'excrétion urinaire : 2.98 mL/j/kg pour I'excrétion
biliaire contre 0.015 mL/j/kg pour I'excrétion urinaire pour le PFOS (Harada et al. 2007).
Le taux de réabsorption biliaire du PFOS est estimé a 0.97, taux qui est en faveur

d’'une importante circulation entéro-hépatique du PFOS qui pourrait contribuer a la
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longue durée de demi-vie chez 'homme et qui expliquerait que I'excrétion biliaire ne
représente pas une voie majeure d’élimination du PFOS (Harada et al. 2007). Le PFOS
est transporté dans les hépatocytes via une voie sodium-dépendante et une voie
sodium-indépendante. Le transporteur NTCP (polypeptide cotransporteur de
taurocholate de sodium) serait responsable de I'entrée du PFOS dans les hépatocytes
chez 'lhomme et chez le rat. Le transporteur ASBT (transporteur d’acides biliaires
sodium-dépendant) contribuerait lui a la réabsorption intestinale du PFOS chez
'homme. Outre ces récepteurs, des OAT (transporteurs d’anions organiques)
hépatiques et intestinaux, notamment les OATP1B1, OATP1B3 et OATP2B1 chez
’lhomme, etles OATP1A1, OATP1A5, OATP1B2 et OATP2B1 chez le rat, sembleraient
transporter le PFOS et ainsi contribueraient a la circulation entéro-hépatique (Figure
2) (Zhao et al. 2016).

Human Rat

| ) et
\ > ==
- nterohepaticcirculatio /

Human Rat
Enterocyte /‘ / Enterocyte -
— RN
w Intestine iﬂnig :

Expression of human and rat OATPs in hepatocytes or enterocytes.

Figure 2 : Transporteurs chez ’lhomme et le rat impliqués dans le cycle entéro-
hépatique. Extrait de I'article de Zhao et al. 2016.

Le PFOS a été détecté dans le cerveau des rats néonataux, en quantités plus
importantes que chez l'adulte. Ceci pourrait étre d0 a I'immaturité de la barriere

hémato-méningée (Harada et al. 2007).
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Au Canada l'étude MIREC (Maternal-Infant Research on Environmental
Chemicals) réalisée de 2008 a 2011 a montré que la concentration en PFOS des
femmes enceintes diminue significativement avec 'augmentation de la parité (>1) des
femmes. Ceci pourrait s’expliquer par le transfert du PFOS maternel via le placenta
lors de la grossesse puis par I'allaitement qui diminuerait la concentration sérique de
la mére (Lewin et al. 2017). En effet chez la femme, le PFOS a la capacité de passer
la barriere placentaire et se retrouve ainsi dans la circulation foetale ainsi que dans le
lait maternel (Liu et al. 2011; Gutzkow et al. 2012).

1.6 Récepteurs nucléaires

Le mode d’action du PFOS reposerait sur l'interaction avec des récepteurs
nucléaires, en particulier les récepteurs contrélant I'activation de la prolifération des
péroxysomes (PPAR), ou les récepteurs PXR (Pregnane X Receptor), ou CAR
(Constitutive Activated Receptor), qui sont responsables de I'induction de systémes
enzymatiques impliqués dans I'élimination des substances exogénes. Les récepteurs
nucléaires régulent également de nombreux génes impliqués dans la prolifération et
la différenciation cellulaire, le développement, 'homéostasie et le métabolisme
(notamment des glucides et des lipides). Chez 'homme, les cibles principales
semblent étre les PPAR, principalement le PPAR a, et dans une moindre mesure le
PPAR y (Adamo et al. 2011).

La régulation positive des transporteurs hépato-biliaires et des enzymes
métabolisant les xénobiotiques est induite par de nombreux facteurs de transcription
hépatiques. La régulation positive des transporteurs hépato-biliaires est induite entre
autres par le récepteur nucléaire PPAR (récepteur activé par les proliférateurs de
péroxysome), le récepteur nucléaire CAR (Constitutive Androstane Receptor, NR1I3)
et le récepteur nucléaire PXR (Pregnane X Receptor, NR112). Ces mémes récepteurs
régulent également les transporteurs d’anions organiques dans d’autres organes que

le foie notamment les reins. (Klaassen, Aleksunes 2010).

Les récepteurs PPAR sont un groupe de récepteurs nucléaires qui jouent un
réble dans la différenciation cellulaire et le métabolisme des glucides et lipides
notamment. Les trois principales isoformes sont les isoformes q, y et 8. Les ligands
endogénes des PPAR comprennent les acides gras libres (a) et I'eicosanoide (y).

L'activation de ces récepteurs induit une augmentation du nombre et de la taille des
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peroxysomes dans les cellules. Une fois activé, le récepteur subit une
hétérodimérisation avec le récepteur RXRa (Récepteur X des Rétinoides) qui se lie
ensuite au niveau des éléments de réponse du promoteur de la prolifération des
péroxysomes. De nombreux génes sont alors activés, dont ceux responsables du
métabolisme des acides gras : FABP (protéine de liaison aux acides gras, qui permet
entre autres leur transport) et 'acyl-CoA oxydase (responsable de la béta oxydation
des acides gras) (DeWitt 2015). Le PPARa est un régulateur majeur du métabolisme
lipidique hépatique. Ce récepteur est présent en grandes quantités dans le foie mais
également dans les reins, le cceur, les muscles et le tissu adipeux. Le PPARYy régule
le stockage des acides gras et le métabolisme du glucose (DeWitt 2015). Parmi les
enzymes métabolisant les médicaments, le cytochrome P450 sous-famille 4A est la
plus sensible a la voie de signalisation du PPAR. De plus l'activation du PPARa joue
un réle en régulant les transporteurs de I'élimination des médicaments, mais aussi en
contrélant 'homéostasie de la carnitine (augmentation de la carnitine aprés fixation
d’'un agoniste au PPARa) qui participe au catabolisme des lipides (Klaassen,
Aleksunes 2010).

Le récepteur CAR est un récepteur hormonal nucléaire, responsable de la
détoxification des xénobiotiques, situé principalement au niveau du foie. Comme son
nom l'indique, le récepteur CAR est actif de maniere constitutive en I'absence de
ligands et peut étre régulé par des agonistes et agonistes inverses. L'activation du
récepteur CAR régule I'expression de transporteurs hépatobiliaires tels que 'OATP1a1
(diminution de la transcription) et TOATP1a4 (augmentation de la transcription) chez le

rat et la souris (Klaassen, Aleksunes 2010).

Le récepteur PXR, principalement hépatique, active I'expression du cytochrome
P450 3A chez 'homme et les rongeurs. Les ligands du PXR conduisent a
I’hétérodimérisation avec le RXR qui se lient a un élément de réponse au niveau des
promoteurs/activateurs de génes impliqués dans la détoxification et le transport.
L'activation du récepteur nucléaire PXR augmente par exemple la transcription du
transporteur OATP1a4 au niveau du foie des rongeurs. Des études suggérent que
'activation de ce récepteur pourrait réguler le transport du cholestérol (Klaassen,
Aleksunes 2010). Ces récepteurs, en régulant les transporteurs d’anions organiques,
pourraient ainsi jouer un réle dans la clairance urinaire et biliaire du PFOS, comme vu

dans la partie précédente.
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2. Etude de la toxicocinétique du PFOS chez la souris

La présente étude s’inscrit dans un projet qui vise a évaluer I'impact du PFOS
sur la fonction placentaire chez la femme. Dans un premier temps, les paramétres
toxicocinétiques du PFOS sont déterminés chez la souris femelle. Trois génotypes
différents sont étudiés, WT (Wild Type), CAR -/- (souris invalidées pour le récepteur
CAR) et PXR -/- (souris invalidées pour le récepteur PXR), afin de vérifier s’il existe
des différences de paramétres toxicocinétiques entre ces génotypes. Les paramétres
toxicocinétiques permettent ensuite de déterminer le schéma d’exposition (dose de
charge et dose d’entretien) suite a une exposition par voie orale de la souris qui
permettra de reproduire I'exposition de la femme enceinte en termes de concentrations

plasmatiques.
2.1 Animaux

L'étude a été réalisée avec des souris femelles adultes C57BL6G, de 10
semaines et de poids moyen 22 g (le détail des masses pondérales est présenté dans
'annexe 1). Trois lots ont été formés, un lot de 41 souris sauvages (WT), un lot de 41
souris invalidées pour le récepteur CAR (CAR -/-) et un lot de 38 souris invalidées pour
le récepteur PXR (PXR -/-). Quatre souris « controles » de génotype CAR -/- ont été
utilisées afin d’examiner la possible évolution des concentrations basales en PFOS
liée a une possible contamination environnementale au cours de I'étude. Les souris
sauvages et invalidées pour les récepteurs nucléaires ont été fournies par la plate-
forme Ezop de 'UMR 1331 Toxalim. Elles ont été hébergées dans des cages situées
dans une enceinte mobile ventilée soumise a un cycle lumineux de 12 heures
d’alternance jour/nuit. Les souris ont été nourries avec un régime non obésogene a

raison de 2 g/jour/souris et avec de I'eau ad libitum.
2.2 Procédures expérimentales

Une dose nominale unique de PFOS de 0.2 umol/kg (0.1 mg/kg), a été
administrée par voie intra veineuse (IV) a la moitié des souris de chaque groupe
génotypique. L’autre moitié des souris a regu par voie orale (VO) le PFOS a la dose
nominale de : 1 ymol/kg (0.5 mg/kg). Enfin les quatre souris « contrdles » n’ont pas

recu d’administration de PFOS.
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Des préléevements sanguins ont été réalisés a J1, J7, J30, J60, J90 et J120 a
partir du jour de I'administration (correspondant a JO). Chaque souris n’a été prélevée
qu’'une fois du fait du faible volume sanguin de I'animal. Lors de chacune des 6
journées de prélévement, 3 a 5 souris ont été prélevées pour chaque voie
d’administration et chaque génotype ('Annexe 2 récapitule le nombre de souris
prélevées pour chaque génotype et voie d’administration). Les quatre souris
« contréles » ont été prélevées uniquement a J120. Les tubes héparinés ont été
centrifugés pendant 30 minutes a 3 000 g a 4°C. Le plasma de chaque individu a

ensuite été séparé en deux fractions et conservé a — 80°C.
2.3 Administrations

Le sel de potassium de PFOS (PFOSK) administré a été fourni par Sigma®,
référence 77-282-10g, de poids moléculaire 538.22 g/mole (contre un poids

moléculaire de 500.13 g/mole pour le PFOS).

La solution d’administration IV de PFOS a été préparée dans un mélange
éthanol/sérum physiologique (1 : 8, vol : vol) a la concentration de 0.02 mg/mL. La
solution d’administration orale de PFOS a été préparée dans de leau, a la

concentration de 0.05 mg/mL.

Les concentrations de chaque solution administrée ont été vérifiées par
chromatographie en phase liquide a haute performance et spectrométrie de masse
triple quadripolaire (Shimadzu® modele LC - MS 8045) afin de déterminer les doses

réellement administrées.

Pour I'administration IV, chaque souris a été placée dans le tube de contention
de l'appareil illuminateur de queue (BiosebR) de 3.18 cm de diamétre interne,
préalablement désolidarisé de I'appareil, pour permettre une bonne contention de la
queue ainsi que de l'extrémité antérieure. La queue a été chauffée pendant 1-2
minutes dans un bain d’eau chaude pour permettre une vasodilatation et nettoyée a
l'alcool a 70°. Le tube de contention a été repositionné sur I'appareil illuminateur de
queue et la queue de la souris a été placée dans la gouttiere prévue a cet effet, de
facon a ce qu’elle soit éclairée et forme un angle de 45° avec laiguille. Les
administrations intraveineuses ont été réalisées a la veine latérale (droite ou gauche)
de la queue a l'aide d’'une seringue a insuline de 0.5 ml avec aiguille sertie (0.30 mm
x 12 mm, Aniject 0.5 ml INS 100U Pentafine, 30G x 1.2). Le piston était enfoncé dés
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lors que quelques gouttes de sang remontaient dans l'aiguille (aucune résistance ne
devait exister lors de I'administration). Une compression a été réalisée apres

'administration.

Pour I'administration orale du PFOS, un volume de 200 uL de solution a été

administré directement par gavage a I'aide d’'une sonde de gavage.
2.4 Analyses des échantillons

L'analyse des échantillons comprenait une étape de purification réalisée par
précipitation des protéines, puis une séparation et une détection réalisées par
Chromatographie en phase Liquide a Haute Performance couplée a une Spectromeétrie
de Masse triple quadripolaire (HPLC-MS/MS) avec une ionisation par électro
nébulisation en mode négatif (ESI-). La séparation chromatographique s’est effectuée
dans des colonnes en phase inverse de type C18, grace a un gradient composé de
méthanol (phase organique) et d’eau avec de I'acétate d’'ammonium (phase aqueuse).
La proportion entre les deux solvants a varié au cours du dosage afin d’optimiser la
concentration de PFOS mesurée. Afin de limiter les effets de la contamination de la
phase mobile, cette derniere est passée par une pré-colonne qui retardait I'arrivée
dans la colonne de mesure. Ainsi deux pics distincts ont alors été mesurés par
I'appareil, celui des échantillons et celui des contaminants (qui sont inévitables). Afin
de prendre en compte le rendement d’extraction, le ratio entre I'aire des pics de PFOS
des échantillons et 'aire des pics du standard interne (PFOS marqué au Carbone 13,
PFOS-'3C12, Toronto Research Chemicals ®) a été réalisé. Des controles qualité ont
été réalisés tous les 20 échantillons afin d’évaluer I'exactitude et la précision des
analyses. Des témoins de non contamination ont également été mis en place entre
chaque série de dosage afin de s’assurer de la non contamination du circuit. Ces
témoins étaient au nombre de deux, d’'une part du plasma de souris additionné de
meéthanol, et d’autre part du plasma de souris additionné de standard interne. De plus
une solution de blanc (méthanol et eau pure) a été passée entre chaque lot
d’échantillons (qui était : WT IV, WT PO, CAR -/- IV, CAR -/- PO, PXR -/- IV et PXR -/-
PO).

La limite de quantification (LOQ) du dosage de PFOS a été de de 0.012 pmol/L.
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2.5 Analyse toxicocinétique

Une Analyse Non Compartimentale (NCA) a été effectuée sur la base du modéle
200-202 a l'aide du logiciel Phoenix®WinNonlin®8.0. Les concentrations individuelles
plasmatiques de PFOS en fonction du temps ont été utilisées pour établir la
concentration maximale (Cmax) et le temps de la concentration maximale (Tmax). L'aire
sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du temps (AUCo-tiast),
entre I'administration et la derniére concentration mesurée a été calculée avec la

méthode des trapézes linéaires (Equation 1).

Ci—1+C;

AUCo—py, = 26 (B24) x (6= ti-) (1)

Ou Cij est la concentration au temps i (ti). Le logiciel Phoenix® réalise une extrapolation
de la courbe tracée entre le temps d’administration (to) et le premier temps de dosage

(soit la premiére concentration mesurée, ici a J1).
La clairance plasmatique (CL) du PFOS a été obtenue grace a I'Equation 2 :
CL = Doseyy /AUCy—q5t (2)

Ou Dosel est la dose de PFOS administrée en IV et AUCo-iast est I'aire sous la courbe
des concentrations plasmatiques en fonction du temps de 0 a la derniére concentration
mesurable. Le logiciel Phoenix® réalise une extrapolation entre le temps
d’administration (to) et le premier temps de dosage (soit la premiére concentration

mesuree, ici a J1).

L’aire sous la courbe du premier moment (AUMCo-tiast) entre 'administration to et la
derniére concentration mesurée a été calculée avec la méthode des trapézes aprés

une administration |V et orale :

tigst [Ci—1Xti—1+ CiXt;
AUMCy_y,, ., = 2 f(%) X (t;i— ti-1)  (3)

La courbe du premier moment a été tracée en considérant la concentration multipliée

par le temps en ordonnée et le temps en abscisse.
Le temps de demi-vie d’élimination (T1/2) a été estimé avec 'Equation 4 :
T1/2=0.69315/A;  (4)

Ou Az est la pente de la phase terminale estimée par régression linéaire par Phoenix®.
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La biodisponibilité orale du PFOS (F) a été estimée grace a 'Equation 5 :

F

__ AUCvogy_¢iqst X Dosejy, )
AUCivg_¢1qst X Dosey,

Ou AUCivoast et AUCvoo-tast sont les valeurs de I'AUCotast Obtenues aprés une
administration IV et orale respectivement, et Doseiv et Dosevw sont les doses

intraveineuse et orale respectivement.

Le temps moyen de résidence (MRT) a été estimé via 'Equation 6 :

MRT = AUMCivg_¢1ast (6)

AUCIo—tiqst

Ou AUMCivo-tiast et AUCivo-tiast sont les valeurs de TAUMCo-tiast et de ’AUCo-tiast aprés

une administration par voie intraveineuse.
Le volume de distribution a I'équilibre (Vss) a été estimé via 'Equation 7 :
VSS = CL X MRT (7)

Ou CL est la clairance plasmatique et MRT le temps moyen de résidence vus

précédemment.
La dose orale d’entretien (quantité massique par unité de temps) a été calculée a partir
de I'Equation 8 :

CLXCss
Dosegientretien = F (8)

Ou Css est la concentration plasmatique de PFOS a I'état d’équilibre a atteindre
(masse par unité de volume), CL la clairance sanguine journalieére (volume par unité

de temps) et F la biodisponibilité orale (allant de 0 a 1).

La dose orale de charge, qui permet d’atteindre immédiatement les valeurs de Css, a

été calculée a partir de I'Equation 9 :

VssXCss
Dosege charge = F (9)

Ou Vss est le volume de distribution a I'équilibre, Css est la concentration plasmatique
du PFOS a I'équilibre a atteindre et F la biodisponibilité orale.

Dans le cadre de cette étude, la Css a été fixée a 64 ug/L, d’apres I'étude des cohortes
longitudinales de la grossesse a I'enfance qui a établi la concentration sérique

médiane en PFOS chez la femme enceinte a 6.4 ug/L (Tamayo-Uria et al. 2019). Un
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facteur de sécurité de 10 a été appliqué a cette concentration afin d’obtenir la Css a

atteindre.

3. Résultats

Les solutions administrées ont été analysées selon la méme méthode que les
échantillons afin de mesurer la dose réellement administrée a chaque groupe étudié.
Concernant I'administration intraveineuse, les doses réellement administrées étaient
respectivement : 0.12 £ 0.017 ymol/kg pour les souris WT, 0.14 + 0.0091 umol/kg pour
les souris CAR -/- et 0.14 + 0.022 pmol/kg pour les souris PXR -/-. Concernant
'administration orale, les doses réellement administrées étaient respectivement : 0.88
1 0.027 pmol/kg pour les souris WT, 0.96 £ 0.064 umol/kg pour les souris CAR -/- et
0.94 £ 0.091 umol/kg pour les souris PXR -/-. Par la suite les concentrations
plasmatiques mesurées ont été corrigées par la dose réellement administrée pour

obtenir les valeurs attendues pour les doses nominales de PFOS.

Les échantillons des souris « contrdles » CAR -/- n’ont pas révélé la présence de
PFOS suite a leur analyse. Aucune contamination environnementale des souris n’a

donc éteé objectivée lors de la collecte, de la manipulation et de I'analyse.

La Figure 3 montre le tracé semi-logarithmique des concentrations plasmatiques
en PFOS (umol/L) en fonction du temps pour les souris WT, CAR -/- et PXR -/- aprés
une administration intraveineuse (graphiques de gauche) et orale (graphiques de
droite). Les concentrations mesurées ont été corrigées par la dose administrée et
correspondent aux concentrations attendues pour les doses intraveineuse et orale de

0.2 umol/kg et 1 umol/kg respectivement.
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Figure 3 : Représentation semi-logarithmique de la concentration plasmatique en PFOS (umol/L) en fonction du
temps (jours) pour les souris WT, CAR -/- et PXR -/- aprés une administration intraveineuse (1V) ou orale (VO).

Les courbes sur la Figure 3 montrent une évolution temporelle similaire (décroissance

avec la méme pente) entre les génotypes pour une méme voie d’administration et
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également entre les deux voies d’administration. Les résultats de I'analyse TK non

compartimentale sont donnés dans les tableaux 4 et 5.

Le Tableau 4 donne les valeurs estimées des parametres toxicocinétiques du PFOS
des souris des trois génotypes aprés administration intraveineuse de PFOS a la dose
de 0.20 pmol/L.

Parametres Unités Valeurs estimées pour les administrations
toxicocinétiques IV selon les génotypes
WT CAR -/- PXR -/-
Dose administrée | umol/kg 0.2 0.2 0.2
T Jours 51 32 30
Tmax Jours 7 1 1
Cmax* SE pmol/L 0.84 +£0.050 |1.01+0.081 1.12+0.10
AUCo-ast (Jour x umol)/L | 42 40 43
AUCo:inini (Jour x umol)/L | 52 43 a7
AUMCo:infini (Jour x jour x 3542 2025 2035
pmol)/L

CL L/jour/kg 0.0039 0.0046 0.0043
MRTast Jours 41 37 34
MRTinfini Jours 69 47 44
Vss L/kg 0.27 0.21 0.19

Tableau 4 : Résultats de I'analyse NCA (Modéle 200-202, méthode d’interpolation linéaire des trapézes) : voie IV.
La dose administrée est la dose nominale (0.2 umol/kg). Les concentrations ont été corrigées par la dose
réellement recue par les souris.

Avec Ty le temps de demi-vie d’élimination plasmatique, Cmax la concentration maximale atteinte au
cours du temps, Tmaxle temps ou est atteint la concentration maximale, AUCy.ast I'aire sous la courbe
de la concentration plasmatique en fonction du temps jusqu’a la derniere valeur de concentration
mesurée, AUCo.infini I'aire sous la courbe de la concentration plasmatique en fonction du temps
extrapolée jusqu’a l'infini par le logiciel Phoenix®, AUMC o.ixiini I'aire sous la courbe de premier moment
de la concentration plasmatique multipliée par le temps en ordonnée en fonction du temps en abscisse,
CL la clairance plasmatique, MRT st le temps moyen de résidence jusqu’a la derniere concentration
mesurée, MRTisini le temps moyen de résidence extrapolé jusqu’a l'infini et Vss le volume de distribution
a l'état d’équilibre.

Les clairances plasmatiques des souris des différents génotypes sont faibles et trés
proches : 0.0039 L/j/kg, 0.0046 L/j/kg et 0.0043 L/j/lkg pour les souris WT, CAR -/- et
PXR -/- respectivement. Cette faible clairance explique la persistance élevée du
PFOS malgré un faible volume de distribution : MRTinfini de 69, 47 et 44 jours pour les

42



souris WT, CAR -/- et PXR -/- respectivement, pour un volume de distribution qui est
de 0.266 L/kg, 0.215 L/kg et 0.187 L/kg pour les souris WT, CAR -/- et PXR -/-

respectivement. Le temps de demi-vie est compris entre 30 et 52 jours.

Le Tableau 5 donne les valeurs estimées des parameétres toxicocinétiques du PFOS

pour les trois génotypes aprés administration orale de PFOS a la dose de 1 umol/kg.

Parametres Unités Valeurs estimées pour les administrations
toxicocinétiques VO selon les génotypes
WT CAR -/- PXR -/-
Dose administrée | umol/kg 1 1 1
T Jours 28 35 33
Tmax Jours 1 1 7
Cmax £ SE pmol/L 4.32+£0.31 3.95+0.16 4.80 £ 0.75
AUCo-ast (Jour x umol)/L | 168 158 204
AUCo:infini (Jour x umol)/L | 177 180 222
AUMCo:infini (Jour x jour x 7071 9385 10515
pumol)/L

CL apparente L/jour/kg 0.0057 0.0056 0.0045
MRTiast Jours 33 36 37
MRTinfini Jours 40 52 47
ey — L/kg 0.23 0.28 0.22

Tableau 5: Résultats de I'analyse NCA (Modele 200-202, méthode d’interpolation linéaire des trapézes) : voie VO.
La dose administrée est la dose nominale (1 umol/kg). Les concentrations ont été corrigées par la dose
réellement recue par les souris.

Avec Ty le temps de demi-vie d’élimination plasmatique, Cmax la concentration maximale atteinte au
cours du temps, Tnmaxle temps ou est atteint la concentration maximale, AUCy.st I'aire sous la courbe
de la concentration plasmatique en fonction du temps jusqu’a la derniere valeur de concentration
mesurée, AUCo.infini l'aire sous la courbe de la concentration plasmatique en fonction du temps
extrapolée jusqu’a l'infini par le logiciel Phoenix®, AUMC o.ixini I'aire sous la courbe de premier moment
de la concentration plasmatique multipliée par le temps en ordonnée en fonction du temps en abscisse,
ClLapparente la clairance plasmatique apparente qui est égale a CL/F (CL est la clairance plasmatique et
F est la biodisponibilité orale du PFOS), MRT.s le temps de résidence moyen jusqu’a la derniére
concentration mesurée, MRTi.mni le temps de résidence moyen extrapolé jusqu’a l'infini et VSSapparent €
volume de distribution apparent a I'état d’équilibre qui est égal a Vss/F (F est la biodisponibilité orale du
PFOS).
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Aprés administration orale, les concentrations plasmatiques en PFOS
augmentent pour atteindre la concentration maximale (Cmax) 1 jour aprés
'administration pour les génotypes WT et CAR -/-, et 7 jours aprés I'administration
pour le génotype PXR -/-. Les Cmax sont comprises entre 3.80 umol/L et 4.80 umol/L
donc proches pour les trois génotypes. Les clairances apparentes des souris des
différents génotypes sont faibles et proches : 0.0057 L/j/kg, 0.0056 L/j/kg et 0.0045
L/j/kg pour les souris WT, CAR -/- et PXR -/- respectivement. Ces valeurs sont
semblables a celles des souris ayant recu le PFOS par voie IV. L'exposition
systémique au PFOS aprés administration orale (mesurée par I’AUCo-infini) est
semblable pour les trois génotypes. La biodisponibilité est de 79.4%, 78.8% et 95%
pour les souris WT, CAR -/- et PXR -/- respectivement. De méme que pour les
administrations |V, le PFOS est persistant suite a une administration orale avec un
MRTinfini de 40, 52 et 47 jours pour les souris WT, CAR -/- et PXR -/- respectivement
malgré un volume de distribution apparent de 0.23 L/kg, 0.28 L/kg et 0.22 L/kg pour
les génotypes WT, CAR -/- et PXR -/- respectivement. Les temps de demi-vie sont

relativement proches pour les trois génotypes et compris entre 28 et 35 jours.

Le Tableau 6 résume les paramétres toxicocinétiques du PFOS obtenus grace au
logiciel Phoenix®. Il donne également les doses de charge et d’entretien calculées a
partir de ces paramétres afin d’atteindre la concentration plasmatique a I'équilibre
visée, a savoir 64 ug/L (ou ng/mL). Les paramétres TK utilisés sont issus de I'analyse
NCA. Les concentrations en PFOS de I'eau potable sont calculées en estimant la

consommation journaliere d’eau a 3 mL/j.
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Paramétres Toxicocinétiques Souris WT Souris CAR -/- | Souris PXR -/-
(unite)

Masse molaire (g/mol) 500.13 500.13 500.13

Dose IV (umol/kg) 0.2 0.2 0.2

AUCiVo-ast (jour X pmol/L) 42.24 40.19 43.03

Clairance (L/kg/jour) 0.00388 0.00460 0.00429

Clairance (L/kg/heure) 0.00016 0.00019 0.00018

Vss (L/kg) 0.266 0.215 0.187

Temps de demi-vie (jours) 51 32 30

Dose VO (umol/kg) 1.000 1.000 1.000

AUCVOo-ast (jour x pmol/L) 167.669 158.342 204.389

F 0.794 0.788 0.950

CSS (pg/L) 64 64 64

CSS (umol/L) 0.128 0.128 0.128

Dose de charge (ng/kg) 21.47 13.74 12.60

Dose de charge (umol/kg) 0.043 0.027 0.025

Dose d’entretien (ug/kg/j) 0.31 0.29 0.29

Dose d’entretien (umol/kg/j) 0.0006251 0.0005892 0.0005775

Concentration de I'eau 0.0021 0.0020 0.0019

(Mg/mL)

Tableau 6 : Synthese des parameétres toxicocinétiques du PFOS selon les génotypes, estimés a partir d’une
analyse non compartimentale aprées administration IV et VO.

Avec AUCivo.ast I'aire sous la courbe de la concentration plasmatique en fonction du temps jusqu’a la
derniere valeur de concentration mesurée pour les administrations intraveineuses, Clairance la
clairance plasmatique du Tableau 4, Vss le volume de distribution a I'équilibre, le Temps de demi-vie

est celui du Tableau 4, AUCVOo.ist 1ast 'aire sous la courbe de la concentration plasmatique en fonction
du temps jusqu’a la derniere valeur de concentration mesurée pour les administrations orales, F la
biodisponibilité orale, Css la concentration plasmatique a I'équilibre a atteindre.

Pour atteindre la concentration a I'équilibre souhaitée de 64 ug/L, la dose de charge
en PFOS est en moyenne de 15.9 ug/kg et la dose journaliere d’entretien est d’environ

0.30 ug/kg/j pour les trois génotypes.

4. Discussion

Le but de cette étude était d’établir les paramétres toxicocinétiques du PFOS chez
la souris, d’étudier lI'influence de certains récepteurs nucléaires (PXR et CAR) sur la
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toxicocinétique du PFOS ainsi que d’établir le schéma d’exposition par voie orale
requis pour reproduire chez la souris les concentrations plasmatiques décrites chez la

femme enceinte.

L'estimation des paramétres toxicocinétiques via une analyse non
compartimentale des données a montré qu’il n’y avait pas de différence entre les 3
genotypes de souris étudiés. Ces récepteurs nucléaires ne semblent ainsi pas jouer

de réle prédominant dans I'élimination du PFOS.

La biodisponibilité orale du PFOS est élevée (> 79%). Le temps de demi-vie
d’élimination plasmatique est compris entre 30 et 51 jours, ce qui est cohérent avec
les autres études disponibles. En effet, le temps de demi-vie d’élimination est compris
entre 25 et 29 jours chez le rat (Kim et al. 2016) et entre 110 a 132 jours chez le singe
cynomolgus (Chang et al. 2012). Le temps de demi-vie d’élimination dépend de la
clairance totale et du volume de distribution, or ici le volume de distribution est
relativement faible (entre 187 a 266 mL/kg), ce serait donc une clairance faible qui
expliquerait la longue demi-vie. Chez le rat et le singe cynomolgus, le volume de
distribution est également faible : 350-400 mL/kg et 200-275 mL/kg respectivement
(Chang et al. 2012; Kim et al. 2016). La clairance totale est la somme de la clairance
hépatique et de la clairance rénale. Comme précisé précédemment, le PFOS n’étant
pas métabolisé et subissant un cycle entéro-hépatique important, la clairance
hépatique est considérée comme nulle. Ce serait donc la clairance rénale qui
expliquerait le long temps de demi-vie, en effet la clairance rénale de la souris dans
cette étude est comprise entre 3.9 et 4.6 mL/kg/j. On trouve des valeurs du méme
ordre chez le rat et le singe : 9-10 mL/kg/j et 1.10-1.65 mL/kg/j respectivement (Chang
et al. 2012; Kim et al. 2016). La souris semble ainsi plus efficace que le singe pour
éliminer le PFOS mais moins que le rat. Deux mécanismes pourraient expliquer cette
faible clairance rénale ; une réabsorption du PFOS apres sa filtration rénale ou bien
des liaisons importantes aux protéines plasmatiques. En effet la clairance rénale d’'une
molécule dépend de la fraction libre de cette derniére dans le plasma qui est la seule
a étre filtrée par le rein. Li et al. ont montré in vitro et grace a la modélisation
moléculaire qu’une partie du PFOS, environ 5% dans leur étude, est liée de maniére
covalente a I'albumine humaine (Li, Hu, Bischel 2021). L'étude de la TK du PFOS
chez les souris invalidées pour les récepteurs CAR et PXR était justifiée par leur
possible réle dans la régulation de la synthése de transporteurs - rénaux ou
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hépatiques/biliaires - du PFOS qui influenceraient ainsi son excrétion ou sa
réabsorption. D’aprés notre étude ces récepteurs nucléaires n’interviennent pas de
facon significative dans la régulation de I'élimination du PFOS. D’autres récepteurs

nucléaires comme les récepteurs PPAR pourraient étre impliqués.

Le modéle non compartimental ne permet pas d’évaluer I'exactitude des
paramétres estimés. Il serait intéressant de créer un modele compartimental grace a
un modele non linéaire a effets mixtes (NLMEM) qui permettrait a partir de données
éparses (dans notre cas une donnée disponible par animal) d’obtenir des résultats plus

fiables, moins biaisés et valables pour la population générale.

Cette étude a ainsi permis d’établir la dose de charge et d’entretien en PFOS
nécessaires chez la souris pour atteindre la concentration moyenne en PFOS chez la
femme enceinte. Des souris gravides seront exposées a ces doses afin de déterminer

si cette exposition a des effets délétéres sur leur fonction placentaire.

Conclusion

Cette étude a établi pour la premiére fois les paramétres toxicocinétiques du
PFOS chez la souris femelle adulte. Les estimations des paramétres obtenus sont
cohérentes avec les études faites chez le rat et le singe. De plus cette étude montre
que les récepteurs nucléaires CAR et PXR ne semblent pas jouer de réle prédominant
dans I'élimination du PFOS. Le schéma d’exposition par voie orale a été établi avec
une dose de charge moyenne de 15.9 ug/kg et une dose d’entretien de 0.30 pg/kg/j,

ce qui permettra la continuité du projet Placentox ®.
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Annexes

Annexe 1 : Poids * écart-type (en grammes) selon les génotypes, le jour de
'administration de PFOS et le jour du prélévement sanguin.

Génotypes Poids (en g)
Jour de 'administration Jour du prélevement
WT 22.0+2.04 23.7+2.14
CAR -/- 23.3+2.27 27.2+4.25
PXR -/- 22.1+£1.79 25.1+281

Annexe 2 : Détail du nombre de souris prélevées chaque jour selon le génotype

Souris WT IV (N = 20)
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Souris CAR -/- IV (N =22)
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Toxiconétique du PFOS par voie intraveineuse et orale chez la souris femelle adulte
Toxicocinetic of PFOS intravenously and oraly administered in adult female mice

Mots-clés : PFOS, toxicocinétique, souris, femelle adulte, clairance plasmatique, biodisponibilité orale,

volume de distribution a I'équilibre, temps de résidence moyen.

Résumé : L’acide perfluorooctane sulfonique (PFOS) est un polluant organique persistant dont la
toxicité chez ’lhomme est trés fortement suspectée. Le but de cette étude est d’établir, chez la souris
femelle adulte, les paramétres toxicocinétiques (TK) du PFOS : clairance plasmatique, biodisponibilité,
volume de distribution a I'équilibre, temps de résidence moyen chez des souris sauvages et des souris
invalidées pour les récepteurs nucléaires CAR et PXR. Ces paramétres TK permettront d’établir le
schéma d’exposition de ces souris par voie orale au PFOS requis pour reproduire les concentrations
plasmatiques décrites chez la femme enceinte. Pour cela la cinétique temporelle des concentrations
plasmatiques de PFOS a été évaluée suite a des administrations intraveineuses et orales de PFOS a
des souris de différents génotypes. Les résultats montrent que les parameétres TK ne sont pas modifiés
chez les souris invalidées pour CAR et PXR, ce qui suggére que ces récepteurs ne jouent pas un rble
prépondérant dans la régulation des mécanismes d’élimination de PFOS. Le schéma d’exposition au
PFOS, identique pour les trois génotypes, a été établi.

Key words : PFOS, toxicokinetic, mice, adult female, plasma clearance rate, oral bioavailability, steady-

state volume of distribution, mean residence time.

Abstract : PFOS is a persistent organic pollutant highly suspected of being toxic to humans. The aim
of this study is to determine the PFOS toxicokinetic parameters (TK) for the adult female mouse : plasma
clearance rate, oral bioavailability, steady-state volume of distribution, mean residence time, and to
compare the TK parameters between the wild type mice and the KO mice for CAR and PXR receptors.
These TK parameters allow us to determine the pattern of exposure of these orally exposed mice to
PFQOS, in order to reproduce the plasma concentrations reported in pregnant women. For that purpose,
the time-dependent kinetic behavior of plasma concentrations of PFOS was set up after oral and
intravenous administrations, for the three genotypes.

The results show that the TK parameters are not differents for the KO mice for CAR and PXR receptors.
This suggests that these receptors do not play a key role in the regulation of PFOS removal
mechanisms. The identical pattern of exposure to PFOS for the three genotypes was determined.
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