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1. Introduction

Le Bisphénol A (BPA) constitue 'une des préoccupations sanitaires importantes et
fait actuellement I'objet de polémique qui inquiete les Francais. Le Bisphénol A est
un perturbateur endocrinien, c'est-a-dire une substance exogéne capable d’altérer
les équilibres hormonaux. Pourrait-il étre responsable d’effets néfastes sur la santé

humaine aux niveaux d’exposition auxquels nous sommes soumis ?

Afin de répondre a cette problématique, de nhombreux scientifiques ont étudié cette
molécule durant les dix derniéres années. Notre travail s’inscrit dans ce contexte et a
pour objectif de documenter la toxicocinétique du BPA chez 'Homme afin de décrire
de maniére qualitative et quantitative le devenir du BPA au sein de notre organisme.
En effet, la toxicité d’'une substance est déterminée par les concentrations au site

d’action (exposition interne) et non pas par la dose (exposition externe).

La premiere partie de ce manuscrit fera une synthése des connaissances
bibliographiques relatives au Bisphénol A. Puis, nous présenterons les objectifs de
notre travail ainsi que la méthode expérimentale que nous avons choisie pour
documenter la toxicocinétique du BPA chez 'Homme. Nos résultats seront ensuite

présentés et discutes.
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2. Etude bibliographique

2.1 Le Bisphénol A, un perturbateur endocrinien tres répandu
2.1.1 Présentation de la molécule

Le Bisphénol A (BPA), découvert a la fin du XIXéme siecle, est composé de deux
cycles aromatiques reliés par un pont carbone. Il est issu de la réaction entre deux
équivalents de phénol et un équivalent d’acétone. Sa formule semi-développée ainsi
que ses propriétés physiques et chimiques sont présentées dans la figure 1 et le

tableau 1.

CH;
Figure 1 : Formule semi-développée du BPA

Tableau 1 : Propriétés physiques et chimiques du BPA (STAPLES CA, 2000)

| Propriétés chimiques

Formule brute (CH3)2,C(CH4OH),

Masse molaire 228,29 g.mol™

Propriétés physiques

Température de fusion 150 a 157 °C

Température d’ébullition 220° Celsius (°C) sous 4 millimetres de
mercure (mm Hg) ;
398°C sous 760mm Hg

Solubilité dans I'eau 120 a 300 mg/l a 20-25°C

Masse volumique 1.2 g/lcm?®

Le BPA est utilisé principalement comme monomére dans la polymérisation de deux
matiéeres plastiques : le polycarbonate et les résines époxy (figure 2).

18



Polycarbonate
66%

Epoxy résine
30%

Tetrabromo Autres
bisphenol A résines
2% 2%

Figure 2 : Les différentes applications du BPA (PLASTICS EUROPE, 2007)

Le polycarbonate et les résines époxy disposent de remarquables propriétés :

transparence, solidité, résistance a la chaleur, bonne stabilit¢é dimensionnelle,

bonnes propriétés d'isolation électrique, inertie biologique et facilité de recyclage.
2.1.2 Marché du polycarbonate et des résines époxy

Gréace a leurs propriétés, ces deux matériaux ont été utilisés dans les emballages de
'industrie agro-alimentaire ainsi que dans les revétements intérieurs des canettes,

des boites de conserve et des couvercles métalliques.

Leur production et leur utilisation n'ont cessé de croitre d’année en année. Entre
2003 et 2006, la consommation de BPA a augmenté chaque année d’environ 10%
(ANSES, 27 Septembre 2011). Actuellement, les polycarbonates sont trés largement
utilisés dans des produits de consommation courants depuis les lunettes de soleil et
les CD jusqu’aux récipients pour I'eau et la nourriture. L’utilisation des résines époxy
est également trés répandue: on en retrouve dans les résines composites
d’obturation utilisées pour les soins dentaires, dans le revétement des boites de
conserve... (INSERM, 2 Juin 2010). Les figures 3 et 4 présentent les différents

domaines qui utilisent le polycarbonate et les résines époxy.
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Automobile
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Equipement optique
(32%)

Bouteilles et
containers
alimentaires (3%)

Autres (2%) Matériel médical (3%)

Figure 3 : Répartition des domaines d’utilisation du polycarbonate (PLASTICS EUROPE, 2007)

Composites (5%) Autres (2%)

couche de peinture en
poudre (18%)

Revétement des

boites de /
conserve (11%) /

Génie civil (15%)

Adhésifs (4%)

Figure 4 : Répartition des domaines d'utilisation des résines époxy (PLASTICS EUROPE, 2007)

Par conséquent, le BPA est 'une des substances chimiques la plus fabriqguée dans le
monde. Selon l'industrie « Plastic Europe » la production annuelle mondiale est
supérieure a 3 millions de tonnes. Au sein de I'Union Européenne, 1,15 millions de
tonnes de BPA sont utilisés annuellement (INSERM, 2 Juin 2010). Aucune
production de BPA n’est répertoriée en France (ANSES, 27 Septembre 2011).
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2.1.3 Effets du BPA

Le BPA est un xéno-cestrogene, c'est-a-dire une substance exogene capable
d’exercer une activité cestrogénique. Le BPA est par conséquent un perturbateur
endocrinien. Il se lie aux récepteurs aux cestrogénes avec une affinité relative 7 fois
supérieure pour les ERg que pour les ERq (MATTHEWS JB, 2001). Cette liaison est
génératrice de modifications cellulaires mises en évidence dans des études in vitro.
Par exemple, sur des cellules de type PR1 (une lignée de cellules hypophysaires du
rat) il induit une prolifération des cellules et il stimule la sécrétion de prolactine
(CHUN TY, 2000).

Certains auteurs suggerent l'implication du BPA dans l'apparition de cancers du
tractus génital (testicules, prostate, utérus, ovaires...) et de problemes de fertilité
(RICHTER CA, 2007). Une population serait particulierement a risque : il s’agit des
foetus et des nouveaux nés. En effet, les organismes en développement sont trés
sensibles aux modifications induites par les perturbateurs endocriniens. Cette
sensibilité accrue pourrait s’expliquer par I'inefficacité des mécanismes de réparation
de 'ADN, 'immaturité des systemes immunitaires et du métabolisme, une barriére
hémato méningée plus perméable...(NEWBOLD RR, 2006). Les études sur les
rongeurs suggerent que les conséquences d’'une exposition in utero au BPA ne
s’expriment pas forcément a la naissance. |l peut exister un décalage entre
I'exposition et 'apparition des premiers signes cliniques (RICHTER CA, 2007). De
plus, sachant que les cestrogénes causent des altérations génétiques et
épigénétiques au niveau de leurs tissus cibles, il est possible que I'exposition a des
xéno-cestrogénes in utero soit génératrice d’anomalies transmissibles a la
descendance (NEWBOLD RR, 2006).

Malgré tous ces faits, il est difficile a 'heure actuelle de déterminer le réle exact du
BPA sur la santé humaine. Les connaissances actuelles ne permettent pas de
démontrer une relation de cause a effet entre I'exposition au BPA et I'apparition d’'un
processus pathologique. Les publications existantes ne sont pas représentatives : le
nombre d’individus est limité, les critéres de sélection non détaillés... De plus, il s'agit
généralement d’études observationnelles. Or les hommes sont exposés a divers
xéno-cestrogénes en méme temps. Il est donc difficile d’attribuer au BPA un rdle

spécifiqgue dans un contexte ou plusieurs molécules sont capables d’'induire différents
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effets. La présence d’autres xéno-cestrogenes pourrait également interférer avec les

meécanismes d’action du BPA in vivo.

D’aprés les Saisines « 2009-SA-0331 » et « 2010-SA-0197 » publiées par TANSES?,
le BPA est « suspecté d’avoir des effets sur la maturation ovocytaire chez la femme
dans un contexte de procréation meédicalement assistée ainsi que sur les
pathologies cardiovasculaires (maladies coronariennes) et le diabéete ». De nouvelles
études doivent donc étre menées afin de mieux comprendre I'impact du BPA sur la

santé humaine.
2.2La DJA/NOAEL est-elle pertinente ?
2.2.1 DJA/NOAEL du BPA

Les agences réglementaires (ANSES et EFSA?) ont défini des doses en deca
desquelles le BPA n’aurait pas d’effet néfaste chez 'homme, a partir d’études

expérimentales réalisées chez les rongeurs.

La Dose Journaliere Admissible (DJA) est une estimation de la quantité par kg de
poids vif qui peut étre consommée quotidiennement et a vie sans risque pour la
santé. Cette valeur est obtenue en divisant la plus forte dose sans effet délétere
observable (NOAEL) par un facteur de sécurité (SF = Safety Factor) de 100 qui
prend en compte des différences interspécifiques et interindividuelles de

pharmacocinétique ou de pharmacodynamie (tableau 2).

Tableau 2 : NOAEL et DJA du BPA déterminées par les agences réglementaires européennes

Doses de référence pour le BPA

Abréviation DJA NOAEL

Signification Dose Journaliere Admissible Plus forte dose sans effet
délétere observé

Calcul NOAEL/100 Suite a des expérimentations

Valeur pour le BPA 50ug/kg/jour 5 mg/kg/jour

Dans le cas du BPA, la NOAEL a été estimée suite a des études menées sur deux
ou trois générations de rats (TYL RW, 2002) (TYL RW, 2008). Ces derniers regurent
par voie orale différentes doses de BPA de 0, 0.001, 0.003, 0.02, 0.03, 0.3, 5, 50 et

L ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
2 EFSA : Autorité européenne de sécurité des aliments
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600mg/kg/j. Comme la toxicité systémique du BPA n’a été mise en évidence que
pour des doses supérieures a 5mg/kg/j, une NOAEL de 5mg/kg/jour a été
déterminée. La DJA actuelle pour le BPA est donc de 50ug/kg/jour.

2.2.2 Exposition externe de ’lHomme au BPA

De nombreuses études de biosurveillance ont mis en évidence des niveaux
détectables de BPA dans les urines et le sang. Elles suggerent une exposition
ubiquitaire au BPA (VOLKEL W, 2008) (DEKANT W, 2008).

2.2.2.1 Les voies d’exposition

La principale voie d’exposition au BPA pour 'lHomme est la voie alimentaire. Deux
sources ont été identifiées : les aliments/boissons en contact avec du polycarbonate
ou des résines epoxy et les résines d’obturation dentaires (VANDENBERG LN,
2007). La contamination des denrées alimentaires est due a la migration dans les
aliments de monoméres de BPA résiduels ou libérés par hydrolyse du polymere
(INSERM, 2 Juin 2010). Cette hydrolyse survient dans des conditions particulieres
telles que le chauffage ou la présence d’huile (VANDENBERG LN, 2007).
Concernant les résines d’obturation dentaires, des études ont montré la présence de
BPA dans la salive durant les quelgues heures suivant la pose (VANDENBERG LN,
2007). Les quantités de BPA retrouvées varient en fonction de la composition de la

résine.

Il existe d’autres modalités d’exposition par voie aérienne ou transcutanée telles que
la manipulation de papiers thermosensibles ou [linhalation de poussiéeres
contaminées. Ces voies d’exposition sont considérées a I'heure actuelle comme
négligeables (EFSA, 2006).

2.2.2.2 Détermination des doses d’exposition

Deux techniques peuvent étre utilisées pour calculer le niveau d’exposition de la

population humaine au BPA.

La premiere consiste a l'estimer a partir des quantités retrouvées dans les
aliments/boissons et I'environnement. Les chercheurs ont essayé d’évaluer la
guantité de BPA présente dans les denrées contenues dans des récipients estimés a

risques tels que les bouteilles en plastique, les Tupperware, les boites de conserve
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recouvertes intérieurement de résine époxy et les biberons en polycarbonate. La
plupart des études ont mis en évidence des niveaux détectables de BPA dans les
aliments de l'ordre du pg/kg d’aliment (VANDENBERG LN, 2007). D’autres auteurs
ont estimé le niveau de contamination de I'environnement. Sur 12 maisons testées,
Volkel et al. (VOLKEL W, 2008) trouverent du BPA dans 100% des échantillons de
poussiere prélevés a une concentration allant de 117 a 1486ug/kg. Cette
contamination peut s’expliquer par un recyclage limité des matiéres plastiques et
l'intégration du BPA au sein des particules de I'air au cours de la production de
polycarbonate ou résine époxy étant donné le large volume annuel produit
(VANDENBERG LN, 2007). Etant donné que la voie orale est la principale voie
d’exposition au BPA, 'EFSA a estimé des niveaux d’exposition alimentaire au BPA
compris entre 1 et 13ug/kg/j. Le tableau 3 les présente en fonction de I'age et des

habitudes alimentaires.

Tableau 3: Niveau d’exposition alimentaire au BPA en fonction de I’age et des habitudes
alimentaires (EFSA, 2006)

Age Aliments et boissons Exposition alimentaire au
consommés BPA (ug/kglj)
3 mois Lait maternel 0.2
3 mois Lait industriel contenu dans des 2.3

biberons qui ne contiennent pas

de polycarbonate

3 mois Lait industriel contenu dans des 11

biberons en polycarbonate

6 mois Lait industriel contenu dans des 13
biberons en polycarbonate +

aliments/ boissons industriels

1.5ans 2kg aliments/boissons 5.3
industriels

Adulte 3kg aliments/boissons 15
industriels
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Une deuxiéme technique vise a déterminer le niveau d’exposition externe au BPA a
partir des quantités urinaires évaluées sur un échantillon représentatif de la
population humaine. Trente heures apres I'ingestion orale de 5 mg de BPA marqué
au deutérium chez 3 femmes et 3 hommes en bonne santé, la totalité de la dose
administrée est retrouvée dans les urines (VOLKEL W, 2002). Ces données
suggeérent une élimination rapide et totale du BPA par voie rénale. L'urine est donc le
fluide corporel le plus pertinent pour estimer le niveau d’exposition. Elle présente
'avantage d’étre facile a collecter (DEKANT W, 2008).

Le prélévement isolé d’une miction urinaire d’'un individu ne donne aucune
information sur le niveau d’exposition a long terme. Les concentrations urinaires en
BPA et ses métabolites varient selon la fréquence des repas, le temps écoulé depuis
la derniere collation et la derniére miction, la production urinaire... Pour calculer des
niveaux d’exposition représentatifs, il faut soit plusieurs prélévements urinaires d’une
seule personne sur 24 heures, soit plusieurs échantillons individuels (DEKANT W,
2008).

Le tableau 4 présente les niveaux d’exposition au BPA calculés a partir de données

urinaires de plusieurs individus.

Tableau 4: Niveaux d'exposition externe au BPA calculés a partir des concentrations urinaires
observationnelles en BPA et ses métabolites (VOLKEL W, 2008).

Urine concentration [pg/l] Calculated intake? [jLgfkg b.w.] Factor below TDI Sampling site and year Reference

Median Range Median Maximum Median Maximum

Total BPA

1.2 \0.3-9.3 0.030 0.233 1667 215 Germany 2007 This study

1.8 <0.3'-54.3 0.030° 0.905° 1667° 55° USA, 2004-05 Wolff et al. (2007)
2.7 0.5-15,8¢ 0.068 0.398 735 125 USA, NHANES, 2003-04 Calafat et al, (2008)
21 <0.3'-19.8 0.053 0.495 943 101 USA, 2000-04 Ye et al. (2005)

13 0.2-5.2¢ 0.033 0.130 1515 385 USA, NHANES III, 1888-94 Calafat et al. (2005)
0.6 0.2-2,0 0,015 0,050 3333 1000 Japan, n.d. Tsukioka et al. (2004)
Free BPA

<0.3 <0.3'-25 <0.008 0.063 >6250 794 Germany 2007 This study

<03 <0.3"-0.6 <0.001 0.015 >50000 3333 USA, 2000-04 Ye et al. (2005)

nd, 0.01-0.3 n.d. 0.008 n.d. 6667 Japan, n.d. Tsukioka et al, (2004)

Volkel et son équipe se basent sur le fait que ’'Homme adulte dont le poids moyen est 60 kg
produit 1.5 litre d’urines par jour. Dans le cas des enfants, le poids moyen est 36 kg et la

production d’urines 0.6 litre par jour.

Les niveaux d’exposition calculés montrent que les enfants (entre 6 et 8 ans) sont les
plus exposés (VOLKEL W, 2008). Aucune étude sur le niveau d’exposition des

bébés ou des trés jeunes enfants 4gés de moins de 6 ans n’est disponible. Or cette
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population est peut étre plus a risque que les adultes compte tenu de leur moindre
poids vif et de leur comportement infantile : consommation d’aliments a risque,
déplacements au ras du sol en contact avec les poussieres, grignotage de hombreux
objets en plastique ... (VANDENBERG LN, 2007).

D’aprés 'EFSA, la moyenne d’exposition externe quotidienne au BPA chez 'lHomme
est inférieure a 13ug/kg/j. Cette valeur est inférieure a la DJA établie par 'lEFSA
(50upg/kg PV/j). Si la NOAEL est bien estimée, ce niveau d’exposition externe ne

devrait donc pas avoir d’effet néfaste sur la santé humaine.
2.2.3 Laremise en cause de la DJA/NOAEL par les études scientifiques

Plusieurs centaines d’études sur les rongeurs ont montré que l'exposition a des
doses inférieures a la DJA est délétére. Les effets néfastes décrits dépendent du

moment de I'exposition.

Si elle a lieu au cours du développement, des anomalies dans l'organisation de
I'organisme surviennent de maniére irréversible. De nombreux organes peuvent étre
altérés (RICHTER CA, 2007) :
e La structure et le fonctionnement du cerveau,
e |’appareil génital male avec pour conséquence apres la puberté une
diminution quantitative de la production de sperme,
e Les activitts enzymatiques aboutissant a des processus métaboliques

anormaux.

Si elle a lieu a I'age adulte, les effets sont souvent réversibles et concernent la partie
fonctionnelle de 'organisme (RICHTER CA, 2007).

Pour illustrer cette partie, nous proposons de détailler une étude de Cabaton et son
équipe (CABATON NJ, 2011). Des souris femelles CD-1 ont été exposées au BPA
aux doses de 0, 25ng, 250ng ou 25ug/kg/j par le biais d’'une pompe sous cutanée a
partir du 8°™ jour de gestation et jusqu’au 16°™ jour de lactation. La mise & la
reproduction des femelles exposées durant la période périnatale au BPA a mis en
évidence une diminution du nombre cumulé de souriceaux et une réduction de la
fécondité et de la fertilité lors d’exposition périnatale au BPA a des doses inférieures

ala DJA.
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2.2.4 Réactions des agences réglementaires et des politiques face a ces

études

2.2.4.1 Dans le courant de I'année 2010

Dans un premier temps, les agences réglementaires n’ont pas pris en compte ces

études. Elles ont avancé principalement deux arguments pour se justifier.
e 1° argument

Les agences réglementaires ne se basent que sur des études réalisées selon les
bonnes pratiques de laboratoire. Dans le cas du BPA, elles se sont appuyées
essentiellement sur deux expérimentations (TYL RW, 2008)(TYL RW, 2002) pour
montrer I'absence d’effet néfaste du BPA a faibles doses. Ces recherches ont
consisté en 'administration continue via I'alimentation de différentes doses de BPA a
3 générations de rats. Les niveaux d’exposition étaient les suivants: 0; 0.001 ;
0.003; 0.02; 0.03; 0.3; 5; 50 et 600mg/kg/j. Ces études ont montré une toxicité
systémique du BPA pour des doses supérieures a 5mg/kg/j. Les premiers effets
néfastes du BPA sur I'appareil reproducteur ne surviennent que pour des expositions
supérieures a 600mg/kg/j. Cependant, compte tenu des fortes doses d’cestradiol
nécessaires pour induire des effets chez le témoin positif, la souche de rat utilisée
(CD 1) parait relativement insensible aux cestrogénes exogénes et donc peu
appropriée pour étudier les effets induits par le BPA suite & une exposition a faible
dose. De plus, les méthodes utilisées sont anciennes et peu sensibles. Elles
consistent a des évaluations macroscopiques de I'évolution du poids corporel, du
poids des organes et de la cyclicité ovarienne appréciée par I'examen de la
composition de frottis vaginaux. Elles ne sont donc pas capables de mettre en
évidence la plupart des effets néfastes et plus subtiles reportés par des études qui

mettent en ceuvre des méthodes sophistiquées et plus sensibles (MYERS JP, 2009).
e 2°%argument
La toxicocinétique du BPA est différente entre 'lHomme et les rongeurs.

Chez les rongeurs et les primates, suite a une administration orale, le BPA est
transformé majoritairement en BPA glucuronide (BPA-G) par 'UDP-glucuronosyl

transférase présente dans la paroi intestinale et le foie (figure 5).
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Figure 5 : Métabolisation du BPA en BPA-Glucuronide par I'UDP-glucuronyltransferase

Il s’agit de la principale voie de détoxification du BPA étant donné que le BPA-G ne
peut pas se fixer sur les récepteurs aux cestrogenes (MATTHEWS JB, 2001). Cette
transformation est trés efficace chez les deux espéces (DOERGE DR, 2010a) et
explique les concentrations plasmatiques peu élevées en BPA suite a une
administration orale. En effet, 90% du BPA retrouvé dans le sérum est sous forme de
BPA-G alors que moins d’1% est sous forme de BPA non conjugué (DOERGE DR,
2010a).

Une fois formé, le BPA-G est éliminé de maniére différente chez les rongeurs et les
primates. Il est préférentiellement excrété par voie biliaire chez le rat et par voie
urinaire chez ’lhomme. Cette différence interspécifique s’explique par la capacité du
rat & éliminer par voie biliaire des substances dont le poids moléculaire est supérieur
a 350 daltons alors que le seuil est de 500 daltons chez ’lhomme (DEKANT W, 2008)
(TOUTAIN PL, 2010). Les bactéries ainsi que les B-glucuronidases intestinales des
rongeurs déconjuguent le BPA-G qui peut étre ensuite réabsorbé. La présence d’un
cycle entéro-hépatique (DOERGE DR, 2010a) serait responsable d’'une exposition
interne plus longue chez les rongeurs que chez les primates suite a une méme
administration (méme dose, méme voie). Cet argument avancé par les autorités
réglementaires pour réfuter les études scientifiques n’est pas tout a fait satisfaisant.
Chez les mammiféres, la B-glucuronidase est présente dans un grand nombre de
tissus. Il est donc trés probable qu’il existe localement dans certains tissus des
cycles de conjugaison/déconjugaison du BPA-G chez I'homme mimant le cycle
entéro-hépatique des rongeurs (GINSBERG G, 2009).

Dans un premier temps, pour I'ANSES, le BPA a été considéré comme une
préoccupation plutét qu’une urgence sanitaire. En Avril 2010, elle a demandé aux

industriels d’étiqueter les produits contenant du BPA afin d’'informer au mieux le
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consommateur. L’agence a alors estimé que des données supplémentaires étaient

nécessaires pour évaluer le risque lié a I'exposition humaine au BPA.

Les politiques n’ont pas réagi tout a fait de la méme maniere et ont appliqué le
principe de précaution. Depuis plus de deux ans, I'exposition au BPA préoccupe les
esprits. L’'inquiétude des Francais a commencé en Octobre 2008, date ou les
biberons en plastique ont été retirés du marché canadien. Une loi a été votée le 30
Juin 2010 (LOI n° 2010-729) tendant & suspendre la commercialisation de biberons

produits a base de bisphénol A (figure 6).

Article 1 : La fabrication, I'importation, I'exportation et la mise sur le marché a titre
gratuit ou onéreux de biberons produits a base de bisphénol A sont suspendues
jusqu'a l'adoption, par I'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments, d'un avis

motivé autorisant a nouveau ces opérations.

Article 2 : dans les deux mois qui suivent la publication par I'Institut national de la
santé et de la recherche médicale de son expertise collective sur les perturbateurs
endocriniens et au plus tard le ler janvier 2011, un rapport présentant les mesures
déja prises et celles envisagées pour diminuer I'exposition humaine a ces produits

est adressé par le Gouvernement au Parlement.

Figure 6 : Loi n°2010-729 votée le 30 Juin 2010 (LEGIFRANCE)

2.2.4.2En 2011
Dans un deuxiéme temps, '’ANSES est revenue sur sa position.

Le 4 Juin 2009, la Direction Générale de la Santé a saisi TANSES en vue de
demander une expertise sur les risques sanitaires liés a I'exposition au BPA du
consommateur. Le 18 Février 2010, la Direction Générale de la Prévention de
Risques a précisé de prendre en compte dans le cadre de cette expertise tous les
types d’effets toxiques et de ne pas se cantonner aux effets reprotoxiques. En
réponse a ces demandes, le 27 Septembre 2011, TANSES a publié deux rapports :
'un relatif aux effets sanitaires du BPA, l'autre a ses usages. lls se sont fondés sur
les publications pré-existantes pour lesquelles le niveau de fiabilité était le plus
satisfaisant. Ce travail a mis en évidence des effets délétéres suspectés chez

'Homme (ANSES, 27 Septembre 2011) et avérés chez les animaux (effets sur la
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reproduction, effets sur la glande mammaire, effets sur le métabolisme, le cerveau et
le comportement) pour des niveaux d’exposition inférieurs a la DJA. D’apres
'ANSES, ces informations sont suffisantes pour limiter des a présent I'exposition au
BPA des populations les plus a risque (nourrissons, jeunes enfants et femmes
enceintes). La voie d’exposition majeure étant la voie orale, 'TANSES lance un appel
a contribution pour recueillir toutes les données relatives a des produits de
substitution au BPA afin de réduire au maximum la contamination des denrées

alimentaires.

Suite a ces rapports, 'assemblée nationale a voté le 12 Octobre 2011 un projet de loi
visant a la suspension de la fabrication, de l'importation, de I'exportation et de la mise
sur le marché de tout conditionnement a vocation alimentaire contenant du bisphénol
A (figure 7).

La loi n°2010-729 du 30 juin 2010 tendant a suspendre la commercialisation de
biberons produits a base de bisphénol A est ainsi modifiée :

1° A lintitulé, les mots : « biberons produits & base de bisphénol A » sont remplacés
par les mots: «tout conditionnement comportant du bisphénol A et destiné a

recevoir des produits alimentaires » ;
2° L'article ler est ainsi rédigé :

« Art. ler. - La fabrication, l'importation, I'exportation et la mise sur le marché a titre
gratuit ou onéreux pour un usage alimentaire de tout conditionnement, contenant ou
ustensile comportant du bisphénol A sont suspendues a compter du ler janvier 2014
jusqu'a ce qu'un avis de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de
I'environnement et du travail autorise la reprise de ces opérations. Si ces
conditionnements, contenants ou ustensiles sont destinés a recevoir des produits
alimentaires pour les nourrissons et enfants en bas age au sens des aethbde
l'article 2 de la directive 2006/141/CE de la Commission, du 22 décembre 2006,
concernant les préparations pour nourrissons et les préparations de suite et modifiant

la directive 1999/21/CE, cette suspension prend effet a compter du ler janvier
2013. » ;
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3° L'article 2 est ainsi rédige :

« Tout conditionnement comportant du bisphénol A et destiné a recevoir des produits
alimentaires doit comporter un avertissement sanitaire déconseillant son usage aux
femmes enceintes et aux enfants de moins de trois ans du fait de la présence de

bisphénol A.

«Un rapport d'étape élaboré par I'Agence nationale de sécurité sanitaire de
l'alimentation, de I'environnement et du travail sur les substituts au bisphénol A ainsi
gue leur innocuité et leur adaptation pour [l'utilisation dans la fabrication des
plastiques et résines a usage alimentaire est communiqué par le Gouvernement au

Parlement au plus tard le 31 octobre 2012. »

Figure 7 : Projet de loi voté le 12 Octobre 2011 (LEGIFRANCE)

2.3La pharmacocinétigue du BPA, un outil essentiel pour évaluer

I'impact réel de I’exposition au BPA sur la santé humaine
2.3.1 Exposition externe vs exposition interne

L’exposition externe, autrement dit la dose, comprend une composante
pharmacocinétique qui détermine le profil des concentrations plasmatiques
(exposition interne) et une composante pharmacodynamique qui étudie I'action de
ces concentrations sur l'organisme. Il existe deux types de raisonnement pour
expliquer les effets biologiques observés : établissement d’'une relation dose-effet ou
d’'une relation concentration plasmatique-effet. Cette derniere permet de s’affranchir
des différences interspécifigues de pharmacocinétique. L’extrapolation des données
animales a 'Homme n’est donc limitée que par les différences interspécifiques

relatives a la pharmacodynamie.

2.3.2 L’exposition interne du BPA chez ’'Homme : encore beaucoup

d’inconnues

Le tableau 5 présente I'exposition interne humaine dans des conditions d’exposition

naturelle, selon plusieurs études de biosurveillance.
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Tableau 5 : Concentrations sériques ou plasmatiques de BPA observées chez des individus soumis a des conditions naturelles d’exposition au
BPA. Ces données proviennent d’études de biosurveillance.

Référence

Individus prélevés

Méthode analytique

Concentrations en BPA non conjugué

Ikezuki et al, 2002

Femmes enceintes ou non +

ELISA, résultats comparés a

BPA détecté dans le sérum maternel, sérum feetal, liquide folliculaire

foetus ceux obtenus avec HPLC ovarien a des niveaux similaires (de I'ordre de 1 a 2 ng/ml, rang: 0.5 a
5ng/ml
(n entre 32 et 38) LOQ : 0.5ng/ml ngimi)
BPA dans le liquide amniotique 5 fois plus concentré en début de
grossesse que dans les autres fluides, pas le cas en fin de gestation
Schonfelder et al, Femmes enceintes GC/MS placenta (moyenne * écart-type : 11.2 +/- 9.1 ng/g) > plasma maternel
2002 X 4.4 +/- 3.9 ng/ml) > plasma foetal (2.9 +/- 2.5 ng/ml
(n=37, entre la 32°™ et la LOQ : 0.1ng/ml ( g/m)>p ( g/mb

41°™ semaine de grossesse)

Dosage des concentrations

en BPA non conjugué

LOD : 0.01ng/ml

rang médiane ler quartile 3éme quartile
placenta 1a104.9 nglg 12.7 nglg 3.6 ng/g 22.5 nglg
plasma 0.3a18.9 3.1ng/ml 1.8 ng/mL 7.1 ng/mL
maternel ng/ml
plasma foetal 0.2a9.2 2.3 ng/mL 1.1 ng/mL 5.2 ng/mL
ng/ml,

plasma feetal > plasma maternel pour n = 14 avec foetus males > feetus

femelles dans ce cas

Volkel et al, 2005

Femmes (n=12) et Hommes
(n=7)

LC/MS-MS avant et apres le

traitement a la
B-glucuronidase

LOD : 0.5ng/ml

Concentration inférieure a la LOD pour tous les prélevements
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Sajiki et al, 1999

Femmes (n=12) et Hommes
(n=9)

HPLC avec détection
électrochimique

LOD : 0.2 ng/ml

0.33 +/- 0.54 ng/ml pour les femmes (rang : 0-1.6 ng/ml)

0.59 +/- 0.21 ng/ml pour les hommes (rang : 0.38 & 1 ng/ml)

Inoue et al, 2000

Individus en bonne santé
(n=5)

HPLC avec détection

électrochimique

LOD : 0.01 ng/ml

0.32 ng/ml (moyenne des 5 mesures)

Kaddara et al, 2009

Patients d’un hépital francais

(n=207)

RIA

LOD : 0.08 ng/ml

Inférieure a la LOD dans 17% des cas, entre 0.08 et 1ng/ml
dans 58% cas, entre 1 et 2 ng/ml dans 13% des cas et

supérieure a 2 ng/ml dans 12 % des cas.
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Avant de commenter les valeurs observationnelles, il est important d’avoir un avis
critique sur les modalités de dosage. En effet, compte tenu des faibles
concentrations plasmatiques en BPA et BPA-G, leur dosage nécessite des méthodes

précises et robustes.

Une technique de dosage est pertinente si elle présente une bonne sensibilité et
spécificité. Un standard interne sous forme d’un isotope stable capable d’étre ajouté
directement dans les échantillons sanguins permet d’évaluer le pourcentage
d’extraction du BPA (DEKANT W, 2008).

La spectrométrie de masse en tandem (MS-MS) est la technique qui répond au
mieux a ces exigences (DEKANT W, 2008) et présente plusieurs avantages: la
détection des molécules d’intérét est trés sélective, le standard interne est sous
forme d’'un isotope stable et les LOD?® et LOQ* sont faibles (Cf 3.6.2). Une autre
méthode de dosage qui possede une bonne sensibilité est la chromatographie en
phase liquide a haute performance (HPLC) couplée a un détecteur électrochimique
(DEKANT W, 2008). La chromatographie en phase liquide est une technique de
séparation. Elle est dite a haute performance a cause de sa rapidité et de sa tres
bonne résolution. Au sein du détecteur électrochimique, il se produit des réactions

d’oxydoréduction produisant un courant proportionnel a la concentration du soluté.

Les autres méthodes sont moins performantes. Parmi elles, se trouve la méthode
ELISA. Il s’agit d'un dosage immuno-enzymatique sur support solide. Elle présente
deux principaux désavantages : les réactions croisées et I'absence de standard
interne. Cette technique met en évidence des concentrations plasmatiques ou
sériques plus élevées : jusqu’a 10ng/ml avec des moyennes aux alentours de 2 ou 3
ng/ml (DEKANT W, 2008).

Compte tenu de ces observations, quelques commentaires peuvent étre réalisés sur
le tableau 5. Les concentrations plasmatiques en BPA pourraient étre influencées
par le sexe et le statut hormonal de lindividu prélevé. En effet, il semble que les
concentrations plus élevées soient retrouvées dans les organes ou fluides
biologiques provenant de femmes enceintes. Par ailleurs, 'homme parait plus

exposé au BPA libre que la femme.

®LoD (en anglais, Limit of detection) : Limite de détection
*LOQ (en anglais, Limit of Quantitation) : Limite de quantification
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Les concentrations sériques ou plasmatiques en BPA chez la femme enceinte sont
particulierement élevées (VANDENBERG LN, 2007). Lors de la grossesse, de
nombreux meécanismes physiologiques sont modifies et interféerent avec le
meétabolisme des xénobiotiques. Par exemple, chez les rongeurs, la glucuronidation
hépatique du BPA est moins intense durant la gestation. Elle pourrait étre associée a
une réduction de I'expression des genes codant pour les glucuronyltransferases
hépatiques (INOUE H, 2005). Par analogie aux rongeurs, la réduction de la
glucuronidation hépatique pourrait étre a l'origine des concentrations plasmatiques

de BPA plus élevées chez la femme enceinte.

Diverses études ont comparé les concentrations en BPA du placenta, du
plasma/sérum maternel et du plasma/sérum foetal. Le placenta présente les
concentrations les plus élevées. Il posséde une activité B-glucuronidase et une
activité Aryl sulfatase (COLLIER AC, 2009) qui pourraient étre a l'origine de la

déconjugaison des métabolites inactifs en BPA.

Le BPA passe a travers la barriére placentaire (TAKAHASHI O, 2000). Il n’existe que
peu de données concernant la toxicocinétique du BPA chez le feetus. Une étude
menée par lkezuki (IKEZUKI Y, 2002) suggére une maturation du métabolisme
hépatique du feetus au cours de la grossesse. Le liquide amniotique prélevé en début
de gestation est 5 fois plus concentré en BPA que d’autres liquides biologiques tels
que le sérum maternel, le liquide folliculaire ovarien... Or ces différences de
concentrations ne se retrouvent pas durant les 4 mois précédant 'accouchement.
Ceci peut s’expliquer par l'acquisition de la déglutition et le développement
fonctionnel du systéme hépatique du foetus durant la deuxiéme partie de grossesse.
La plupart des systéemes enzymatiques a [lorigine de la détoxification des
xénooestrogenes chez I'adulte ne fonctionnent pas bien chez le feetus. Il existe
cependant une exception : la sulfatation. En effet, Richard et son équipe ont mis en
évidence lactivité de certaines enzymes de la famille des sulfotransférases
(SULT1A1 et SULT1A3) a partir de 32 jours post ovulation (RICHARD K, 2001). Il
semblerait donc que chez le feetus, le BPA soit transformé en BPA-sulfate plutét
qu’en BPA-G (figure 8).
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Figure 8 : Métabolisation du BPA en BPA-Sulfate chez le foetus.

La sulfatation n’est pas considérée comme un mécanisme de détoxification définitive.
Le BPA-sulfate est un réservoir circulant de BPA étant donné la présence
d’arylsulfatases effectives dans de nombreux tissus foetaux (GINSBERG G, 2009).
De plus, le feetus présente des [ glucuronidases qui seraient responsables

localement de la déconjugaison du BPA-G en BPA actif.

2.3.3 Les connaissances actuelles sur la toxicocinétique du BPA chez

I’THomme et les animaux

2.3.3.1 Définition des parameétres pharmacocinétiques

La toxicocinétigue a pour but de déterminer le devenir du BPA au sein d’un
organisme. Elle étudie I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination du
BPA. L'absorption est 'ensemble des étapes qui conduisent le BPA de I'endroit ou il
est administré jusqu’a la circulation générale. La distribution est la maniére dont le
BPA administré se répartit dans tous les tissus de I'organisme une fois qu’il a atteint
la circulation générale. Le métabolisme est la transformation du BPA en ses
métabolites généralement inactifs. L’élimination englobe tous les processus qui
entrainent la disparition de I'activité du BPA. Elle peut avoir lieu de 2 maniéres : la
métabolisation et I'excrétion. Lors de la métabolisation, le BPA est toujours dans
'organisme mais son activité oestrogénique a disparu (exemple : transformation du
BPA en BPA-G). Lors de I'excrétion, le BPA a quitté anatomiguement I'organisme

(excrétions urinaire et fécale par exemple).

Ces différents processus physiologiques sont évalués au travers des parametres
pharmacocinétiques (tableau 6).

36



Tableau 6 : Association des parameétres pharmacocinétiques aux processus physiologiques
impliqués.

Parametres Pharmacocinétiques
Action de I'organisme sur le Parameétre
toxique pharmacocinétique
Absorption Biodisponibilité
"""""" itbuion | Volume de distbuion
""""" vesoisme | cwmame
"""""" imiosion | Tempede demivie

La biodisponibilité du BPA notée F est le pourcentage de la dose donnée qui atteint
la circulation générale et sa vitesse d’accés au secteur vasculaire. La vitesse
d’absorption est objectivée par la concentration plasmatique maximale (Cnax) de BPA

et le temps, Tmax, auquel cette concentration est atteinte.

Le volume de distribution (V4) du BPA est une constante de proportionnalité entre la
guantité de BPA présente dans I'organisme et sa concentration plasmatique. Il s’agit

d’'un volume virtuel exprimé en litres.

La clairance du BPA se définit par la mesure de la capacité de I'organisme ou d’un

organe a éliminer le BPA aprés qu'il ait atteint la circulation générale.

Le temps de demi-vie d’élimination du BPA est le temps nécessaire pour diviser les
concentrations plasmatiques de BPA par 2 lorsque I'équilibre de distribution est

atteint.

La pharmacocinétique est indispensable pour évaluer I'éventuelle toxicité du BPA et
pour extrapoler les données toxicologiques de I'animal a 'lHomme. Les paragraphes
ci-dessous exposent les connaissances actuelles en matiere de toxicocinétique du

BPA chez ’'Homme et les animaux.
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2.3.3.2 La toxicocinétique du BPA chez 'Homme

Suite a une administration orale, le BPA est rapidement absorbé et métabolisé en
BPA-G par des enzymes de biotransformation présentes dans le foie et la paroi
intestinale. Il s’agit d’'une voie d’inactivation du BPA étant donné que le BPA-G est
dépourvu d’activité cestrogénique (MATTHEWS JB, 2001). Volkel et son équipe ont
administré 5 mg de BPA marqué au deutérium par voie orale a 4 adultes volontaires
en bonne santé. Les échantillons sanguins prélevés a différents temps post
administration ont été analysés en LC-MS/MS® et GC-MS® aprés hydrolyse a la B-
glucuronidase. Les concentrations plasmatiques totales (BPA et ses métabolites) ont
atteint leur maximum (environ 800 nmol/L) 80 minutes apres I'administration. Le BPA
circulant était principalement sous forme de BPA-G (VOLKEL W, 2002) suggérant
gue les concentrations plasmatiques en BPA non conjugué sont peu €levées suite a

une administration orale a cause de I'effet de premier passage hépatique.

L’élimination du BPA et du BPA-G est rapide, presque totale et se fait par voie
urinaire. Chez 6 sujets volontaires, entre 75% et 85 % de la dose administrée
(25ug/personne dans 50 ml d’eau, voie orale) sont retrouvés sous forme de BPA-G
dans les urines en moins de 5 heures (VOLKEL W, 2005).

Les études pharmacocinétiques ont permis d’évaluer quelques paramétres

pharmacocinétiques du BPA chez ’'Homme (Tableau 7).

® LC-MS/MS : Chromatographie liquide associée a la spectrométrie de masse en tandem
®GC-MS: Chromatographie gazeuse associée a la spectrométrie de masse
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Tableau 7 : Parametres pharmacocinétiques du BPA évalués chez 'Homme.

Parameétre Valeur (unités) Références
Temps de demi-vie du 4 (heures) (VOLKEL W, 2002)
BPA (VOLKEL W, 2005)
1.5 (heure) (TSUKIOKA T, 2004)
Volume de distribution 5.2 (L/kg) (YOO SD, 2000)
du BPA
0.6 (L/kg) (UPMEIER A, 2000)
Clairance plasmatique 30 (mL/kg/min) (CHO CY, 2002)
du BPA
28 (mL/kg/min) (SHIN BS, 2004)
Débit sanguin hépatique 35 (mL/kg/min) (BOXENBAUM, 1980)

Le débit sanguin hépatique a été estimé a I'aide de I'équation allométrique de Boxenbaum
(BOXENBAUM, 1980) suivante : Qh =0.0555*P"0.894 avec P en kg et Qh en L/min.

Afin de quantifier I'effet de premier passage hépatique, le coefficient d’extraction
hépatique (E,) a été calculé a l'aide de la clairance hépatique du BPA (Cl,) et du
débit sanguin hépatique (Q;) selon I'équation suivante :

_ Cly

Eh — ~—— Equation1
Qn

La clairance plasmatique du BPA est proche de la clairance hépatique étant donné
que le BPA est majoritairement métabolisé par le foie (VOLKEL W, 2002). Le
coefficient d’extraction hépatique pour ’homme est donc compris entre 0.8 et 0.85 ce
qui signifie que 80 a 85 % du BPA qui arrivent au foie sont métabolisés par ce
dernier. Le temps de demi vie rapporté par Volkel est peut étre surestimé. Il a été
calculé a partir d’'une administration orale de 5 mg/personne de BPA. L’élimination de
la molécule pourrait étre limitée par son absorption gastro-intestinale. Ce phénomeéne
appelé flip-flop pourrait étre a 'origine d’'une augmentation artefactuelle du temps de
demi-vie. Les différences des valeurs du volume de distribution observées entre les

études sont inexpliquées.
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2.3.3.3 La toxicocinétique du BPA chez les animaux

La toxicocinétique du BPA a été essentiellement étudiée chez les rongeurs (rat,

souris) et les primates non humains.

Suite a une administration orale, le BPA est rapidement absorbé et métabolisé par le
foie chez toutes les espéces. Doerge et son équipe ont administré 100ug/kg de BPA
par voie orale a des rats femelles Sprague Dawley et des singes adultes (DOERGE
DR, 2010b) (DOERGE DR, 2010a). Les concentrations plasmatiques maximales de
BPA non conjugué ont été atteintes durant les premiéres minutes suivant
'administration orale, suggérant une absorption intestinale rapide. La biodisponibilité
du BPA calculée (0.028% chez le singe et 0.77% chez la ratte) a mis en évidence un
effet de premier passage hépatique intense. Le principal métabolite du BPA est le
BPA-G chez le singe (KUREBAYASHI H, 2002) et le rat (POTTENGER LH, 2000).

Les modalités d’élimination du BPA et de ses métabolites présentent des différences
interspécifiqgues. Chez le rat, la dose administrée a été majoritairement retrouvée
dans les féces (52% a 83%) sous la forme de BPA non conjugué. L’excrétion urinaire
de BPA-G a été limitée (13% et 34%) (POTTENGER LH, 2000). Au contraire chez le
singe, l'excrétion rénale a contribué de maniére plus importante (79 et 86%) a
I'élimination du BPA que I'excrétion fécale (1.8% et 3.1%) (KUREBAYASHI H, 2002).
Cette différence s’explique par la présence d’'un cycle entéro-hépatique chez les
rongeurs qui n’existe pas chez les primates non humains. En effet, le poids
moléculaire seuil a partir duquel I'élimination biliaire est possible dépend des
espéces. |l est de l'ordre de 200-300g/mol chez le rat et de 500-600g/mol chez
'homme. Le principal métabolite du BPA, le BPA-G de poids moléculaire 404g/mol,
est donc préférentiellement éliminé dans la bile chez le rat et par les urines chez les
primates (SHIN BS, 2010).

Le tableau 8 présente les paramétres pharmacocinétiques du BPA estimés dans
différentes espéces suite a I'administration intraveineuse de BPA a des doses

comprises entre 0.1 et 10 mg/kg.
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Tableau 8 : Parameétres pharmacocinétiques du BPA estimés chez différentes espéces
animales suite a I’administration intraveineuse d’'une dose de BPA comprise entre 0.1 et
10mg/kg.

Espéce Clairance Temps de Volume de o Coefficient
€ébi
plasmatique  demi-vie du  distribution et d’extraction
o épatique
((REIE ) patd hépatique
mg/kg ml/kg/min h L ml/kg/min
Singe rhésus
(DOERGE DR, 2010a) 0.1 7.6 3.6 23 45 0.16
CHO CY,
( 1 109 0.62 1.3 1.7
2002)
DOERGE
Rat ( 0.1 75 0.66 11 64 1.1
DR, 2010b)
(UPMEIER A, . .
10 10 38.5 Non évalué 0.15
2000)
Souris
2 208 0.67 0.1 107 1.94
(CHO CY, 2002)

Le débit sanguin hépatique a été estimé a I'aide de I'équation allométrigue de Boxenbaum
(BOXENBAUM, 1980) suivante: Qh =0.0555*P~0.894 avec P en kg et Qh en L/min et le
coefficient d’extraction hépatique avec I’équation 1.

Chez les rongeurs, il existe un autre métabolisme du BPA que le métabolisme
hépatique comme en témoignent les coefficients d’extraction hépatique supérieurs a
1. Le temps de demi-vie du BPA est relativement court dans la plupart des études
(entre 0.6 et 3.6h) excepté dans une étude sur les rats ou il a été estimé a 38.5

heures.
2.3.4 Incohérence bibliographique

Comme nous l'avons vu précédemment, la clairance plasmatique du BPA se définit
comme la capacité de l'organisme a éliminer le BPA aprés qu’il ait atteint la
circulation générale. Elle se calcule en divisant la dose administrée par les
concentrations plasmatiques de BPA a I'état d’équilibre (équation 2). Il s’agit donc
d’'un parameétre qui permet de relier un niveau d’exposition externe a un niveau

d’exposition interne, correspondant au véritable marqueur du niveau de risque.
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Dose administrée

Clairance plasmatique = - - ———
Concentrations plasmatiques a l équilibre

Equation 2 : La clairance plasmatique, un paramétre qui relie un niveau d’exposition externe au
BPA a un niveau d’exposition interne, le véritable marqueur du niveau de risque.

Selon la littérature, la clairance plasmatique du BPA de I'Homme est d’environ
30ml/kg.min (MIELKE H, 2009) (CHO CY, 2002) et I'exposition externe au BPA est
comprise entre 1 et 13ug/kg/j (EFSA, 2006). A laide de [I'équation 2, les
concentrations plasmatiques de BPA sont de I'ordre du pg/ml. La comparaison de
cette valeur estimée a celles observées chez 'Homme dans des études de
biosurveillance (tableau 5) montre une incohérence. Diverses hypotheses ont été

émises pour I'expliquer.

o Hypothese 1: L’exposition externe au BPA de ’homme serait bien plus

importante que la DJA

Des études ont mis en évidence que la voie alimentaire est la voie d’exposition
majeure au BPA. Parmi elles, une étude menée sur 257 enfants non scolarisés a
montré que 99% de I'exposition au BPA provenait de sources alimentaires (WILSON
NK, 2007). Cependant, certains auteurs supposent qu’il existe d’autres sources
d’exposition non négligeables telles que l'inhalation de poussiéres contaminées ou
'absorption transcutanée de BPA. Les concentrations de BPA relevées dans les
échantillons de poussiere ménagéere sont peu élevées (Cf 2.2.2.2) et ne peuvent pas
étre a l'origine de niveaux d’exposition supérieurs a la DJA. L’exposition au BPA par
contact via les papiers thermiques a été envisagée. Zalko et son équipe ont montré a
'aide d’'un modele de peau d’oreille de porc que le BPA est trés bien absorbé et
métabolisé par la peau. La biodisponibilité du BPA apres application cutanée serait
comprise entre 10% et 60% mais cette voie d’exposition contribuerait de fagon
mineure a I'exposition humaine (ZALKO D, 2011) (MIELKE H, 2011).

o Hypothese 2 : Les concentrations sanguines de BPA rapportées par les

études de biosurveillance sont surestimées.

Suite a une administration orale de BPA et de BPA marqué au deutérium chez un
Homme sain (5ug/personne/molécule), Volkel a retrouvé dans les urines des niveaux
faibles de BPA (<LOQ) alors qu’aucune trace de BPA marqué au deutérium n’a été

détectée (VOLKEL W, 2008). Cette observation suggere qu’'une contamination des
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échantillons par I'environnement est possible. Elle peut avoir lieu pendant le
prélevement, le stockage ou le dosage. Les concentrations de BPA non négligeables
retrouvées dans la poussiere (VOLKEL W, 2008) et le systeme capillaire de I'HPLC
(VOLKEL W, 2005) sont en faveur de cette hypothese. Cependant, selon Ginsberg et
Rice, la plupart des études de biosurveillance ont maitrisé ces risques de
contamination (GINSBERG G, 2009).

Plusieurs chercheurs ont évalué la stabilité des métabolites du BPA dans les urines
humaines. A température ambiante (YE X, 2007), ils s’hydrolysent en trés peu de
temps en BPA. Il est probable que ce phénomene survienne également dans le
plasma ou le sérum conduisant a une surestimation des concentrations en BPA. Le
maintien des échantillons a 4°C aprés leur collecte garantit la stabilité des conjugués.
La validation des conditions pré-analytiques permet également de s’affranchir de

certaines contaminations.

La surestimation des concentrations plasmatiques de BPA pourrait étre également
due au manque de spécificité de la méthode analytique utilisée. En effet, les
réactions croisées, par exemple pour le dosage ELISA (DEKANT W, 2008) ou la
présence dans les échantillons a analyser de molécules exogénes dont le poids
moléculaire et le comportement biochimique sont proches de celui du BPA
(resveratrol,(VOLKEL W, 2005)) pourraient entrainer des biais dans les méthodes de

dosage.

o Hypothese 3 : L’estimation actuelle de la clairance plasmatique du BPA

chez ’homme est insuffisante

Les données pharmacocinétiques du BPA sont limitées et éparses chez 'Homme. La
clairance plasmatique du BPA a été évaluée a 30ml/kg.min (MIELKE H, 2009) (CHO
CY, 2002). En utilisant une valeur de clairance plasmatique du BPA du méme ordre
de grandeur et les données urinaires des études de biosurveillance, Mielke et
Gundert-Rémy (MIELKE H, 2009) ont calculé des concentrations plasmatiques de
BPA a 'équilibre de I'ordre de 2.6pg/ml. Cette valeur est prés de 1000 fois inférieure
aux valeurs mesurées dans les études de biosurveillance. La clairance plasmatique
du BPA serait peut étre soumise a des facteurs de variation inconnus a ce jour qui
pourraient expliquer la différence entre les concentrations plasmatiques observées et

celles estimées a partir de modeles pharmacocinétiques.
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2.40bjectifs de I'étude

Le BPA étant un perturbateur endocrinien, nous proposons d’utiliser 5 espéces
animales (la brebis, le porc, le chien, le rat et la souris) pour évaluer les similarités ou
les différences interspécifiques dans les processus de distribution/élimination afin de

documenter la toxicocinétique du BPA chez ’'Homme.
Pour chaque espece, nous avons évalué :

e Les parametres pharmacocinétiques du BPA aprés une administration orale
(PO) et intraveineuse (IV) de BPA

e La biodisponibilité, la fraction absorbée et l'effet de premier passage
hépatique

e L’excrétion urinaire du BPA et du BPA-G

A partir de ces données, nous avons dans un premier temps comparé ces 5 especes
en termes d’absorption, de distribution, de métabolisation et d’élimination du BPA
afin de dégager les mécanismes toxicocinétiques communs a différentes espéces et

ceux sujets a des variations interspécifiques.

Dans un second temps, nous avons utilisé ces données pour déterminer la clairance

plasmatique du BPA chez ’'Homme par une relation allométrique.
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3. Matériels et méthodes

3.1 Identification du matériel test

Le matériel test utilisé [(CH3),C(CsH4OH),], le Bisphénol A, est sous forme de poudre
blanche. Son poids moléculaire est d’environ 228.29 g/mol et sa pureté supérieure a

99 %. Il provient du fournisseur Sigma-Aldrich (Saint Quentin, Fallaires, France).
3.2Préparation du matériel test
3.2.1 Préparation du BPA pour 'administration intraveineuse (IV)

Pour toutes les especes, la dose de BPA, administrée sous forme de bolus IV, est de
5mg/kg. Compte tenu des variations de poids vif entre les espéces, différentes
dilutions ont été réalisées afin d’obtenir des volumes d’administration adéquats
(Tableau 9).

Tableau 9 : Modalités de préparation des solutions de BPA administrées en IV

Espece Brebis Porcs Chiens Rats Souris
Dose 5mg/kg 5mg/kg 5mg/kg 5mg/kg 5mg/kg
Concentration de la solution 50mg/ml 50mg/ml 50mg/ml 5mg/ml 1mg/ml
administrée
Milieu de dilution EtOH/PEG EtOH/PEG EtOH/PEG EtOH/PEG DMSO/
(1:49) (1 :49) (1 :49) (1 :49) Sérum @
(1 :49)
Ordre de grandeur du poids vif 60kg 20 kg 10 kg 3009 22-24 ¢
Ordre de grandeur du volume 6 ml 2ml Iml 0.3 ml 230 pl
administré *

* Le volume administré est ajusté au poids de I’animal déterminé dans les deux jours
précédant 'administration IV du BPA

EtOH : éthanol, PEG: propylene glycol, DMSO : diméthylsulfoxyde, Serum ¢ : sérum
physiologique.

La préparation de la solution de BPA a été realisée juste avant les expérimentations.
Un aliquot de 500ul de la solution préparée a été stocké a -20°C pour tester sa

stabilité.
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3.2.2 Préparation du BPA pour ’administration orale (PO)

Pour toutes les espéces, la dose en BPA, administrée par voie orale, est de
100mg/kg. Compte tenu des variations de poids vif entre les especes, différentes
dilutions ont été réalisées afin d’obtenir des volumes d’administration adéquats
(tableau 10).

Tableau 10 : Modalités de préparation des solutions de BPA administrées par voie orale

Espéce Brebis Porcs Chiens Rats Souris
Dose 100mg/kg 100mg/kg 100mg/kg 100mg/kg  100mg/kg
Concentration de la solution 100mg/ml 100mg/ml 100mg/ml 60mg/ml 10mg/ml
administrée
Milieu de dilution EtOH/ huile  EtOH/ huile EtOH/ huile EtOH/ huile EtOH/ huile
de mais de mais de mais de mais de mais
(2:9) (2:9) (2:9) (2:9) (2:9)
Ordre de grandeur du poids 60kg 20 kg 10 kg 3009 22-24 ¢g
moyen
Ordre de grandeur du volume 60 ml 20ml 10ml 0.5ml 0.23ml
administré *

* Le volume administré est ajusté au poids de I'animal déterminé dans les deux jours
précédant administration orale du BPA
EtOH : éthanol

La préparation des solutions de BPA et leur mise en solution dans le solvant
(éthanol : huile de mais (1 :9)) ont été réalisées juste avant les expérimentations. Un
aliquot de 500ul de la solution préparée a été stocké a -20°C pour vérifier la dose et

tester sa stabilité.
3.3 Animaux
3.3.1 Description des animaux

Les caractéristiques des animaux utilisés lors de nos expérimentations sont

présentées dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Race, sexe, age, poids moyen et nombre des animaux utilisés

Espéce Brebis Porc Chien Rat Souris
Race Lacaune Génétic Pic Beagle Wistar CD-1
Sexe Femelle Méale Femelle Male Femelle

Poids moyen =
61.7 +5.2 kg 22.4 +3.4 kg 10.2 + 0.6 kg 300 + 13 g 22.7+13¢
SD
Nombre
] 8 8 6 12 99
d’animaux

3.3.2 Hébergement des animaux

Les souris servant a la collecte des urines ainsi que les brebis, les porcs, les chiens
et les rats ont été placés individuellement dans des boxes (brebis) ou des cages a
meétabolisme. Les souris destinées au prélevement des échantillons sanguins ont été

placées par 4 dans des cages a métabolisme.

Les animaux ont été nourris avec une alimentation conventionnelle et abreuvés ad

libitum.
3.4  Plan expérimental
3.4.1 Plan en cross Over

Trois espéces animales ont été utilisées dans le protocole expérimental de type

cross over : la brebis, le porc et le chien.

La moitié des animaux de chaque espéce (n= 4 pour le porc et la brebis et 3 pour le
chien) a recu une administration de BPA par voie orale puis par voie IV. L’ordre des
administrations a été inversé pour I'autre moitié des animaux. L’intervalle de temps
entre les deux administrations a été de 7 jours, soit, une période supérieure a 10 fois
le temps de demi-vie du BPA, estimé a quelques heures dans une étude préliminaire
chez la brebis. Ce délai de « wash out » doit étre respecté afin de ne pas retrouver
de niveaux résiduels de BPA ou de ses métabolites avant la deuxieme administration
de BPA (SCHONFELDER G, 2002) (figure 9).
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Figure 9 : Plan expérimental en "Cross Over" (brebis, porcs, chiens)

3.4.2 Plan en paralléle

Les rats et les souris ont été utilisés dans un protocole selon un plan parallele.

3.4.2.1 Les rats

>

Un cathéter a été mis en place dans la veine fémorale de chacun des rats sous

anesthésie générale. Un premier groupe (n=6) a recu une administration orale et le

deuxiéme (n=6) une administration IV. A la fin de I'étude, les rats ont été sacrifiés par

exsanguination sous anesthésie gazeuse.

3.4.2.2 Les souris

Le lot de 99 souris a été divisé en 4 groupes.

Le premier et le deuxieme groupes comportaient 40 animaux chacun et ont recu

respectivement I'administration IV et orale. Une fois les administrations réalisées, les

deux groupes ont été divisés en 10 groupes de 4 souris. Chaque groupe de 4 souris

était associé a un temps de prélevement sanguin.

Le troisieme groupe comportait 16 souris. Ces derniéres servaient a la collecte des

urines. La premiere moitié (sous groupe numeéro 1, n=8) a recu une administration

par voie orale et la deuxieme (sous groupe numeéro 2, n=8) par voie V.

Le quatrieme groupe comportait 3 souris témoins.
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A la fin de l'étude, les souris ont été sacrifiees par dislocation cervicale apres

exsanguination.

10 groupes 10 groupes 1 groupe 1 groupe Témoins :

de 4 souris de 4 souris de 8 souris de 8 souris 3 souris

A 4 A 4 A 4

Administration Administration Administration Administration
de BPA par IV de BPA par PO de BPA par IV de BPA par PO
v v
Prélevements sanguins sur les 10 Collecte des urines : 50% des souris 6h
groupes, chacun correspondant & un aprés I'administration, 50% 24h aprés
temps déterminé 'administration de BPA

Figure 10: Plan expérimental en paralléle pour les souris

3.5 Modalités d’administration et de prélevement
3.5.1 Modalités d’administration
3.5.1.1 Voie orale

Une sonde naso-gastrique a été mise en place chez la brebis et le chien et une
sonde stomacale chez le porc. Aprés I'administration de la solution de BPA, la sonde

a été rincée a l'eau et retirée.

L’administration orale chez les rongeurs a été effectuée a l'aide d’'une canule

métallique de gavage montée sur une seringue de 1ml.
3.5.1.2 Voie IV

Un cathéter a été mis en place extemporanément dans la veine jugulaire gauche
chez la brebis, dans une veine auriculaire chez le porc, dans la veine céphalique
chez le chien et dans 'une des veines latérales de la queue chez les rongeurs. Aprés

administration de la solution de BPA, le cathéter a été rincé avec du sérum
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physiologique et retiré. L’administration chez le rat s’est faite sous anesthésie

générale alors que pour les autres especes, les animaux étaient vigiles.
3.5.2 Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins ont été réalisés au niveau des veines jugulaires droite et
gauche chez la brebis, le porc et le chien a différents temps définis par le protocole

expérimental (tableau 12).

Tableau 12 : Temps et volumes de prélevement par espéece

Espece Brebis Porc/chien
Temps de prélevement Avant I'administration (t=0) et 10, Avant 'administration (t=0) et 0.5,
sanguins suite a 20, 30, 60, 90 minutes, puis 2, 3, 4, 1,2,3,4,6,8,10,12, 15, 18, 24
'administration PO 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 36, 48 heures post administration

heures post administration

Temps de prélévement Avant 'administration (t=0) et 2, 4, | Avant 'administration (t=0) et 0.25,
sanguins suite a 8, 15, 30, 60, 90 minutes, puis 2, 3, | 05,1, 2, 3,4, 6, 8, 10, 12, 15, 18,
'administration IV 4,6, 8,10, 12, 16, 20, 24, 36, 48 24 heures post administration

heures post administration

Volume prélevé 2 ml 4ml (porc) / 2ml (chien)

Chez le rat, les prélevements de sang ont été réalisés sur I'animal vigile a des temps
déterminés selon la voie d’administration via le cathéter mis en place dans la veine
fémorale 2 a 5 jours avant le début des expériences (tableau 13). Un volume de
sérum physiologigue équivalent au volume de sang prélevé a été administré au rat
apres le prélevement et le cathéter a été rempli avec 200uL de sérum physiologique
hépariné.

Tableau 13 : Temps des prélévements sanguins selon la voie d’administration chez le rat.

Voie d’administration Administration orale Administration IV

. Avant l'administration (t=0) et 10, , . ,
Temps de prélévement Avant I'administration (t=0) et 10,
) 30, 45, 60, 90 minutes, puis 2, 4, 8, . .
sanguins 30, 40, 60, 90 minutes, puis 2, 4, 8,
12, 24, 36 et 48 heures apres .

12 et 24 heures apres

'administration , . .
'administration
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Pour des raisons physiologiques, il est déconseillé de prélever plus de 3 ml de sang
sur un rat de 300 grammes sur 24 heures. En effet, la quantité totale de sang
prélevée sur 24 heures ne doit pas excéder 10% de la volémie de I'animal. Les
animaux n’ont donc été prélevés que 6 fois sur 24 heures afin qu’il y ait au moins 3
mesures par temps de prélevement (OFFICE VETERINAIRE FEDERAL OVF
(SUISSE)).

Chez la souris, les prélevements sanguins ont été réalisés 30, 45, 60 et 90 minutes
puis 2, 6, 10, 12 et 24 heures aprés I'administration pour les deux voies et au temps
supplémentaire de 15 minutes uniquement pour la voie IV. Les souris ont été
anesthésiées avec de l'isoflurane (1.5 a 3 % dans I'0O2). Aprés rasage, nettoyage et
désinfection chirurgicale, une laparotomie sur la ligne blanche a été réalisée. Les
parois abdominales ont été maintenues écartées. La veine cave a été mise en
évidence puis ponctionnée avec une aiguille montée sur une seringue de 1ml

préalablement héparinée.
3.5.3 Prélévements urinaires

Les urines ont été collectées par un cathéter urétral laissé en place pendant 24
heures chez la brebis et apres miction spontanée dans les cages a métabolisme pour
les autres especes. La collecte a été effectuée a des temps définis par le protocole
expérimental (1, 2, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 heures aprés I'administration de
BPA) pour la brebis et suite aux mictions spontanées pour le porc et le chien. Chez
le rat, les urines ont été récoltées toutes les 3 heures durant 12 heures puis toutes
les 12 heures jusqu’a 48 heures post administration. Chez la souris, la collecte a eu
lieu 6 heures aprés I'administration pour 4 souris dun méme sous groupe et 24

heures apres I'administration pour les autres.

Le tableau 14 récapitule I'ensemble des conditions expérimentales pour les 5

especes.
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Tableau 14 : Récapitulatif des plans expérimentaux par espéece

Espece Moutons Porcs Chiens Rats Souris
Race Lacaune Génétic Pic Beagle Wistar (HSDHan:WIST), CD1 (Crl:CD1(ICRY)),
non consanguins, Harlan non consanguines,
Charles River
Sexe Femelle Male Femelle Méale Femelle
Nombre animaux 8 8 6 12 99
Type de protocole Cross over Cross over Cross over parallele paralléle
Wash out 1 semaine Wash out 1 Wash out 1 semaine
semaine

Administration IV

Veine jugulaire gauche

(cathéter)

Veine auriculaire

(cathéter)

Veine céphalique

(cathéter)

Veine de la queue (cathéter

ou seringue)

Veine de la queue

(seringue)

Administration PO

Gavage (sondage naso-

gastrique)

Gavage (sondage
oro-gastrique)

Gavage (sondage
naso-oesophagien)

Gavage (canule)

Gavage (canule)

Prélevements

sanguins

Ponction a la veine

jugulaire droite

Ponction aux
veines jugulaires

droite et gauche

Ponction aux veines
jugulaires droite et

gauche

Cathéter posé dans la

veine fémorale

Prélévement terminal a

la veine cave

Prélevements

urinaires

Sonde de Foley

(Charriére 12)

Miction spontanée

(cage)

Miction spontanée

(cage)

Miction spontanée (cage)

Miction spontanée

(cage)

52




Temps des PO : avant PO : avant 'administration et 0.5, 1, 2, 3, 4, PO : avant 'administration PO/IV : avant

prélevements 'administration et 10, 20, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 24 heures post et 10, 30, 40, 60, 90 'administration et 15, 30,
sanguins 30, 60, 90 minutes, puis administration minutes, puis 2, 4, 8, 12, 45, 60 et 90 minutes puis
2,3,4,6, 8,10, 12, 16, 24, 36 et 48 heures aprés | 2, 6, 10, 12 et 24 heures
20, 24, 36, 48 heures la premiére et la derniére aprés I'administration.
post administration administration

IV : avant 'administration IV : avant I'administration et 0.25, 0.5, 1, 2, | IV : avant 'administration et
et 2, 4, 8, 15, 30, 60, 90 3,4,6, 8,10, 12, 15, 18, 24 heures post 10, 30, 40, 60, 90 minutes,

minutes, puis 2, 3, 4, 6, 8, administration puis 2, 4, 8, 12 et 24
10, 12, 16, 20, 24, 36, 48 heures aprées
heures post 'administration

administration

Temps des Lors de la pose de la Collecte des urines Collecte des urines Collecte des urines toutes Collecte des urines 6
prélevements sonde et 2, 3,6, 9, 12, 16, aprés miction aprés miction les 3 heures pendant 12 heures et 24 heures
urinaires 20, 24, 28, 32 et 36 spontanée spontanée heures puis toutes les 12 aprés I'administration
heures aprés heures jusqu’a 48h post
I'administration administration
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3.6 Traitements et dosage des prélevements
3.6.1 Traitement des prélevements

Les échantillons sanguins ont été recueillis dans des tubes en polypropyléne
héparinés et les urines dans des récipients en verre placés sur la glace et munis d’'un
filtre (pore 0.5mm) pour le chien et le porc. A chaque préléevement urinaire, le volume
total d’urine récolté et 'heure de collecte ont été enregistrés. Les échantillons d’urine
et de sang ont été maintenus a 0°C et centrifugés pendant 10 minutes a 3000*g a
4°C dans I'heure suivant le préléevement. Le plasma et I'urine ont été aliquotés en
plusieurs fractions et congelés a -20°C dans des tubes en polypropylene jusqu’au
dosage du BPA et BPA-G.

3.6.2 Dosage du BPA et du BPA-G

3.6.2.1 Purification du BPA-G

Une nouvelle méthode d’isolation et de purification du BPA-G a été développée au
laboratoire afin de permettre le dosage simultané du BPA et du BPA-G dans les
échantillons urinaires et sanguins. Le BPA-G présent dans les urines récoltées suite
a une administration orale de BPA a des brebis a été purifie par flash
chromatographie’, évaporé sous flux d’air et lyophilisé. Un gramme de BPA-G a ainsi
été purifié sous forme de poudre. Sa caractérisation en UHPLC-MS/MS et en RMN?®
a permis la réalisation de la courbe d’étalonnage pour le BPA-G (LACROIX MZ,
2011).

3.6.2.2 Principe du dosage du BPA et BPA-G par UPLC-MS/MS

Les concentrations plasmatiques et urinaires en BPA et BPA-G ont été évaluées
simultanément par chromatographie en phase liquide a ultra haute performance
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (UPLC-MS/MS).

Les échantillons (100uL) ont été précipités avec 150uL d’Acétonitrile et 50 pL de
standard interne (BPA marqué au deutérium soit BPA-dig) puis centrifugés

! Chromatographie utilisant une silice plus fine (phase solide) permettant une meilleure séparation et
'accélération de la migration de la phase liquide suite a I'application de pressions autres que la
Eression atmosphérique

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire
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(20 000xg) pendant 10 minutes. 5 pL de surnageant ont été preleves et injectés sur

une chaine Acquity UPLC couplée a un spectrométre de masse triple quadripdles.

Le BPA et le BPA-dig ont été dans un premier temps séparés du BPA-G par
chromatographie liquide. Le prélevement a été injecté a I'entrée d’une colonne
contenant des billes de silice. Il a été dilué dans une phase mobile liquide qui I'a
entrainé a travers la colonne. Compte tenu de leur affinité pour les billes de silice et
la phase liquide, le BPA et le BPA-dis ont présenté des vitesses de migration
guasiment identiques entre elles mais inférieures a celle du BPA-G. Ainsi il y a eu
une premiere séparation des molécules qui sont arrivées séquentiellement dans le
spectrometre de masse. Elles se sont dirigées ensuite vers la source electrospray
dite ESI pour passer de I'état liquide a gazeux sous forme d’un spray et subir une
ionisation négative (OH transformé en O-). A ce stade, les molécules neutres ou
positives ont été éliminées du circuit. Les ions négatifs sont passés alors dans trois
quadripbles. Chaque quadripble contenait 4 électrodes (2 positives et 2 négatives).

Le premier quadripble a sélectionné séquentiellement le BPA (227g/mol), le BPA-d16
(241g/mol) et le BPA-G (403g/mol). Pour cela, différents potentiels ont été appliqués
sur les électrodes de telle sorte que les éléments sélectionnés soient les seuls a ne
pas rentrer en contact avec les électrodes. En effet, la collision entre un ion et une

électrode neutralise I'ion qui est ensuite éliminé du circuit.

Le deuxieme quadripble a fragmenté les molécules a I'aide d’'un gaz, I'argon.
e BPA a donné les ions de poids moléculaire de 212g/mol et de 113g/mol.
e BPA-d;s a donné les ions de poids moléculaire de 222g/mol et de 142g/mol

e BPA-G a donné les ions de poids moléculaire de 112g/mol et de 227g/mol

Le troisieme quadripble a sélectionné par un jeu de potentiels identique a celui du

premier quadripOle les ions issus de la fragmentation de la molécule mére.
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Figure 11 : Schématisation du tripode de quadripbles

Un quadripble contient 4 électrodes (2 positives et 2 négatives). Le premier quadripble a
permis de maintenir dans le circuit uniquement les molécules d’intérét comme par exemple le
BPA. Pour cela, différents potentiels ont été appliqués sur les électrodes de telle sorte que les
éléments a sélectionner soient les seuls a ne pas rentrer en contact avec les électrodes. En
effet, la collision entre un ion et une électrode neutralise I'ion qui est ensuite éliminé du circuit.
La deuxiéme électrode a permis la fragmentation du BPA par un gaz (I’argon) en deux ions
distincts (ion 113 et ion 212). Le troisieme quadripble a sélectionné par un jeu de potentiels

identique a celui du premier quadripdle les deux ions issus de la fragmentation du BPA.

Les concentrations en ng/ml de BPA ou de BPA-G des échantillons initiaux, ont été

évaluées par régression non linéaire.
3.6.3 Les limites de quantification (LOQ)

Les limites de quantification (LOQ) des matrices urines et plasmas varient selon les

especes. Le tableau 15 présente les LOQ’s validées pour le BPA et le BPA-G.

Tableau 15 : Présentation des LOQ's par espéce et par matrice en pug/mL puis en umol/L

Matrice Molécule Brebis Porc Chien Rat Souris
LOQ (en pg/mL)
Plasma BPA 0.001 0.001 0.001 0.001 0.01
BPA-G 0.02 0.02 0.02 0.05 0.05
Urine BPA 0.025 0.025 0.025 0.010 0.010
BPA-G 1 1 1 1 1
LOQ (umol/L)
Plasma BPA 0.004 0.004 0.004 0.004 0.044
BPA-G 0.049 0.049 0.049 0.124 0.124
Urine BPA 0.110 0.110 0.110 0.044 0.044
BPA-G 2.474 2.474 2.474 2.474 2.474
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3.7Analyse des données
3.7.1 Analyse non compartimentale des données plasmatiques

Les concentrations plasmatiques en BPA et BPA-G ont été analysées a l'aide d’'un
modele non compartimental dans WinNonlin. Pour les données relatives au BPA-G,
la dose nominale administrée a été calculée en équivalents BPA c'est-a-dire en
faisant I'hypothése que tout le BPA est transformé en BPA-G. Etant donné
limpossibilité d’analyser les données animal par animal pour les rongeurs (un
prélevement par animal pour les souris), les données ont été analysées ensemble
(option « Sparse sampling » dans WinNonlin) afin d’obtenir une erreur standard (SE)

pour chaque paramétre.

L’aire sous la courbe (AUC) de ty a tjast avec tiast, temps de la derniere concentration

guantifiable a été calculée avec la méthode des trapézes arithmétiques.

La clairance du BPA (Clgpa) €t la clairance apparente du BPA-G (Cl/Fgpa.c) Ont été

calculées selon les équations suivantes.

Dose BPA 1y Dose BPA 1y

= Clgpy = Cl/Fgpa—¢

AUCBpa,Iv AUCBpA-G,IV
Les temps de demi vie du BPA (ti2, sra) €t du BPA-G (t1/2 spa-c) Ont été déterminés a
partir des données plasmatiques obtenues suite a I'administration IV en divisant le

logarithme népérien de 2 par B avec B la pente de la phase terminale.

3.7.2 Ajustement des données plasmatiques et urinaires par une approche

modélisatrice chez la brebis, le porc et le chien

Afin de décrire la disposition du BPA et du BPA-G apres une administration 1V et
orale, un modeéle compartimental a été utilisé chez la brebis, le porc et le chien. Ce
modele est une simplification de la réalité qui permet de décrire le comportement
d’'un systéme biologique. Il se compose d’'un modéle semi-physiologique associé a

un modele mathématique.

57



Le modéle semi-physiologique

Le modele semi-physiologique représente I'organisme sous la forme de plusieurs
compartiments reliés entre eux par des constantes de transfert (figure 12). Un
compartiment est un ensemble homogene de molécules sur le plan cinétique. Il en
existe de deux types : les compartiments centraux tels que le plasma ou les organes
trés vascularisés et les compartiments périphériques tels que les tissus. Une
constante de transfert est un parametre de structure du modele, c'est-a-dire une

grandeur dont la valeur est fixée par ce modéle. Il s’agit d’'une constante de temps
(dimension t_l) symbolisant les échanges entre compartiments qu’ils soient

réversibles ou pas (élimination de la substance). Elle exprime des réactions d’ordre 1
car la vitesse de transfert d'un compartiment a un autre est proportionnelle a la

concentration en amont.

m Tractus gastro- Kot |  Fraction non
intestinal absorbée
9 10
Keg
K K K
12 81 74 .
BPA_d:ms les BPA . BPA-G BPA {?dans les
tissus Foie » tissus
L Plasma L
périphérigues Kgy Plasma périphériques
1 Kis g K !
I‘\"m. ."'rn'ax Kan Kdi Kq.E.
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Figure 12 : Modéle semi-physiologique

Présentation du modéle semi-physiologigue permettant d’établir les
toxicocinétiques du BPA et du BPA-G chez trois espéces de mammiféres.

paramétres

Les doses IV (5mg/kg) et PO (100mg/kg) ont été administrées respectivement dans
le compartiment plasmatiqgue du BPA (compartiment 1) et dans le compartiment

représentant le tractus gastro-intestinal (compartiment 9).
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La constante de transfert K; représente les échanges réalisés du compartiment i vers

le compartiment j. La signification des constantes de notre modele est présentée

dans le tableau 16.

Tableau 16 : Définition des constantes de transfert du modéle

Constantes Signification
Kio, Ko1 Constantes de transfert du BPA entre le plasma
et les tissus périphériques
K74, Ka7 Constantes de transfert du BPA-G entre le
plasma et les tissus périphériques
Ksi1, Kig Constantes de transfert du BPA entre le foie et le
plasma
Kga Constante de transfert du BPA-G du foie vers le
plasma
Km, Vimax Km : constante de Michaelis Menten,
concentration plasmatique en BPA
correspondant a un taux d’excrétion rénale du
BPA de Via./2
Vmax : Valeur maximale du taux d’excrétion rénale
du BPA
Ks11 Formation et élimination des métabolites du BPA
autres que le BPA-G
Kus Elimination du BPA-G dans les urines a partir du
plasma
Kag Elimination du BPA-G par une autre voie que la
voie urinaire
Kgs Fraction de la dose administrée absorbée par le
tractus gastro-intestinal
K 910 Fraction de la dose administrée non absorbée

Le modéle mathématique

par le tractus gastro-intestinal

Le modele mathématique est un systéme d’équations différentielles qui définit pour

chaque compartiment la quantité X(t) de substance présente en fonction de la

guantité entrée et de la quantité sortie. Pour étudier la variation des quantités X(t) de

chaque compartiment, la dérivée de cette fonction est utilisée.
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Les équations ci-apres définissent le modele :

X
CpoA = V—i Equation 3

CPspa-¢ =

4 .
= Equation 4
Vy

X
Km == Equation 5
V1

dx Vv
d_tl == K21 X XZ + K81 X X8 - (KIZ + K18 +K n:_a; ) XXl Equation 6
m 1
dx
d_t2= KlZ X X1 - KZI X Xz Equation 7
dXS Vinax
= X X1 Equati
de K+ Xy 1 Equation 8
dx
d_:= K84- X X8 + K74_ X X7 - (K4-6 + K4_5 +K4_7) XX4_ Equation 9
dx
=5 = K4_5 X X4_ Equation 10
dt
ax
-6 = K4-6 X X4 Equation 11
dt
dx
d_t7 = K4_7 X X4 — K74_ X X7 Equation 12
dx
d_t8= K18 X X1 + K98 X Xg - (K81 + K84 +K811) XX8 Equation 13
dx
d—tg = — (K98 + K910) X X9 Equation 14
ax
dio = K910 X Xg Equation 15
ax
d:fl = K811 X Xg Equation 16

Cpzra €t Cpgpac: CONcentrations plasmatiques respectivement en BPA (compartiment 1) et en
BPA-G (Compartiment 4), X,: la quantit¢ de BPA éliminée dans les urines, K,: la
concentration plasmatique de BPA pour laquelle la vitesse d’élimination du BPA dans les
urines est égale a Vmax/2, X;: quantite en BPA ou BPA-G dans le compartiment i et Kj:
constante de transfert de premier ordre du compartiment i vers le compartiment j.

Les concentrations plasmatiques en BPA et BPA-G ont été exprimées en pmol/L
pour tenir compte de la difféerence de poids moléculaire entre le BPA (228.115g/mol)
et le BPA-G (404.147g/mol). La quantité urinaire cumulée en BPA et BPA-G a été
calculée en pmol/L. A partir de ces deux types de données (urinaires et

plasmatiques), les équations du modele mathématique ont pu étre résolues. La
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recherche des solutions s’est faite en deux temps : la simulation et 'optimisation. La
simulation consiste en la résolution des équations quand les constantes de transfert
sont fixées. Elle permet de savoir si le modéle fonctionne. L’optimisation permet la
détermination des constantes de transfert en ajustant au mieux les données

expérimentales.

A partir des constantes de transfert calculées, certains parametres

pharmacocinétiques ont été déterminés :

Pourcentage de la dose administrée par voie orale absorbé par le tractus

digestif :

K
Fabs =—8 100 equation 17
Ko9g+Kog10

e Pourcentage de la dose administrée ayant échappé a I'effet de premier

passage hépatique

K
Fp = 81 X 100 equation 18
Kg1+Kgs+Kg11

e Biodisponibilité du BPA suite a une administration orale :

F = Fabs X Fh Equation 19

o Coefficient d’extraction hépatique traduisant l'intensité de I'effet du premier

passage hépatique :

Eh =1- Fh Equation 20

e Pourcentage de la dose administrée métabolisé en BPA-G

Kgq
Kgi+Kg1+Kg11

FBPA—BPA—G = Fabs X X 100 Equation 21
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e Pourcentage de la dose administrée éliminé sous forme de BPA-G dans les

urines :

K
——45 X 100 equation 22

Fgpa—G-urine = Fppa-Bpa-¢ X
BPA-G—urine BPA-BPA-G K4s+Kge

e Pourcentage de la dose administrée éliminé par une autre voie que la voie
urinaire sous forme de BPA-G

K6

Fppa—G-autres = Fppa-Bra-¢ X Kag+Kas

X 100 Equation 23
61tK4s

e Pourcentage de la dose administrée métabolisé en un autre métabolite que le
BPA-G :

Kg11

X 100 equation 24
Kg11+Kg1+Kgq

Fppa—qutres = Faps X

3.7.3 Chezles rongeurs

Le modéle n’a pas permis I'ajustement des données expérimentales des rats et des
souris. La fraction de la dose absorbée dans la veine porte (Faps) €t la biodisponibilité
du BPA (F) ont été calculées respectivement par les équations 25 et 26.

AUCgpg—g,po Dosejy .
Fabs = - X X 100 equation 25
AUCgpa-Gv Dosepg
AUCgpap Dose
F = PO X v X 100 equation 26
AUCBPA,IV DOS@po

La fraction de la dose qui échappe a l'effet de premier passage hépatique (Fy) a été
estimée par I'équation 19 et le coefficient d’extraction hépatique (Ey) par I'équation
20. Le pourcentage de la dose éliminée dans les urines sous forme de BPA-G a été
évalué a partir de la quantité totale de BPA-G éliminée dans les urines chez le rat et

la souris.
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3.7.4 Approche allométrique

Une relation allométrique a été utilisée pour corréler le poids vif a la clairance

plasmatique du BPA. Elle s’exprime sous forme de fonction puissance :

- b
CIBPA —axP Equation 27

Avec a le coefficient allométrique, b 'exposant allométrique, P le poids en kg et Clgpa

la clairance plasmatique du BPA en L/min.

Afin d’obtenir une représentation graphique sur laquelle toutes les espéces étudiées
soient représentées, une double transformation logarithmique a été appliqguée a la
relation allométrigue et a permis sa linéarisation. Ainsi, I'équation 27 devient

I'équation 28 :

Log CprA = |Og a-+ (b Iog P) Equation 28
Le coefficient directeur de la droite de régression correspond a b, I'exposant

allométrique et 'ordonnée a l'origine a log a.
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4. Reésultats

4.1 Description par espéce de I’évolution des concentrations plasmatiques

en BPA et BPA-G au cours du temps
4.1.1 Administration IV de 5 mg/kg de BPA

L’évolution des concentrations plasmatiques de BPA et BPA-G au cours du temps
suite & une administration IV de BPA a la dose de 5mg/kg est représentée par
espéce sur la figure 13.
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Figure 13 : Evolution des concentrations plasmatiques de BPA et BPA-G au cours du temps
suite a 'administration IV de 5 mg/kg de BPA a cinq espéces animales (brebis, porc, chien, rat,

souris).
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Evolution par espéce des concentrations plasmatiques moyennes (z SD) en BPA et BPA-G
(mmol/L) au cours du temps suite a 'administration IV de BPA ala dose de 5 mg/kg. Les LOQ’s
du BPA et du BPA-G sont représentées sur le graphique par les droites.

Les profils des concentrations plasmatiques de BPA et de BPA-G sont assez
similaires d’'une espéce a l'autre. lls présentent une décroissance pluri-exponentielle
traduisant que le BPA subit simultanément une diffusion vers les compartiments
périphériques et une élimination. Aprés que I'équilibre entre le compartiment central
et les compartiments périphériques soit instauré, seule la phase d’élimination

apparait sur la figure.

Les concentrations plasmatiques de BPA diminuent rapidement pour atteindre la
LOQ a partir de 8 heures post administration chez le chien, 12 heures post
administration chez la brebis et le porc et 24 heures post administration chez les

rongeurs. Cette décroissance traduit une élimination rapide du BPA.

Les concentrations de BPA ne sont supérieures aux concentrations de BPA-G que
durant les 15 premiéres minutes post administration chez la brebis, le porc et le chien
alors que chez les rongeurs les concentrations de BPA-G ne deviennent supérieures
aux concentrations de BPA qu’a partir de 4 heures post administration. Ces données

suggerent que le BPA-G est rapidement formé a partir du BPA.

La décroissance des concentrations plasmatiques de BPA est plus marquée que
celle des concentrations plasmatiques de BPA-G. En effet, le BPA-G est quantifiable
plus longtemps que le BPA chez toutes les espéces sauf chez la souris ou les
concentrations plasmatiques de BPA-G atteignent la LOQ entre 12 et 18 heures post
administration. Chez les autres espéces, la LOQ du BPA-G n’est atteinte qu’aprés 24
heures post administration. Le BPA-G est donc éliminé plus lentement de

'organisme que le BPA.
4.1.2 Administration orale de 100 mg/kg de BPA

L’évolution des concentrations plasmatiques de BPA et BPA-G au cours du temps

est représentée par espece sur la figure 14.
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Figure 14 : Evolution des concentrations plasmatiques de BPA et BPA-G au cours du temps
suite a 'administration orale de 100mg/kg de BPA a cing espéces animales (brebis, porc,
chien, rat, souris).

Evolution par espéce des concentrations plasmatiques moyennes (+ SD) en BPA et BPA-G
(umol/L) au cours du temps suite a une administration orale de BPA a la dose de 100mg/kg.
Les LOQ’s du BPA et du BPA-G sont représentées sur le graphique.

Concernant les profils temporels des concentrations de BPA et BPA-G, les rongeurs
difféerent des autres animaux par la présence d’un rebond entre 4 et 6 heures post

administration.

Chez le porc, la brebis et le chien, les concentrations plasmatigues de BPA
augmentent dans un premier temps pour atteindre une valeur maximale en moins de
15 minutes chez la brebis, en 1 heure chez le porc et le chien. Ces données
graphiques suggérent une absorption rapide du BPA au niveau du tractus gastro-

intestinal.

Les concentrations plasmatiques de BPA-G diminuent de fagon parallele a celles de
BPA. Ce phénomeéne s’appelle « flip-flop » et suggére que I'élimination du BPA-G est
limitée par sa production a partir du BPA et que I'élimination du BPA est limitée par

son absorption.
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Les LOQ ne sont pas atteintes durant la cinétique que ce soit pour le BPA ou le BPA-
G sauf chez le porc ou les concentrations de BPA atteignent la LOQ entre 12 et 15

heures post administration.

4.2Comparaison interspécifique des concentrations plasmatiques en BPA
et BPA-G

La figure 15 présente par molécule (BPA ou BPA-G) et pour les deux voies
d’administration (orale (100mg/kg), IV (5mg/kg)) I'évolution des concentrations

plasmatiques au cours du temps.

Administration IV (5mg/kQg)
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Figure 15: Comparaison interspécifique de [I’évolution temporelle des concentrations
plasmatiques moyennes en BPA et BPA-G suite a I'administration orale (100mg/kg) et IV
(5mg/kg) de BPA.
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Suite a l'administration IV de BPA a la dose de 5 mg/kg, les concentrations
plasmatiques de BPA chez la souris sont inférieures a celles observées chez le porc,
le mouton, le chien et le rat pendant les 4 premiéeres heures. A partir de 4 heures, les
concentrations plasmatiques de BPA les plus élevées sont celles de la souris et les
plus faibles sont celles du chien. Les concentrations plasmatiques de BPA-G chez le
rat et la souris sont inférieures a celles observées chez la brebis, le porc et le chien
durant les 5 premiéres heures. A partir de 6 heures, les concentrations plasmatiques

de BPA-G sont similaires chez toutes les espéces.

Suite a I'administration orale de BPA a la dose de 100mg/kg, les concentrations
plasmatiques de BPA sont tres faibles comparées a celles obtenues suite a
'administration IV d’'une dose 20 fois inférieure. Les concentrations plasmatiques de
BPA sont du méme ordre de grandeur chez toutes les espéces tout au long de la
cinétique. Les concentrations plasmatiques de BPA-G chez le rat sont inférieures a
celles observées chez les autres espéces durant les 12 premieres heures. A partir de
12 heures, cet écart se réduit et le niveau des concentrations plasmatiques de BPA-
G est similaire chez toutes les especes.

4.3Analyse non compartimentale des données plasmatiques :

parametres pharmacocinétiques

Les parameétres estimés par I'analyse non-compartimentale sont présentés dans le
tableau 17.

Tableau 17 : Paramétres pharmacocinétiques du BPA (analyse non compartimentale)

Parameétres (unités) Brebis Porc Chien Rat Souris
Moyenne = SD Moyenne * Moyenne + SD Moyenne + SD Moyenne *
SD SD
AUC gpa, 1v (umol.h/L) 156 +48 7.1+22 12.6+1.1 5.6 +04 5.8+05

AUC gpag, v (umol.hiL) 79.2 +16.1 45.0 +9.3 69.5+ 148 10.8 +1.25 9.2+14

AUCgpp—c,1v 5.0 6.3 5.5 1.9 1.6
AUCBPA,IV
AUC gpa po (umol.h/L) 2613 0.8+14 28+15 3.4+05 7.0+20

AUC gpag, po (umol.h/L) | 1765.1+388.2 576.5 + 1050.4 +156.3 | 145.8 +24.4 | 402.4 +655
119.4
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AUCgpa-g,po 678.9 720.6 375.1 42.9 57.5
AUCBPA,PO
Cl gpa (Ml / (kg.min)) 25+65 56.4 195 29.2+27 64.2 54
T1/2,8paA (W) 1.3+06 19+32 0.9+07 3.0 9.1
CI/F gpa-g (ml/ (kg.min)) 84+15 144 +2.7 88+16 1.7 18
T 112, 8BrA-G () 50+23 52+59 9.7+78 245 6.8

Parametres pharmacocinétiques du BPA obtenus par analyse non-compartimentale a partir
des données plasmatiques en BPA et BPA-G aprés une administration orale de BPA a la dose
de 100mg/kg ou une administration IV a la dose de 5mg/kg.

AUC : aire sous la courbe des concentrations plasmatiques, Clgpa : clairance plasmatique du
BPA, CI/F : clairance apparente du BPA-G, t;, : temps de demi-vie plasmatique terminal.

Suite & une administration 1V, les aires sous la courbe en BPA-G sont 5 a 6 fois
supérieures a celles en BPA chez la brebis, le porc et le chien alors qu’elles sont
similaires chez les rongeurs (rapport des AUC’s compris entre 1.9 et 1.6). La
clairance plasmatique du BPA est variable d’'une espéce a l'autre : elle est plus
basse chez la brebis et le chien (entre 25 et 30 ml/(kg.min)) que chez les autres
espéeces (supérieure a 54 ml/(kg.min)). Le temps de demi-vie du BPA est de I'ordre
d’'une a deux heures chez la brebis, le porc et le chien alors qu'il est plus long chez le
rat et la souris (entre 3 et 9h). Concernant le BPA-G, le rat présente une clairance
apparente faible (1.7ml/(kg.min)) et un temps de demi-vie long (24.5h)
comparativement aux autres espéeces. Chez toutes les especes (excepté la souris),

le temps de demi-vie du BPA-G est 5 & 10 fois supérieur a celui du BPA.

Suite a une administration orale, les aires sous la courbe en BPA sont inférieures a
celles observées suite a 'administration 1V et celles en BPA-G sont supérieures. Par
consequent, le rapport des AUC’s (BPA-G sur BPA) est augmenté d’un facteur 100

chez la brebis, le porc et le chien et d’'un facteur 10 chez les rongeurs.

4.4Analyse compartimentale des données plasmatiques et urinaires

chez les brebis, les porcs et les chiens
4.4.1 Ajustement des données plasmatiques et urinaires par le modele

Afin d’ajuster les données expérimentales des trois especes, nous avons choisi le
modele compartimental décrit dans le paragraphe 3.7.2. Nous voulions un modéle

simple qui explique de maniere satisfaisante les données obtenues (principe de
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parcimonie). Les figures 16 et 17 représentent les concentrations plasmatiques,
expérimentales et ajustées, en BPA et BPA-G en fonction du temps suite a
'administration IV de BPA a la dose de 5mg/kg et orale a la dose de 100mg/kg pour

un animal représentatif par espece. Il en est de méme pour les quantités cumulées
urinaires en BPA et BPA-G.
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Figure 16 : Evolution au cours du temps des concentrations plasmatiques et des quantités
cumulées urinaires de BPA et BPA-G aprés administration IV de BPA (5 mg/kg).

Evolution des concentrations plasmatiques en BPA et BPA-G (umol/L) et des quantités
cumulées en BPA et BPA-G éliminées dans les urines (umoles) expérimentales et ajustées
avec le modéle compartimental en fonction du temps pour un animal représentatif de chaque
espece (brebis, porc, chien) aprés I’administration IV de BPA a la dose de 5 mg/kg.
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Figure 17 : Evolution au cours du temps des concentrations plasmatiques et des quantités
cumulées urinaires de BPA et BPA-G aprés administration orale de BPA (100 mg/kg).

Evolution des concentrations plasmatiques en BPA et BPA-G (umol/L) et des quantités
cumulées en BPA et BPA-G éliminées dans les urines (umoles) expérimentales et ajustées
avec le modéle compartimental en fonction du temps pour un animal représentatif de chaque
espeéce (brebis, porc, chien) aprés I'administration orale de BPA a la dose de 100 mg/kg.

D’apreés les figures 16 et 17, les données calculées par le modele sont bien ajustées
a celles observées quelle que soit la voie d’administration chez la brebis et le porc.

L’ajustement est moins bon chez le chien aprés I'administration orale.

La représentation des quantités urinaires cumulées en BPA et BPA-G au cours du
temps suggere une élimination rapide de ces deux molécules. Durant les 2, 3
premieres heures, la quantité cumulée en BPA et BPA-G atteint plus de 80% de sa
valeur maximale. Le BPA-G est la forme du BPA la plus représentée dans les urines
comme en témoignent les facteurs 100 et 1000 qu'il y a entre les quantités cumulées

en BPA-G et celles en BPA suite a une administration IV et orale respectivement.
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4.4.2 Deétermination des parametres primaires du modele

Les parameétres primaires du modele ont été calculés a partir des équations
présentées dans le paragraphe 3.7.2 (équations 3 a 16). lls sont présentés dans le
tableau 18.

Tableau 18 : Parameétres primaires

Parameétres (unités) Brebis Porc Chien
Moyenne + SD Moyenne + SD Moyenne + SD
V, (L) 26.2 +13.5 62.3 +20.6 9.7 +44
V4 (L) 5.0 £34 0.7+04 16+17
Ky (h™1) 0.8 +0.6 0.01 +0.03 0.2 +0.2
Ko (h™1) 0.4+04 0.004 +0.01 0.8+0.7
Vi (umole. h™1) 8.6 +145 0.3+0.2 0.1+01
Km (UM) 30.2 +32.4 0.00007 +0.00003 0.2+02
Kgs (h™1) 84.6 +51.7 5.2+3.0 121.2 +78.2
Kgs (h™1) 2.6+23 10.5+66 0.3+0.1
Kas (h™1) 0.2+04 0.0001 + 0.0001 1.9+08
Ks7(h™1) 0.9+09 10.0+43 1.1+06
K74 (h™1) 0.2+02 0.02 +0.01 0.1+0.0
Kg: (h™1) 15+12 0.04 +0.01 24+17
Kig(h™1) 2412 1.2+02 2.0£09
Kog (h™1) 0.1+01 0.4+02 0.3+0.2
Koio (h™1) 0.01 +0.03 NE NE
Kgia (h™1) NE NE NE

Présentation des parametres primaires calculés a partir des équations numérotées de 3 a 16.

V; et V, les volumes respectifs des compartiments 1 et 4, Kj les constantes de transfert de premier
ordre du compartiment i vers le compartiment j, V. le taux d’excrétion rénale de BPA maximum, K,
la constante de Michaelis Menten et NE non estimable.

4. 5Comparaison interspécifique des mécanismes d’absorption, de
métabolisation et d’élimination du BPA et du BPA-G

A partir des parametres primaires, les parametres pharmacocinétiques secondaires

ont été determinés pour la brebis, le porc et le chien selon les équations numérotées
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de 17 a 24. Pour le rat et la souris, le modéle n'ayant pas permis I'ajustement des
données expérimentales, les parametres pharmacocinétiques secondaires relatifs a
'administration du BPA par voie orale ont été calculés en utilisant les résultats de
'analyse non-compartimentale. Le pourcentage de la dose administrée retrouvé
dans les urines sous forme de BPA-G a été évalué chez les rongeurs a partir de la

guantité totale de BPA-G éliminée dans les urines.

4.5.1 Absorption, biodisponibilité systémique et effet de premier passage
hépatique

Le tableau 19 présente par espece l'absorption, la biodisponibilité systémique et

I'effet de premier passage hépatique du BPA suite a une administration orale.

Tableau 19 : Absorption, biodisponibilité systémique et effet de premier passage hépatique du
BPA

Parametres Brebis Porc Chien Rat Souris
(unités) Moyenne +sD | Moyenne +SD | Moyenne +SD Moyenne Moyenne
Fabs (%) 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 0.0 67.1 100.0
Fh %) 1211 1107 1.9 0.4 4.5 6.03
F o) 1211 1107 1.9 0.4 3.03 6.03
En 0.99 +o0.01 0.99 z0.01 0.98 +0.004 0.95 0.94

Evaluation de I'absorption, de la biodisponibilité systémique et de |'effet de premier passage
hépatique suite a une administration orale de BPA.

F.s : fraction de la dose absorbée au niveau du tractus gastro-intestinal aprés une
administration orale, Fy: fraction de la dose qui échappe a l'effet de premier passage
hépatique, F : biodisponibilité systémique du BPA, E;, : coefficient d’extraction hépatique.

Suite a une administration orale, le BPA est bien absorbé chez toutes les especes
par le tractus gastro-intestinal (Fas comprise entre 67.1 et 100%). Il est ensuite
intensément métabolisé en BPA-G par le foie comme en témoignent les coefficients

d’extraction hépatique supérieurs a 0.94.

Chez la brebis, le porc, le chien et la souris I'absorption étant de 100%, la
biodisponibilité systémique du BPA est égale a la fraction échappant a l'effet de
premier passage hépatique. La biodisponibilité du BPA des rongeurs (3% pour le rat

et 6% pour la souris) est légerement supérieure a celle des autres especes (entre 1.1
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et 1.9%). Cette différence s’explique par une moins bonne absorption gastro-
intestinale du BPA chez le rat (Fas: 67%) et une augmentation de la fraction

échappant a l'effet de premier passage hépatique chez la souris (Fp, : 6%).
4.5.2 Métabolisation du BPA et élimination du BPA-G et du BPA

Le tableau 20 présente par espece les voies de métabolisation du BPA et les

modalités d’élimination du BPA-G.

Tableau 20 : Métabolisation du BPA et élimination du BPA et du BPA-G

Parametres Brebis Porc Chien Rat Souris
(unites) Moyenne +sD | Moyenne +sSD | Moyenne * SD Moyenne Moyenne
Métabolisation
F spaspac (%) 98.8 + 1.0 98.9 +0.7 98.1 + 0.4 NE NE
Fepa-autres (%) 0.0+0.0 0.0 0.0 0.0+0.0 NE NE
Elimination
FepAG urine (%) 89.7 +17.8 98.9 +0.7 12.2+21 11.65 48.4
F BpA-G autres (%) 9.1+181 0.0+0.0 86.0+2.2 NE NE

FepaBraG -

fraction de la dose métabolisée en BPA-G;

I:BPA—autre :

fraction de la dose

métabolisée en un autre métabolite que le BPA-G, Fgpac urine : fraction de la dose éliminée sous
forme de BPA-G dans les urines, Fgpa.g autre . fraction de la dose éliminée sous forme de BPA-G
par une autre voie que la voie urinaire, NE : non estimable.

Chez la brebis, le porc et le chien, le principal métabolite du BPA est le BPA-G (Fgpa-
BpA-G Supérieure a 98.1%). L’existence d’autres voies meétaboliques est possible.
Elles sont cependant minoritaires sachant que la fraction de la dose métabolisée en

un autre métabolite que le BPA-G est nulle aprés I'ajustement du modéle.

Les voies d’élimination du BPA-G présentent des différences interspécifiques. Il est
majoritairement excrété par voie rénale chez la brebis et le porc : plus de 89% de la
dose administrée sont retrouvés dans les urines. Ce n’est pas le cas des rongeurs et
du chien qui présentent des Fgpac.uines inférieures a 50%. D’autres voies
d’élimination du BPA-G ont été mises en évidence par notre modele. Elles sont
majoritaires chez le chien (Fgpa-c-autre : 86%) et minoritaires chez la brebis (Fgpa-G-autre

£ 9.1%).
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Le BPA qui échappe a l'effet de premier passage hépatique est essentiellement

éliminé par voie rénale selon une cinétiqgue de Michaelis-Menten.

4.6Relation allométrique entre la clairance plasmatique du BPA et le

poids vif

La figure 18 présente la relation allométrique entre la clairance plasmatique du BPA

et le poids vif.
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Figure 18 : Relation allométrique entre la clairance plasmatique du BPA (L/min) et le poids vif
(kg).

Les points sur le graphique représentent la clairance plasmatique du BPA (calculée a 'aide de
I’analyse non compartimentale) en fonction du poids vif de '’espéce considérée. La relation
allométrique a subi une double transformation logarithmique qui a permis sa linéarisation (-).
L’équation allométrique entre la clairance plasmatique du BPA et le poids vif ainsi que le
coefficient de détermination (R?) sont représentés sur le graphique.

Le coefficient et I'exposant allométriques ont été évalués a 0.0439 et 0.9414
respectivement. D’aprés le coefficient de détermination R? plus de 99% des
variations de la clairance plasmatique entre les espéces sont expliqués par les

variations du poids vif.
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5. Discussion

Afin de documenter les ressemblances et les différences interspécifiques dans la
disposition du BPA et du BPA-G, les parameétres pharmacocinétiques ont été
déterminés chez cing especes animales différentes suite a une administration 1V
(5mg/kg) et orale (100mg/kg) de BPA. La relation allométrique entre les clairances

nous permet d’estimer la clairance plasmatique du BPA chez ’'Homme.

Cette étude est innovante par deux aspects. Elle intéegre de nouvelles espeéeces
animales autres que les primates non humains et les rongeurs dans I'étude de la
toxicocinétique du BPA. Elle compare cing espéces animales alors que jusqu’a
présent les études comportaient au maximum 3 especes animales différentes. Elle
utilise une méthode de dosage permettant la quantification simultanée du BPA et du
BPA-G, ce dernier était jusque la dosé séparément aprés déconjugaison du BPA-G

par une B-glucuronidase.
5.1 Comparaison interspécifique de I’exposition interne au BPA et BPA-G
5.1.1 Aprés une administration orale

Le BPA est trés bien absorbé au niveau du tractus gastro-intestinal chez toutes les
especes. Il est ensuite métabolisé intensément au niveau du foie en BPA-G comme
en témoignent le rapport des AUC’s et les coefficients d’extraction hépatique
supérieurs a 0.9. La biodisponibilité du BPA par voie orale est donc faible (entre 1 et
6%) avec des concentrations plasmatiques en BPA non conjugué comparables chez
toutes les especes. Ce résultat est cohérent avec les études disponibles dans la
littérature (DOERGE DR, 2010b) (KUREBAYASHI H, 2003). D’aprés notre étude, la
biodisponibilité systémique du BPA chez les rongeurs (3% chez le rat) est
légerement supérieure a celle des autres espéces. Des auteurs I'ont estimée chez le
rat a 0.028 % (DOERGE DR, 2010b) et 0.97 % (KUREBAYASHI H, 2003) suite a
'administration orale de 100ug/kg de BPA. Le genre et/ou la souche des animaux
etudiés peuvent expliquer les différences entre ces valeurs. Dans toutes les
recherches citées precédemment, les animaux sont soit des rats femelles soit des
rats males autres que des males Wistar. Il est donc possible qu’il existe des

différences dans le fonctionnement enzymatique hépatique selon le genre et/ou la
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souche responsables de modifications dans le métabolisme hépatique du BPA et

donc dans sa biodisponibilité.

Les concentrations plasmatiques de BPA-G diminuent de maniere parallele aux
concentrations plasmatiques de BPA chez toutes les especes. Cette observation
suggere que I'élimination du BPA-G est limitée par sa formation a partir du BPA et
gue la métabolisation du BPA est limitée par son absorption. Ce phénomene appelé
« flip-flop » est du a la régulation du transit du BPA vers le duodénum par le pylore
chez les monogastriques et l'orifice reticulo-omasal chez les ruminants (TOUTAIN
PL, 2010). La détermination des paramétres pharmacocinétiques (ti2) a partir des
données expérimentales obtenues suite a une administration orale de BPA n’est

donc pas pertinente pour le BPA-G.
5.1.2 Apreés une administration IV

Suite a une administration IV, les temps de demi-vie du BPA et du BPA-G sont plus
longs chez les rongeurs que chez les autres espéces : pour le BPA, 3 heures pour le
rat et 9 heures pour la souris versus moins de 2 heures pour les autres especes,
24.5 heures chez le rat versus moins de 10 heures chez les autres especes pour le
BPA-G. Upmeier et son équipe ont estimé la demi-vie du BPA chez le rat, suite a une
administration IV de BPA a la dose de 10mg/kg, a 38.5heures (UPMEIER A, 2000).
L’exposition prolongée au BPA et BPA-G peut s’expliquer par plusieurs hypothéses.
Le rat est un animal coprophage, c'est-a-dire qu'il ré-ingere ses féces. Or il a été
montré qu’une partie non négligeable de la dose administrée se retrouve dans les
matieres fécales sous forme de BPA (POTTENGER LH, 2000). Le rat serait donc
surexposé au BPA par lingestion de ses feces. Cette hypothese a été réfutée par
une étude complémentaire menée au laboratoire qui n’a montré aucune différence
dans la disposition du BPA selon que les animaux portaient un harnais ou pas. Ce
dernier avait pour but d’empécher la coprophagie. Une autre hypothése, plus
probable est la présence d'un cycle entéro-hépatique propre aux rongeurs. Le
rebond des concentrations plasmatiques entre 4 et 6 heures post administration
orale est en faveur de cette hypothése. Ce cycle entéro-hépatique, déja mis en
évidence par de nombreux auteurs, consiste en I'absorption du BPA suivie de sa
meétabolisation en BPA-G par le foie et l'intestin, puis son excrétion dans la bile a

partir de laquelle il rejoint le tractus digestif ou il est dé-conjugué pour pouvoir de
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nouveau étre réabsorbé. Ce phénomeéne pourrait expliquer la persistance des

concentrations élevées de BPA et BPA-G chez les rongeurs.
5.2Métabolisation du BPA

D’aprés notre modeéle, le métabolite majoritaire du BPA est le BPA-G chez la brebis,
le chien, et le porc. Notre modéle ne nous a pas permis de déterminer ce parameétre
pour les rongeurs. Cependant, des données sont disponibles dans la littérature.
Pottenger et son équipe ont administré selon trois voies différentes (orale,
intrapéritonéale, sous-cutanée) 10mg/kg ou 100mg/kg de BPA marqué au carbone
14 a des rats. Le BPA-G est le principal métabolite suite a une administration orale et
le BPA-sulfate n’est présent qu’aprés la voie intrapéritonéale. D’autres métabolites
minoritaires ont été mis en évidence apres les administrations intrapéritonéale et
sous cutanée. lls n'ont cependant pas été identifies (POTTENGER LH, 2000). Ces
données suggerent que chez le rat le principal métabolite du BPA est le BPA-G et
que d’autres métabolites minoritaires existent. Leur nature dépend de la voie

d’administration.

5.3Comparaison interspécifique de I’'absorption, de la distribution et des

voies d’élimination du BPA
5.3.1 Absorption, distribution et élimination du BPA

Le profil des concentrations plasmatiques de BPA est similaire chez toutes les
especes étudiées apres une administration de 5mg/kg en IV. Il met en évidence la
capacité du BPA a diffuser du secteur vasculaire vers les tissus périphériques. Cette
observation graphique est en accord avec les volumes de distribution calculés par
Doerge chez le rat (4.3L/Kg) et le singe (15L/kg) qui suggerent une large distribution
du BPA au sein des tissus périphériques (DOERGE DR, 2010b) (DOERGE DR,
2010a). Certains auteurs ont évalué le ratio des concentrations tissulaires de BPA
sur les concentrations plasmatiques chez le rat. lls ont calculé des valeurs allant de
un pour le cerveau et les tissus adipeux jusqu’a 5.8 pour les poumons (YOO SD,
2000) (SHIN BS, 2004). Les concentrations plasmatiques sont donc représentatives

des concentrations tissulaires.

Compte tenu des clairances élevées du BPA chez toutes les espéeces étudiées,

'accumulation du BPA au sein des cellules sanguines ou des tissus périphériques
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est peu probable. Cing brebis pré puberes ont recu deux fois par semaine, pendant 7
semaines, une administration intramusculaire de BPA a la dose de 3.5mg/kg. Les
aires sous la courbe moyennes des concentrations sériques de BPA calculées aprés
la premiere et la derniere administration étaient similaires (COLLET SH, 2011). La
séquestration du BPA au sein des cellules sanguines n’a pas été mise en
évidence chez le rat. Suite a 'administration orale de 100mg/kg, les concentrations
plasmatiques de BPA libre sont comparables aux concentrations sanguines
(POTTENGER LH, 2000).

Le BPA non métabolisé est éliminé majoritairement par voie urinaire chez la brebis,
le chien, le porc et la souris alors qu’une autre voie d’élimination existe chez le rat : il

s’agit de I'élimination fécale.

Le BPA est moins bien absorbé par le tractus digestif chez le rat que chez les autres
especes. Cette différence pourrait s’expliquer par des variations interspécifiques
dans le seuil de saturation des mécanismes d’absorption qui serait plus bas chez le
rat. Or chez les rongeurs, le temps nécessaire pour atteindre la concentration
sanguine maximale en BPA est similaire aprés une administration orale de 10mg/kg
et une de 100mg/kg (TOMINAGA T, 2006). L’élimination fécale du BPA n’est donc
pas secondaire a une saturation des mécanismes d’absorption: elle est
physiologique a la dose de 100mg/kg. Pottenger et son équipe ont mis en évidence
guentre 52 et 83% de la dose administrée se retrouvaient dans les feces
majoritairement sous forme de BPA (POTTENGER LH, 2000). La fraction non
absorbée que nous avons calculée est plus basse que ces valeurs. Cette différence
est principalement due a la présence de BPA issu du cycle entéro-hépatique dans
les mesures réalisées par Pottenger et son équipe alors que seul le BPA non
absorbé lors de son transit dans le tube digestif a été pris en compte dans notre
calcul. L’excrétion fécale du BPA est donc une voie d’élimination importante chez le

rat alors qu’elle est négligeable chez les autres espéces.

L’élimination rénale du BPA n’est pas linéaire. Elle suit une cinétique de Michaelis-
Menten : dés que la concentration plasmatique en BPA dépasse K, I'élimination qui
était jusque la proportionnelle aux concentrations plasmatiques atteint sa capacité
maximale (Vmax). Le BPA n’est donc pas uniquement éliminé par un phénoméne

passif tel que la filtration glomérulaire. Le BPA est fortement lié aux protéines
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plasmatiques. Dans la circulation sanguine, il se trouve donc majoritairement sous
forme d’une molécule de haut poids moléculaire incapable de traverser la membrane
basale (KUREBAYASHI H, 2003)(KUREBAYASHI H, 2002). De plus, I'équilibre de la
forme libre de part et d’autre de la paroi glomérulaire est trés vite atteint et entraine
l'arrét rapide de la filtration glomérulaire. Des mécanismes saturables a l'origine de
sa sécrétion et de sa réabsorption tubulaires pourraient étre également impliqués

dans son élimination rénale.
5.3.2 Elimination du BPA-G

Des différences interspécifiques dans I'élimination du BPA-G ont été mises en

évidence dans notre étude.

Le BPA-G est essentiellement excrété par voie rénale chez la brebis et le porc alors
gu’'une autre voie d’élimination existe chez le rat, la souris et le chien. Elle est
majoritaire chez ce dernier. Une étude sur les rongeurs a montré qu’entre 40% et
55% de la dose étaient retrouvés dans la bile sous forme de BPA-G durant les 6
premieres heures post administration orale ou IV de la dose de 0.10mg/kg de BPA
marqué au carbone 14 (KUREBAYASHI H, 2003). Il est donc trés probable que cette
autre voie d’élimination soit I'excrétion biliaire. Afin de confirmer cette hypothése
chez le chien, une étude complémentaire a été réalisée au laboratoire. Un chien a
été équipé d'un systeme de dérivation de la bile aprés un cathétérisme du canal
cholédoque. 39.5% de la dose administrée (5mg/kg, 1V) ont été retrouvés dans la bile
sous forme de BPA-G. Le poids moléculaire minimal pour lequel I'élimination biliaire
est possible varie selon les espéces. Il est d’environ 350 daltons chez le rat et le
chien alors qu’il est supérieur a 450 daltons chez les autres espéces (SHIN BS,
2010). Ceci expligue que le BPA-G, d'un poids moléculaire de 404 daltons soit
éliminé préférentiellement dans la bile chez le rat, la souris et le chien et par voie

rénale chez les autres espéeces.

D’aprés nos expériences, I'élimination rénale du BPA-G est trés rapide (moins de 8
heures). Le BPA-G est sous forme ionisée dans les urines compte tenu de son faible
pKa (environ 2.5). Comme il ne peut pas étre ré-absorbé par le néphron, il est
rapidement éliminé (TOUTAIN PL, 2010). La majorité de la dose administrée est

retrouvée sous forme de BPA-G dans les urines chez la brebis et le porc. La

86



détermination du niveau d’exposition externe au BPA a partir des quantités

retrouvées dans les urines est donc pertinente pour ces deux especes.

Les principales différences interspécifiques mises en évidence par notre étude sont
relatives a I'élimination du BPA et du BPA-G. Elles sont de nature quantitative et
gualitative. Cependant, elles n'ont pas d’impact majeur sur les concentrations
plasmatiques en BPA non conjugué qui sont le reflet de I'exposition interne au BPA

et qui déterminent le niveau de risque.

5.4Intéréts de I’étude pour I’extrapolation a ’lhomme
Le modele utilisé présente plusieurs avantages :

e Il analyse simultanément les données expérimentales obtenues selon deux voies
d’administration différentes : la voie IV et la voie orale

e |l détermine les paramétres pharmacocinétigues afin de décrire les données
expérimentales et de les expliquer

e |l fonctionne pour différentes especes animales

e |l peut étre utilisé pour prédire les concentrations plasmatiques en BPA et BPA-G

pour différents niveaux d’exposition externe au BPA.

Il existe cependant quelques limites a ce modéle. Au moment de la rédaction du
manuscrit, il n’a pas pu étre ajusté aux données expérimentales obtenues chez les
rongeurs car le décours temporel des concentrations plasmatiques de BPA et BPA-G
est différent des autres espéces. Il se base sur le fait que tout le BPA est transformé
en BPA-G au niveau du foie. Or certains auteurs ont montré qu’il existe d’autres

organes capables de conjuguer le BPA tels que l'intestin.
5.4.1 Détermination de la Clairance plasmatique du BPA chez ’lHomme

D’aprés la modélisation, le BPA est majoritairement métabolisé en BPA-G par le foie.
Sa clairance plasmatique dépend donc essentiellement de sa clairance hépatique.
Or nous avons montré que le BPA est une molécule a fort coefficient d’extraction
hépatique. La clairance hépatique du BPA est donc liée au débit sanguin hépatique.
Ce dernier (Qn en L/min) peut étre calculé a partir du poids (P en kg) grace a la
relation allométrigue de Boxenbaum suivante : Qn =0.0555*P"0.894 (BOXENBAUM,
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1980). La clairance plasmatique du BPA est donc fonction du poids vif de I'espéce

considérée. Par conséquent, elle suit une loi allométrique (figure 19).
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Figure 19 : Relation allométrique entre la clairance plasmatique du BPA (L/min) et le poids vif
de 'espéce considérée (kg).

Les points W représentent la clairance plasmatique du BPA calculée a I'aide de I’analyse non
compartimentale en fonction du poids vif de I’espéce considérée et les points O la clairance
plasmatique du BPA estimée chez 'Homme et la vache a I'aide de I’équation allométrique
déterminée en 4.6. La relation allométrique a subi une double transformation logarithmique qui
a permis sa linéarisation (-).

L’extrapolation de cette relation a permis d’estimer la clairance plasmatique du BPA
chez 'Homme a 2.4L/min soit 34 ml/kg/min chez un Homme de 70kg. Pour confirmer
cette valeur, une étude similaire a celle présentée ici devra étre réalisée sur un
animal dont le poids vif est supérieur a celui de 'homme (exemples : cheval ou
vache) afin de comparer la valeur de la clairance estimée par la relation allométrique

a celle calculée a partir des données expérimentales.

L’évaluation de la clairance plasmatique du BPA chez I'Homme par relation
allométrique ne nécessite pas I'administration de la molécule. Il s’agit d’'un avantage
non négligeable étant donné que le BPA pourrait étre responsable d’effets néfastes

sur la santé humaine.
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La valeur de la clairance plasmatique du BPA chez 'Homme que nous avons
estimée est comparable a celle calculée par d’autres auteurs (28ml/kg/min (CHO CY,
2002), (SHIN BS, 2004)). Kuester et son équipe ont incubé des hépatocytes humains
cryoconservés (125 000 hépatocytes/0.5ml) avec du BPA marqué au carbone 14
pendant 10 minutes afin de déterminer les constantes K, et Vna de la
glucuronidation hépatique. A partir de ces données, ils ont estimé la clairance
hépatique du BPA a 6ml/kg/min (KUESTER RK, 2007). Cette différence entre
I'estimation de la clairance in vitro et in vivo pourrait étre liée a des différences de

fraction de BPA non liée aux protéines plasmatiques.
5.4.2 Quel risque pour la santé humaine ?

Nous avons montré que le BPA est une molécule a fort coefficient d’extraction
hépatique chez toutes les especes. Suite a une administration orale, moins de 10%
de la dose administrée se retrouvent dans la circulation sanguine sous forme active.
Les 90% restants représentent des formes conjugués du BPA dépourvues d’activités
oestrogéniques (MATTHEWS JB, 2001). Etant donné I'absorption intense du BPA
par le tractus digestif suite a une administration orale, le foie et I'intestin sont trés
fortement exposés au BPA. Il est donc possible que cette exposition soit responsable
d’effets néfastes sur les différents systémes physiologiques qu’ils soient directement

en contact ou pas avec le BPA.

Notre étude n’a pas permis de comprendre l'incohérence bibliographique soulevée
en introduction. En effet, en reprenant I'équation 2 avec la valeur que nous avons
estimée pour la clairance plasmatique du BPA chez 'homme (environ 30ml/kg/min)
et I'exposition orale la plus importante rapportée par 'EFSA (13ug/kg/j, (EFSA,
2006)), les concentrations plasmatiques de BPA calculées sont de I'ordre du pg/ml,
soit une valeur bien inférieure a celles rapportées par les études de biosurveillance
(de l'ordre du ng/ml, tableau 5). Nous proposons de reprendre et de discuter en
fonction de nos résultats les hypotheses émises en introduction pour expliquer la

différence entre les valeurs calculées et observées.

(1) La clairance plasmatique du BPA chez 'Homme pourrait étre inférieure a
30ml/kg/min. Les résultats que nous avons obtenus ne confortent pas cette

hypothése. En effet, nous avons montré que le BPA est une molécule a fort
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coefficient d’extraction hépatique chez toutes les espéces et que sa clairance

plasmatique est trés proche du débit sanguin hépatique.

(2) L’exposition externe au BPA est bien supérieure a la DJA. Nous avons mis en
évidence que la totalité ou presque de la dose administrée est retrouvée dans
les urines sous forme de BPA-G chez les animaux présentant les mémes
modalités d’élimination du BPA et BPA-G que 'Homme (la brebis et le porc).
Les concentrations urinaires de BPA et BPA-G reflétent donc bien le niveau
d’exposition externe au BPA, toutes sources confondues. Compte tenu des
concentrations urinaires rapportées dans les études de biosurveillance, il est

peu probable que 'lHomme soit exposé a des doses supérieures a la DJA.

(3) Il existe des erreurs lors de I'évaluation des concentrations plasmatiques
observationnelles. La contamination des échantillons par le BPA présent dans
'environnement ainsi que la présence de molécules interférant avec le dosage
du BPA telles que le resveratrol peuvent étre a l'origine d’une surestimation
des concentrations plasmatiques (VOLKEL W, 2005). A I'heure actuelle, il est
possible d’envisager deux types de scénarios trés différents en termes de

risque pour la santé humaine.

Si les concentrations plasmatiques de BPA issues des études de biosurveillance sont
avérées, la valeur de la DJA devrait étre revue a la baisse. En effet, la plus faible
concentration plasmatiqgue de BPA générant une perturbation de la sécrétion de LH
chez la brebis prépubere est de 40 ng/ml (COLLET SH, 2011). Le rapport entre cette
valeur et les concentrations plasmatiques de BPA rapportées par les études de
biosurveillance est d’environ 10, soit inférieur au facteur de sécurité de 100
correspondant au rapport entre la NOAEL et la DJA. Au contraire, si les
concentrations plasmatiques du BPA sont surestimées comme le suggérent nos
résultats, il existe un facteur de sécurité de 1000 entre la valeur expérimentale
(40ng/ml) et les concentrations plasmatiques de BPA calculées (de I'ordre du pg/ml)

qui ne justifie pas la modification de la DJA.

Afin d’évaluer le vrai impact du BPA sur la santé humaine, il est important de
continuer a réaliser des études de biosurveillance avec des méthodes de dosage
pertinentes et de développer de nouvelles études toxicologiques décrivant la relation

concentration-effet. La plupart des études toxicologiques n’ont pas évalué les
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concentrations plasmatiques de BPA. Elles ont utilisé la relation dose-effet pour
expliquer les réponses biologiques observées expérimentalement. Ce type de
démarche ne permet pas I'extrapolation des données animales a 'lHomme. La dose
comprend une composante pharmacocinétique qui détermine le profil des
concentrations plasmatiques et une composante pharmacodynamique qui étudie
'action de ces concentrations sur l'organisme. Comme nous l'avons vu, la
composante pharmacocinétique peut étre variable d’'une espéce a 'autre. La relation
concentration-effet permet donc de s’affranchir des différences interspécifiques de
toxicocinétique. L’extrapolation des données animales a ’'Homme n’est donc limitée

que par les différences interspécifiques relatives a la pharmacodynamie.
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6. Conclusion

Afin de documenter les ressemblances et les différences interspécifiques dans la
disposition du BPA et du BPA-G, les parameétres pharmacocinétiques ont été
déterminés chez cing especes animales différentes (brebis, porc, chien, rat, souris)
suite a une administration IV (5mg/kg) et orale (100mg/kg) de BPA. Les principales
différences interspécifiques mises en évidence par notre étude concernent les
modalités d’élimination du BPA-G et du BPA. Elles n‘'ont cependant pas d’impact
majeur sur les concentrations plasmatiques de BPA qui refletent le niveau

d’exposition interne.

Grace a l'approche modélisatrice, nous avons montré que malgré une absorption
intestinale quasi-totale, la biodisponibilité du BPA est faible. En effet, le BPA est une
molécule a fort coefficient d’extraction hépatique chez toutes les especes. Sa
clairance plasmatique est donc équivalente au débit sanguin hépatique. Ce résultat
nous a permis d’établir une relation allométrique entre la clairance plasmatique du
BPA et le poids corporel. Ainsi, nous avons pu estimer la clairance plasmatique du
BPA chez 'Homme a environ 30ml/kg/min. A partir de cette valeur et de I'exposition
orale la plus importante rapportée par 'lEFSA (13ug/Kg/j), nous avons calculé des
concentrations plasmatiques de BPA de l'ordre du pg/ml, soit une valeur bien
inférieure a celles observées dans les études de biosurveillance (de I'ordre du ng/ml).

Cette incohérence pour étre comprise nécessite de nouvelles études scientifiques.

Quelque soit le niveau d’exposition interne, I'exposition importante au BPA de
lintestin et du foie, véritable plague tournante du métabolisme, pourrait étre
responsable d’effets néfastes sur les différents systémes physiologiques qu’ils soient

directement exposés ou pas au BPA.
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FARBOS Marion

Toxicocinétique comparée du Bisphénol A chez cinq espéces et extrapolation de I’animal a
I’Homme.

Le Bisphénol A (BPA) est un xéno-cestrogéne présent dans notre environnement et suspecté d’'étre
néfaste pour la santé humaine. L'objectif de I'étude était d’évaluer les similarités et les différences
interspécifiques dans la disposition du BPA et de son principal métabolite, le BPA-glucuronide chez 5
especes de mammiféres, de fagon a documenter la toxicocinétique du BPA chez 'lhomme. Les études
toxicocinétiques réalisées chez ces animaux ont montré que les profils des concentrations
plasmatiques aprés une administration intraveineuse (5mg/kg) ou orale (100mg/kg) de BPA sont
comparables. La relation allométrique entre la clairance plasmatique du BPA et le poids corporel chez
toutes les espéces considérées a permis d’estimer la clairance plasmatique du BPA chez 'lhomme a
30ml/kg/min. Cette valeur souligne I'incompatibilité entre les concentrations plasmatiques de BPA
observées dans les études de biosurveillance et le taux d’exposition externe au BPA de 13 pg/kg
rapporté par lEFSA.

Mots-clés: perturbateur endocrinien, clairance, Bisphénol A, Bisphénol A-glucuronide, biodisponibilité,
parameétres toxicocinétiques, relation allométrique interspécifique.

Interspecies comparison of Bisphenol A toxicokinetic in five species and extrapolation from
animal to human.

Bisphenol A (BPA) is a xenoestrogen widely encountered in our environment and suspected to have
potential adverse effects on human health. The goal of this study was to evaluate interspecies
similarities and differences in disposition of BPA and its main metabolite, BPA-glucuronide, in five
animal species of mammals in order to document the toxicokinetic of BPA in humans. Toxicokinetic
studies showed that plasma BPA concentrations profiles were comparable in all investigated animal
species both after an intravenous (5mg/kg) and after an oral administration (100mg/kg). The allometric
scaling between BPA clearance and body weight observed in all species investigated allowed BPA
human clearance of 30ml/kg/min to be predicted. This value reveals a major inconsistency between
BPA concentrations reported in biomonitoring studies, and a BPA daily intake of 13 ug/kg reported by
EFSA.

Key words: endocrine-disrupting compound, clearance, Bisphenol A, Bisphenol A-glucuronide,
biodisponibility, toxicokinetic parameters, allometric interspecies scaling.



