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Résumé

L’homéostasie buccale conditionne fortement les perceptions gustatives ; elle repose sur un
épithélium buccal sain et le bon fonctionnement des glandes salivaires, qui sont finement
régulés par hormones sexuelles. Le but de cette these était de savoir si une exposition orale en
bisphénol A, un migrant d’emballage alimentaire et de composites dentaires, et une
alimentation riche en phyto-cestrogénes (soja) pouvaient modifier I’homéostasie buccale.
Deux expérimentations ont été conduites : une étude dose-effet du BPA (5ug a 12,5 mg/kj/j)
chez le rat adulte, et une étude d’interaction d’un régime riche en soja sur les effets du BPA.
Sur la base de tests gustatifs et d’une approche histologique et moléculaire (qPCR-TR), la
premiere étude identifie pour la premiere fois une action du BPA sur la secheresse buccale.
Nous avons constaté que le BPA était responsable d’une moindre consommation d’eau
(p<0.01), d’une préférence augmenté au sel (p<<0.05) et diminué au sucre (p<0.05), et d’une
altération des sécrétions salivaires. Une réversibilité partielle des effets a ’arrét du traitement.
A contrario un régime riche en phyto-cestrogéne augmente la prise d’eau (p<107°) et diminue
la préférence au sel (p<0.05) par rapport a un régime semi-synthétique, et peut s’opposer aux
effets du BPA.

Ces etudes montrent que BPA et phyto-cestrogénes exercent des effets cestrogéniques
agonistes ou antagonistes en fonction de la cible biologique considérée, et qu’un régime a

base de soja peut gommer la plupart des effets observés.

Mots clés : Perturbateurs endocriniens, Homéostasie buccale, glandes salivaires, EGF,

Gustine, Amylase, Mucine, Préférences gustatives, Comportement alimentaire, soif.



Abstract :

Oral homeostasis strongly influences taste perceptions. It depends on a healthy oral
epithelium and salivary gland secretions, which are both regulated by sex hormones. The aim
of this thesis was to identify the effect of an oral exposure to Bisphenol A, a food packaging
and dental sealer component, and of a soy-diet containing phytoestrogens on oral homeostasis
Two experiments were conducted in adult rats: a dose-response study of BPA (5ug 12.5 mg /
kj / day), and a study about the impact of a soy-diet on the BPA disrupting effects. By using
gustation choice tests, and histological and gPCR-TR molecular approach, we identify for the
first time an action of BPA on dry mouth. We found that BPA reduced water consumption (p
<0.01), increased salt intake (p <0.05) and decreased sugar intake (p <0.05), and also
modulated salivary secretions. These effects were partially reversed by stopping oral
exposure. In contrast, the soy-diet increased water intake (p <10-6) and decreased in salt
preference (p <0.05) by comparing to the semi-synthetic diet did, and may correct the effects
of BPA.

These studies show that BPA and phytoestrogens exert agonist or antagonist estrogenic
effects depending on the biological target, and that a soy-based diet can erase most of the
observed BPA effects.

Keywords: Endocrine Disruptors, Homeostasis mouth, salivary glands, EGF, gustine,

amylase, mucin, taste preferences, food behavior, thirst.
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L’homéostasie buccale découle d’un épithélium buccal sain, d’un organe gustatif fonctionnel
et du bon fonctionnement des glandes salivaires. L’homéostasie buccale, si elle n’est pas
respectée, peut étre a l'origine de bien des problémes : si I’on manque de salive, la cavité
buccale peut héberger des candidoses, des caries, et méme préesenter des atteintes des gencives.
Ces complications vont altérer la qualit¢ de la vie du patient, pouvant aller jusqu’a la
dénutrition. Ainsi, la secheresse buccale touche environ 15 a 20% de la population et des
agueusies totales ou partielles sont des constats cliniques fréquents chez les personnes agées

et /ou médicalisées.

La sécheresse buccale peut avoir pour origine, outre le syndrome de Gougeot, la prise de
certains médicaments non hormonaux et certaines pathologies (diabéte, hypothyroidie,
hypertension). Chez la personne agée, la chute des hormones sexuelles est aussi un facteur
déclenchant, les androgenes et les cestrogénes intervenant sur le flux salivaire, mais aussi dans
la régulation de la synthése des protéines salivaires dont certaines sont impliquées dans le
maintien de I’homéostasie buccale tandis que d’autres sont directement impliquées dans les
mécanismes de perception gustatives et olfactives. Chez la femme ménopausée, les
traitements par des hormones de synthése peuvent, en I’absence d’autres pathologies, rétablir
de maniére partielle ou totale le flux salivaire et ramener un certain bien-étre. Cependant, des
données récentes quant aux conséquences de ce type de traitement sur 1’incidence de cancers
hormonaux (sein, utérus) ont conduit les instances réglementaires a déconseiller fermement
I’'usage des hormones de synthése, amenant le milieu médical & se tourner vers des

alternatives plus naturelles, dont la prescription de phyto-cestrogeénes.

L’UMR 1324 a récemment identifi¢ les glandes salivaires comme cibles privilégiées des
xénohormones alimentaires dés de faibles doses et constate un lien entre une altération de leur
développement et les préférences gustatives. De tels composés sont quotidiennement
retrouvés dans 1’alimentation (phyto-cestrogeénes, contaminants d’emballages plastiques
alimentaires, résidus de pesticides), mais également dans les composites dentaires (bisphénol

A) ou dans I’utilisation de certains dentifrices (dérivés du paraben).

Ceci nous a conduits a réaliser cette theése pour préciser 1’action des xénohormones sur

I’homéostasie buccale.

21



La premiére partie de ce mémoire rappelle le fonctionnement des glandes salivaires, leurs
implications dans le systéme endocrinien, et la place de la muqueuse buccale et de
I’épithélium gustatif dans 1’homéostasie buccale. Nous faisons également le point sur les
connaissances acquises des xénohormones retenues dans nos études, les phyto-cestrogenes et
le bisphénol A (BPA).

La deuxiéme partie de ce mémoire présente les effets observes sur les glandes salivaires et
I’épithélium buccal de rat male exposés via I’eau de boisson & différentes doses de BPA. Nous
avons également porté une attention particuliére a I’influence des phyto-cestrogeénes présent

dans le régime alimentaire.

Nos résultats et les perspectives ouvertes en matiere de santé humaine sont discutés dans la

troisieme partie.
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Deuxieme partie :

Contexte scientifique
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1. Homéostasie buccale

L’homéostasie buccale est sous la dépendance de sécrétions salivaires quantitativement et
qualitativement adaptées et d’un épithélium buccal et gustatif sain, il nous a alors paru

important de préciser le fonctionnement et la régulation hormonale de ces éléments.

A. Salive et glandes salivaires

1. Lasalive

1.1.Définition, origine

La salive est un liquide biologique sécrété par les glandes salivaires, a l'intérieur de la bouche.
Elle joue un grand réle dans la bonne santé bucco-dentaire, la préparation du bol alimentaire
et la digestion ainsi que dans les fonctions de phonation, mastication et deglutition. Elle est
produite par les glandes salivaires majeures (parotide, submandibulaire ou sublinguale) ou

mineurs qui tapissent la cavité buccale

1.2.Le flux salivaire

La sécrétion de salive peut varier de 500 & 1 200 ml par jour : 70 % étant d'origine
parotidienne, 20 % d’origine submandibulaire (la production des autres glandes étant
relativement négligeable)[1]. Cependant, la sécrétion au repos est essentiellement sous
dépendance de la glande submandibulaire (65 a 70%). Cette sécrétion de repos serait
d'environ 100 ml par jour alors que la sécrétion stimulée (essentiellement sous la dépendance

de la glande parotide) serait environ dix fois supérieure.

1.2.1. Variations physiologiques :

- La sécrétion salivaire varie d’un individu a 1’autre de facon importante (variation
inter-individuelle). 1l existe classiquement un dimorphisme sexuel, le flux salivaire étant plus
faible chez la femme que chez I’homme.

- Il existe aussi des variations intra-individuelles : la sécrétion varie en fonction du
cycle circadien ; elle est minimale la nuit (en raison de 1’absence de stimulation des glandes)
et maximale en fin d’aprés-midi [2]. Elle diminue également avec 1’age. Ce phénomeéne est

mis essentiellement en évidence sur la sécrétion au repos [3].
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- L’état d’hydratation intervient également : en cas de deshydratation les glandes
salivaires secretent moins [3] : au méme titre que le rein, les glandes salivaires sont un organe
de filtration, et toute déshydratation entrainera donc une diminution de sécrétion salivaire.

- Les repas et notamment la présence de substances acides sont responsables d’une
augmentation de sécrétion (pouvoir tampon de la salive) [4]. La mastication provoque une

augmentation de la sécrétion salivaire et 1’absence de dents la diminue [1].

1.2.2. Variations d’origine pathologique
- les drogues : le tabac étant un facteur irritatif de la muqueuse il a été constaté une
augmentation de la sécrétion salivaire chez le tabagique [5] L’alcool, quant a lui semble
diminuer le flux salivaire. Certains médicaments (comme les antidépresseurs) peuvent étre
responsables d’une diminution du flux salivaire tant au repos que stimule.
- Certaines pathologies (comme la maladie de Gougerot), le diabete, ou encore des

pathologies associées a une carence en zinc, s’accompagnent d’une sécheresse buccale [6].

1.3.Caractéristigues physico-chimiques

1.3.1. Laviscosité
C’est la résistance d'un fluide a I'écoulement. Elle est fonction de la teneur en
mucopolyglycanes dont la synthese varie selon le type de glande. Ces viscosités sont de: 1,5
poise pour les glandes parotides ; 3,4 poises pour les glandes submandibulaires ; 13,4 poises
pour les glandes sublinguales [7]. La viscosité (de méme que la densité) varie de maniere
inverse au débit.
1.3.2. LepH
Le pH de lasalive humaine est compris entre 6,5 —7,4. Il varie en fonction de 1’age ;
chez le nouveau-né la salive est plus acide que chez I’adulte et le redevient chez le sujet agé.
Il varie aussi dans le nycthémere (sur un jour) en tendant vers l'acidité au repos et la neutralité
lorsque la sécrétion est stimulée.
Le pouvoir tampon de la salive contribue a élever le pH de la plague dentaire en neutralisant
son acidité produite par les bactéries ; il est plus élevé le matin au réveil, puis diminue
rapidement dans la matinée. Il s'éléve apres les repas puis diminue le soir [7]. Le pouvoir
tampon diminue également lorsque le volume de la salive est inadéquat, rendant ainsi la
neutralisation des acides inefficaces et rendant le pH plus acide. Il s'acidifie également en

présence de nombreuses caries. Les modifications du statut hormonal peuvent I’influencer par
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exemple au cours de la grossesse il s’acidifie par modification du pouvoir tampon de la

salive.

1.4.Composition

La salive est un mélange complexe de sécrétions produites par les glandes salivaires, de
résidus alimentaires, de fluide gingival, de cellules épithéliales et de nombreux électrolytes
d'origine plasmatique. Elle est constituée a 99,5% d'eau et contient 0,5% de substances

dissoutes réparties en constituants organiques et inorganiques [8].

1.4.1. Composé inorganique
Les constituants inorganiques regroupent différents minéraux présents sous forme de sel
(tableau 1). Leur teneur varie selon que la salive est une salive de repos ou stimulée et peut
étre inférieure (comme le Na+) ou supérieure (K+) a celle du plasma (cf tableau 1). On
retrouve également des gaz dissous [9].

Tableau 1 : concentrations ioniques dans la salive (mmol/l sauf pour | et F) [10]

Salive entiere (fluide buccal) Salive parotide Salive sous-max
Non-stimulee stimulee Non-  stimulée Non-  stimulée
Moven | Marge | moven | Marge | stimulée stimulée

pH 6.0 3.7-6.2 2.3 —8 D 7.4 6.4 74
Na” 8 6-26 32 13-80 1.3 36 3 45
K" 2l 13-40 22 13-38 24 21 14 17
Ca 1.35 05-2.8 Lo 0.2-4.7 1.05 1.6 1.6 2.4
Mg 0.3 0.1-0.6 04 0.2-0.6 0.15 0.12 0.07 0.4
Cclr 24 8-40 235 10-56 22 28 12 25
HCO;5 2.9 0.1-8 2 4-40 1 3( 4 18
HPO4~ 5.5 2-22 10 2-25 9 4 6 5
I (uotny 14 2-30 1 0.5-23]0.2-1.2 l 0.5
F* (umoln) L3 0.2-2.8 5 0.8-6.3 1.5 1.0

1.4.1.1 Les éléments minéraux :

Le sodium, le chlore le potassium et les bicarbonates sont présents dans la salive primitive a la
méme concentration que dans le plasma puis, au niveau des structures canalaires (cannaux

striés), le sodium et le chlore vont diminuer (réabsorption) alors que le potassium et les
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bicarbonates vont augmenter (pompe Na/K). Dawes [9] conduisant a une salive définitive
hypotonique au plasma. Certains ions sont présents a I'état de traces comme le cuivre, le
manganese, le zinc, le cobalt, les bromures, les nitrites...

Chez le rat, la composition ionique ressemble a celle de I’homme sauf pour le calcium (14
mmol/L) et le magnésium (9 mmol/L) qui ont des concentrations beaucoup plus élevées chez

le rat peut-étre & cause de la différence de régime alimentaire [11].

1.4.1.2. Les gaz dissous :

Comme tous les fluides biologiques, la salive contient de l'oxygéne, de l'azote et de
I'anhydride carbonique. Il existe des variations de la concentration d'oxygene selon I'endroit
de la cavité buccale ; ceci explique la prédominance des bactéries anaérobies au niveau de la

plaque et des sillons gingivo-dentaires plutét que sur la langue.

1.4.2. Composition organique

En plus de I’eau et des molécules inorganiques il existe des molécules organiques comprenant

des protéines, des facteurs de croissances et des déchets buccaux.

1.4.2.1. Déchets buccaux

La cavité buccale abrite des micro-organismes qui constituent une entité appelée biofilm
buccal. Ces bactéries sont a I’état commensal et ne deviennent pathogene que lors d’un
déséquilibre de 1’écosystéme buccal. On trouve aussi des déchets de I’épithélium buccal

(cellules épithéliales desquamées) ainsi que des cellules de I’'immunité.

1.4.2.2 Protéines extrinségues aux glandes salivaires (tableau 2)

Leur concentration, environ 20% des protéines totales, décroit lorsque le débit salivaire
augmente. Elles sont représentées par des glycoprotéines acides, de I'albumine sérique, des
immunoglobulines (Ig) de type IgA, 1gG et IgM, des béta lipoprotéines, des alpha et béta

globulines et de la lactoferrine.
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L'IgA est la principale immunoglobuline de la salive ; son taux est de 5 a 12 fois plus élevé

que le taux d'IgA sérique. Pour certains auteurs, le taux salivaire d'IgA diminue chez les sujets

ayant un indice de caries élevé. Brandtzaeg en 1965, Torchinsky en 1970 et Benfredj en 1971

[7] mettent en évidence une nette augmentation des IgA dans les formes inflammatoires des

parodontites.

Les 1gG et IgM apparaissent dans la salive dans des conditions pathologiques comme le

syndrome de Gougerot-Sjorgen. Leur haute concentration est retrouvée chez les personnes

ayant un déficit en IgA et vient certainement du fluide gingival.

Tableau 2 : composition organique de la salive (Concentrations en mg/l sauf ou indiqué)

[12]
Salive totale Salive parotidienne Salive sous-
maxillaire
Movyenne Ecarts Movyenne Ecarts Movenne | Ecarts
" == mer—

Protéines 1750 2300 1100

-Albumine 25 2 11

-y-globulines 50 {0 60

-Mucoprotéines 450 {00 {00

-Amylase 420 1000 300

-Lysozyme 140 200

-Sialoperoxidase 5.6

-Lactoferrine 12 1-2

-PRP 2000

-Histatines 100

-Fibronectine 2-6 2-6 2-6
Hydrates de 270-400 450 300
carbone
Glucose(mmol/l) 0.02-0.17 0.03 0.03
Lipides 20 20 20
Cortisol(mmol/1) 2-20
Acides aminés 40 10 20
Urée(mmol/1) 2.0-4.2 2.0-4.2 0.7-1.7
Ammonium (mmol1) 0.6-7.0 0.6-7.0 0.2-7.0

1.4.2.3.Protéines intrinséques aux glandes salivaires

Ce sont les protéines synthétisées par les glandes salivaires et déversées dans la salive. Le

protéome salivaire comprend plus de 700 protéines. Elles sont classées en plusieurs familles.

Leur denomination ne répond pas a des criteres bien définis mais repose selon leurs
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caractéristiques fonctionnelles (ex : enzymes), leur composition en acides aminés (proline,

cystatine) ou autre (tableau 2) [1,7,13]

a) Les Enzymes salivaires

- L'amylase : représente 30% des protéines salivaires totales. Elle est sécrétée en
majorité par les glandes parotides : les glandes submandibulaires n'assurent que 20% de sa
sécrétion et les glandes sublinguales et accessoires n'en produisent que trés peu. Sa
concentration augmente avec le débit salivaire. Elle intervient dans les premiéres étapes de
digestions du bol alimentaire et participe a la libération des flaveurs.

- Le lysozyime est présent a hauteur de 10 % des protéines totales. il s’agit d’une trés
grosse protéine (environ 130kd) capable d’hydrolyser les parois des bactéries. Elle a donc un
role désinfectant dans la salive

- L’anhydrase carbonique ou gustine est sécrétée par les cellules séreuses des glandes
submandibulaires et parotidiennes. C’est elle qui assure le pouvoir tampon de la salive.

- Les peroxydases interviennent dans le systeme antioxydant de la salive.

- Les kallicréines sont des enzymes capables de cliver les liaisons peptidiques des
protéines. Les kallicréines sont sous dépendance androgénique mais également cestrogénique
[14]. Elles participent notamment & la transformation du Pro-EGF en EGF.

- Les autres enzymes : on peut également trouver d’autres enzymes qui dégradent les
glucides, ou les protéines comme les phosphatases acides, la lipase, les ribonucléases, les

élastases, les protéases, les cholinesterase ou les collagénases.

b) Les protéines riches en proline
Les protéines riches en prolines (PRP): sont des protéines caractérisées par une réplétion d’un

acide aminé la proline (20 a 45 %), qui leur confere le caractére de revétement protecteur.
Chez les rongeurs, elles sont abondamment produites par les acini séreux de la parotide et de

la submandibulaire [15].

c) Les cystatines
Ce sont des protéines qui inhibent les protéases a cystéine, un précurseur de la

biosynthese de la kinine. Chez le rat, elles sont localisées au niveau des GCT de la glande
submandibulaire [16]. Elles sont presentent dans le biofilm buccal et auraient un role

protecteur dans la cavité buccale.
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d) Les lipocalines

Les lipocalines sont de trés petites protéines (20kd) qui se caractérisent par une structure en
feuillets ; elles sont sécrétées par de nombreux organes, dont les glandes salivaires. Ce sont
des protéines de transport qui se lient aux petites molécules hydrophobes telles que les
hormones et les phéromones, les sels biliaires, mais aussi les ardbmes et les molécules sapides,
les lipides, etc. Les lipocalines sont sécrétées en particulier par les glandes salivaires mineures.

Elles sont souvent responsables d’allergies aux rongeurs, chiens ou chats [17,18].

e) _les mucines
Ce sont des glycoprotéines composées de protéines (75%) et de glucides (25%). Elles sont
sécrétées par les cellules muqueuses des glandes submandibulaires, sublinguales et des
glandes accessoires. En raison de leur forte teneur en glucides (> 80%), leurs grandes
dimensions (> 1 micron), ainsi que leur forme, la sécrétion classique de mucines a de faibles

concentrations forme des gels viscoélastiques hydrophiles qui lubrifient 1’épithélium.

f) les peptides cationiques

Cette appellation regroupe un ensemble de protéines impliquées dans la défense de la cavité
buccale parmi lesquelles les défensines (antifongiques), les histatines (antibactériennes) et la
lactoferrin (large spectre antibiotique), elles sont sécrétées par toutes les glandes majeures
[19].

1.4.2.4. Hormones et neuropeptides salivaires

Les glandes salivaires sont également des glandes endocrines capables de synthétiser des
facteurs de croissance, principalement le nerve growth factor (NGF) et I’epithelial growth

factor (EGF) dont la sécrétion augmente lors des maladies parodontales.

a) Le facteur de croissance épidermique (EGF)

C’est une hormone peptidique aux multiples actions, principalement trophiques [20]. L’EGF
est bio-synthétisé sous forme d’un précurseur au niveau des tubules granulaires (GCT) chez
les rongeurs avec une taille de 160 kDa et se transforme en peptide actif de 6 kDa dans la

salive. Il s’agit d’une protéine soluble, ne pouvant pas traverser la membrane plasmique
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hydrophobe. La transmission de l'information a l'intérieur de la cellule se fait par fixation au
récepteur spécifique de I'EGF. Cette fixation induit une dimérisation du récepteur. Il y a alors
trans-phosphorylation au niveau de certains résidus tyrosines du récepteur (activité tyrosine
kinase intrinseque du récepteur). Son action conduit principalement a une augmentation de
I'activité de transcription de la cellule et a une augmentation de la réplication de I'ADN, ce qui
se traduit par une stimulation de la croissance cellulaire et de la division (mitose). Le
récepteur de ’EGF (EGFR) est un proto-oncogene ; la cellule hote peut se transformer et
devenir une cellule cancéreuse, dans laquelle le récepteur de I'EGF n'aura plus son

fonctionnement normal et participera a la multiplication cellulaire. [21].

b) Le facteur de croissance nerveuse (NGF)

Le NGF a été identifié en 1960 dans la glande submandibulaire. C’est un facteur de
croissance polypeptidique qui posséde un effet puissant sur la croissance et la différenciation
du systeme nerveux sympathique. Le NGF est lui aussi plus élevé chez le rongeur méle que
chez la femelle faisant suspecter une régulation par les androgénes. De méme, 1’hormone

thyroidienne T4 augmenterait sa sécrétion [21].

¢) Les transforming growth factors

On distingue le TGFo et le TGFf. Le TGFa est un polypeptide de 50 acides aminés, qui a la
méme structure et la méme activité biologique que I’EGF, et se lie sur le méme récepteur
EGFR. Une étude de Mogi et al [22] met en évidence 1’évolution postnatale du TGFa et de
I’EGF et montre que la concentration du TGFa est trés importante a la naissance et diminue
progressivement avec 1’age, ce qui lui confére un réle important dans la morphogenése de la

glande. Il est progressivement remplace par le TGF-p.

d) Analogues d’hormones digestives

Les glandes salivaires sécretent d’autres petits peptides identiques a ceux sécrétés par d’autres
organes périphériques comme le foie, le pancréas, ou les reins, etc. On y trouve :
- Le Glucagon like (GLP-1) : il a été identifié dans la salive par Thorens en 1993
- L’Insuline like et Insuline kike growth factors [23]: les facteurs de croissance
analogues a l'insuline (IGF) constituent une famille de protéines mitogénes.

L’IGF-1 et IGF-11 ont été identifiés dans la glande submandibulaire.

31



- La rénine a été identifiée dans les GCT et les cellules canalaires de la glande
submandibulaire. La leptine et le NPY ont été identifiés dans la glande
submandibulaire et dans la glande parotide au niveau des acini et des cellules

canalaires.

- Laparotine est sécrétée par la glande parotide [23].

1.4.3. Autres constituants
Des constituants tels que glucose, urée, acide urique et cholestérol sont également présents
dans la salive. La plupart des hormones périphériques sont également présente a des teneurs

équivalentes aux taux circulant (cortisol, hormones sexuelles, phéromones)

1.5.Rdles de la salive (figurel)
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Figure 1 : r6les de la salive (adapté de [24])

32



1.5.1. Protection de la cavité buccale [1,4,24,25]

1.5.1.1.Protection de 1’épithélium

La salive est un fluide ; elle protége donc les muqueuses contre la déshydratation, grace aux
mucines en particulier. En raison de leur forte teneur en glucides (> 80%), leurs grandes
dimensions (> 1 micron), ainsi que leur forme, la sécrétion classique de mucines a de faibles
concentrations forme des gels viscoélastiques hydrophiles qui lubrifient 1’épithélium. Ces gels
assurent la protection de I'épithélium sous-jacent contre les dommages mécaniques, et permet
un nettoyage mecanique des surfaces dentaires et espaces interdentaires en chassant les
particules alimentaires. L'EGF salivaire quant a lui, renforce le potentiel de cicatrisation des
tissus muqgueux. Le systeme IGF joue un r6le important dans la croissance et le

développement de la langue.

1.5.1.2.Pouvoir tampon et neutralisation des acides

Ce pouvoir dépend de la concentration en bicarbonates qui permettent la neutralisation des
acides et permettent aussi la synthése d’ammoniac [26]. Ces carbonates sont d’origine
plasmatique, ou libérés par les canaux striés des glandes salivaires. 1l est aussi corrélé au
débit salivaire. De plus, il est étroitement relié a I’activité de la gustine. La gustine : est une
enzyme qui permet de réaliser I’équation suivante : CO2+H20«HCO3 +H". Ainsi, elle est
impliquée dans la neutralisation des acides au niveau de 1’cesophage et a une action

protectrice sur les dents. [27].

1.5.1.3.Protection de I’émail dentaire

La salive inhibe également les phénoménes de déminéralisation de I'émail grace aux ions
phosphates et bicarbonates qui contrélent la neutralité du pH salivaire. Les mucines quant a
elles s'opposent a I'entrée directe d'agents nocifs, y compris les bactéries et les virus, dans
I'épithélium sous-jacent. Le systeme IGF joue un rdle important dans la croissance et le
développement des dents, de la machoire supérieure et inférieure. 1l semble également que
I'lGF-1 pourrait étre d'une grande utilité dans le traitement des défauts parodontaux et dans la

cicatrisation des tissus [28].

1.5.1.4.Action bactéricide

Certaines substances jouent un rdle bactéricide. Le lysozyme inhibe 1’agrégation des

Streptococcus mutans et la fermentation du glucose. Le lysozyme attaque la paroi des
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bactéries GRAM+ en les hydrolysant. Il a donc un r6le antiseptique. La lactoferrine est
également bactériostatique sur de nombreux microorganismes en diminuant leur
environnement en fer. Les peroxydases inhibent la croissance et la production d'acides de
certains microorganismes comme les streptocoques, les lactobacilles et autres bactéries Ces
enzymes libérent de 1’oxygeéne actif, qui convertit le thiocyanate présent dans la salive en
hypothiocyanite, qui oxyde le groupe SH de certaines enzymes vitales au métabolisme
bactérien. La pénétration des antigénes bactériens et alimentaires peut étre empéchee par les
IgA qui agissent par diverses actions :

e Elles sont capables d'agglutiner les streptocoques pour inhiber leur colonisation.

e Associées au lysozyme, elles entrainent la lyse d’Escherichia coli.

e Les complexes antigénes-1gA seraient plus sensibles a la phagocytose (opsonisation).

e Réparation des tissus mous: La salive joue également un role dans le processus
réparation des tissus mous, grace a la présence de facteurs d'accélération de la
cicatrisation, en particulier du facteur de croissance épithélial (EGF). Son action
conduit principalement a une augmentation de I'activité de transcription de la cellule et
a une augmentation de la réplication de I'ADN, ce qui se traduit par une stimulation de

la croissance cellulaire et de la division (mitose) [5,21].

1.5.2. Pré-Digestion du bol alimentaire [13,29,30]

La salive va faciliter la mastication. Mélangée aux aliments, la salive forme le « bol
alimentaire » qui est projeté par la langue a travers le pharynx et glisse plus facilement dans
I’cesophage, ceci grace aux substances mucilagineuses qu'elle contient. Cette lubrification
continuelle des surfaces dentaires et mugueuses facilite également la parole.

Les enzymes contenus dans la salive vont débuter le phénomeéne de digestion. L’a-amylase va
dégrader les grosses molécules d’amidon en molécules assimilables par le tube digestif
(dextrines puis maltose). Les lipases sont spécialisées dans la transformation de triglycérides
en glycérol et en acides gras (lipolyse) assimilables dans le tube digestif ; enfin les protéases

permette de mieux assimiler les peptides [1].
1.5.3. Maintien de I’équilibre hydrique

Les glandes salivaires font partie du systeme de contr6le permettant de maintenir I'hydratation

de I'organisme a un bon niveau.
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La soif est déclenchée par la sensation de sécheresse buccale, provenant d'une diminution de
la sécrétion salivaire de repos, entrainant la stimulation de récepteurs sensitifs intra-buccaux.
Les changements osmotiques plasmatiques sont aussi détectés au niveau de I'nypothalamus
(osmo-récepteurs) libérant I'hormone antidiurétique (diminution de I'excrétion d'eau) et de
I'appareil juxta-glomérulaire rénal entrainant, grace au systeme renine-angiotensine, la
libération d'aldostérone par les glandes cortico-surrénales diminuant I'excrétion de sel [31].

La rénine sécrétée par les glandes salivaire interviendrait dans la régulation du flux sanguin de
la glande (role paracrine).

Les kallicréines quant a elles ont des propriétés vasoactives. La famille de ce groupe
d’enzyme inclut la tonine ; une enzyme présente dans les glandes salivaires de rat
(spécifiquement dans les GCT et canaux striés de la glande submandibulaire) capable de

cliver I’angiotensine I en I’angiotensine II [16].

1.5.4. Gustation
De méme, la salive joue un rdle dans la gustation en solubilisant les substances sapides, étape
indispensable a leur fixation sur les récepteurs gustatifs situés dans les bourgeons du go(t [32].
Ainsi, les lipocalines sécrétées par les glandes salivaires, interviennent dans le transport des
phéromones et dans le transport de molécules odorantes ou sapides, en particulier les
molécules lipidiques ou lipophiles. Ainsi leur action se fait directement au niveau des papilles
gustatives [33]. La gustine est indispensable au bon fonctionnement des bourgeons du godit.
Il a également été démontré que le NGF était impliqué dans la perception gustative [34].
Quant a I’EGF il maintient 1’intégrité de 1’épithélium gustatif [35]. Les cystatines ont un role
gustatif mal défini, mais elles servent a protéger les tissus buccaux des enzymes et permettent

ainsi le bon fonctionnement des bourgeons du godt [16].

1.5.5. Fonction hormonale (tableau 3)[1,23,30]

a) La parotine est la premiere substance extraite des glandes salivaires ; elle agit sur le
développement et la nutrition des tissus osseux et cartilagineux. Il s’agit d’une hormone qui
freine le processus de geérontification et diminue la concentration en calcium sérique [36].
Puis d'autres substances ont été mises en évidence comme I'EGF (epithelial growth factor), le
NGF (nerve growth factor), I'insuline, la rénine et la kallicréine, plus précisément au niveau

des cellules des canaux striés.
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b) I’EGF : Les actions de I’EGF provenant de la glande SM peuvent aller au-dela de la
cavité buccale et atteindre, par la circulation sanguine, des organes distants ou il peut interagir
avec le récepteur de I'EGF. Une des preuves de cette fonction endocrine de I’EGF
submandibulaire est que 1’ablation des glandes SM chez le rat réduit ’EGF circulant dans le
sang a des quantités négligeables [37]. Ainsi, ’EGF semble agir au niveau de la
spermatogénese, la fertilité et le développement de la glande mammaire chez les femelles. Il
semble également qu’en liaison avec I’Insuline like, il intervienne dans la longévité de la vie
[38], pour réguler I'hnoméostasie protéique en favorisant I'expression des génes antioxydants,
stimule Il'activité du systeme ubiquitine protéasome (UPS), et en réprimant I'expression de

chaperons de chaleur petites protéines de choc [38].

Tableau 3 : hormones ou hormones like isolées dans les glandes salivaires (adapté [1])

Role dans le métabolisme général et sur la fonction salivaire Facteurs de régulation de leur concentration
salivaire
Hormones stéroides Synthése du cholestérol dans la glande submandibulaire
Insuline Synthése d’une hormone insuline-like dans la parotide chez ’animal. Les

glandes salivaires auraient une implication fonctionnelle dans certains états
pathologiques comme le diabéte

Parotine Meétabolisme ostéocalcique, glucidique et lipidique 2

Nerve growth factor Développement et conservation de I’intégrité fonctionnelle des voies Contréle sympathique &-adrénergique
sympathiques

Epidermal growth Stimulation des mitoses et régulation de la multiplication cellulaire Contrdle hormonal :cestrogénes, androgénes,

factor Facteur déterminant du développement et de la mise en place des structures hormones thyroidiennes

faciales et buccodentaires

Kallicréine Régulation du débit vasculaire dans la glande salivaire (médiateur de la Contrdle hormonal :cestrogénes, androgénes,
vasodilatation)
lors des périodes sécrétoires

Rénine Régulation locale de la pression sanguine Contréle sympathique &-adrénergique et
parasympathique cholinergique
Contréle hormonal : androgénes

Prostaglandine Stimulation du flux salivaire D)
Modulation de la libération d’autres peptides synthétisés par les glandes '
salivaires comme la rénine

c) .Le NGF, quant a lui, exerce des effets trophiques et de différenciation sur des
populations neuronales périphériques et centrales. Il est impliqué dans la réponse a des stress
environnementaux. 1l a également était démontré que le NGF était impliqué dans la
perception gustative [34]. 1l a été¢ démontré qu’en son absence, les neurotransmetteurs tels que
la substance P, la thyrosine-hydroxylase (enzyme clé de la synthése d’adrénaline) et la
dopamine étaient diminues [21]. Il semblerait que le NGF puisse avoir un passage sanguin via
une réabsorption transépithéliale [39]. Il a été évoqué le fait que le NGF puisse accéder a la
propre régulation sympathique de la glande salivaire par voie rétrograde (en suivant

I’innervation sympathique de la glande).
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d) Les kallicréines sont impliquées dans le clivage de précurseurs hormonaux comme
I’EGF ou le NGF [40].

e) L’/IGF a un role paracrine dans le maintien de la structure et de la fonction de la
glande submandibulaire [41]. L’IGF contréle la croissance, la différenciation et le maintien de
la fonction différenciée dans de nombreux tissus. L'IGF-11 a été montré pour étre surexprimé
dans les adénomes des glandes salivaires, ce qui suggere que la signalisation aberrante IGF

peut étre un facteur important dans I'étiologie des cancers oraux [28].

f) La leptine et le NPY interviennent dans la régulation de la prise alimentaire et de la

satiété.

2. Anatomie des glandes salivaires [42- 44]

Chez les mammifeéres, on différencie 2 types de glandes salivaires : les glandes salivaires
principales (représentées par les glandes parotides, submandibulaires et sublinguales) et les
glandes salivaires accessoires ou mineures (que I’on retrouve sous la langue, sur les joues ou
sur le palais). Nous présentons ici les glandes salivaires de I’homme et les particularités des

glandes salivaires chez le rongeur, animal le plus utilisé pour les études en laboratoire.

2.1.Les glandes salivaires majeures

2.1.1. Laglande parotide (figure 2) [1,44]

C'est la plus volumineuse des glandes salivaires. Elle est entourée d'une capsule de couleur
blanc jaunatre, de consistance molle et pése de 25 a 30 grammes.

Sa situation est superficielle : au-dessous et en avant du conduit auditif externe, en arriere du
ramus et en avant des apophyses mastoide et styloide et des muscles qui s'y attachent. Elle est
de forme pyramidale et posséde un canal excréteur, le canal de Sténon, qui draine la salive
qu'elle sécrete.

La glande parotide recgoit son innervation du nerf auriculo-temporal qui innerve I'articulation
et se divise en une branche cutanée et une branche glandulaire sécrétoire. C'est ce nerf, ainsi
que le rameau antérieur auriculo-parotidien de la branche auriculaire du plexus cervical

superficiel, qui assurent I'innervation sensitive de la région parotidienne.
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Chez le rat, cette glande est également la plus grosse (0.35g), elle est mal limitée car
« noyée » dans le gras cervical. Sa situation est latéro-cervicale a proximité du conduit auditif
externe et de la glande lacrymale extra-orbitaire (photo 1)

2.1.2. Laglande submandibulaire (figure 2)[7,44,45]

Elle a la forme d'une amande et pese de 5 a 10 grammes. Sa surface légérement lobulée est
recouverte d'une capsule propre qui adhere peu aux parois de la loge, permettant le clivage de

la glande facilement.

Elle se situe dans la partie latérale de la région sus-hyoidienne et occupe la dépression limitée
d'une part, par la face interne de la mandibule et par les muscles sus-hyoidiens, d'autre part
par la face latérale de la base de la langue et celle du pharynx. Son canal excréteur, le canal de
Wharton long de 5 a 6 centimétres, s'ouvre dans la cavité orale au sommet de la caroncule
linguale au niveau de la base du frein de la langue. L'innervation de la glande
submandibulaire provient de nerfs issus du ganglion sous-maxillaire, du nerf lingual et de la
corde du tympan.

Chez le rat (photol), la glande est située dans la région paramédiane du cou. Elle est bien
individualisable. Elle est accolée a la glande sublinguale, mais facilement identifiable par sa

couleur jaune-rosé. Cette glande pese environ 300mg.

ORINCE DU CANAL DF STEY

CANAL D8 WHARTON

px.g ey

Figure 2 : anatomie des glandes salivaires majeures (D'aprés Henry Gray) chez I’homme

38



Photo 1 : glandes salivaires du rat (folia INRA)

2.1.3. Laglande sublinguale (figue 2) [1,7]

C'est la plus petite des glandes salivaires majeures. Elle mesure 2 a 3 centimetres de long pour
6 & 8 mm d'épaisseur. Elle pése environ 3 grammes et a la forme d'une amande aplatie. Cet
amas d'une vingtaine de lobules glandulaires est situé entre la mandibule et la base
d'implantation de la langue, c'est-a-dire de part et dautre du frein lingual. La glande
sublinguale présente un grand nombre de canaux excréteurs parmi lesquels on distingue le
canal de Rivinus qui longe le canal de Wharton. Il s'abouche juste en dehors de celui-ci au
niveau de la papille sublinguale, en dehors de la caroncule linguale, mais peut aussi se jeter
dans ce dernier.

L'innervation est issue du ganglion sublingual et de la corde du tympan par I'intermédiaire du
nerf sublingual.

Chez le rat c’est également la plus petite glande (50 mg). Elle est, comme la glande
submandibulaire, en position cervicale paramédiane, supérieure a la glande submandibulaire

et facilement identifiable par sa couleur brun chamois.

2.2.Les glandes salivaires mineures [7,46]

Elles sont disséminées sur toute la surface de la muqueuse buccale, excepté au niveau des
gencives, du vermillon des lévres et de la région antérieure du palais. Ce sont en général de
petits amas d'unités sécrétoires non encapsulés s'ouvrant dans la cavité buccale via de courts

canalicules.
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- Les glandes labiales occupent la face interne des lévres et sont d'un acces aise pour
les biopsies. Les glandes jugales se situent dans la muqueuse des joues. Celles qui sont
groupées au voisinage de I'ostium du canal de Sténon sont appelées « glandes molaires ». Les
glandes palatines ou vélaires sont regroupées en paquets dans les parties postéro-latérales du
palais osseux et dans les muqueuses Vélaire et uvulaire. Leurs canaux excréteurs, plus longs et
irréguliers, ont des orifices larges et facilement visibles.

- Les glandes du trigone rétro-molaire se trouvent en arriere des molaires maxillaires et
en avant du pilier antérieur du voile du palais.

- Les glandes linguales sont divisées en plusieurs sous-groupes :

- Les glandes antérieures ou glandes de Blandin-Nliun se situent a la face
ventrale de la langue, le long du frein lingual.

- Les glandes postérieures ou glandes de Von Ebner sont annexées aux
papilles foliées et caliciformes et logées dans les fibres musculaires. Leurs
canaux excréteurs se situent entre les papilles linguales.

- Les glandes de Weber occupent la partie postérieure des bords latéraux de
la langue et la région amygdalienne.

Le rat présente également des glandes salivaires accessoires disséminées dans la cavité

buccale et n’ayant pas de canal excréteur.

3. Histologie des glandes salivaires [7,47]

3.1.Histologie de ’adénomeére (figure 3)

Les glandes salivaires sont entourées d’une capsule conjonctive fibreuse et contiennent des
lobules. Les vaisseaux sanguins et les nerfs pénétrent dans la glande par le hile et se ramifient
dans les lobules. L'unité sécrétrice du parenchyme lobulaire est I'adénomeére (Figure 4). Il est
constitué de cellules sécrétrices formant des agglomérats creux dénommés acini dont la cavité
(le lumen) se prolonge par un canal intercalaire. Les canaux intercalaires font suite aux acini
sécréteurs ; ils possedent un petit diamétre et sont revétus d'un épithélium pavimenteux
cubique simple et recueillent la salive. Ils se réunissent dans un canal excréto-sécréteur le
canal intralobaires, ayant une paroi formée par des cellules cylindriques hautes dont le pole
basal apparait strié en raison des nombreux replis de la membrane plasmique associés a des
mitochondries. Ces cellules sont le siege de fonctions métaboliques (réabsorption de sodium

et de chlore ; sécrétion de bicarbonate de potassium et aussi sécrétion de glycoprotéines).
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Chaque canal strié déverse les secrétions du lobule dont il est issu dans le canal inter-lobulaire
qui circule dans les cloisons inter-lobulaires. Le canal interlobulaire constitue le canal
excréteur de la glande salivaire et débouche dans la cavité buccale. L'épithélium d'abord bi-

stratifié, devient ensuite pluristratifie.

Figure 3 : histologie de I’adénomere [1, 48]

Entourant chaque acinus, les cellules myoépithéliales sont similaires en tous points aux
cellules musculaires lisses. Contractiles, elles joueraient un role dans I'expulsion des produits

de sécrétion.

On distingue plusieurs types d’acini suivant la composition de leur produit de sécrétion et
leur morphologie :

Acinus muqueux : 11 s’agit le plus souvent d’une tubulo-acinus en raison de sa forme
allongée. Il est composé de cellules pyramidales disposées autour d'une lumiere large. Le
cytoplasme occupe la plus grande partie de la cellule et sa majeure partie est occupée par des
vacuoles de mucus, PAS +, contenant des mucines neutres ou acides (coloration rose) .Les
organites cellulaires sont refoulés au p6le basal, qui présente un noyau aplati et dense.

Acinus séreux : il est de petite taille et composé de cellules sphériques possédant un
noyau arrondi situé dans le tiers inférieur. Le p0le apical est occupé par des grains de

zymogene (substance protéique dont la transformation dans I’organisme donne des enzymes)
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qui se déversent directement, dans une lumiére de faible calibre. Le pdle basal est lui
fortement basophile (coloré en bleu) en raison de sa richesse en réticulum granulaire.
Ces cellules sont unies les unes aux autres par des zones de jonctions complexes de type «
GAP ». Les acini séreux sont géneralement entourés par des cellules myoépithéliales, dont le
cytoplasme contient des myofilaments de 4 a 8 millimétres de diamétre.

Acinus séro-muqgueux ou mixte : il contient des cellules muco-sécrétantes dans la
partie proche du canal excréteur et des cellules séreuses, plus distales, disposées en demi-
sphére autour des précédentes. En coupe, ces derniéres forment une structure hémicirculaire,

ou croissant de Gianuzzi.

3.2.Spécificité des glandes salivaires (photo?)

3.2.1. La glande parotide

Il s'agit d'une glande acineuse composée et ramifiée, dont les unités sécrétrices sont
constituées presque exclusivement de cellules séreuses. Les grains de sécrétion PAS +
témoignent de la présence de polysaccharides ; ils sont de plus trés riches en protéines et
possédent une activité amylasique (sécrétion d’amylase) élevée. Les cellules des canaux
striés présentent, quant a elles, les caractéres morphologiques de cellules assurant le transport
des ions. La capsule comporte de nombreux plasmocytes et lymphocytes. Les plasmocytes
sécretent les immunoglobulines A (IgA) qui peuvent résister a toute digestion enzymatique.
Dans la salive elles constituent un moyen immunologique de défense de la cavité buccale vis-
a-vis de toute agression pathogene. Les cellules sécrétrices représentent environ 90% du
volume de la glande, les canaux striés environ 5%, et le volume restant est formé par les
canaux excréteurs extra-lobulaires, le tissu conjonctif, les vaisseaux, les nerfs.

Chez le rongeur, on retrouve une similitude histologique avec également une sécrétion

d’amylase et de protéines.

3.2.2. La glande sublinguale

Il s'agit également d'une glande tubulo-acineuse composée et ramifiée. Les cellules séreuses
se regroupent en croissants de Gianuzzi et sécrétent du lysozyme (peptidase). Les cellules
muqueuses représentent 60% du volume de la glande, les cellules sereuses 30%, les canaux
striés 3%, et le volume restant est formé par les vaisseaux, les nerfs et les autres canaux

excréteurs. La structure de cette glande chez le rat est identique.
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3.2.3. La glande submandibulaire

Il s'agit d'une glande tubulo-acineuse dont les unités sécrétrices sont constituées de cellules
mugqueuses et de cellules séreuses. Les cellules séreuses sont les plus nombreuses et se
distinguent des cellules muqueuses par leur noyau arrondi et leur cytoplasme basophile. Leurs
membranes plasmiques basales et latérales dessinent de profonds replis qui permettent de
multiplier par 60 la surface d'échange : ceci facilite le transport des électrolytes et de I'eau.
Les grains de sécrétion de ces cellules sont également PAS + car ils contiennent des hydrates
de carbone : cependant I'activité amylasique de ces cellules demeure faible. Les cellules
séreuses des croissants de Gianuzzi sécrétent une enzyme, le lysozyme, qui a pour activité
principale d'hydrolyser les parois de certaines bactéries. C’est dans les cellules canalaires des
canaux striés que sont synthétisés chez I’homme le NGF, I’EGF, I’insuline like, les
kallicréines et la rénine. Les cellules séreuses constituent 85% du volume de la glande, les
cellules muqueuses 5%, les canaux striés 5%, et le volume restant est formé par les vaisseaux,
les nerfs et les autres canaux excréteurs.

Chez le rat, I’histologie de la glande submandibulaire est sensiblement différente : elle
contient deux types de compartiments sécrétoires possédant deux modes de secrétions
différents. On distingue les acini et les tubules contournés granulaires (GCT). Les acini
constituent la partie prédominante. Le GCT est un type de canal sécrétoire spécialisé ; il se
situe entre le canal intercalaire et le canal strié et caractérise les glandes submandibulaires des
rongeurs [49]. Les GCT présentent un intérét particulier car ils concentrent plusieurs protéines

biologiquement actives comme le NGF, I’EGF, la rénine et des kallikreines [50,51].

3.2.4. Les glandes salivaires mineures

Les glandes labiales, jugales et palatines sont qualifiées de glandes salivaires muqueuses,
comme les glandes linguales de Blandin-Nuhn et de Weber. Seules les glandes linguales de

Von Ebner sont purement séreuses.
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4. Mécanisme de la formation de la salive [1]

En 1954, Thayseu [1] émet I'nypothése d'une formation de la salive en deux étapes expliquant
la variation de concentration des principaux électrolytes salivaires par rapport a leur taux
plasmatique.
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La premiére phase se déroule au niveau de I'acinus ou le fluide plasmatique filtre a travers les
cellules acineuses, sans modification ionique notable, et aboutit a la formation d'une salive
isotonique au plasma appelée salive primaire.

La deuxiéme phase s'effectue dans le canal strié ou la salive primaire est modifiée par une
sécretion et une réabsorption d'électrolytes aboutissant a la formation de la salive finale,
hypotonique au plasma. Ceci est réalisé par la mise en jeu d'une pompe Na'/ K'ATPase,
située au pole basal des cellules des canaux striés, qui réabsorbe le sodium (Na*) et excréte le
potassium (K*).

Parallelement, il existe une sécrétion d'ions bicarbonate (HCOg3-) qui assurent la régulation du
pH & l'origine du pouvoir tampon de la salive. Ainsi, le pH légérement acide de la salive
primaire va augmenter au cours de sa progression dans les canaux striés. Les canaux striés
sont également le siége d'une production endocrine importante : NGF, EGF, TTF (facteur de
transformation des thymocytes) et parotine (mainteneur du taux de calcium sérique).

Quant aux sécrétions proteiniques, elles proviennent essentiellement des cellules acineuses.

5. Meécanismes de contrbéle de la sécrétion salivaire [13]

La régulation de l'activité des glandes salivaires est double. Un contrdle nerveux, par le
systeme autonome neuro-végétatif, se fait grdce aux circuits utilisant des fibres
parasympathiques et orthosympathiques, et une régulation hormonale existe aussi a l'aide

d'’hormones telles que les hormones androgeénes, thyroidiennes ou corticosurénaliennes.

5.1.Le contrble nerveux

5.1.1. Le couplage excitation-sécrétion [1]

La sécrétion salivaire est déclenchée par la fixation des neurotransmetteurs sur leurs
récepteurs membranaires. Le neurotransmetteur du systeme parasympathique, I'acétylcholine,
se fixe sur des récepteurs muscariniques. Celui du systéme orthosympathique, la
noradrénaline, se fixe lui sur des récepteurs adrénergiques alpha et béta.

Si toutes les cellules acineuses salivaires semblent posseder des récepteurs cholinergiques sur
leur membrane basolatérale, il existe une variabilité importante concernant la présence des
deux types de récepteurs adrénergiques. Ainsi, selon les glandes, la stimulation
orthosympathique déclenche une salivation variable. Cependant, d'une fagcon génerale, il est

admis que l'activation du systeéme parasympathique déclenche une sécrétion abondante d’une
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salive fluide, tandis que celle du systéeme orthosympathique déclenche une sécrétion moins

abondante d'une salive visqueuse, riche en protéines.

5.1.2. Lasécrétion salivaire réflexe (fig 4)[1,52]
La mise en jeu de la sécrétion salivaire réflexe peut résulter d'excitations directes lors de la
mastication en stimulant des mécanorécepteurs desmodontaux d'une part et des récepteurs

gustatifs d'autre part.

Les influx afférents issus des mécanorécepteurs desmodontaux empruntent le trajet des nerfs
maxillaire (V) et mandibulaire (V3) pour rejoindre le complexe sensitif trigéminal. De I3, les
influx se projettent sur les noyaux salivaires bulbaires.

Les influx afférents issus des récepteurs gustatifs empruntent quant a eux le trajet de trois
nerfs craniens (VII bis, IX et X) avant d'atteindre le noyau du faisceau solitaire qui se projette
également sur les noyaux salivaires (figure 4).

La stimulation des récepteurs olfactifs, voire visuels et auditifs (réflexes conditionnés) est

également capable de déclencher une salivation réflexe.

Figure 4 : contr6le neurologique de la sécrétion salivaire : reflex salivaire conditionné
(48)

5.2.Le contrdle endocrinien [1,7]

Bien que l'activité sécrétoire des glandes salivaires soit en majorité sous la dépendance du
systéeme nerveux autonome, différentes études ont mis en évidence une influence hormonale
(tableau 4).
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Tableau 4 : Schéma simplifié¢ des récepteurs androgenes (AR), des récepteurs d'cestrogénes (ER-

o et ER-P) et des récepteurs de la progestérone (PR) dans les glandes salivaires de I'homme.

AR | ERa |ERpS | ER Non spécifié | PR
Acini +12 |-34 +4,5 +/-7
GCT +2 234 +4,5 +6,7 +7
Canaux striés v12 | -34 445 ‘7 ‘7
Canaux excreteurs | | 34 +45 ‘7

Le «+» indique la présence, le « -» indique I’absence, et le «+ / -» indique un résultat douteux.) 1 Morrell et al , 1987[53] ; 2
Laine et al , 1993 [54]; 3 Vadlamudi et al , 2005[55] ; 4 Ohshiro et al , 2006[56] ; 5 Williams et al , 2007[57] ; 6 Weinreb et
al , 2009[58] ; 7 Ozono et al , 1992[59]

5.2.1. Ledimorphisme sexuel des glandes salivaires

Les glandes salivaires se développent difféeremment chez I'hnomme et la femme : chez I'homme,
nous observons que les cellules des canaux striés sont plus abondantes. Chez le rat, le nombre
de GCT est plus important chez le méle que chez la femelle : on parle de dimorphisme sexuel.

Il existe également des modifications de la composition salivaire par exemple la concentration
en sodium de la salive au repos augmente jusqu'a quatorze ans chez I’homme puis plafonne,
tandis que chez la femme cette concentration reste inchangée durant toute la vie. Chez le
rongeur male I’EGF est 14 fois plus élevé que chez la femelle [20]. Il existe également une

augmentation de 1’activité enzymatique protéolytique chez le rat male.

5.2.2. Controle eestrogénique

Il a été démontré qu’il existait dans les glandes salivaires des récepteurs ERP mais pas de
récepteur ERa [60].

Il a été¢ démontré que les cestrogenes augmentent la sécrétion d’IGA dans la glande parotide
[61].

Il a été montré que le traitement hormonal substitutif modifiait la sécrétion salivaire et sa

composition en augmentant notamment la sécrétion salivaire (tableau 5).
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De plus, I’cestradiol stimule dans les glandes submandibulaires 1’expression de Mucine Mus
5B, chez I’espéce humaine [62]. Il induit aussi la sécrétion de certains polypeptides actifs
(NGF, EGF, rénine et kallikréine) en proportions égales dans les glandes sublinguales et
submandibulaires [63]. Ainsi, 1’cestradiol est capable d’activer le récepteur de I’EGF a partir

de la stimulation d’ERo membranaire, conduisant a la libération d’EGF [21].

Tableau 5 : effets du traitement hormonal substitutif sur les glandes salivaires et la flore

bactérienne orale

Effets d’un traitement hormonal substitutif Auteurs

Augmentation de la salivation ship et al , 199[64] ; Hietala et al , 1993[65] ; Laine et Leimola-Virtanen,
1996[66] ; Eliasson et al , 2003[67] ; Yalgin et al , 2005[68]

Amélioration de la capacité tampon de la salive Evio et al , 2006[69] Hietala et al , 1993[65] ; Laine et Leimola-Virtanen,
1996[66]

Augmentation de Dexcrétion de peroxydase | Leimola-Virtanen etal, 1997b[70]
salivaire

Diminution de la concentration du calcium salivaire | Sewon et al , 2000[71]

Moins de lactobacilles Hietala et al , 1993[65] ; Leimola-Virtanen et al , 1997b[70]

5.2.3. Contr6le androgénique

Des études ont montré que la dihydrotestostérone (DHT) a un effet sur la composition totale
en protéines salivaires [72]. L’a-amylase est secrétée essentiellement dans la parotide (70%)
mais aussi par les GCT des glandes submandibulaires des souris, et est sous I’influence des
androgenes et les hormones thyroidiennes. Il n’existe aucun dimorphisme sexuel sur ’activité
de cette enzyme [50]. De méme, la testostérone stimule la sécrétion de lipase [73]. Les
kallicréines sont elles aussi sous I’influence des androgéne [16]. De plus des études ont
montré qu’une kallikréine, la tonine, est absente chez les femelles souris, ce qui suggére une
cestrogeno-dépendance de son expression [50]. La sécrétion de cystatine ou de proline varie
en fonction de 1’age, impliquant une probable dépendance vis-a-vis des hormones
stéroidiennes (figure 5)[74]. Ainsi I’isoprotérol, un androgene de synthése, semble stimuler la

sécrétion de cystatine de type Il et celle des PRP [16].
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Figure 5 : variations qualitatives et quantitatives de la composition de salive en protéines

avec I’age, chez ’homme [74]

5.2.4. Les hormones thyroidiennes

Il a été montré que la thyroidectomie empéche le développement du poids de la glande sous
maxillaire au court du développement et provoque des altérations morphologiques de la
glande (notamment au niveau des TGC) [21]. En cas de thyroidectomie ou d'hypofonction de
la thyroide, il existe une baisse de la quantite de salive secrétée et une baisse du taux
hormonal d'EGF au sein de cette salive. Par contre, I’EGF salivaire va étre augmenté par les

hormones thyroidiennes [21].

5.2.5. Les corticostéroides

La surrénalectomie diminue la taille des canaux excréteurs de la glande submandibulaire. Il a
également été montré que le cortisol était capable de rétablir la taille des TGC altérés par la

castration [21].

Il semble ainsi que les hormones thyroidiennes et surrénaliennes peuvent agir de a méme
facon sur les TGC, les androgénes agissant comme facteur additionnel ce qui expliquerait le

développement plus important de ces cellules chez le male [21].
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5.2.6. Les autres hormones (tableau 6) [1]

- Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone. 1l favorise I'excrétion

salivaire du potassium et la rétention du sodium.

- Réle de I’hypophyse: en cas d’hypophysectomie la production de salive

diminue et la transformation du fluide au niveau des canaux striés est modifiée.

- Les hormones de croissance : elles agissent sur le débit et la

composition salivaire en régulant la concentration du calcium.

- La 5-hydroxytryptamine (5-HT) ou serotonine les chercheurs ont

conclu que la sérotonine induit la libération de I’amylase en agissant sur les

récepteurs sérotoninergiques spécifiques et que les niveaux d’hormones

thyroidiennes modifiait I'effet de la sérotonine [75].

Toutes ces hormones font donc plus que controler la sécrétion salivaire, puisqu'elles modifient

la composition de ce fluide. Toute modification du statut hormonal va donc conduire a une

modification de la composition et de I’action de la salive

Tableau 6 : controle endocrinien de la salivation (adapté de [1])

Influence sur la sécrétion salivaire

Stéroides sexuels | Modifications anatomiques : dimorphisme sexuel chez le rat
Augmentation de ’activité enzymatique protéolytique chez le

rat male

régulation des fonctions endocrines et exocrines des glandes salivaires
Hormones Modifications morphologiques de la glande (structures sécrétrices)
thyroidiennes Régulation des activités protéolytiques de type enzymatique

(rénine, kallicréine)
Insuline Modifications morphométriques de la glande

Role important sur I’activité de synthése et de libération des
protéines glandulaires

6. Dysfonctionnement des glandes salivaires et conséquences

6.1.L’hyposialie

L’hyposialie ou la diminution de la sécrétion salivaire est une affection fréquente dont le

principal symptome est la sécheresse de la bouche (xérostomie). Elle est définie par une

sécrétion salivaire inférieure a 0,3ml/min au repos. Cette affection est a I’origine de toutes



sortes de problemes oropharyngés, et comporte notamment un risque accru de caries et de
candidose, de problémes de déglutition ou de mastication, et de problemes avec les prothéses
dentaires. Tous ces ennuis supplémentaires peuvent avoir un impact négatif sur la qualité de

vie. La xérostomie est plus fréquente chez les personnes agées (incidence de 10 a 40%).

- Les hyposialies médicamenteuses (tableau 7) sont de loin les plus fréquentes [76] : la
prise de tranquillisants, de neuroleptiques et de somniferes sont tous pourvoyeurs de bouche
séche et de troubles de la sensibilité linguale. Cette hyposialie est en principe transitoire mais
il est en général impossible et parfois dangereux de supprimer ces médicaments.

- La radiothérapie cervico-faciale : durant la période d'irradiation une stomatite
érythémateuse s'installe toujours. La xérostomie est constante au decours de l'irradiation. Si la
radiothérapie est réalisée en modulation d’intensité, 6 a 8 mois plus tard une amélioration doit
se manifester. Il reste néanmoins souvent une hyposialie avec excrétion d'une salive épaisse,

blanche mousseuse caractéristique.

Tableau 7 : étiologies médicamenteuses de I’hyposialie : principales classes (JIM.fr)

- Les affections auto-immunes : il s'agit d'un groupe d'affections assez fréquentes dont
I'étiologie est mal connue : il existe un trouble de I'immunité cellulaire humorale avec
fabrication d'auto-anticorps. Une xeérostomie eévolutive apparait diversement associée a
dautres manifestations similaires, notamment lacrymales et articulaires (polyarthrite

rhumatoide) et réalise alors le classique syndrome de Gougerot-Sjoegren. Le tableau clinique
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de ce syndrome de Gougerot-Sjoegeren est en général celui d'une femme en période de
ménopause avec sécheresse buccale, sécheresse oculaire et douleurs articulaires. La
sécheresse buccale est rapidement invalidante. Sur le plan clinique apres un bilan biologique
standard, les tests de Waaler-Rose s'avérent souvent positifs ainsi que la recherche d'auto-
anticorps apres un certain temps d'évolution notamment les anticorps anti-canaux salivaires,

les anticorps anti-muscle lisse, les anticorps antithyroidiens ou les anticorps anti-DNA.

6.2.Affections hormonales et salive

- Diabeéte : Les personnes souffrant de diabéte présentent une xérostomie plus fréquente
que les personnes saines [77]. Mata et al (2004) [78] ont montré que les patients souffrant de
diabéte ont une activité sécrétoire salivaire réduite, et une concentration en Ca+ élevee,
contrairement a la concentration en Mg2+, Zn2+ et K+ qui sont réduites par rapport aux sujets
sains.

- Obésité : chez des enfants en surpoids et obéses, il existe une altération de la
composition de la salive avec une diminution de la concentration en phosphates, une
augmentation de I’acide sialique, une augmentation de la teneur en protéines salivaires et une
diminution de I’activité peroxydasique, sans aucune variation du débit salivaire [79]. Il
semble aussi que les obéses aient des glandes salivaires plus petites et secrétent moins de
NGF [80].

- Hypothyroidie : La thyroxine semble avoir un effet sur le débit et la composition
salivaire. En effet, I’hyperthyroidisme augmente le débit salivaire, la concentration du

potassium et diminue la concentration totale en protéines et en calcium [21].

6.3.Variation de la salive chez la femme

Il n’a pas été constaté de modification du flux salivaire pendant le cycle menstruel.
L’utilisation d’une contraception était responsable d’une augmentation du pouvoir tampon de
la salive [81]. Chez la femme enceinte, une sialorrhée est fréqguemment observée en début de
grossesse au cours du premier trimestre. Ensuite, au cours des deuxiéme et troisieme
trimestres, on peut observer des signes de sécheresse buccale en rapport avec les changements
hormonaux mais surtout avec des carences vitaminiques [82]. Il existe par contre une moindre
sécretion de salive chez la femme ménopausée. Une revue de la littérature réalisée par

Meurman et al [83] montre que s’il existe des arguments pour penser que les traitements
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substitutifs sont efficace pour restituer un flot salivaire plus important cette hypothése n’est
actuellement pas confirmée. Les variations salivaires sont donc probabalement plus d’ordre
qualitatif que quantitatif. Il semble donc que les hormones sexuelles interviennent dans la

quantité et dans la qualité de la sécrétion salivaire.

6.4.Sénescence et salivation [3,84, 85,86]

La salivation subit I’influence du vieillissement qui se traduit par des modifications
histologiques des glandes salivaires et des variations qualitatives et quantitatives de la salive.
Les modifications histologiques liées au vieillissement s’observent au niveau des tissus de
soutien et du parenchyme glandulaire.

Au niveau du tissu conjonctif de soutien, deux phénoménes concomitants apparaissent, une
fibrose et une accumulation de graisse [3]. La fibrose se traduit par une augmentation de la
quantité et de la densité des composants du squelette fibreux. Les fibres de collagene sont
fragmentées et disposées de facon anarchique. Les fibres élastiques sont plus nombreuses,
plus épaisses et fragmentées. Chez ’homme, le phénoméne de fibrose est surtout visible au
niveau des glandes submandibulaires labiales et des glandes muqueuses de la langue. Par
ailleurs, un processus de remplacement des acini par du tissu adipeux s’observe
progressivement avec I’age. Cette manifestation du vieillissement, surtout décrite au niveau
des glandes parotides, peut également concerner les glandes submandibulaires.

Au niveau des acini, le vieillissement induit une atrophie avec perte des granules sécrétoires,
rétrécissement cellulaire et donc augmentation de la lumiere canalaire [84]. Les canaux
intralobulaires deviennent hyperplasiques et dilatés. A ces principales modifications
s’ajoutent une infiltration lymphocytaire non inflammatoire au niveau du parenchyme et des
canaux, ainsi que I’apparition de cellules particuliéres, les oncocytes, marqueurs du

vieillissement chez I’animal [3].

Les modifications structurales des glandes salivaires liées au vieillissement devraient se
répercuter sur la composition et le débit salivaire. Cependant, les résultats des études actuelles
sont contradictoires. En effet, s’ils mettent en évidence une diminution du débit salivaire de
repos chez le sujet agé, principalement au niveau des glandes submandibulaires et labiales,
aucune modification du débit, suite a une stimulation, n’est en revanche observée. Dans
certains cas, le débit salivaire pourrait méme €tre supérieur a celui d’un sujet jeune. La baisse

du débit au repos serait probablement liee & une diminution de la stimulation des récepteurs de
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la cavité buccale, en particulier des mécanorécepteurs desmodontaux et tendineux dont
’activité est directement li¢e au degré d’édentassions. La diminution du nombre des acini au
cours du vieillissement n’aurait donc aucune répercussion notable sur le potentiel de sécrétion
des glandes salivaires.

Si les conclusions s’orientent vers une relative stabilité du débit salivaire au cours de la vie,
le vieillissement semble avoir des conséquences plus importantes sur la composition de la
salive. Concernant les électrolytes, seule la concentration en ions sodium et en ions chlore
diminuerait avec 1’age. En revanche, la concentration en protéines salivaires serait davantage
modifiée, en particulier pour les mucines [85]. En effet, des études ont montré, chez le rat, que
la synthése des protéines diminue progressivement avec 1’age dans les glandes parotides et
submandibulaires [84]. De méme, des perturbations de la sécrétion protéinique salivaire ont
été mises en évidence par des stimulations adrénergiques sur les glandes submandibulaires et
parotides de sujets agés. Les résultats obtenus peuvent s’expliquer par une modification
membranaire ou par une diminution du taux de protéines intervenant dans le codage au cours

du vieillissement.

Aussi, les altérations des glandes salivaires, fréquentes chez le sujet agé, apparaitraient en
raison de maladies systémiques (diabete, maladie d'Alzheimer et de Parkinson), de désordres
immunologiques (syndrome de Gougerot-Sjogrern), d'effets secondaires des traitements
médicamenteux ou de la radiothérapie ; en effet, plus I'age avance et plus la probabilité de
développer une ou plusieurs pathologies chroniques augmente. Ainsi, la sécheresse buccale
n'est pas directement liée au vieillissement, mais plus aux maladies affectant fréqguemment les

personnes agées et/ou a leurs traitements.

6.5.Conséquences d’un dysfonctionnement salivaire

Les personnes atteintes d’un hypofonctionnement salivaire peuvent se plaindre :

- d’une sensation de bouche séche [86-88]: Les patients se plaignent d'avoir une

bouche «pateuse», ce qui les oblige a ingérer freqguemment de petites quantités de liquide dans
la journée (ils portent en permanence une petite bouteille d'eau sur eux). Leur sommeil peut
également étre perturbé par cette sensation désagréable et aussi par une polyurie en raison
d'une consommation importante de fluides.

- d’une géne a la phonation [87-89] : La salive favorise I'élocution en lubrifiant les

surfaces dentaires et muqueuses. Les patients rencontrent alors des difficultés a parler pendant
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de longues périodes (les longues conversations téléphoniques sont, pour eux, tres pénibles).
Aussi, la prononciation de certaines syllabes leur pose souvent des problémes.

- d’une géne a la mastication [88,89]: La salive ne joue plus son réle de lubrification et

d'hydratation de la nourriture ; les aliments collent aux surfaces dentaires et muqueuses. Le
patient présente donc des troubles de la mastication, et ce, d'autant plus que I'alimentation est
séche.

- d’une géne a la déglutition [86,89-91]: Sans salive, les aliments forment des

morceaux difficiles a avaler et les patients sentent le besoin d'ajouter une gorgée d'eau au bol
alimentaire pour son passage dans l'cesophage. Cette dysphagie contribue a une mauvaise ou
sous nutrition des patients qui peut compromettre leur santé ; certains n'ont d'ailleurs pas le
choix et ont recours a une alimentation semi-liquide, voire liquide. Les difficultés & avaler
obligent donc ces patients a manger lentement et ne leur permettent pas d'ingérer tous les
aliments, ce qui, pour certains, les empéche de sortir en collectivité et renforce leur isolement
social.

- de troubles du godt : dysqueusie, voire agueusie [92,93] : La salive ne remplit plus

son rdle de solvant nécessaire a la perception du godt ; celui-ci dépend effectivement de la
dissolution des molécules et de leur transport vers les récepteurs gustatifs. Les patients
peuvent quelquefois se plaindre d'avoir un golt métallique dans la bouche ou méme « poivré».

- de difficultés du port des protheses amovibles [94,95] : Le liquide d'interface

représenté par la salive joue en effet un réle important dans la rétention, la tolérance et
I'intégration des protheses. Les facteurs primordiaux semblent étre I'épaisseur du film salivaire
et sa viscosité. Le manque de salive associé au changement de sa nature diminue donc la

rétention des prothéses amovibles et la tolérance tissulaire.

7. Conséquences de cette revue bibliographique sur la salive et les glandes salivaires

Nous avons donc mis en évidence que la salive est nécessaire au bon déroulement de
I’homéostasie buccale. Nous avons mis en évidence qu’elle avait un rdle exocrine avec
I’émission de salive mais aussi endocrine avec des actions a distance sur d’autres organes et
paracrine (sur la sphére buccale) et que sa sécrétion était sous contréle hormonal et

notamment sous contréle des hormones sexuelles.
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B. Muqgueuse buccale

1. Définitions
L’¢épithélium buccal fait partie des épithéliums de revétement au méme titre que
I’épithélium cutané, digestif, ou vaginal. IlIs sont dirigés vers I’extérieur et ont une
fonction protectrice, contrairement aux épithéliums glandulaires qui sécrétent des

substances vers le sang (endocrine) ou en dehors de I’organisme (exocrine).

2. _Localisation (fig6)

Figure 6 : la muqueuse buccale : localisation chez I’homme et le rat

La mugueuse buccale revét la paroi interne des lévres et la cavité buccale (figure 6). Elle est
en continuité avec la peau au niveau du vermillon, versant externe des levres. Elle se poursuit
en arriere avec la muqueuse digestive (pharynx) et respiratoire (larynx).

Fait particulier, elle est perforée par les dents au niveau des gencives et contracte ainsi une
jonction étanche avec la dent.

En fonction de ses relations avec les structures osseuses ou musculaires sous-jacentes, on y
individualise plusieurs territoires [96] :

— les levres, riches en muscles striés (en particulier I’orbiculaire), ont un versant exobuccal
cutané et un versant interne muqueux riche en glandes salivaires accessoires (siege électif de
la biopsie de ces dernieres).

— la muqueuse jugale est séparée du muscle buccinateur par un tissu conjonctif et adipeux

abondant avec de nombreuses glandes salivaires accessoires.
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— La langue, organe tres différencié, intervient non seulement dans la fonction du godt mais
aussi dans la parole et la mastication. La muqueuse y repose sur une musculeuse constituée de

faisceaux inter-croisés en tous sens. Sur son dos, elle présente de nombreuses papilles.

3. Histologie

La muqueuse buccale de I’homme et du rat sont similaires. La muqueuse buccale est revétue
d’un épithélium malpighien (couche de cellules cylindriques pluristratifiées) non ou peu
kératinisé (la kératine étant une chaine d’acides aminés dans les cellules des épithéliums de la
peau et des muqueuses dont le but est de protéger I’épithélium des agressions extérieures).

De plus, elle tire son originalit¢ d’'une humidification permanente par la salive que sécrétent
les nombreuses glandes salivaires accessoires qui lui sont annexées et du «turnover » tres
rapide [97] des cellules de son épithélium (25 jours au lieu de 50 a 75 jours pour I’épiderme, 3
jours pour les cellules intestinales et 4 jours pour les cellules vaginales). La muqueuse buccale
est constituée d’un épithélium malpighien et d’un tissu conjonctif dénommé¢ lamina propria ou
chorion. La base de 1’épithélium présente des irrégularités avec crétes épithéliales entourant
des papilles conjonctives. Entre I’épithélium et le tissu conjonctif, se situe la membrane basale,
mesurant 1 a 2 um d’épaisseur. Il n’existe pas, comme dans I’intestin, de limite nette entre

muqueuse et sous-muqueuse.

Il est classique de décrire trois types de muqueuse buccale en fonction de sa topographie [98-

100] :

— la muqueuse bordante, revétant le versant muqueux des lévres, des joues, du plancher
buccal de la face ventrale de la langue et du palais mou, est flexible. Non kératinisée en
surface, elle ne présente que des crétes épithéliales basales peu accusées. Son chorion, trés
vascularisé, est connecté aux muscles sous-jacents par une sous-muqueuse de texture
lache;

— la muqueuse masticatrice qui tapisse gencives et palais dur, aide a la compression
mécanique des aliments. Kératinisée en surface, solidement amarrée aux structures
osseuses sous-jacentes (palais et os alvéolaire), elle présente des crétes épithéliales
longues s’invaginant profondément dans le tissu conjonctif. Ce dernier est riche en fibres
de collagenes;

— la muqueuse spécialisée, cantonnée au dos de la langue, est kératinisee comme les
muqueuses masticatrices. De plus, elle est pourvue de papilles intervenant dans la fonction

gustative.
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3.1. Aspect histologigue de la mugueuse buccale non spécialisée

La muqueuse buccale comprend un épithélium stratifié, une membrane basale, la lamina
propria ou chorion, la sous muqueuse et les muscles ou 1’os mandibulaire ou maxillaire en

fonction de la localisation de la muqueuse (figure 7).

Figure 7 : la muqueuse buccale non spécialisee: schema des différentes couches

observées surcoupe histologique

L’épithélium buccal est un épithélium pavimenteux stratifi¢ principalement constitué¢ de
cellules germinales, capables de se diviser et de produire constamment de nouvelles cellules
(cellules épithéliales) ; des cellules en maturation qui se différencient progressivement vers la
surface épithéliale; mais aussi de cellules non épithéliales (cellules de Langerhans,

mélanocytes ou cellules de Merkel).

3.1.1. Lescellules épithéliales [96,101]
L’aspect histologique varie selon que se produit en surface une kératinisation ou non.
Dans les zones kératinisées se superposent les couches suivantes (figure 8) :
e le stratum germinatum (couche basale ou germinative) repose sur la membrane basale.
Les cellules, cubiques ou cylindriques, ont un gros noyau tres chromophile. Elles sont

disposées en une ou deux assises. Elles sont le siége de nombreuses mitoses ;
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e le stratum spinosum (ou couche squameuse) est composé de cellules polygonales ou
arrondies accrochées les unes aux autres par des ponts linéaires correspondant aux
desmosomes ;

e le stratum granulosum (ou couche granuleuse) est formé de cellules aplaties
renfermant dans leur cytoplasme de fines granulations de kératohyaline, colorées en
violet par I’hématoxyline ;

e le stratum corneum (ou couche kératinisée) est constitué de fines squames acidophiles
de kératine. Au sein de cette couche persistent souvent quelques noyaux résiduels
pycnotiques, ou des espaces clairs représentant I’emplacement de noyaux dégénérés.
Cet aspect caracteérise la parakeratose.

Dans les zones non kératinisées, la couche granuleuse est absente. Les cellules conservent
jusqu’en surface un noyau rond et leur cytoplasme renferme un glycogéne abondant, PAS +

(acide périodique Schiff positif), disparaissant apres digestion par ’amylase.

Figure 8 : schéma d’une coupe histologique de 1’épithélium buccal

3.1.2. les cellules non épithéliales (fig 8).

- Les mélanocytes [102] naissent de la créte neurale ectodermique, ils migrent
dans 1’épithélium buccal comme dans la peau pendant I’embryogénese (11e semaine). Dans
leur cytoplasme s’édifient, sous I’influence d’une enzyme mélanogénétique synthétisée par les
ribosomes, les prémélanosomes (grains ronds) puis les mélanosomes (ronds et striés

longitudinalement) renfermant la mélanine. La mélanine protége I'ADN de I'oxydation.
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- Les cellules de Langerhans [103] sont de proches parentes des macrophages,
elles naissent dans la moelle osseuse et migrent dans 1I’épithélium en méme temps que les
mélanocytes pendant la vie embryonnaire. Le role immunologique de ces cellules est
fondamental. Elles reconnaissent le matériel antigénique qui pénétre dans I’épithélium et
présentent cet antigéne aux lymphocytes T permettant ainsi I’immunité cellulaire.

- Les cellules de Merkel [104] sont sans doute dérivées de la créte neurale, elles
sont situées dans 1’assise basale de 1’épithélium. On les observe dans la gencive et le palais.
Elles renferment dans leur cytoplasme des granules contenant de nombreux
neurotransmetteurs (substance P, vaso-active intestinal peptide (VIP), somatostatine,
calcitonin-gene related peptide (CGRP), gastrin-releasing peptide (GRP), neuropeptide Y,
peptide histidine-isoleucine (PHI), neurotensine, neurokinines A et B, bradykinine,
acetylcholine, catécholamines, endorphines et enképhalines). Les cellules de Merkel

joueraient un role sensoriel en libérant les transmetteurs aux fibres nerveuses adjacentes.

3.1.3. Jonction épithélium-chorion : la membrane basale (figure 8) [96]
Cette zone, ou les papilles conjonctives alternent avec les crétes épithéliales, est une zone
fondamentale dans les échanges épithélio-conjonctifs. Tous les échanges entre conjonctif et
¢épithélium se font par I’intermédiaire de cette membrane basale. Celle-ci sert d’attache aux
kératinocytes et contrble leur différenciation et leur renouvellement. Elle intervient également
comme un filtre sélectif. Elle peut se modifier dans diverses circonstances pathologiques et
devenir plus fragile (diabéte, pemphigoide bulleuse). Sa rupture est un facteur important dans

I’invasion des cancers.

3.1.4. Lamina propria ou chorion (figure 8) [96]
C’est le tissu conjonctif qui sert de support a 1’épithélium. On le divise en deux zones :
superficielle (papilles associées aux crétes épithéliales) et profonde, avec arrangement des
fibres collagenes en réseau. Ce chorion renferme des fibroblastes, des vaisseaux sanguins, des
nerfs, des fibres enchassées dans une substance fondamentale amorphe et des cellules

participant aux défenses immunitaires (lymphocytes, plasmocytes, monocytes, macrophages).
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3.2. Mugueuse buccale spécialisée [105]

Les récepteurs (ou bourgeons) du golt sont principalement situés sur la langue. Il existe aussi
des récepteurs secondaires situé au niveau du palais mou, du pharynx, de I’épiglotte et du tiers
supérieur de I’cesophage.

3.2.1.  Papilles gustatives (figure 9)

Figure 9 : localisation des papilles gustatives sur la langue et aspects histologiques des différentes papilles
gustatives de la langue (a papille fongiforme b : papilles foliées, ¢ papille caliciforme)

(http://www.sciencesway.com/vb/showthread.php?p=93293)
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Au niveau de la langue, les bourgeons du goQt sont situés dans les papilles gustatives elles-
mémes dissimulées dans la muqueuse buccale non spécialisée. Il existe 4 types de papilles
dont 3 sont des papilles gustatives:

e les papilles filiformes sont les plus nombreuses, elles sont dépourvues de bourgeons du
golt et sont formées de la simple surélévation de 1’épithélium lingual par un axe
conjonctivo-vasculaire.

e les papilles fongiformes sont des papilles gustatives siégeant sur le bord de la langue a sa
partie antérieure. Les papilles fongiformes sont plus volumineuses, moins nombreuses et
peuvent contenir des bourgeons du godt situés au niveau de leur partie superficielle. Chez
I’homme chaque papille fongiforme contient environ 5 bourgeons alors que chez le
rongeur il n’y a qu’un bourgeon par papille.

o les papilles foliées sont plus latérales et ont une forme de feuille.

e au niveau du V lingual on trouve les papilles caliciformes. Les papilles caliciformes sont
exclusivement localisées au niveau du V lingual, limitées par un sillon circulaire nommé
vallum entourant une surélévation centrale, les bourgeons du godt étant situés au niveau
des faces latérales de la papille dans le sillon. chez I’homme ; elles sont environ 12. Chez

le rat il n’en existe qu’une seule.

3.2.2. Bourgeons du godt (figure 10)

Les bourgeons du godt sont des groupes cellulaires microscopiques en forme d'oignon enfouis
dans les cellules de la couche épidermique de la papille, mais ils n'émergent pas a la surface.
Les bourgeons du golt contiennent des cellules réceptrices qui envoient les signaux
correspondant aux caractéristiques gustatives au systeme nerveux central. Chez l'adulte, il y a
environ 10 000 bourgeons du godt. Chaque bourgeon du godt est formé de trente a quatre-
vingts cellules non nerveuses. Les cellules gustatives sont en nombre constant, et le
renouvellement des cellules est continu (environ 10 jours chez le rat). Elles proviennent de la
division des cellules basales dans le bourgeon du go(t et de I'épithélium adjacent. La durée de
vie moyenne d'une cellule du godQt est d'environ 9-10 jours [106-107]. Les mécanismes exacts
qui régulent le renouvellement cellulaire continu ne sont pas clairs, bien qu'il ait été établi que
le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) est un facteur crucial pour le
développement initial des papilles gustatives [108]. Ces cellules sont sensibles a la saveur du

contenu de la bouche par I'intermédiaire d'étroits et courts pores gustatifs.
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Figure 10 : bourgeons du goiit d’aprés Pruves [105,118] : aspects histologiques d’une
papille contenant des bourgeons (a) et schéma d’un bourgeon du gott (b) (1 type 1 ; 2 type 3,
3, type 2, 4 type 4, 5 premier neurone)

Les bourgeons du golt chez les mammiféres sont constitués de quatre types de cellules
gustatives noté type I, type 11, type 11l et type IV [109] (figure 10) :

- Les cellules de type | sont situées a la partie externe du bourgeon et représentent 60 a

80 % du nombre total de cellules. Nombre de chercheurs pensent que ce ne sont pas des
cellules sensorielles, mais qu'elles agissent comme un support pour les autres cellules.

- _Les cellules de type Il sont plus centrales et représentent 15 a 30 % du nombre total

de cellules. Elles sont considérés comme les cellules primaires récepteurs sensoriels et
expriment généralement les éléments de transduction chimiosensoriels, tels que la gustducine
couplée aux récepteurs T1R et T2R des récepteurs gustatifs [110-112].

- Les cellules de type Il (7 a 14%) également centrale sont afférentes et ont un contact

synaptique avec les cellules nerveuses et sont généralement considérées comme des cellules
neuronales de sortie.

- Les cellules de type IV sont basales. Il s’agit de cellules progénitrices qui se divisent

rapidement. Les cellules se différencient en type I, type Il ou cellules de type 111 [109].

63



3.2.3. Les Récepteurs gustatifs
Depuis les travaux de Brillat-Savarin sur la physiologie du godt en 1826, on classe les
perceptions gustatives selon un nombre restreint de catégories : le sucré, le salé, I'acide, I'amer
et, depuis plus récemment, I'umami ou glutamate, on décrit également le gras. Les golts
« acide » et « salé » sont modulés par les canaux ioniques et les golts « sucrés », « umami »,

et « amer » sont transduits par des G-récepteurs couplés aux protéines (figure 11).

Figure 11 : canaux (Na+ et H+) et récepteurs des différentes perceptions gustatives [113]

- Gras: la protéine CD36, également appelée « fattyacid transporter » (FAT), est
une protéine membranaire, qui possede une poche extracellulaire pouvant fixer avec une forte
affinité jusqu’a 3 AGLC (acide gras a longue chaine) [114]. Elle a été identifiée au niveau de
la papille caliciforme chez le rat [115] et chez la souris. Le CD36 a un positionnement idéal
pour exercer une fonction de lipidorécepteur, puisqu’il est spécifiquement trouvé au niveau de
la partie apicale de certaines cellules neurosensorielles des bourgeons du go(t [116].

- Sucre, umami, amer : La reconnaissance des golts «sucré », «amer» et
« umami » semble liée aux récepteurs T1Rs, une famille de récepteurs couplés a des protéines
G, codés par 3 genes : T1R1, T1R2 et TIR3[105]. Le godt sucré est plus spécifiqguement lié
au T1R3 et T1R2. Le T1R3 est capable de répondre aux stimulations sucrée seules mais
seulement a forte dose ou pour les sucres artificiels. Le goQt « umami » nécessite les T1IR1 et
T1R3. Le godt amer est lui, sous la dépendance des récepteurs T2Rs (il en existe une
trentaine ; les cellules gustatives sont sensibles a la plupart d’entre eux). Ces récepteurs sont
également présents au niveau de la paroi gastro-intestinale ou ils pourraient intervenir sur le
réflexe vomitif.
Lorsque les saveurs se lient a leurs récepteurs (figl2B), les récepteurs T1Rs déclenchent une

cascade de transduction ou intervient une protéine G, cette transduction du signal provoque
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I’activation d’une isoforme de phospholipase C (PLCp;) d’ou une augmentation de la
concentration d’inositol phosphate (IP3) et I’ouverture de canaux calcique (TRPMs) entrainant
du fait de I’augmentation du calcium intracellulaire la dépolarisation de la cellule gustative.
Pour la liaison T2Rs, les cellules gustatives contenant ce récepteur contiennent comme

protéine G de la gustine.

- Sel, acide: Les recherches sur les récepteurs au NaCl sont encore a leurs
balbutiements. Parce que I'amiloride est un puissant inhibiteur du canal sodique épithélial
(ENaC ) , ENaC a été proposé comme une composante du récepteur au golt salé[117].
Lorsque la concentration en sodium augmente (que nous mangeons salé) les ions Na*
diffusent a I’intérieur de la cellule et provoquent un courant qui dépolarise la cellule ce qui va
provoquer la libération de neurotransmetteurs dans les fibres nerveuses transportant
I’information jusqu’au cerveau (fig 12B). Concernant les ions H" ils se comportent soit

comme le sodium, soit en blogquant les canaux potassium des cellules gustatives.

3.2.4. Physiologie gustative (figl2A)

Les différents godts pergus ont une action directe sur la stimulation des ions de la membrane
des cellules neuroépithéliales de la papille et le résultat est la génération d’un potentiel
d’action ¢€lectrique sur les neurones et le cheminement de I’information jusqu’au cortex
cerébral.

Les seuils de perception different selon la topographie, pour chacune des saveurs primaires.
Contrairement a ce qui est souvent dit, chaque bourgeon est capable de percevoir plusieurs
modalités gustatives a des degrés divers. La transduction du signal aboutit a I'entrée de
calcium dans la cellule par le biais d'une dépolarisation de la membrane cytoplasmique. Le
signal est alors transmis par une fibre nerveuse via la corde du tympan pour les deux tiers
antérieurs de la langue, le nerf glossopharyngien pour le V lingual et le nerf pneumogastrique
pour le pharynx et I'épiglotte. Puis, il arrive au noyau du faisceau solitaire dans le tronc
cérébral, et est transmis au noyau ventro-postéro-médian du thalamus puis au cortex au niveau

de lI'opercule frontal et I'insula.
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Figure 12: A) Anatomie du systéeme gustatif chez la souris. Localisation et innervation
des papilles gustatives [116] et B) mécanismes déclenchant un potentiel d’action
neuronal responsable de la perception du goGt [118]

4. Régulation de la mugueuse buccale

La prolifération de 1’épithélium ainsi que sa différenciation, sa maturation et sa kératinisation
sont sous l'influence de différents facteurs comme des facteurs mécaniques (frottements,

traumatismes) mais aussi hormonal.

4.1. Facteurs de croissances

Les hormones ou neuropeptides par leurs actions au niveau des bourgeons gustatifs vont
moduler la perception du godt, en permettant un bon fonctionnement des bourgeons du godt,
en modifiant la capacité des récepteurs a déclencher un potentiel d’action, notamment pour le
sucr¢ et I’amer .

- L'EGF et TGFo se sont avérés étre mitogenes pour I'épithélium, ainsi que pour de
nombreux autres types de cellules (cerveau, foie sein ...) [119-121]. Toutefois, I'EGF et le
TGFa servent aussi de médiateurs pour la différenciation épithéliale et la maturation [122].
Les principales actions de I'EGF et du TGFa sur I'épithélium stratifié sont une augmentation
de la stimulation de la prolifération épithéliale et la kératinisation [119]. Ainsi ’EGF et le
TGF sécrété par les glandes salivaires auraient un effet paracrine sur la trophicité de la

muqueuse [123].
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Concernant les bourgeons du godt, I'EGF dans la salive est responsable de leur entretien et de
leur morphologie normale [124].
Une étude montre qu’il existe une diminution des papilles fongiformes chez les rats chez qui
on a enlevé les glandes submandibulaires [125]. Cette diminution pourrait étre le résultat d'un
déficit en EGF touchant soit la prolifération soit la différenciation des précurseurs des cellules
gustatives des bourgeons. En effet, aprés perfusion d’EGF, il a été constaté une inversion de
I’effet observé apres submandibulectomie. De plus il a alors été constaté une augmentation de
la taille des papilles fongiformes. Dans cette ¢tude EGF, TGFa et EGFR ont tous été localisés
par immunofluorescence a l'intérieur du bourgeon du gotit. L’EGF a été identifié a proximité
du pore gustatif, EGFR a été identifié dans les cellules épithéliales de la papille mais
également dans toutes les cellules du bourgeon, ils étaient plus nombreux a proximité du pore
gustatif. Quant au TGF, il était présent dans toutes les cellules du bourgeon gustatif. Son
expression a I’intérieur des bourgeons n’était pas modifiée par ’ablation de la glande salivaire
suggérant une autre source de production. Cette étude ainsi que celle de Noguchi (1991)
conclue que I’effet de ’EGF au niveau des bourgeons du gott est plus d’origine endocrine
que paracrine.

- Le TGFp diminue la prolifération et provoque de la fibrose en sous muqueux en

diminuant la proportion de tissu adipeux.

4.2. Hormones peptidiques :

4.2.1. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) [124])
Le GLP-1 est synthétisé dans les cellules endocrines L de l'intestin et régule de nombreux
processus physiologiques, y compris la sécrétion d'insuline, la vidange gastrique, la survie des
neurones (et I’intérét en cas de neuropathie diabétique), et la contractilité cardiaque [126, 127].
Si sa présence a €t€¢ mise en évidence dans la salive, son lieu de sécrétion glandulaire n’est pas
établi dans la littérature. GLP-1 est exprimé dans deux populations distinctes de cellules
gustatives: un sous-ensemble de cellules de type Il qui co-expriment T1R3 et un sous-
ensemble de cellules de type 111 [128, 129]. Les souris dépourvues du récepteur au GLP-1 ont
considérablement réduit la sensibilité gustative a la fois au saccharose et aux édulcorants
[128,130]. Cela indique que le GLP-1 produit dans les cellules gustatives joue un role

important dans la sensibilité du goGt sucré et umami.
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4.2.2. Peptide intestinal vasoactif (VIP)
Découvert dans la paroi du duodénum, il est connu pour étre un vasodilatateur, relaxant
musculaire, et un stimulateur de I'activité sécrétoire (impliqué dans la sécrétion de prolactine
il pourrait participer au dimorphisme sexuel de la sécrétion [131]. Plus récemment, la
présence de VIP a été identifiée dans les cellules gustatives chez le rat, le hamster, la carpe, et
chez ’homme [132-134]. Shen et al [135], ont montré que la majorité des cellules gustatives
VIP-immunoréactives étaient co-localisées avec 1’ a-gustducin (qui est impliqué dans la
modulation a la fois du sucré et de I’amer), ou avec les TIR2 (sucre) Ainsi, si le role du VIP
n’est pas parfaitement connu, il semble probable qu’il soit impliqué dans la transduction des

stimuli amers et sucrés [135].

4.2.3. Cholécystokinine (CCK)
La cholécystokinine (CCK), est un peptide libéré apres la prise alimentaire et qui favorise le
processus de satiété via l'activation du nerf vague [136], il a également été montré qu’elle
variait durant le cycle cestral et sa probable régulation par les cestrogénes. La CCK a été
identifiée dans les cellules endocrines de l'intestin gréle, ainsi que dans les neurones
périphériques et centraux. Elle joue un réle dans la régulation de la motilité gastrique et la
sécrétion d'enzymes pancréatiques. L’expression de la CCK a été rapportée dans les cellules
gustatives chez le rat, le hamster, la grenouille, et I'hnomme [132-134]. 1l semble que la CCK
joue un role dans la communication au sein de la papille gustative et module ainsi la
perception du godt [135]. Elle est régulée par les hormones stéroidiennes et est notamment

induite par les cestrogenes.

4.2.4. Laleptine
La leptine agit comme un puissant facteur d'inhibition contre I'obésité en régulant la dépense
énergétique, I'apport alimentaire et I'adiposité. 1l a été montré que qu'un sous-ensemble de
cellules réceptrices du godt présentent le récepteur Ob-R site d’action de la leptine. Elle aurait
essentiellement un réle dans la détection des substances sucrées [137]. Elle aussi est sous

dépendance des cestrogenes.
4.2.5. Le neuropeptide Y (NPY)

Dans le golt Le NPY est largement distribué dans le cerveau des mammiféres et est I'un des

facteurs les plus puissants orexigénes [138]. NPY pourrait jouer un réle important dans le
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traitement de l'information et régulation autocrine / paracrine des cellules gustatives [139].

Tout comme le GLP-1 il existe un dimorphisme sexuel sur sa régulation hypothalamique

La localisation des peptides sur les cellules du godt sont présenté dans le tableau 8

Tableau 8 : localisation des hormones ou neuropeptides dans les cellules gustatives
(d’apreés Martin) [124])

Typel Type Il Type II1 Type IV
GLP-1 X X
(rat, souris, singe) | (rat, souris, singe)

VIP X
(rat)

CCK X
{rat)

La leptine-R X

(souris)

NPY X

(rat)

4.2.6. Autres hormones.
Il semble également que I’insuline, les hormones thyroidiennes et I’ACTH augmentent

’activité et le nombre de cellules épithéliales [140] mais ces effets n’ont été que peu étudiés.

4.3. Les hormones sexuelles

4.3.1. Dimorphisme sexuel
Le dimorphisme sexuel est peu étudié sur 1’épithélium buccal. Cependant, le dimorphisme
sexuel observé dans les taux de guérison par voie cutanée a été lié a des effets de modulation
des hormones sexuelles sur le processus de guérison, en particulier sur I'inflammation [141-
143]. Dans I'ensemble, hommes semblent guérir moins vite que les femmes [144-146].
Inversement, il semble que les tissus muqueux des hommes guérissent plus rapidement que
ceux les femmes [145]. Cela a été associé a une inflammation des tissus plus importante chez
les femmes que chez les hommes. Chez le rat, il a éte démontré que les méales avaient plus de
bourgeons du godt [147], que les femelles. Il existe également un dimorphisme sexuel au
niveau des préférences gustatives laissant suspecter une influence des hormones sexuelles. |l

existe un dimorphisme sexuel au sucré, avec a 1’age adulte, une moindre préférence au sucré

69



chez la femme [148] et une préférence augmenté au sel par rapport a I’homme [149]. De plus,
les rats femelles ont un seuil de discrimination inférieur de 1’acide linoleique (environ 2,75
MM LA) a celui des rats méles (environ 11 uM LA) méme si aucune différence de

préférence gustative n’est mis en évidence.

4.3.2. Effets des cestrogénes

. Il a été démontré que les cestrogénes modifiaient 1’état de 1’épithélium avec une
augmentation de la maturation et de la keératinisation [150]. Si dans la peau I’effet des
cestrogenes fait essentiellement intervenir ERa, dans la muqueuse buccale comme au niveau
des glandes salivaires on retrouve essentiellement des récepteurs des cestrogenes de type P
mais peu de type a (photo3) [60].

. Le role des hormones sexuelles sur I’épithélium buccal est peu étudié. Les hormones
sexuelles, en particulier les cestrogénes jouent un role dans l'inflammation des muqueuses
[151] comme cela a été démontré a la fois dans la gingivite [152] et dans les parodontites
[153], ce qui suggere qu'ils sont mécaniquement liées a la cicatrisation des plaies de la
muqueuse. Par rapport au tissu cutang, le tissu muqueux guérit beaucoup plus vite avec moins
d'inflammation [154,155,156]. Cela donne a penser que le niveau de I'inflammation nécessaire

pour une guérison optimale est plus faible dans le tissu muqueux.

Photo 3 : marquage de I’épithélium buccal par ERa (A) et ERp (B)

L’cestrogeéne favorise la préférence au salé en abaissant le seuil de détection du sel [157].
Ainsi, chez le male une exposition chronique aux cestrogénes a 1’dge adulte entraine une
augmentation de la préférence au salé traduisant une féminisation du comportement
alimentaire [158, 159].
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Il existe également une variation de la préférence au sucré et au salé en fonction du cycle
menstruel [160]. De plus les femelles ménopausées ou ovariectomisées ont tendance a

préférer le sucre alors que la femme en cours de grossesse en consommerait moins [161].

De plus, Toyoshima [162] a démontré qu’il existait dans les papilles caliciformes du rat les
localisations et les modes d'expression des enzymes clés de la stéroidogenése, le cytochrome
P450 side-chain-clivage (P450scc), et P450 aromatase, en utilisant des analyses immunoblot
et immunohistochimie. Il semble que 1’cestrogeéne ait une action directe via ces cibles. Cette
¢tude montre aussi que les cestrogénes pourraient intervenir dans un sous-ensemble de
cellules de type II. Bien que la pleine signification de la fonction de I'cestrogéne dans les
bourgeons du golt ne soit pas encore bien comprise, 1'cestrogéne semble étre un régulateur
important dans la transduction du go(t [162]. Lors du vieillissement, il a été constaté un
déficit dans la cicatrisation des plaies des muqueuses chez les femmes agées [145] par rapport
aux femmes jeunes impliquant des changements post-ménopause avec la chute des taux
d’cestrogenes et de progestérone.

De plus, nous avons vu que les cestrogenes €taient responsables d’une augmentation d’EGF.
Ce dernier par action paracrine va favoriser la prolifération cellulaire la maturation de

1’épithélium et le bon fonctionnement des bourgeons du go(t .

4.3.3. Effets des androgénes

Peu d’études se sont intéressées a ’action des androgenes sur la muqueuse buccale. Hornstein
[163] constatait que la carence en testostérone apres castration chez le rat ne modifiait pas la
synthese d’ADN de 1’épithélium.

Il a été montré que la testostérone a généralement des propriétés immunosuppressives et anti-
inflammatoire [164-166]. Elle réduit les niveaux d'lL-6, mitogéne pour les kératinocytes et
apparait nécessaire pour que la ré-épithélialisation puisse se produire en temps opportun [142].
Engeland [167] constate chez I’'Homme que les faibles taux de testostérone se rapportent a
une période de guérison plus rapide chez les jeunes hommes.

La testostérone modifie le golt en modifiant la composition salivaire : nous avons vu
précédemment que I’amylase, la lipase, les kallicréines les cystatines et les PRPs étaient sous
la dépendance de la testostérone. Lors du vieillissement on constate une baisse des taux de

testostérone et de guérison de 1I’épithélium buccal [145].
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4.3.4. Progestérone
Concernant la progestérone, cette derniere peut favoriser l'inflammation [153,168,169], en
intervenant sur I’IL6. Elle contrdle aussi la perception du gotit en favorisant I’aversion pour le

godt amer.

5. Pathologies de I’épithélium

5.1. Pathologies de I’épithélium buccal et dysfonctionnement salivaire

En cas d’hyposialie, les muqueuses orales [29, 87, 89]sont rouges, vernissées, recouvertes
d'un enduit mucoide, blanchéatre et collent au miroir. La langue est lisse car dépapillée et
prend un aspect fissuré. Quant aux lévres, elles apparaissent seches, fendillées et la perleche
angulaire est constante. Cet état des muqueuses va favoriser la colonisation bactérienne et étre

responsables de pathologies décrites ci-dessous.

- Les candidoses [92, 170] sont le résultat de la colonisation, en masse, de la bouche
par un champignon dont la présence y est naturelle : Candida Albicans, surtout au niveau de la
langue et du palais. Divers aspects sont observés : glossite érythémateuse dépapillante,
muguet, perleche et érosions muqueuses, kératose, langue noire villeuse... Ces candidoses
récidivantes sont favorisées par la diminution du pH de la salive et des IgA.

- Les caries [171, 172]. 1l s’agit de caries rampantes dues a une déficience du pouvoir
tampon de la salive. La concentration et la multiplication de bactéries cariogénes,
I’augmentation de leur activité acidogene ainsi que la réduction de la vitesse d’élimination des
sucres a la surface des dents et l'absence du nettoyage mécanique par le flux salivaire
expliquent I’apparition de ces caries extrémement destructives. Ces caries sont le plus souvent
asymptomatiques.

- Parodontopathie [172]. Une quantité insuffisante de salive peut conduire a 1’usure
des gencives. Des formes de gingivites chroniques sont principalement observées, et plus
rarement des parodontites ulcéro-nécrotiques avec résorption osseuse et perte des dents.
L'absence de mastication fragilise également les tissus de soutien en limitant l'activité

musculaire.
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5.2.Troubles du godt [173]

5.2.1. Classification et origine des troubles

Les troubles gustatifs peuvent étre catégorisés de différentes fagons : d’abord 1’agueusie
(absence totale du gott), I’hypogueusie (diminution du goit) et la dysgueusie (altération du
godt). Cette altération du goQt peut étre de nature aliagueusique (au moment des repas), ou
phantogueusique (se produire a n’importe quel moment de la journée). Les différentes
subdivisions d’altération du golit sont : la cacogueusie (golt exécrable), la torquegueusie
(golt chimique: trés salé, amer, métallique, bril¢), la paragueusie ou I’hétérogueusie (gott
non usuel plus ou moins plaisant) et mixte.

La perte du golt peut amener des problémes comme ’inappétence avec comme conséquence
la perte de poids, et des carences nutritionnelles, carences qui peuvent a leur tour provoquer
une perte du gotit. Dans des cas plus sévéres d’altération du godt, il est possible de noter une
augmentation du stress, de I’anorexie ainsi que de la dépression.

Les mécanismes pathogéniques potentiellement associés aux désordres du godt sont une
atrophie locale des papilles gustatives, une rupture ou une blessure de cause physique ou
chimique; un dommage causé aux projections des neurones; un déséquilibre du cycle de
régénération cellulaire ou une modification des récepteurs en raison d’un changement
chronique dans I’environnement local comme la salivation [174, 175].

Comme nous 1’avons vu, la salive est I’agent solubilisant des saveurs leur permettant de faire
un meilleur contact avec les papilles gustatives. Elle apporte également les protéines,
hormones et peptides permettant le bon fonctionnement des bourgeons du golt . Toute
altération de la salive, en quantité ou qualité conduira a modifier le goQt. La xérostomie peut
étre due a différentes causes, iatrogéniques par l’intermédiaire des médicaments ou de

radiothérapie [176, 177], ou immunitaires (comme la maladie de Gougerot) [178].

5.2.2. Médicaments et troubles du goQt [179, 180]
La diminution du flux salivaire (ou xérostomie) est un probleme rencontré avec la prise de
médicament a action anticholinergique ou adrénolytique. Elle est aussi associée a une
diminution du godt [181, 182].
Divers mécanismes physiopathologiques sont a 1’origine des distorsions gustatives induites
par les médicaments. En altérant ’homéostasie corporelle, les médicaments entrainent une
cascade d’événements tant d’ordre biochimique que d’ordre cheémosensoriel. Ces

changements biologiques peuvent donc modifier les perceptions sensorielles puisqu’il y a bris
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de I’équilibre requis pour le fonctionnement normal des papilles gustatives. Les hypothéses
avancées sont multiples et complexes : déficience en zinc (par chélation), altération du
métabolisme du zinc (au niveau moléculaire), altération des interactions du zinc comme
cofacteur de la gustine (protéine des papilles gustatives qui maintient ’homéostasie et
I’intégrité des chémorécepteurs gustatifs), excrétion du médicament dans la salive, inhibition
de la régéneration des cellules gustatives, interférence avec le second messager, interférence
avec le cytochrome P-450 réductase, modification des flux ioniques des canaux calciques ou
sodiques, inhibition de I’AMPc, 1ésions de la double membrane cellulaire lipidique, etc. Les
médicaments influant sur les troubles du godt, par modification salivaire ou atteinte neuronale

ou épithéliale sont rapportés dans le tableau 9.

Tableau 9 : médicaments responsables de troubles du golt

DYSGUEUSIES IATROGENES

HYPOGUEUSIE AGUESIE DYSGUEUSIE
Allopurinal Allapurinal Bamifylline
Carbimazale Amphatéricine B Captopril
Clofibrate Bacloféne Carbamazépine
Diazoxide Enalapril Dilatiazem
Griséafulvine Mifédipine Dipyramidole
Pénicillamine Oxyfrédrine Chirhydrate Disulfiram
Penicillamine Ethambutol
Phénytoine Fluraépam
Prapanolol Lévodaopa
Propythiouracile Lithium
Metfarmine
Métrodinazale
Nifédipine

Salazosulfapyridine

5.2.3. Syndrome de Gougerot Sjogren

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une maladie auto-immune des glandes exocrines qui
affecterait environ 0,2 % de la population, avec une prévalence féminine forte. Il peut s’agir
d’un syndrome primaire (c’est-a-dire isolé) ou secondaire (associé a une autre maladie auto-
immune). Cliniquement il s’agit d’un syndrome sec (sécheresse ophtalmique et salivaire)
souvent associé a une augmentation de taille des glandes salivaires. La salive est donc

diminuée en quantité (jusqu’a I’asialie) et en qualité avec une augmentation du sodium, et une
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diminution de la concentration totale en protéines, en amylase, en lysozyme et en IgA [183].
Le diagnostic est réalisé sur les glandes salivaires accessoires avec infiltration lymphocytaire.
L'épithélium buccal de patients atteints du syndrome de Sjogren se caractérise par la
diminution du nombre de papilles caliciformes et les changements ultrastructuraux dans la
morphologie des bourgeons du godt, ce qui indique que les composants salivaires peuvent

avoir un réle important dans le bon fonctionnement des bourgeons du goat [177].

5.2.4. Radiothérapie

La radiothérapie cervico-faciale est responsable de troubles du godt par 2 mécanismes.

. Elle peut aussi altérer le fonctionnement des bourgeons du golt par I’hyposialie. En effet,
les réactions aigués de la muqueuse sont le résultat de la destruction et de la mort des cellules
dans la couche basale (stratum basale) sous 1’effet des rayons ionisants. La radiothérapie des
glandes salivaires résultent en premier lieu de la destruction des glandes séreuses des glandes,
alors que les parties muqueuses et 1’épithélium des tubuli excréteurs sont nettement moins
affectés [184]. La salive est alors nettement plus visqueuse et se caractérise par une valeur de
pH basse; elle contient des concentrations plus élevées de sodium, de chlorure, de calcium, de
magnésium et de protéines, alors que de 1’autre c6té, elle contient moins de bicarbonates et
d’immunoglobulines IgA [185]. La xérostomie peut persister pendant plusieurs mois, voire
des années; dans une certaine mesure, elle peut étre réversible; le degré de récupération
dépend principalement de 1I’étendue du champ d’irradiation et des glandes salivaires qui y sont
situés, de la dose totale d’irradiation, et de la technique d’irradiation (IMRT ou pas).

. La radiothérapie peut interrompre le cycle de régénération du bourgeon gustatif Des
expériences sur des animaux ont montré qu’apres application d’une dose de 20 Gy, environ 20
a 30% des cellules d’un tel bourgeon du goit sont susceptibles de se nécroser [186]. Dans la
plupart des cas, ces cellules se régénérent dans un délai de quatre mois apres la fin de la

radiothérapie.

5.3.Signes buccaux et modifications endocriniennes [82]

Les pathologies bucco-dentaires d’origine endocriniennes de la femme permettent de mieux

comprendre 1’influence des hormones dans I’homéostasie de 1’épithélium buccal.
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5.3.1. Pathologies endocriniennes

- Le diabéte insulinodépendant est responsable d’une dépapillation de la muqueuse
linguale voire de signes inflammatoire favorisé par une sécheresse buccale. De plus, I’hyper
glycémie limite le nombre des facteurs de croissance au niveau d’une plaie buccale et
perturbe donc la cicatrisation.

- L’hypothyroidie serait responsable d’un retard de I’éruption dentaire et de dents
irréguliéres. La fréquence des caries serait augmentée.

- L’ hyperthyroidie, pathologie plus fréquente chez les femmes que chez les hommes
favoriserait des 1ésions d’ulcération voir de nécrose de la muqueuse buccale.

- L’hypoparathyroidie est essentiellement responsable de candidose orale.

- L’insuffisance surrénalienne lors de la maladie d’Addison s’accompagne d’un retard
de I’éruption dentaire.

- Le syndrome de Turner est caractérisé par une perte particlle ou totale d’un
chromosome X. Il serait associé a un moins grand nombre de carie. Pour expliquer cet effet

on avance que la carence en cestrogéne protégerait contre les caries.

5.3.1. Pathologie bucco-dentaire de la femme [82]
A la puberté, I’augmentation des taux d’hormones féminines est associée a une fréquence
accrue de la gingivite et de la parodontite. Lors de la menstruation, une inflammation
gingivale et une légere modification de la mobilité dentaire sont observées quelques jours avant
en rapport avec des taux élevés d’cestrogénes et de progestérone. Les utilisatrices de
contraceptifs oraux présentent plus souvent une destruction parodontale plus importante. Lors
de la grossesse les phénomenes d’inflammation de la gencive sont significatifs a partir du
deuxiéme trimestre toujours en rapport avec une augmentation des cestrogenes mais aussi de
la progestérone qui va diminuer la résistance gingivale aux agressions par inhibition de la
production d’IL6. Quant a la ménopause, elle est liée a la maladie parodontale par les

phénomenes d’ostéoporose et par la xérostomie.

5.4.Sénescence des muqueuses buccales et pathologies associées [46, 170, 187]

De nombreuses ¢études cliniques ont montré que les muqueuses buccales s’atrophient chez le
sujet agé et qu’elles présentent progressivement un aspect fin et lisse, associé a une perte
d’élasticité. Ceci concerne les muqueuses masticatoires et de recouvrement mais également la

muqueuse « spécialisée dans la gustation ». [170].
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Histologiquement, les modifications des muqueuses correspondent principalement a une
diminution de I’épaisseur de 1’épithélium, une diminution de la kératinisation, une altération
de la morphologie de I’interface entre 1’épithélium et le tissu conjonctif et une fibrose
conjonctive. Cependant, les modifications histologiques liées au vieillissement lui-méme
semblent minimes, alors que des facteurs nutritionnels ou systémiques tels que des déficiences
en fer, en vitamine B ou en cestrogénes seraient responsables d’altérations morphologiques et
physiologiques importantes des muqueuses buccales chez les patients 4gés[187] .

Les répercussions fonctionnelles sont nombreuses, notamment en termes de fragilité
muqueuse, de susceptibilité accrue aux agressions externes et de retard de cicatrisation. De
plus, I’atrophie des muqueuses masticatoires et de recouvrement, entrainant une vulnérabilité
aux traumatismes et a la pression durant la mastication, expliquent la difficulté de consommer
des aliments durs et la moindre tolérance au port de prothéeses dentaires [187, 188]. Enfin,
I’atrophie physiologique des papilles gustatives, observable cliniquement par I’aspect lisse de
la langue, participe aux modifications de la perception du go(t et des régimes alimentaires,

susceptibles de favoriser une malnutrition chez le sujet 4gé.

Outre les ulcérations et autres lésions traumatiques, la candidose est I’'une des premiéres
pathologies des muqueuses buccales rencontrées chez le sujet agé. Elle est favorisée par de
nombreux facteurs tels qu’une hygiéne insuffisante, la diminution de la sécrétion salivaire, le
port de protheses défectueuses, I’antibiothérapie au long court, un diabéte mal équilibré ou
une immunodéficience. Les lésions cliniques de la candidose chez la personne agée sont
souvent localisées au niveau de la muqueuse palatine recouverte d’une prothése dentaire.

Selon leur stade d’évolution, ces lésions vont d’une plage discrétement érythémateuse bien
limitée, a une hyperplasie inflammatoire avec de nombreuses formations exophytiques. Une
atteinte linguale en miroir peut également étre observée. Enfin la perleche du sujet agé est

rarement isolée ; elle est generalement associée a une candidose buccale [76].

Le vieillissement ou les facteurs associés au vieillissement peuvent rendre les individus plus
vulnérables a un dysfonctionnement du go(t [189]. Les personnes agées, en bonne santé ont
des modifications du goit liés a I'age qui sont moins prononcées que ceux de 1’odorat [190].
De plus ce trouble du goUt est souvent signalé comme étant speécifique du sel (augmentation
du seuil) [190-193]. Néanmoins, Cowart et al [194] a constaté que les patients agés (> 65
ans) étaient significativement plus susceptibles d’avoir des phantogueusie que les patients

jeunes ou d'age moyen. De plus, dans une étude réalisée chez I’animal, il a été démontré une
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diminution des cellules gustatives exprimant les récepteurs T1R3, le glucagon-like peptide-
1, chez les souris agées de 18 mois avec une réceptivité au sucre et a I’'umami diminuée par
rapport aux animaux jeunes alors que les autres godts (salé, aigre, et amer) sont restés intacts
[195].

Nous venons de constater que le bon fonctionnement de 1’épithélium buccal dépend en grande
partie de la salive dans lequel il baigne ainsi que de nombreux neuropeptides ou hormones
contenus ou pas dans la salive. La salive est par ailleurs sécrétée par les glandes salivaires,
elles-mémes en partie sous la dépendance des hormones notamment sexuelles. L’homéostasie
buccale est donc sous dépendance hormonale et toute perturbation hormonale peut donc

avoir une modification de cette homéostasie.
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2. Perturbateurs endocriniens

A. Systeme endocrinien
Pour comprendre ce qu’est un perturbateur endocrinien, ses modes d’action et ses effets il faut

avoir une idée du fonctionnement du systeme endocrinien.

1. Généralités

. Le systéeme endocrinien (SE) contrble et régule les grandes fonctions physiologiques de
I’organisme tel que la croissance, le développement, la reproduction, le métabolisme, la
pression artérielle, la glycémie, I'équilibre des fluides, le stress, la régulation et le
fonctionnement de nombreux tissus [196]. Il constitue un des deux grands systémes de
communication de I’organisme, 1’autre étant le systéme nerveux.

Ces deux systemes sont étroitement liés et sont regroupés sous le terme de systéme neuro-
endocrinien (SNE).

. Le SE comprend I’ensemble des organes et des tissus qui fabriquent et libérent les hormones
(messagers chimiques). Ces organes endocriniens sont des glandes endocrines, c’est-a-dire
des glandes a sécrétions internes, dont le produit est directement libéré dans la circulation
sanguine qui le méne vers des organes ou des cellules cibles distants, ou il exerce des

fonctions spécifiques (Figure 13).

Figure 13 : différents modes d’action des hormones (d’apreés Labrie 1991)

Les principales glandes endocrines, leurs hormones et leurs fonctions sont représentées dans
le tableau 10 [197].
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Tableau 10 : les différentes hormones et leurs fonctions principales

Par ailleurs, ces hormones peuvent également influencer I’activité des cellules voisines
(activité paracrine), alors que d’autres peuvent exercer leur action positive ou négative sur la
cellule méme qui les a sécrétées (activité autocrine). L’activité intracrine décrit I’action

d’hormones au sein méme des cellules ou elles ont été formées, sans libération significative
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dans le compartiment extracellulaire et la circulation génerale (figure 12). Certaines glandes
du SE sont dites endo-exocrines, comme par exemple le pancréas, les gonades ou, comme
nous venons de le voir les glandes salivaires. Une hormone est une substance chimique
sécretée dans l'organisme et qui agit sur un récepteur du tissu cible pour en modifier le

fonctionnement.

2. Classification
Les hormones peuvent étre classées en trois groupes selon leurs natures biochimiques: les
protéines, les stéroides, et les amines.

2.1. Les hormones peptidiques

Ce sont des peptides de taille et de structure tres diverses. Elles sont synthétisées par les
ribosomes du réticulum endoplasmique et empaquetées dans des vésicules sécrétoires au
niveau de I’appareil de Golgi. Ces vésicules permettent le franchissement de la bicouche
lipidiqgue membranaire, et ainsi la circulation de ces hormones dans le sang. Les hormones
atteignent leurs organes cibles sur lesquels elles agissent par 1’intermédiaire de récepteurs
protéiques transmembranaires qui servent de relais pour transmettre les signaux a 1’intérieur
de la cellule. Cette classe d’hormones comprend les hormones produites par I'antéhypophyse,
les parathyroides, le placenta, le tissus adipeux blanc (Leptine), la mugueuse du duodénum
(CCK), le pancréas ainsi que les hormones activatrices de ’antéhypophyse produites par

I’hypothalamus (comme 1’ocytocine).

2.2. Les hormones monoaminées

Elles dérivent d'acides aminés, principalement de la tyrosine et du tryptophane, et sont des
molécules de petite taille. Elles sont produites soit par la médullosurrénale (catécholamines) et
circulent librement dans le sang pour agir sur les cellules cibles par le biais de récepteurs
transmembranaires, comme les hormones peptidiques, soit par la thyroide (T3 et T4) et
agissent au niveau de récepteurs nucléaires comme le font les stéroides. La synthése de ces
hormones est intracellulaire et, dans la plupart des cas, le produit est retenu a l'intérieur de la

cellule jusgqu'a sa libération dans le sang.
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2.3. Les hormones stéroidiennes

Ce sont des composes classés parmi les lipides car ils comprennent un noyau « stérane »
dérivant de la cyclisation de triperpénoides (lipides a 30 atomes de carbone). Ils sont
synthétisés dans le cytosol a partir du cholestérol (figure 14). Dans ce groupe

d’hormones se retrouvent les hormones sécrétées par les corticosurrénales et par les

gonades.
2
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4 : 18-hydroxylase 9 : Sulfotransférase
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Figure 14 : biosynthéses des hormones stéroidiennes

Ces hormones hydrophobes traversent aisément les membranes plasmiques et doivent se
complexer avec des protéines plasmatiques pour circuler dans le sang. La protéine de «
transport » ne libére I’hormone stéroide qu’au niveau des capillaires sanguins qui irriguent les
organes cibles (figure 15). Elles pénétrent ensuite dans le cytoplasme de leurs cellules cibles
ou elles se lient a des récepteurs intracellulaires. Ces récepteurs appartiennent a une grande

famille de molécules protéiques qui sont les récepteurs nucléaires.
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Figure 15: mécanisme général d’action des hormones (d’apreés Labrie 1991)

3. Hormones sexuelles

Les hormones sexuelles sont des hormones stéroides synthétisée principalement par les
ovaires les testicules ou les glandes surrénales a partir du cholestérol. Les mécanismes de leur

biosynthése sont rapportés dans la figure 15.

3.1. Classification

3.1.1. La progestérone

C’est un stéroide synthétisé dans les ovaires et dans le placenta. Sa concentration évolue au
cours du cycle menstruel : elle augmente aprés 1’ovulation et chute si aucune fécondation ne
se produit. Elle intervient donc dans la régulation des cycles de la reproduction chez la femme.
Elle permet, en cas de grossesse la poursuite de la grossesse et prépare les glandes mammaires
pour la lactation [198]. Les surrénales et les testicules produisent aussi de faibles quantités de

progestérone.

3.1.2. Les androgénes

Ce sont les hormones sexuelles masculines. Ils sont principalement représentés par la
testostérone. Chez 1’homme elle est produite par les cellules testiculaires de Leydig alors que
chez la femme elle est produite au niveau des cellules thécales qui entourent le follicule.
Cette hormone favorise la spermatogénése et les caracteres sexuels masculins alors que chez
la femme elle peut se transformer en cestrogene ou permettre [’atrésie folliculaire. De plus,
comme il s’agit d’une hormone anabolique, elle stimule la synthése des protéines, et participe
a I’augmentation de la masse musculaire [198]. La sécrétion de la testostérone, est régie par

la gonadolibérine (GnRH), neurohormone produite dans I’hypothalamus. Cette derniere
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contréle la production des hormones gonadotrophine (GTH), folliculo-stimulante (FSH) et

lutéinisante (LH) par I’adénohypophyse. La LH stimule la sécrétion ainsi la testostérone

[198].

La DHEA qui provient des glandes surrénales peut étre responsable d’une augmentation du

taux d’androgénes dans le sang pouvant favoriser la puberté précoce [199].

3.1.3. Les cestrogenes

IIs jouent un role important dans la reproduction et la fertilité [200]. Chez la femelle,
I’cestradiol est synthétisé par le follicule de graff et favorise la maturation et la « ponte » de
I’ovule. Les cestrogénes permettent le développement des caractéres sexuels féminins
primaires et secondaires. De plus, les cestrogénes sont impliqués dans le développement du
systéeme nerveux central, dans I'noméostasie du squelette et du systéme cardio-vasculaire. 1ls
sont nécessaires a la masculinisation du cerveau et impliqués dans le comportement sexuel et
ils ont également des effets sur le foie et le tissu adipeux [201]. Chez la femme en &ge de

procréer, 1’cestradiol est essentiellement produit par conversion enzymatiques des androgenes.

3.2. Mode de fonctionnement

3.2.1. Les récepteurs stéroidiens
Les hormones stéroides et thyroidiennes (hormones hydrophobes) agissent via des récepteurs
intracellulaires. Les récepteurs de cette famille interagissent avec leur ligand spécifique au
niveau du cytoplasme et/ou du noyau et agissent directement au niveau du noyau en modulant
la transcription en ARN messager de divers génes spécifiques (Figure 16). Pour cette raison,
ces récepteurs intracellulaires sont souvent déenommés «récepteurs nucléaires» et ils sont donc
des facteurs de transcription dont I’activité est dépendante de la liaison de leurs ligands. La

réponse biologique induite se produit apres quelques heures mais est durable.
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Figure 16 : mécanismes cellulaires d’action des hormones via les récepteurs nucléaire

3.2.1.1. Récepteurs de la progéstérone.

On recense 2 isoformes du récepteur PRA et PRB. 1l semble que PRB soit activateur de
I’expression de génes cibles alors que PBA aurait un rdle inhibiteur vis-a-vis de PRB ou des
recepteurs nucléaires [202]. De plus, les cestrogénes induisent 1’expression de PR dans de
nombreux tissus comme le vagin et son augmentation représente un bon marqueur de

stimulation oestrogénique. Cette induction est régulée par Era. .

3.2.1.2. Récepteur aux androgenes

La structure de ce récepteur est trés proche de celle du récepteur de la progestérone. Il existe
deux isoformes de I’AR, I’AR A et ’AR B. Les AR A et B différent par la longueur de leur
séquence amino-terminale [203]. Les 2 isoformes sont fortement exprimées au niveau des
organes génitaux males et femelles, ARB éant la forme prépondérante. [204]. On retrouve les
AR dans de nombreux autres tissus foetaux tels que la vessie,les poumons, le muscle, les reins,
la peau I’estomac ou !’intestin. Chez 1’adulte on retrouve le recepteur dans le cerveau, la
glande mammaire ou encore les glandes salivaires. L’AR s’associe aux protéines
chaperonnes HSP90 et 70. La fixation d’un agoniste provoque la dissociation du complexe, et
un changement conformationnel du AR, qui se dimérise puis se fixe aux éléments de réponse
de ’ADN nucléaire qui régulent I’expression de génes spécifiques. Ses ligands endogenes
sont la testostérone et son métabolite, la 5 a-dihydroxytestostérone (50-DHT), ainsi que

I’androsténedione et la dihydroépiandrostérone (DHEA).
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3.2.1.3. Récepteurs aux cestrogenes

Comme d’autres hormones stéroides, les cestrogénes agissent via des récepteurs nucléaires
[205]. Deux sous types de récepteurs ont été identifiés : Era et Erp se trouvant respectivement

sur les chromosomes 6 et 14 [206]. Un troisieme, ERYy, a été décrit chez les poissons.

L’Era et Erf stimulent le plus souvent la transcription des mémes geénes mais chaque ER
détient une spécificité de ligand [207]. L’existence de ces deux sous-types d’ER permet une
modulation de I’activité des molécules cestrogénique en fonction de leur expression tissulaire
et de [D’affinit¢ différente de ces molécules pour I'un ou [’autre des sous-types
[205,208,209,210]. Ceci pourrait expliquer une sensibilité et une réponse des organes cibles
différente. Ainsi, méme s’ils posseédent des affinités équivalentes ou moindres pour
I’cestradiol, les xéno-hormones seront préférentiellement reconnus par 1’'un ou l’autre des
récepteurs. Par exemple les phyto-estrogenes comme la génistéine ont une affinité plus élevée

pour I’ERP alors que ’estrone se fixe plut6t sur I’ERa [206].

3.2.2. Mode d’action génomique : cas des cestrogénes
Ils découlent de I’aptitude des cestrogeénes a se fixer sur les récepteurs des cestrogénes (ER)
classiqguement appelés alpha et béta, entrainant la dimérisation des récepteurs cytoplasmiques,
leur adressage nucléaire, leur liaison aux ERE et leur destruction subséquente par les
ubiquitines du protéasome [211]. Les récepteurs ER sont également capables de former des
hétérodimeres avec d’autres récepteurs cellulaires (AHR, RXR, etc.), ce qui permet
d’expliquer pourquoi des ligands de ces récepteurs secondaires peuvent exercer des effets de
type cestrogénique sans pour autant se lier sur les ER [212]. Les cestrogénes endogenes ont
une meilleure affinité pour I’Era. Selon leur structure, les phyto-oestrogenes lient les ERs
avec des affinités différentes pour les 2 isoformes (a et ). Génistéine, daidzéine, coumestrol
lient préférentiellement la forme B [205,213]. Par exemple la génistéine, qui a une taille
voisine de celle de I’cestradiol et qui présente des groupements hydroxyles, lie le ERp avec
une affinité 21 fois plus importante que pour le ERa [214]. D’autres xeno-hormones, comme
le Bisphenol A ou le distylbéne, sont de meilleurs ligands pour la forme alpha, mais leur

affinité est plus faible que celle de 1’cestradiol.

3.2.3. Effets non génomiques
Des récepteurs aux cestrogeénes sont également localisés sur la membrane plasmique : ils sont

a lorigine d’effets non génomiques incluant I’implication de messagers secondaires
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caractéristiques de voies de signalisations cellulaires [215]. Les mécanismes moléculaires de
ces effets non génomiques directs sont de type biochimique, telle la phosphorylation de
facteurs de croissance ou I’inhibition de tyrosine kinase. L’interaction compétitive ou non
compétitive avec les sites catalytiques de divers complexes enzymatiques permet aux
cestrogenes d’exercer des effets cellulaires sur un grand nombre d’enzymes (notamment des
enzymes du metabolisme des hormones stéroides) et des hormones thyroidiennes mais aussi

sur des facteurs de croissance [216,217].

Figure 17 : action génomique et non génomique [218] 1. Mécanisme classique de I'action ER
activation de la transcription des génes et de la synthése protéique via un effet direct sur les récepteurs nucléaires. 2. Action
non génomique ( ERE-indépendants) . Le complexe E2-ER dans le noyaux est attaché par interactions protéine-protéine a un
complexe facteur de transcription (TF) qui contacte le promoteur du géne cible. 3. Actions génomiques indépendante du
ligand. (par exemple, les facteurs de croissance (GF) active la protéine-kinase cascades, ce qui conduit a la phosphorylation
(P) et l'activation de RE nucléaires a ERE). 4. Actions non génomique (activation de la protéine-kinase cascades, et
modifications des protéines dans le cytoplasme).

4. Tissus cibles

4.1. Tissus cibles de la progestérone.

Chez I’homme le récépteur de la progestérone a été détécté au niveau de 1’utérus, des ovaires,
du sein, des testicules, du vagin ou encore au niveau du cerveau [219]. Le récépteurs PRA

sont plus spécifiquement sur I’endometreet PRB plutdt sur les glandes mammaires.

4.2. Tissus cibles des androgénes.

Les recepteurs aux androgenes sont largement distribués dans I'organisme. Les concentrations

les plus élevées sont présentes dans les organes sexuels (prostate, testicules, ovaires) mais
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aussi dans le coeur, le muscle et le foie, alors que les concentrations dans les autres tissus

androgéno-sensibles, comme I'os par exemple, sont beaucoup plus basses.

4.3. Tissus cibles de I’cestrogénes.

Les récepteurs aux cestrogeénes ne sont pas répartis uniformément dans le corps humain. Ainsi,
comme nous 1’avons vu les glandes salivaires et 1’épithélium buccal ont essentiellement des
récepteurs ERp alors que le foie et le tissu adipocytaire n’ont que des récepteurs ERa, d’autre
organe comme le sein contiennent les 2 récepteurs [206]. De plus, cette répartition sur un
méme organe peut étre différente sur les cellules qui le compose. Ainsi, dans 1’ovaire, ERa est
mis en évidence dans les cellules techales et ERP dans la granulosa ; au niveau testiculaire,
ces récepteurs sont exprimés au niveau des cellules de Leydig (ERa) ou de Sertoli (ER)

[220].La répartition des récepteurs est rappelée sur la figure 18.
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Figure 18 : répartition des récepteurs aux cestrogénes
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B. Genéralités sur les perturbateurs endocriniens

Comme nous venons de le voir, les glandes endocrines sécrétent des substances biologiques
hautement actives appelées hormones. Leur dysfonctionnement peut altérer différentes
fonctions telles que la croissance, le développement, le comportement, la production,
I’utilisation et le stockage de 1’énergie, etc. Les perturbateurs du systeme endocrinien sont
des substances chimiques d’origine naturelle ou artificielle qui peuvent interférer avec le

fonctionnement des glandes endocrines.
1. Définition

Un perturbateur endocrinien est une substance d’origine naturelle ou artificielle étrangere a
I’organisme qui, interférant avec les fonctions du systéme hormonal, risquent d’influer
négativement sur les processus de synthése, de sécrétion, de transport, d’action ou
d’élimination des hormones provoquant des effets déléteres sur 1’individu ou ses descendants

(UE 2002).

2. Les différents perturbateurs endocriniens

Les perturbateurs endocriniens peuvent étre soit d’origine naturelle (hormones) qu’il s’agisse
d’organisme animal (cestrogeénes, progestérone, testostérone) ou végétal (phyto-oestrogenes).
Certains perturbateurs endocriniens sont des substances chimiques synthétiques utilisées dans
I’industrie (phtalates, alkylphénols, BPA...) ou dans le secteur agricole (pesticides, hormones

synthétiques). Les principales catégories de perturbateurs sont répertoriées dans le tableau 11.

Tableau 11 : catégorie de perturbateurs endocriniens

Groupes Exemples de substances a activité de PE reconnue

Les pesticides DDT, chlordane, pyréthroides, pesticides
organochlorés, linuron, wvinchlozoline, bromure de
méthyle

Les produits pharmaceutiques Hormones de synthése, DES, ketoconazole

Les hormones naturelles Hormones humaines et animales, phyto-cestrogénes

Les produits de combustion Dioxines, furanes

Les plastifiants Phtalates. bisphénol A styrénes

Les antioxydants alimentaires Nonylphénol

Les produits ignifuges® et isolants PBDE. PCB

Les détergents Alkyphénols
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3. Mode de fonctionnement

3.1. Interaction directe avec les récepteurs hormonaux (fig 19) :

- Le PE peut imiter I’action d’une hormone naturelle en se fixant sur le
récepteur cellulaire. 1l entraine une réponse normale, appelée agoniste qui mime
les effets de I’hormone. L’ importance de 1’effet mimétique dépend a la fois de son
affinité pour le récepteur et de sa capacité a induire une réponse. Le BPA et les
phyto-cestrogénes ont principalement un effet agoniste.

- Le PE peut se lier au récepteur hormonal et empécher 1’émission d’un
signal. Il entrave alors 1’action des hormones. Il s’agit d’une réponse antagoniste.

Cet effet est mis en évidence pour la Vinclozoline ou le tamoxifen [221].

Toxique A Toxique B hormone
Réponse Pas
— hormonale d’effet
Récepteur hormonal Récepteur hormonal
Agoniste Antagoniste

Figure 19 : modes d’action agoniste et antagoniste par interaction directe avec le

récepteur hormonal (d’aprés McLachlan et al., 2001).

3.2. Modification du taux d’hormones ou de son récepteur

Un PE peut perturber indirectement les fonctions d’une hormone en influant sur sa
concentration, via une modification de sa métabolisation (production ou élimination), de son
transport ou de sa libération depuis son lieu de stockage. Par exemple, I’induction des
enzymes impliquées dans le métabolisme des hormones peut modifier leur niveau circulant.
Ainsi, I’induction au niveau du foie du cytochrome P450 1A1, impliqué dans I’hydroxylation
de I’E2, serait responsable de I’activité anti-cestrogénique de certains PCBs substitués en
positions non-ortho, en facilitant 1’inactivation et 1’élimination de I’E2 [222]. De méme, la
génistéine peut réduire I’activité de la 17p- HSD amenant une réduction de la synthése
d’cestradiol [223]. Si la concentration en ligand joue sur sa capacité a entrainer un effet, il en
va de méme de son récepteur. Ainsi, certains PE peuvent agir en modifiant la concentration en

récepteur d’une hormone.
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4. Perturbateur endocrinien et dogme en toxicologie

On fonde traditionnellement la toxicologie sur les travaux de Paracelse, médecin suisse du
16e siecle, dont une maxime est particulierement connue « Rien n’est poison, tout est poison :
seule la dose fait le poison ». Selon ce principe, tout produit peut devenir nocif pour la santé
8’1l est consommeé en exces. Ainsi, Paracelse a inventé la relation entre 1’effet et la dose. La
relation dose-effet conduit & une progression de I’effet selon un mécanisme logique. Cette
démarche se caractérise également par son caractere monoproduit. Chaque produit ayant son

effet selon son mécanisme propre [224,225].

La dose non toxique d’une substance est usuellement calculée a partir de la définition de sa
dose 1étale pour aboutir a la définition d’une dose journaliére admissible ou tolérable. La dose
Iétale retenue pour la toxicite est la « dose létale 50 » ou celle qui provoque la mort de 50 %
d’un échantillon de rongeurs exposés. Cette mesure a été¢ définie en 1927 par le scientifique
anglais John. Selon le méme processus, on cherche alors logiqguement a définir la dose a partir
de laquelle aucun effet ne peut étre observé sur les animaux de laboratoire (No Observed
Adverse Effect Level - NOAEL). Pour obtenir la DJT, on applique un facteur de sécurité de
100, qui est le résultat d’une double précaution : un facteur de 10 pour tenir compte des
différences entre I’animal et I’homme et des éventuelles imprécisions des études disponibles
ayant déterminé la NOAEL. Un second facteur de 10 est appliqué pour tenir compte de la

variabilité de la sensibilité interpersonnelle chez ’homme.

La conférence de Wingspread dans le Wisconsin sur les altérations du développement sexuel
induites par les produits chimiques qui a réuni 21 participants du 26 au 28 juillet 1991 a remis
en avant I’effet hormesis décrit en 1943 et ainsi a ajouté aux dogmes de la toxicologie
classique la description d’un nouveau dogme [226]. Il était constaté qu’un grand nombre de
produits chimiques de synthese libérés dans la nature, ainsi que quelques composés naturels,
étaient capables de dérégler le systéme endocrinien des animaux, y compris I’homme. Il
s’agissait notamment de certains pesticides (fongicides, herbicides et insecticides) et produits
chimiques, ainsi que d’autres produits synthétiques et certains métaux. A I’issue de cette
conférence quatre remarques étaient faites : les composés concernés pouvaient avoir des
effets treés différents sur I’embryon et sur 1’adulte; les effets se manifestent surtout sur la
génération suivante, et non chez les parents exposés ; la période d’exposition au cours du
développement de I’organisme était cruciale, déterminant I’ampleur et la nature des effets ; et
la période d’exposition la plus critique correspondait a la vie embryonnaire, mais les effets

pouvaient ne pas se manifester avant I’age adulte. De plus, lors de cette conférence il était
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constaté que les mécanismes d’action de ces composés étaient variables, mais d’'une manicre
générale : ils imitaient les hormones naturelles en se liant & leurs récepteurs ; ils inhibent les
hormones en les empéchant de se lier a leurs récepteurs ; ils réagissaient directement ou
indirectement avec les hormones elles-mémes, soit en perturbant leur synthese soit en

modifiant le nombre de récepteurs dans les organes.

De plus, progressivement le dogme de 1’effet-dose linéaire a été remis en question. Ana Soto a
exposé des rongeurs a des doses de bisphénol A, tres inférieures a la DJA, mais a obtenu des
effets, notamment des Iésions précancéreuses du sein [227]. D’autres études comme celles de
Frederick vom Saal [228] ou de Channda Gupta [229] ont également montré des effets a des
doses égales ou inférieures a la DJT. Ainsi, il a été décrit le mécanisme de dose-effet non

monotone avec des effets pouvant étre plus forts a faible dose qu’a forte dose (fig 20).

Relation monotone Relation non monotone

R courbe en U inverse
linéaire

courbeen U

Augmentation de la réponse

non linéaire

Augmentation dela dose

\{

Figure 20 : les différentes relations dose-effets

Les xéno-hormones ont été étudiées chez 1’animal adulte afin d’établir les doses journaliéres
admissibles. Les perturbateurs endocriniens a des doses inférieures a la DJT semblaient sans
effets apparents sur cette population. Les effets néfastes des xéno-hormones ont surtout été
visualisés avec une exposition in utéro ou en période néonatale.

Leur effet a été étudié sur le golt et les glandes submandibulaires également lors
d’exposition in utéro. Xu et al [230] chez des rats exposés au BPA pendant la période
périnatale a des doses de 0,01, 0,1 et 1,0 mg / L a teste la préférence a la saccharine ainsi que
le pourcentage de graisse corporelle. Il a ainsi montré que l'exposition au BPA pouvait

accroitre la préférence au sucré des rats males (féminisation) et la prise de poids. Quant a
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Kouidhi et al [231] elle a montré qu’il existait des similitudes d’action entre la génistéine, un
phytoestrogéne, et la vinclozoline, un anti-androgéne, sur la morphogenese des
submandibulaires de rat femelles.

Un autre point crucial est celui des effets des mélanges ou des effets cocktail. Il n’y a pas dans

I’environnement de dose pure. Les résultats peuvent étre différents [232]:

- L’addition des réponses : I’effet du mélange est la somme des effets de chaque composé
a la dose considerée.

- L’addition des concentrations : Ainsi, un mélange peut avoir un effet alors que tous ses
composés se trouvent a une concentration inférieure a la dose sans effet observé. Ce
modele s’appliquerait aux mélanges composés de produits ayant les mémes voies
d’action.

- La potentialisation des produits les uns par les autres,

- L’effet synergique des produits

- Un effet antagoniste peut également étre constaté entre les produits.

Au niveau des glandes submandibulaires il a été démontré toujours en période néonatale une

potentialisation des effets histologiques par le mélange de genistéine + vinclozoline avec un

nombre significativement plus faible de canaux striés liés a une augmentation de leur

superficie et la prolifération des cellules acineuses [231].
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C. Les Phyto-cestrogénes

1. Définitions [233,234]

Les phyto-cestrogenes désignent des composés végétaux qui miment I’action des cestrogénes.
Cette appellation regroupe des molécules de structures diverses et attachées a plusieurs
familles de microconstituants végétaux (tableau 12). Les phyto-cestrogénes sont susceptibles
d’interférer avec les cestrogenes sur des cibles biologiques associées a I’appareil reproducteur,
au deéveloppement, ou au comportement. La majorité des phyto-cestrogénes appartient au
groupe des flavonoides, parmi lesquels se distinguent 3 catégories principales : les
isoflavones, les lignanes et les coumestanes. Un autre groupe de phyto-cestrogénes rassemble
des molécules non flavonoides. Les phyto-estrogenes décrits dans la littérature
(essentiellement les isoflavones et les coumestanes) présentent une similitude structurale plus
ou moins grande avec 1’cestradiol. Toutes ces substances possédent un ou plusieurs cycles
aromatiques, porteur d’au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction

éther, ester, hétéroside.

Tableau 12: les différentes catégories de phyto-eestrogénes

Phytoestrogénes
Flavonoides Non flavonoides

Isoflavones Coumestanes Prénylflavonoides Lignanes

Gémstéine Coumestrol 8-prénylnaringémne Laricirésinol

Daidzéine 6-prénylnaringénine Isolaricirésinol

(Equol) Xanthohumol Matairésinol

Glycitéine Isoxanthohumol Sécoisolaricirésinol
Biochanine A (Entérodiol)
Formononetine

Les isoflavones sont présents dans les légumineuses comme les graines de soja (et plus
accessoirement les lentilles et les pois). lls possedent tous une structure diphénolique ; les
principaux composés sont la génistéine, la daidzéine et plus accessoirement la glycitérine, la

biochanine A et la formononetine.

Les lignanes se retrouvent dans diverses céréales : graines de lin, son, seigle, sarrazin, millet,

soja, avoine et orge, ainsi que dans les fruits, certains légumes et les baies mais en faible
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quantité. Ce sont les graines de lin qui en contiennent le plus. Ils possedent tous un squelette 2,

3 - dibenzylbutane ; les principaux composés sont I'entérodiol et I'entérolactone.

Les coumestanes sont essentiellement représentées par le coumestrol, présent dans les
luzernes utilisées pour I’alimentation animale. L'étre humain n'est pas théoriquement
susceptible d'aborder ces produits ; cependant, le soja mal entreposé pourrait en produire. Le
coumestrol est le plus puissant des phyto-estrogénes, son affinité pour le récepteur ER B des
cestrogenes étant supérieure a celle de l'cestradiol (E2). Les différentes structures moléculaires

des principaux phyto-estrogenes sont rappelées figure 21.

Stéroide
OH — Isoflavone
C)’Cle A\ OHO UOH
dG (Estradiol ,@:“]/
—= H HO o  Geénistéine
Coumestrane Lignane OH
'%E(),OH E
HO’G’O o Coumestrol HO
Entérodion HOOH

Figure 21: principaux phyto-cestrogénes et leurs structures moléculaires

2. Sources d’exposition

2.1. Exposition alimentaire

L’exposition aux phyto-cestrogénes se fait essentiellement par voie alimentaire par

I’intermédiaire de plantes

2.1.1. Plantes a propriétés phyto-cestrogénique
Les isoflavonoides, dont la génistéine et le daidzein sont les plus étudiés, sont contenus dans
les légumineuses. La source majoritaire d'isoflavonoides dans I'alimentation est le soja et les
aliments a base de soja (laits infantiles a base de soja, lait de soja, graines de soja, tofu) [235].
Pour les stilbénes, la source principale est le resveratrol dans le vin rouge (contenu dans la
peau du raisin) et les cacahuetes. Le secoisolariciresinol et le matairesinol sont deux lignanes
qui n'ont pas d'activité cestrogénique mais qui sont convertis dans l'organisme des

mammiferes en des composés ostrogéniques. 1ls sont retrouvés en trés grande quantité dans
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les graines de lin, les céréales et le pain, les légumes et fruits (canneberges et framboises) ou
le the [235]. Certains Iégumes contiennent de petites quantités de coumestrol, les coumestans

ayant une activité cestrogénique démontrée, comme les épinards et le brocoli.

C'est le lin et autres graines oléagineuses qui contiennent la plus grande quantité totale de
phyto-cestrogénes, puis le soja. Le tableau 13 présente les différentes plantes répertoriées.
[234]. De plus des phyto-cestrogénes sont retrouvés dans la viande, puisque le bétail en ingére
[236]. On en retrouve également dans le lait de vache, & des concentrations moindres que dans
les produits a base de soja ou les laits infantiles au soja, mais néanmoins non négligeables
[237].

Tableau 13 : plantes sources de phyto-cestrogénes [234]

Classe Molécule Plante source de la molécule
Isoflavones Biochanine A Genistéine Soja et derves, haricots, frefles, pois chiches, lentilles, arachides, orge, seigle, noix, tréfle rouge, kudzu
Daidzéine Glycitéing o

Formonéting

Isoflavanes Glabréne Glabridine Reglisse

Flavanones Naringénine 6-phénylnaringénine Houblon
8-phénylnaringénine  Xanthohumol
Isoxanthohumol

Coumestranes Coumestrol Luzerne, pousses de soia (haricots mungos, Vigna radiata), tréfles, épinards

Lignanes Iso-larici-résinol Matairésinol Graines de lin, toumesal, seigle, sésame, courge, censes, pommes, poires, carottes, fenouil, ail, céleri
Larici-résinol Secoisolaricirésinol  cignons, the, café, pin,” '

2.1.2. Consommation de phyto-cestrogénes
Le soja est la source principale en phyto-cestrogénes, et particuliérement en génistéine. La
consommation de phyto-cestrogénes varie beaucoup d’un pays a ’autre et en fonction de
I’alimentation...I’estimation pour une population est donc difficile. Cependant, les études
montrent qu’une alimentation asiatique traditionnelle riche en soja peut étre plus de 100 fois
plus riche en isoflavones qu’une alimentation occidentale typique. Grace au développement
récent des tables de composition alimentaires en isoflavones, des apports moyens en
isoflavones aglycones ont pu étre estimés dans diverses populations : 45 mg/j au Japon, 9-35
mg/j dans les autres pays asiatiques et 0-2 mg/j dans les pays occidentaux comme en Europe
ou aux Etats-Unis. En France, les apports en génistéine et daidezéine dans la population
francaise chez les non consommateurs de soja, sont de 0,026 mg/j en moyenne (écart-type :
0,024 mgl/j) chez les adultes [238]. Cependant, les européens végétariens ont un taux plus de

10 fois supérieur a la méme population non végétarienne (0,1 mg/kg PC/j ) [239].
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Chez I’enfant et le nourrisson, on retrouve les isoflavones, dont la génistéine, dans les laits

infantiles a base de soja (18 — 41 mg d’isoflavones par litre [234]). La consommation

d’isoflavones chez les nourrissons agés de 4 mois nourris avec ces laits maternisés serait de

4,5 a 8 mg/kg PC/j [240]. Le lait provenant du sein maternel peut également contenir des

isoflavones, en fonction du régime alimentaire de la mére et exposer les nourrissons a des

quantités variables de phyto-cestrogénes. Ainsi, des concentrations allant de 5,1+2,2 a

70,7£19,2 nM voire 200 nM d’isoflavones ont été retrouvées dans les laits de meres

consommant de la nourriture a base de protéines de soja [241]. Les variations du taux de

génistéine en fonction de I’alimentation chez I’enfant sont rapportées dans le tableau 15.

Tableau 14 : quantité d’isoflavones ingérées par différentes populations

référence pays/population isoflavones totales isoflavones individuelles | types d'aliments
deKleijn USA Médiane=0,154 mg Génistéine 0,070 mg Haricots secs, pois,
2001[242] 964 femmes | (25-75éme perc=0,099- Daidzéine 0,039 mg thé,
ménopausées 0,235) Formononétine 0,031 mg café, fruits secs
35-81 ans (moyenne=0,760 mg +4345) Biochanine-A 0,006 mg
Forme aglycone Formes aglycones
KeinanBoker Pays-Bas Médiane=0,355 mg Médianes : Pois, haricots secs,
2002[243] 17357 femmes Moyenne=0,881 mg Génistéine 0,141mg céréales, café/thé,
50-69 ans Forme aglycone Daidzéine 0,134 mg aliments a base de
Formononétine 0,079 mg soja,
Biochanine-A 0,001 mg fruits secs
Van Erp-Baart Irlande 1379 Non consommateurs de soja :Irlande 0,545mg +0,337 lItalie 0,554mg +1,072 Pays-Bas
2003[239] Italie 1513 0,683mg +0,372 Royaume-Uni 0,602mg +0,350
Pays-Bas 4085 Consommateurs de soja : Irlande (n=42) 5,996mg+8,123Pays-Bas (n=85) 11,111mg+6,728
Royaume-Uni 335 Royaume-Uni (n=15)3,176mg +4,034
Linseisen 2004 | Allemagne Médiane= 0,289 mg 11 Médianes : Gén+Daid=0,172 | Pousses soja,
[244] Femmes non | (25-75éme %= 0,173-0,414) mg légumineuses, sauce
ménopausées Forme aglycone soja, café
Kim 2001 Corée 14.88 mg Génistéine 7,32 mg Soybeans,tofu,
[245] 3224 hommes Daidzéine 5,81 mg soybean,paste,
3475 femmes Glycitéine 1,75 mg soybeansprouts

Dai 2001[246]

ChinenShanghai
3015 femmes :
ans

25-64

Médiane=33,2 mg
(25-75éme%=18,7-53,3)
Moyenne=40,9 mg

Yamamoto
2003[247]

Japon 21852 femmes,
40-59 ans

Quartilel : 6,9 mg £2,6
Quartile 4 : 25.3 mg 2.2
Forme aglycone

Soybeans, tofu, tofu
frit,,Natto
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Tableau 15: concentration de génistéine dans le sang, I’urine, la salive en fonction de

I’alimentation chez les nourrissons

Auteur Fluide n | Age Génistéine ( ng /| Equol( ng /
mesuré ml) ml)
Lait nourrissons a base de soja au lait maternisé
Irvine et al.[248] Urine 4 2-16
semaines
Yang Cao[249] Urine 125 | 0-12 mois 5891 x /+ 3,1 23x/[+46
Salive 119 | 0-12 mois 116 x/+5,1 -
Sang 27 0-12 mois 757 x [+ 3,0 -
Les nourrissons, lait maternisé
Irvine et al. (1998 )[248] | Urine 25 | 2-16 -
semaines
Yang Cao[249] Urine 128 | 0-12 mois 11,8 x/+57 24x[+21
Salive 120 | 0-12 mois 0,7x/+1,3 -
Sang 30 | 0-12 mois 142x/+15 -
Les nourrissons
allaités
Franke et al[241] Plasma 11 | 2-4 semaines | - |
Yang Cao[249] Urine 128 | 0-12 mois 15x/+48 1,7x/+1.2
Salive 120 | 0-12 mois 0,7x/+1,3 -
Sang 20 | 0-12 mois 108 x/+27 -

De plus, existe des suppléments alimentaires riches en isoflavones. Leurs contenus en phyto-
cestrogénes sont extrémement variables, cependant la prise quotidienne moyenne est estimée

entre 30 et 70 mg d’isoflavones [250].

2.1.3. Meétabolisme des phyto-eestrogénes (fig 22)
Les humains ne metabolisent pas les phyto-cestrogeénes de la méme maniére en raison des
différences dans les activités des enzymes les métabolisant et du fait de I'influence de la
microflore intestinale sur la biodisponibilité des phyto-cestrogenes [251]. Les phyto-
estrogénes sont métabolisés avant tout par la flore intestinale, au niveau du gréle et du colon :
par exemple la génistéine est hydrolysée et libérée de son sucre par la flore bactérienne et
transformée ainsi en génistéine [252]. L’efficacité de cette «déconjugaison» dépend de
I’équilibre de la flore, du sexe et de 1’origine ethnique. Une absorption directe des molécules
est possible en fonction de la perméabilité intestinale. Les phyto-cestrogénes sont ensuite
métabolisés par le foie et éliminés majoritairement par les urines. Ainsi, Une fraction de la
génistéine peut également migrer vers le foie pour y étre conjuguée a 1’acide glucuronique
et/ou sulfatée [252]. Il existe par ailleurs un cycle entéro-hépatique d’une partie des molécules.

Chaque phyto-estrogéne a une vitesse d’excrétion différente et des capacités de fixation sur
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les protéines sériques variables. Par exemple pour une consommation unique de 16 mg/ kg PC
de génistéine, la concentration de la génistéine non modifiée retrouvée dans le sang est de
0,07 uM, alors qu’elle est de 7,7 uM pour la génistéine et ses conjugués [253]. Les hommes
éliminent 2 fois plus vite les phyto-cestrogénes que les femmes. La puissance d’action d’une
molécule dépendra donc également des capacités de métabolisation et d’¢élimination de

chaque individu. De fait, il est délicat d’extrapoler les résultats obtenus chez 1’animal.

Figure 22 : absorption et métabolisation de la daidzéine. (d’aprés Chatenet C)

2.2. Voie transcutanée

Les chercheurs ont mis au point des hydrogels topiques contenant de la génistéine chargés de
nanoémulsions. Les résultats ont montré un écoulement lent de la génistéine a travers la peau.

11 pourrait s’agir d’une nouvelle possibilité de diffusion de molécules a travers la peau [254].

3. Effets des phyto-cestrogénes

3.1. Génotoxicité

A partir des souches de Salmonella typhimurium TA 1538, TA 98 et TA 100, la génistéine et
la daidzéine a des concentrations allant jusqu’a 100 pug/plaque en présence ou non d’activateur
métabolique, ne sont pas mutagenes [255]. A partir d’un test cométe réalisé sur des
lymphocytes ou du sperme humain, Anderson et al [256] conclue a 1’augmentation de
I’incidence des cassures de brins d’ADN apres exposition a la génistéine ou daidzéine (>10

uM). Ainsi, par son action sur la topoisomérase Il (inibiteur) la génisteine intervient dans les
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cassures de I’ADN et probablement dans I’apoptose (clastogénicité). Il a aussi été décrit par
Kulling [257] avec le coumestrol (>50 mM), des cassures de chromatides et des délétions
dans des cultures de lymphocytes

3.2. Effets oestrogénomimétiques

Les phyto-cestrogénes sont définis par leur capacité a induire in vivo des effets comparables a
ceux des cestrogénes animaux (test utérotrophique et cornification vaginale). Ces effets sont
liés a leur capacité a se fixer aux récepteurs des cestrogeénes, du fait de leur analogie
structurale avec ces composés. Ces effets sont répertoriés dans le tableau 16 [258]. Son action

peut étre cestrogénique a faibles concentrations et anti-cestrogénique a fortes concentrations

[259].

Tableau 16 : effets eestrogénique de la génistéine

Génistéine (mg/kg/j) 4 40

distance AG ND ND

Taux d'hormone a jour 22 ND ND

Poids utérus au jour 22 ND Augmentation

Utérus poids a la semaine 12 ND ND

I'ouverture vaginale ND Avancé

séparation du prépuce ND ND

Vagin frottis ND kératinisation persistants
1-7 semaines Poids du corps ND ND

Le poids corporel semaine 7 + ND Diminué

Les niveaux de progestérone ND Diminué chez les femelles
Poids des organes: les animaux adultes ND ND

Note. AG , la distance anogénitale ND , aucune différence

3.3.Effets chez I’embryon en cas de consommation maternelle de phyto-

eestrogénes

Il n’a pas été mis en évidence de risque particulier pour le feetus en cas de consommation
modéré d’isoflavones comme c’est le cas dans les populations asiatiques[233]. L’étude de
North& Golding [260] a montré une association forte entre le régime végétarien pendant la
grossesse et I’incidence des hypospadias (odds ratio de 4,99 - Intervalle de confiance a 95 %,
2,10-11,88). Ces auteurs attribuent cet effet aux phyto-cestrogénes mais on pourrait aussi
évoquer une plus grande exposition des végétariennes a des xénobiotiques cestrogéniques

(herbicides et/ ou pesticides) ou un effet de carence alimentaire selon d’autres auteurs [261].
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3.4. Effet chez le nourrisson ou le jeune enfant

D’aprés le rapport américain de Rozman et al.[262] 1’exposition des nourrissons nourris
exclusivement aux formules infantiles & base de protéines de soja pendant la période de 1
semaine a 4 mois peut atteindre jusqu’a 11 mg/kg/jour vers 1 mois et étre responsable d’un
taux d’isoflavones circulants de 3,5 uM.

Concernant les conséquences sur I’appareil reproducteur, au vues des études expérimentales,
on pourrait s’attendre chez les jeunes gar¢ons a une diminution de la production de LH qui se
traduirait par une réduction du développement puis du fonctionnement testiculaire a 1’age
adulte. Chez la fille on pourrait craindre une oestrogénisation de la gonade et éventuellement
une masculinisation de I’aire sexuellement dimorphique de I’aire préoptique[233]. Cependant
ces hypothéses n’ont jamais été vérifiées par la réalisation d’études chez I’homme. Il a par
contre été établi que la prise de phyto-cestrogénes pouvait étre responsable d’une puberté
précoce [263], [264]. Fort et al [265] ont rapporté une plus forte proportion d’enfants atteints
de maladies auto-immunes parmi des enfants nourris avec des préparations infantiles a base

de protéines de soja.

3.5. Reprotoxicité

3.5.1. Chez la femelle

Chez les rates, I’exposition a 0,2 mg de génistéine/kg pc/j via la nourriture du 10éme jour de
gestation jusqu’au 70éme jour apres la naissance a provoqué une diminution du poids de leur
utérus et de leurs ovaires et un oestrus irrégulier [266]. Néanmoins, des doses supérieures (0,4
et 4 mg/kg pc/j) via ’alimentation n’ont eu aucun effet sur le nombre et poids des nouveau-
nées [267] montrant 1I’importance de la dose d’exposition.

A ce jour, seules deux études chez I’homme ont examiné la relation entre I'exposition aux
phyto-cestrogeénes et la fonction de I’appareil reproducteur féminin; dans ces études,
I'exposition était postnatale. Une étude rétrospective a montré que les femmes nourries avec
du soja avaient des saignements menstruels plus importants ainsi que des dysménorrhées
[268]. Dans la deuxieme étude qui comprenait prés de 20 000 femmes, l'utilisation du lait
de soja pendant l'enfance était associée avec un risque légerement accru d'un diagnostic

précoce des fibromes utérins [269].
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3.5.2. Chez le male
Au niveau des organes sexuels on note chez le rat des malformations de [’appareil
reproducteur (hypospadias, cryptorchidies) lors d’une exposition utérine, qui apparaissent a
des doses de I'ordre du mg/kg/j pour la génistéine, donc compatibles avec des doses
d’exposition alimentaire [270]. L’effet dépréciateur de la consommation de soja sur la
production spermatique (passant vraisemblablement par un effet anti-LH) a été suspecté par
Fisch et al.[271] qui montraient une concentration plus faible en spermatozoides chez les
Asiatiques par rapport aux Occidentaux, ceci sans incidence sur la fertilité. Une étude récente
de Chavarro et al. [272] indique une baisse significative de la production spermatique avec la

prise de soja sur des volontaires adultes obéses.

3.6._Cancers
Gao a montré in vitro chez le rat que les phyto-cestrogénes pouvaient favoriser 1’induction de
I’apoptose [273].Les incidences de plusieurs cancers horrmono-dépendants, dont ceux de la
prostate et du sein, sont plus ¢élevées dans les pays occidentaux (Europe et USA) qu’en Chine
ou au Japon [274]. Chez I'animal adulte, des travaux sur les lignanes font état d'un effet
inhibiteur sur la croissance des tumeurs chimio-induites [275] et donc d’un effet protecteur
des lignanes sur les cancers mammaires [234]. De plus, il a été montré en Asie qu’une
exposition aux phyto-cestrogenes chez la fille dans 1’enfance, 1’adolescence et pendant la
premiére partic de la vie d’adulte prévient le risque de cancer a la ménopause [276].
Cependant, une étude épidémiologique menée en Occident a montré une légére
augmentation du risque de cancer du sein a faible dose [277]. 1l est donc difficile de conclure
sur les effets bénéfiques ou déléteres des phyto-cestrogenes vis-a-vis du cancer du sein [234].
Sur les cancers de ’endometre les études sont elles aussi contradictoires [234]. Sur le cancer
de la prostate une étude chez le rat montre que I’incorporation de génistéine dans le régime
inhibe de maniére dose dépendante le développement d’adénocarcinomes invasifs induits par

des cancérigenes [278]. Ses effets semblent également confirmés chez I’homme [279].

3.7.Autres effets hormonaux

- Perturbation Thyroidienne : La nourriture standard pour rongeurs peut contenir des

phyto-cestrogénes (dont la génistéine) en quantité suffisante pour présenter un effet
cestrogénique, comparée a une alimentation spécifiquement dépourvue en phyto-cestrogenes

[280].Une activité goitrigene des phyto-estrogénes a eté rapportée chez le rat dont
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I’alimentation enrichie en extrait de soja augmente le poids de la thyroide et diminue la

captation d’iode [281].

- Ostéoporose : Chez I’homme, la génistéine et la daidzéine préviennent la
différenciation ostéoclastique, augmentent la production de la phosphatase alcaline osseuse et
la minéralisation des ostéoblastes, et diminuent la production de cytokines pro-
inflammatoires comme IL-6 qui activent les ostéoclastes [282]. Chez  les rates
ovariectomisées on constate qu'une supplémentation en génistéine améliore la géométrie
osseuse au niveau du fémur, D’effet sur 1’ostéoporose étant confirmé sur d’autres études
[283],[284] . Chez ’homme les données épidémiologiques indiquent que la consommation de
phyto-cestrogénes est associée a une densité minérale osseuse plus élevée dans les populations
consommant plus de soja que la moyenne [285-286], mais les données de Densité Minérale
Osseuse (DMO) ne mette pas forcément en évidence de différence en fonction de la
consommation ou pas de phyto-cestrogenes [287]. Malgré toutes ces données, on ne peut pas
conclure de fagon définitive a une prévention du risque fracturaire avec la consommation de

phyto-cestrogenes [288].

3.8.Maladies cardio-vasculaires

Legette [289] a réalisé une étude chez les rates ovariectomisés. Il constate qu’une
supplémentation en geénistéine donne de modestes avantages pour la santé cardiaque. Il a été
montré que les régimes riches en soja ou en protéines de soja avaient un effet
hypocholestérolémiant chez I’Homme [290]. Néanmoins, les phyto-cestrogénes ne seraient
pas les seuls responsables pressentis, les fibres ou les phytostérols du soja, structurellement

similaires au cholestérol, ont montré des effets hypocholestérolémiants [291].

3.9.Comportement troubles neurologiques

Les rats males qui recoivent un régime alimentaire contenant 150ug/g de génistéine montrent
un comportement anxieux et un taux élevé de vasopressine et de corticostérone dans le plasma,
indicateur d’un stress induit [292]. Chez ’homme il semble que les phyto-cestrogénes puissent
avoir un effet protecteur contre la maladie d’Alzheimer [293]. Concernant le comportement
alimentaire Flynn [294] rapporte que les rats exposés pendant la période de gestation et de
lactation a 1 250 ppm préféraient la solution saline. Par contre, la génistéine n’avait aucun

effet sur la préférence au sucre.
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3.10. Glandes salivaires :
Kouidhi W [231] montre que chez les rats exposes a la génistéine (1mg/kg pc) pendant la

gestation et la lactation que les canaux striés apparaissent plus larges et moins fréquents que

chez les animaux contréles (-15.2%; p < 0.05). Mais aucune étude dans la littérature n’a été

faite chez le rat adulte.
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D. Le bisphénol A

1. Définition et propriétés physico-chimique

Le Bisphénol A (BPA) est un composé chimique issu de la réaction entre deux équivalents de

phénol et un équivalent d'acétone.

Il a été trés étudié dans les années 1930 au cours de la recherche d’estrogénes de synthése

[295]. Il ne fut jamais utilis¢é comme cestrogéne de synthése du fait de la découverte a la

méme époque d'un autre composeé de synthese, le diéthylstilbestrol, dont les propriétés se

révélerent plus intéressantes. Le BPA fait partie des contaminants environnementaux qui

possédent des propriétés cestrogéno-mimétiques et qui sont a 1’origine de dysfonctionnements

hormonaux constatés chez diverses especes animales.

o)

CHj

CHs

a

Figure 23 : formule chimique du BPA

Le BPA est une molécule sous forme de cristaux dont la solubilité est de 300mg/l. Les

propriétés physicochimiques sont rappelé s dans le tableau 17.

Tableau 17 : propriétés physico-chimiques du BPA

Propriétés physiques

Propriétés chimiques

T° fusion 152 a 153 °C Formule CisH160, [Isomeres]
T° ébullition brute

2504252 °C Apparence | cristaux blancs
Solubilité 300 mg:1I™ (eau) Masse 228,2863 + 0,0137 g-mol™
Masse volumique 1,2 g-cm” molaire C 78,92 %, H 7,06 %,
T° d’auto-inflammation | 600 °C 0 14,02 %,

Point d’éclair

207 °C (coupelle

ouverte)

Pression de  vapeur

saturante

24190 °C: 87 Pa

2. Dose journaliéere tolérable
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Une étude in vivo realisee en 2002 chez le rat a montré un retard de la puberté des rats
exposés in utero au BPA a la dose journaliere de 50mg/kg. Chez une des lignées de rats
femelles inclues dans 1’étude, un retard significatif de 1’age a la puberté chez les descendants
des animaux traités a été observé par rapport aux animaux contrdles (35.3 jours vs 33.8 jours).
Cet effet n’a pas été retrouvé aux doses inférieures de BPA (20ug/kg/j et 100ug/kg/j). Les
premieres expériences realisées sur des animaux de laboratoire ont estimé la plus faible dose
testée ayant des effets déléteres sur 1’organisme (LOAEL) a 50mg/kg/j. Ceci a permis aux
autorités reglementaires de fixer la dose journaliére tolérable en 2006 a 50ug/kg [296]. Les
effets du BPA détaillés plus loin montrent bien qu’il s’agit d’un perturbateur endocrinien
pouvant avoir des effets a faible dose et ayant une courbe effet-dose non linéaire et non

monotone.

3. Sources et voies d’exposition

Le BPA est utilise comme monomeére dans la fabrication industrielle (polymérisation) de
plastiqgues de type polycarbonate et de résines époxy et comme antioxydant dans le
polychlorure de vinyle (PVC) [297]. Les polycarbonates entrent dans la composition d’un trés
grand nombre d’objets courants (CD, lunettes, bouteilles plastiques...), alors que les résines
époxy sont principalement utilisées pour réaliser le revétement intérieur des boites de
conserves ou les composites dentaires. C’est une substance chimique fabriquée en grande
quantit¢ (High Production Volume). Selon les données fournies par I’industrie (Plastics
Europe), la production mondiale est supérieure a 3 millions de tonnes par année. Environ 75
% de la production européenne est destinée a la fabrication de polycarbonate. D’apres les
données de 2005 et 2006, 1,15 million de tonnes de BPA sont utilisés par année dans 1’Union

européenne avec une croissance de 6 a 10% par an [298].

3.1.Voies de contaminations du BPA

3.1.1. Exposition orale au BPA
Le BPA est retrouvé dans I’environnement, résultat d’une contamination a chaque étape de sa
production, de sa transformation et de son utilisation. Ainsi, le BPA a été détecté dans les
eaux de surface et les eaux souterraines, notamment dans des zones de pompage destinées a la
distribution d’eau potable. Les concentrations en BPA mesurées dans les rivieres de
nombreux pays industrialisés sont inférieures ou égales a 8 ng/ml [299,300].
Dans I’air, des études ont montré la présence du BPA a des concentrations allant de 2 a 208

ng/m3 [301]. Les voies respiratoires sont donc une source possible d’exposition au BPA.
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Cependant, cette voie pourrait étre considérée comme une source importante pour les

employés de I’industrie du plastique.

3.1.2. Contamination par I’alimentation

Quatre-vingt-dix-neuf pour cent de la contamination humaine par le BPA se fait par ingestion
[302]. Pendant le stockage des aliments, une partie du BPA composant le contenant
alimentaire est libérée par hydrolyse de la liaison ester qui lie les différents monomeres, et se
retrouve dans I’aliment. Ce taux de migration dépend directement des conditions de stockage
et d’utilisation, comme la température et le temps de chauffage, la durée de conservation et le
pH des aliments. Ainsi le chauffage a des températures élevées lors de la stérilisation
(biberons) ou de I’appertisation (procédé d’autoclavage aprés la mise en conserve) accroit
considérablement le passage du monomere, auquel vient s’ajouter sa migration dans le cas de
stockage de produits alimentaires acides, aboutissant a augmenter les concentrations de BPA
libre dans le produit consommé [300,303].

Une exposition orale au BPA est également observée apres application de résines composites
pour combler les caries chez les enfants et les adultes, ou dans le cas de scellement dentaire
des premicres et secondes molaires permanentes qui apparaissent vers 1’age de 6 et de 12 ans
respectivement. Olea et all [304] ont ainsi détecté des concentrations élevées en BPA (3,3 -
30ug/ml) dans la salive prélevée 1 heure apres 1’application des composites dentaires
composés de Bis-glycidyldiméthacrylate et de Bisphénol Adiméthylacrylate [304].
Concernant les composites dentaires, une étude [305] montrait que la concentration salivaire
en BPA était 100 fois plus faible chez les individus sans composites. Toutefois, 1’exposition
au BPA dans le cadre d’un traitement dentaire représente un événement aigu et transitoire, et
marginal par rapport aux autres sources d’exposition orale et, de plus, tous les composites

dentaires ne liberent pas autant de BPA.

3.1.3. Contamination transcutanée :
L’importance de la voie cutanée, considérée négligeable jusqu’a présent, a ¢ét¢ mise en
évidence tres récemment [306, 307]. Le BPA est utilisé pour enduire les papiers d’impression
thermique : en réagissant a la température, le BPA libere un colorant (lactone) donnant I'encre

noire sur les tickets de caisse, relevés bancaires ... cette voie reste cependant négligeable.
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3.1.4. Voie intraveineuse.
Le bisphénol A entre également dans la composition du PVC, et le PVC sert a la fabrication
de matériel médical (cf. phtalates), dont le matériel utilisé dans les Unités de Soins Intensifs
de Neéonatologie. Peu d'études ont cependant étudié la voie intraveineuse ou I'exposition des

enfants prématurés au bisphénol A.

3.1.5. Voie transplacentaire.
Plusieurs études suggérent que l'absorption et la distribution du bisphénol A dans les organes
de la mére et dans le foetus est trés rapide, et qu'il peut traverser le placenta aprés
administration orale chez les rats [300]. Chez I'humain, des résultats importants ont été
obtenus par une équipe allemande en 2002 ; les concentrations moyennes en BPA dans le
sang maternel était de 3,1 ng/mL, dans le sang feetal de 2,3 ng/mL, et dans le tissu placentaire

de 12,7 ng/g, indiquant une accumulation du BPA dans le placenta [308].

3.2.Exposition humaine environnementale au bisphénol A

Les résultats de différentes études sont rapportés dans les tableaux 18,19 et 20. Le BPA a été
mesuré dans les tissus et les liquides humains des populations des pays industrialisés, a une
concentration moyenne comprise entre 0,1 et 10nM. Elle concernait plus de 90% de la
population de différentes études [303]. Au canada, 1’exposition de la population au BPA varie
de 0,08 a 4,30 pg/kg p.c. par jour. D’autres sources indiquent une consommation qui varie de
0,028 a 0,18 pg/kg p.c. par jour chez les bébés, de 0,04 a 14,7 pg/kg p.c. par jour chez les
enfants et de 0,36 a 0,43 pg/kg p.c. par jour chez les adultes (NTP-CERHR 2007 [309]),
chiffre bien inférieurs a la DJA (50 ug/kg/j).

Les niveaux sériques en BPA dans la population adulte ont été estimés de 0,2 a 20 ng/mi
[303,310,311]. Concernant la biodisponibilité, Volkel et al. [302] ont administré sous forme
de gélule 5 000 pg en dose unique de BPA marqué au deutérium a des volontaires humains
des deux sexes (correspondant a des doses variant de 50 a 90 pg/kg). Des prélévements de
sang et d’urine ont ét¢ effectués a intervalles réguliers au cours des heures qui ont suivi
I’administration et ces échantillons ont fait 1’objet d’analyses en GC-MS/MS et LC-MS/MS
avant et aprés hydrolyse a la b-glucuronidase. Les résultats obtenus indiquent un pic

plasmatique aux environs de 80 minutes apres 1’ingestion (concentration=800 nmol/l) et
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montrent que le BPA circulant est presque exclusivement sous la forme de conjugué a I’acide
glucuronique (BPA-glucuronide), ce qui suggere un large effet de premier passage et une
faible biodisponibilité du BPA.

L’urine est considérée comme le meilleur liquide corporel pour estimer I’exposition humaine
au BPA. Calafat et all ont mis en évidence la présence du BPA dans 1’urine de 93% des
individus [312]. Cette étude montre aussi une variation des niveaux urinaires du BPA en
fonction de I’age, avec des concentrations plus importantes chez 1’enfant. Il a été démontré
aussi des niveaux urinaires de BPA 10 fois supérieur chez les nourrissons prématurés

hospitalisés en soins intensifs par rapport a la population adulte [313].

Le BPA est une molécule lipophile qui peut étre retrouvé dans les graisses et le lait maternel.
Le BPA a été décelé dans le lait maternel a des concentrations moyennes allant de 0,61 a 1,1
ng/ml [314,314]. Le BPA a également été mesuré dans le liquide amniotique au cours
d’amniocenteses, effectuées avant la 20éme semaine de grossesse. Les concentrations
détectées ont varié de 0,5 a 1,96 ng/ml [316]. Certains sérums feetaux [311] ont aussi révélé

des quantités détectables de bisphénol A.

Tableau 18: comparaison des taux urinaires de BPA (ng/ml)

Etude Origine Méthode de |DL (ng | Effectifs | % Ratio AM Gamme
détection / mL) détection | /GM/médian
Genius SJ Canada LC-MS 0.2 20 70 AM: 13 0-42
adultes médiane de 8
Bushnik et al. | Canada GC-MS 0.2 5462 90,7 GM 1.16 N/A
[10] (age 6-
79)
Calafat et al. USA LC-MS 0.4 950 N/A GM 24 N/A
[9] adultes
Calafat et al. USA GC-MS 0.1 394 95 GM 1,33 0,1-5,18
[8] adultes 1,28 médian
Mauresetal. | Allemagne | GC-MS 3 15 60 ND-55
[108] adultes
Mendiola et USA LC-MS 0.4 375 90 GM 1,50 <0,-6,5
al. [107] hommes

DL: limite de détection; AM: la moyenne arithmétique; GM: moyenne géométrique; ND: non détecter; N / A: non disponible.
LC-MS: chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse.GC-MS: chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse.
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Tableau 19: comparaison des taux sanguin

BPA niveau [ng / mL (ppb),
LoD Taille d
Référence (ng jarle ce Population 3 I'étude Taux de détection moyenne * SE]
/ mL) I'échantillon
Total des BPA
Ouchi et 2% . se BPA
- % non conjuguée ,
Watanab . .
atanabe 0.2 48 étudiantes (Japon) 100% BPA glucuronide
2002
Kim et al. 028 15 Hommes coréens 100% non conjugué et le 2,82+0,73
2003 ' 15 Femmes coréens BPA totale 2,76 + 0,54
Arak t 3
rakawae 0,38 36 hommes japonais 100% Gamme, d? 0.2314 (mg
al. 2004 / jour)
Calafat et al. 01 184 homme américains 96% GM, 1,63
2005 ’ 210 femmes américaines 94% GM, 1,12
Yeetal. L
eetd 0.3 30 Adultes américains 97% Moyenne, 3,2
2005b
Josk tal.
oskow et a 01 14 hqmmes avant yn NR 2.41+033
2006 traitement dentaire
Yang et al. .
zooi 0,026 172 Coréens 97,50% Médian, 7,86
Wolff et al. i éricai -
olffet a 0,36 90 filles américaines, 6-9 94% GM, 2.0
2007 ans
314 enfants, 6-11 ans GM, 4,3
Calafat et al. 0 713 adolescents, 12-19 ans 92.6% de tous les GM, 2,8
4 o .
2008 950 Adultes, 20-59 ans individus examinés GM, 2,4
537 Adultes = 60 ans GM, 2,3
Teitelbaum 159 Enfants américains, 6-
0,36 échantillons sur ' 95% GM, 3,4
et al. 2008 10 ans
35 enfants
Wolff et al. femm ncein
0,36 404 emmes enceintes 90,80% Gamme, ND-35.2
2008 américaines
Ye et al. femmes enceintes .
2 1 . 2% Mé 1,2
2008b 0.26 00 néerlandais 82% édian, 1,

Abréviations: GM, la moyenne géométrique; LOD limite de détection LQ, limite de quantification;; ND, non détecté; NR, non déclarés; R

Comme l'urine, la salive est un fluide corporel potentiellement intéressant pour la bio-
surveillance du fait de sa collecte nécessite des procédures non invasives. A ce jour, les
études qui ont examiné le BPA dans la salive ont porté sur les effets de I'application de
composites dentaires. Depuis les années 1960, le BPA a été utilisé comme composant de
nombreux matériaux de restauration dentaire, y compris ceux utilisés pour les pansements
d'étanchéité. Six études ont mesuré le BPA dans la salive aprés application d'un scellant
dentaire, et tous étaient en mesure de détecter le BPA dans la salive de certains des individus
examinés [304,305,317-320]. Ces études ont utilise differentes méthodes analytiques et de la
salive a eté recueillie en différents points, apres application d'un scellant. Bien que ces études
fournissent des informations intéressantes sur la dynamique de la libération du BPA du
matériau d'étanchéité peu de temps apres le placement d'étanchéité [303], elles sont moins

instructives sur l'utilisation de la salive comme une matrice pour la biosurveillance du BPA.
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Joskow et al. [305] ont mesure les concentrations de BPA dans la salive avant tout traitement,
avec un niveau moyen de 0,3 ng / ml de salive; cette concentration est beaucoup plus faible
que celle mesurée dans I'urine (Tableau 20).

Tableau 20 : concentration salivaire de BPA

Référence E]:E)/ Nb Echantillon Point final (s) Niveau de lixiviation (pg / ml)
Olea et al 50 mg de composite
; NR 18 | dentaire appliqué a un total | La salive 1 h apres I'application Gamme, de 3,3 a 30
1996[304] de 12 molaires

La salive immédiatement aprés Gamme, ND-2.8, moyenne, 1,43

Arenholt- 38 mg de I'application
Bindslev et al. 100 8 | composite,dentaire appliqué | La salive 1 h aprés l'application | Détectée dans aucun échantillon
1999([317] a un total de 4 molaires
La salive de 24 heures aprés Détectée dans aucun échantillon
I'application
;33?,[?1‘;']' 5 | 22 iz)pr}?gu?g" Zﬁg‘;ﬁ:gta‘re H salive 1-3 aprés I'application Gamme, 0.0058 & 0,1056
i?)g; [gtzg;. 3 8 Ir‘ée;a‘::ttilggés daeﬁ;ires La salive 1 h apres l'application Gamme, 0.0153 a 0,0324
La salive immédiatement apres N
Sasaki et al. NR 51 | Les patients traités avec une | 'application Gamme, de 0.0210 & 0.0601
2005[319] des neuf résines composite [ salive aprés 'application et

de se gargariser Gamme, 0.0016 a 0.0047

La salive avant application d'un

scellant dentaire 0,00030 £0,000043

La salive immédiatement apres

application d'un scellant Delton 0,0428 £0,01032

Les patients traités avec I'un

Joskow et al. des deux composites La salive 1 h apres application 0,00786 +0,00424
2006[305] 01 | 141 gentaires (Delton et d'un scellant Delton ' o
Helioseal) La salive immédiatement aprés
application d'un scellant 0,00054 +0,00020
Helioseal

La salive 1 h apres application

d'un scellant Helioseal 0,00021 £ 0,000013

4. Meétabolisme

Les études de toxicocinétique chez 1’homme, par voie orale, indiquent une absorption
importante, une biotransformation au premier passage et une élimination rapide du BPA.
Dans le rapport EURA [321], chez des volontaires exposés a une faible dose par voie orale
(54-88mg/kg) seul le BPA-glucuronide est mesuré dans le plasma. Le pic plasmatique de la
molécule conjuguée est atteint en 80 minutes et sa concentration plasmatique diminue de
facon exponentielle avec une demi-vie de 89 minutes. Son volume de distribution suit celui de
I’eau intra et extracellulaire sans fixation évidente aux protéines plasmatiques. Le glucuronide
est libéré par le foie dans la circulation systémique et excrété dans 1’urine. On n’a pas mis en

évidence de cycle entéro-hépatique contrairement aux rongeurs. La concentration urinaire
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atteint un pic 6 heures aprés administration. Si le BPA a une faible activité, son dérivé
glucurono-conjugué n’en a aucune. Aprés administration orale de BPA la conjugaison et
I’¢limination sont rapides (quelques heures) et quasiment totales. La concentration sanguine

du BPA libre disponible pour une fixation aux récepteurs cestrogénique est donc trés faible

(<1.25ug/l) [321].

5. Données toxicologiques et métabolisme

Les etudes sur les effets du bisphénol A in vitro et in vivo chez les rongeurs sont nombreuses,
et décrivent les conséquences néfastes d'une exposition. Vingt-deux études sur les effets du
BPA ont retrouvé une courbe dose-réponse en U-inversé (études listées par Vom Saal [322] ).
Cette relation dose-réponse en U-inversé suggére que d'anciennes études n'examinant que
quelques doses (doses élevees qui plus est) ne sont pas pertinentes pour I'évaluation du risque,
puisque des effets sont susceptibles de n'apparaitre qu'a l'intérieur d'une fourchette spécifique.

Les différents effets démontrés in vitro et in vivo chez les animaux sont présentés ci-apres.

5.1.Cytotoxicité et génotoxicité

Les données obtenues semblent montrer que le BPA n'est pas mutagene, mais présente une
activité génotoxique. Naik et al a montré que bien que BPA n’induisait pas d'aberrations
classiques chromosomiques et des micronoyaux, son potentiel génotoxique était manifeste
sous la forme de la lésion achromatique et mitotiques dans les cellules de la moelle osseuse
[323]. 1l a été montré que le BPA était largement métabolisé par plusieurs lignées cellulaires,
surtout dans les cellules intestinales [324] et qu’il diminuait le nombre de spermatozoides et la
qualité¢ du sperme et induisait des ruptures de brins d’ADN dans les lymphocytes et les
cellules de la rate, des reins, des poumons et dans les cellules germinales [325]. Certaines
hypothéses ont été évoquées dans des études avec des composites dentaires : le HEMA (2-
hydroxyéthyle méthacrylate) et le Bis-GMA (bisphénol A-diglycidylediméthacrylate) (utilisés
dans les composites dentaires) induisent des cassures double-brin de I’ADN dans des cultures
de fibroblastes gingivaux humains, en partie via un mécanisme oxydatif. La vitamine C ou la
mélatonine pourraient réduire les effets néfastes induits par les méthacrylates utilisés en
dentisterie [326]. Il a aussi été demontré que le bisGMA 1 a un effet cytotoxique et
génotoxique sur la lignée de cellules macrophages murines RAW264.7 et que cette activité
¢tait médiée par I’altération de I’ADN et 1’activation de caspases [327]. De plus, il semble que
le BisGMA ait une activité cytotoxique. Il induirait une régulation a la hausse de la

production du TNF alpha ainsi que de I’expression des antigenes de surface appartenant a la
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lignée de macrophages murins RAW264.7 [328]. Ces résultats indiquent que ces deux
adhésifs sont des inducteurs de toxicité génétiques, la recombinaison mitotique étant le
principal mécanisme d'action [329]. De plus, Iso et al suggérent que le BPA provoque une

génotoxicité ER dépendante [330].

5.2 .Effets consécutifs a une exposition in utéro

Concernant I’embryogénése, une étude menée sur des ceufs d’ormeau a montré qu’une
exposition au bisphénol A (0,05 ; 0,2 ; 2 et 10pug/mL) perturbait ’embryogenése et pourrait
nettement réduire le taux d’éclosion des embryons, augmenter les taux de malformation
congénitale et supprimer la métamorphose des larves [331]. Il a également été démontré que
I’exposition au BPA a un niveau d’imprégnation maternelle de 30-50 ng/mL BPA se traduit
par un impact hormonal (Baisse de I’hormone LH) et un faible poids a la naissance [332].
Chez le tétard, il a été montré que le BPA madifiait le fonctionnement thyroidien [333]. 1l a
également été démontré chez la souris que 1’exposition au BPA au cours des périodes
périnatale et postnatale affectait les fonctions endocrines de 1’axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique (HPG) et provoquait des troubles de la reproduction. Les auteurs concluent que ces
effets pourraient étre dus a I’action du BPA sur la stéroidogénése gonadique et donc a la

libération anormale d’hormones stéroides endogenes [334,335].

De plus, il semble que I’imprégnation du feetus par du BPA ait des effets sur la capacité
reproductive des rats adultes en effet une étude réalisée chez le rat a des doses de 1.2mg/Kg/j
montre que le BPA modifie chez la descendance femelle a 1’dge adulte le cycle de
reproduction ainsi que 1’anatomie et la physiologie utérine [336] de méme une étude mené
chez la rate gestante a la dose de 20mg/kg/j montre que le BPA diminue le pool folliculaire
primordial en stimulant le recrutement initial néonatal [337]. Chez la souris il a été démontré
que I’exposition maternelle au BPA affectait les premicres étapes de de ’ovogénese dans
I’ovaire en développement du foetus avec des défauts méiotiques responsables d’anomalies

embryologiques dans la géneration suivante [338].

Concernant 1’inflammation, une exposition périnatale au bisphénol A par injection
intrapéritonéale chez la souris gestante et jusqu’a la fin de la lactation entraine une
modification de la production des cytokinesl chez la descendance méle a I’age adulte. On
observe une modification de 1’équilibre entre le profil Thl et Th2 caractérisé par une

prépondérance de type Thl pro-inflammatoire [339]. Il a également été démontré chez les rats
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nouveau-nés qu’une exposition in utero et pendant 1’allaitement au BPA augmentait le risque

de développer une inflammation intestinale sévére a 1’age adulte [340].

Au niveau cérébral, une étude faite sur des cultures de cellules hypothalamiques de foetus de
rat montre que le BPA modifie le développement dendritique et synaptique par 1’intermédiaire
de voies de signalisation cellulaire distinctes [341]. L’ingestion de BPA au cours de la
grossesse provoque des troubles de la fonction cognitive et des pathologies de type dépression
par trouble du taux de monoamine impliqué dans la neurotransmission [342]. Il a été
démontré qu’a des doses de 40pg/Kg /j pendant la grossesse ou la lactation (doses inférieures
a la DJA), on provoquait chez les femelles rats de 1’anxiété et chez les 2 sexes des troubles de
la reconnaissance spatiale [343]. Les auteurs s’accordent sur le fait qu’une exposition
périnatale au BPA pourrait avoir un impact important sur l’organisation des circuits
neuronaux spécifiques, pouvant ensuite affecter des comportements et des fonctions
complexes [344,345]. Enfin, concernant le risque de cancer, 1’exposition prénatale au BPA

peut prédisposer la glande mammaire au processus de cancérogénese chez le rat adulte [346].

5.3.Reprotoxicité

5.3.1. chez la femelle

Au niveau des cellules reproductrices, le BPA perturbe le fonctionnement des cellules de la
granulosa ovarienne chez le porc via un effet de promotion du processus d’angiogenése [347].
De plus, le BPA 44uM et 440uM inhibe la production de progestérone, de
déhydroépiandrostérone, d’androsténedione, d’estrone, de testostérone et d’cestradiol [348].
Ces données montrent que le BPA cible la voie de biosynthése de I’cestradiol dans I’ovaire
[347, 348]. Le BPA altére les possibilités de reproduction : chez I’isopode terrestre
Porcellioscaber le BPA a augmenté le nombre d’avortements avec une courbe en U en
fonction de la dose [349].

Chez la femme, il a été constaté qu’il existait une association entre les concentrations de BPA
et de SHBG (globuline se liant aux hormones sexuelles) [350]. De plus, chez 60 femmes pré-
ménopausées les concentrations urinaires de BPA étaient associées a la diminution de la
réponse ovarienne chez les femmes subissant une Fécondation In Vitro [351]. De plus, il a
été montré chez 60 femmes dans le troisieme trimestre de grossesse que la concentration
totale de BPA allait de <0,4ug/L a 6,7 pg/L. Les femmes qui ont donné naissance a 37
semaines de gestation et prématurément (< 37 semaines) avaient des concentrations urinaires

de BPA plus élevees que les femmes ayant donné naissance aprés 37 semaines, le phenomene
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était encore plus marqué pour les naissances <37 semaines [352]. Par ailleurs il a été montré
que les taux de BPA dans le sang des jeunes filles ayant une puberté précoce étaient plus
élevés que celui des jeunes filles ayant une puberté normale. Ces résultats étaient également

en corrélation avec le volume augmenté de 1’utérus et des ovaires [353].

5.3.2. Chez le male
Chez le rat male, il a été montré que le BPA provoquait d’une diminution des cellules de
Leydig (ces cellules sont des cellules interstitielles situées dans le testicule et produisant la
testostérone) mais la dose utilisée 1’a été a des doses supérieures a la DJA [354]. Chez la
souris il a ét¢ montré que 1’exposition pubertaire au BPA induisait I’apoptose des cellules
germinales dans les testicules, non seulement par la voie de signalisation Fas/FasL, mais aussi
par la voie mitochondriale apoptotique [355]. Les études chez ’homme montrent qu’il existe
un lien entre le taux urinaire de BPA et la qualité du sperme d’un facteur de 3 a 4 [356, 357].
Le BPA urinaire pourrait, de plus, étre associ¢ a I’augmentation des lésions de I’ADN du
sperme [358]. Il y a donc une corrélation dose-réponse entre une mesure biologique du niveau
de BPA dans les urines et le déclin de la fonction sexuelle masculine [356]. De plus, une
étude sur les ouvriers chinois exposés professionnellement au BPA a montré une réduction
du désir sexuel, des difficultés érectiles et d’¢jaculation ainsi qu’une satisfaction de vie
sexuelle réduite. Ces altérations étaient de type doses dépendantes [359]. Concernant les taux
hormonaux, une étude suggére que, chez les hommes fertiles, une exposition a des niveaux
environnementaux faibles de BPA pourrait étre associée a une réduction modeste des
marqueurs de la testostérone libre, mais les effets sur la fonction reproductrice sont
probablement mineurs, et ont une signification clinique incertaine [360]. Cependant Meeker et
al constate qu’il existe une relation inverse entre les concentrations urinaires de BPA et
I’indice d’androgénes libres, I’cestradiol, et la TSH [361]. Cet effet est également retrouvé par
Galloway et al qui a trouvé que ’excrétion quotidienne de BPA était associée a la

concentration totale de testostérone chez les hommes [350].

5.4.Cancers

Selon Cavalieri, une exposition au BPA entrainerait des processus métaboliques pouvant
augmenter le risque de développer un cancer [362]. En effet, des essais sur cellules

mammaires humaines de type MCF-10F montrent que le BPA est capable d’induire une
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transformation néoplasique de ces cellules [363]. Dans une lignée cancéreuse colique
exprimant le récepteur ER, le BPA diminue ’activation de la cascade apoptotique induite par
le 17B-estradiol (E2) qui est a la base du role protecteur joué par I’hormone contre le cancer
du cdélon, sans pour cela toucher I’activité du récepteur ER. Il semblerait ainsi que les
femmes soit une population trés vulnérable avec un risque accru de cancer du célon apres une
exposition BPA[364]. De plus une autre étude sur les neuroblastomes montre que le BPA
favorise fortement I’invasion et les métastases des cellules du neuroblastome par la
surexpression des MMP-2 et MMP-9, une baisse de 1’expression du TIMP-2 ainsi que la
phosphorylation de la protéine kinase Akt [365]. De plus le BPA diminue un mecanisme de
défense contre I’angiogenese (permettant la croissance de nouveaux vaisseaux et jouant un
role majeur dans la croissance des tumeurs malignes et le développement des
métastases)[366]. Il semble de plus que le BPA favorise la résistance a la chimiothérapie

(cisplatine, doxorubicine, taxol, vinblastine) [367].

Si les études sont nombreuses in vitro elles restent rare in vivo chez I’homme. Une étude s’est
intéressée aux taux de BPA sérique et a la densité mammaire. Les résultats suggerent que des
niveaux plus élevés de BPA sériques sont associés a une densité mammaire (liée au risque de
cancer du sein) plus élevée de 5%. Les auteurs concluent que des recherches supplémentaires

sur I’influence potentielle du BPA sur le risque du cancer du sein chez I’humain sont justifiées

[368].

5.5.Autres troubles endocriniens

Au niveau des cellules hormonales, une étude menée dans les cellules pituitaires de rat
(GH3/B6/F10) montre que de tres faibles concentrations de xéno-oestrogénes, tels que le
bisphénol A, ont un effet perturbateur sur 1’action des cestrogénes endogénes qui leur sont
structurellement liés, en modifiant les mécanismes de signalisation et la sécrétion de
prolactine [369].

Différentes études ont mis en évidence une relation entre diabéte et BPA : Shankar A et al
sur ’enquéte cohorte National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) a
trouve que les niveaux de BPA urinaires sont associés au diabéte sucré, indépendamment des

traditionnels facteurs de risques liés au diabéte [370].

Le méme auteur de cette étude réalisée dans le cadre de la NHANES 2007-2008 a montré,

chez 1346 sujets adultes et 329 adolescents, qu’il existait une association inverse entre les
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concentrations urinaires de BPA, et les concentrations d’hormones thyroidiennes T4 (total et
libre), de T3 (total) et de thyroglobuline (et donc une association positive avec la TSH). Ces

résultats n’ont pas été confirmés par Ning G sur 3423 participants [371].

5.6.Troubles cardio-respiratoires

- Concernant les maladies cardiovasculaires, une étude réalisée chez 1380 sujets faisant

partie de I’enquéte NHANES 2003-2004 a permis de constater une association positive entre
I’augmentation des niveaux de BPA et I’hypertension, indépendamment des facteurs de
confusion possibles que sont 1’dge, le sexe, la race/ethnie, le tabagisme, I’'IMC, le diabete
sucré et les niveaux de cholestérol total [372]. Il a également été démontré dans la population
de I’é¢tude NHANES un lien entre les niveaux d’imprégnation €élevés en BPA et la survenue
de maladies coronariennes et, dans une moindre mesure, de diabéte [373]. Ces résultats ont
¢été confirmés par I’étude de Melzer D et al réalisée au Royaume Uni sur 758 cas [374].

- Concernant les troubles respiratoires, une étude a mesuré les concentrations en BPA

chez 398 couples mére-enfant et a estimé les problemes respiratoires rapportes par les parents
chez leur enfant tous les 6 mois pendant 3 ans. Le BPA a été détecté chez 99% des
¢chantillons d’urine maternelle pendant la grossesse. Les données obtenues pour 365 enfants
ont montré que la moyenne de BPA prénatale était associée a une probabilité accrue de
sibilants respiratoires au début de la vie, I’effet diminuant au fil du temps. L’évaluation a
révélé une association entre les sibilants respiratoires de six mois a trois ans et les

concentrations de BPA a seulement 16 semaines de gestation [375].

5.7.Systéme immunitaire

Concernant I’inflammation, dans des condrocytes le BPA perturbe les effets protecteurs de E2

en fonction de sa concentration et pourrait favoriser 1’ostéoarthrite [376].

L’impact du bisphénol A sur le systtme immunitaire en se basant sur les données américaines
de la National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) de 2003-2006 a eté
étudié. 1l semble que le BPA pourrait avoir un impact négatif sur la fonction immunitaire de
I’homme comme le montre I’association entre les taux d’anticorps anti- CMV et les

concentrations urinaires de BPA [377].
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5.8.Troubles neurologigues et du comportement

Une étude de cohorte prospective qui portait sur 244 meres et leurs enfants agés de 3 ans
montre que du BPA a été detectée dans plus de 97% des échantillons d'urines au cours de la
grossesse ainsi que chez les enfants. Les auteurs ont trouvé que I'exposition au BPA pendant
la grossesse affectait le comportement et le contréle des émotions des enfants a I'age de 3 ans,

surtout chez les petites filles [378].

Une autre étude qui s’est intéressée aux répercussions neurocomportementales chez 350
nouveau-nés de 5 semaines en rapport avec 1’exposition intra-utérine au BPA, via des mesures
de concentration dans le sang maternel a 16 et 26 semaines de grossesse, ne retrouve pas
d’association évidente entre [’exposition prénatale au BPA et la présence d’anomalies

neurocomportementales [379].

Xu a montré une modification du comportement alimentaire aprés une exposition au BPA a la
période périnatale a des doses de 0,01, 0,1 et 1,0 mg / L. Il constate une féminisation de la
préférence gustative des males qui consomment plus de saccharine (p<0.01). Alors qu’il ne
semble pas y avoir d’effet chez la femelle. Les males traités par BPA ont montré un exces de

poids (p <0,001), un pourcentage plus élevé de graisse (p <0,001) que le groupe témoin.
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3. Problématique et objectifs de la these

Cette étude bibliographique nous a permis de relever plusieurs points clé pour notre projet

d’étude du BPA sur I’homéostasie buccale :

D’une part, I’homéostasie buccale implique de maintenir un épithélium buccal en bon état
qu’il soit spécialisé ou pas, et des dents en bonne santé. Elle nécessite le bon fonctionnement
des glandes salivaires, la salive agissant comme un film protecteur et antibiotique, pour
protéger 1’épithélium buccal et I’email dentaire des agressivités chimiques et bactériennes,
mais aussi comme un catalyseur des perceptions gustatives, notamment via les protéines
spécialisées qui assurent le pouvoir tampon et anti-inflammatoire, mais aussi via les facteurs
de croissances indispensables au bon fonctionnement de des bourgeons du godt et au
renouvellement de 1’épithélium. La présence d’un dimorphisme sexuel au niveau des glandes
salivaires et des organes gustatifs qui se répercutent sur les choix gustatifs sucré et salés nous
a conduits a prendre en considération I’impact des hormones sexuelles dans le maintien de
I’homéostasie buccale, en particulier dans les mécanismes de maturation et de cicatrisation de

1’épithélium buccal et dans la régulation des sécrétions salivaires. .

Cette analyse bibliographique souligne la sensibilité androgénique et cestrogénique des
glandes salivaires résultant de 1’expression des récepteurs aux hormones sexuelles. Elle
identifie les glandes salivaires comme un organe exprimant peu ou pas le récepteur ERa, et
pouvant développer des états pathologiques en lien avec un déreglement hormonal. Ceci nous
amene de prendre en considération 1’action des hormones sexuelles sur les propriétés
exocrines, mais aussi endocrines, des glandes salivaires, et de considérer ces organes comme

une cible privilégiée des perturbateurs endocriniens, notamment de composés cestrogénique.

Le Bisphénol A et les phyto-cestrogeénes sont des perturbateurs endocriniens présents dans
notre bol alimentaire, qui possédent des propriétés oestrogénomimétiques et
antiandrogéniques. Ces 2 perturbateurs endocriniens ont une capacité de liaison reconnue
pour les ERp, mais se distinguent par leur degré d’affinité pour ces récepteurs. Ils exercent
des effets physiologiques allant d’une altération du fonctionnement de certains organes
(organes reproducteurs, glande mammaire) a une modification du comportement (alimentaire,
sexuel ou social). Dans la mesure ou les glandes salivaires et I’épithélium buccal sont sous
dépendance hormonales il peut étre légitime de se demander quel pourrait étre 1’impact de

perturbateurs endocriniens tel que le BPA et les phyto-cestrogénes sur I’homéostasie buccale.
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Ceci nous a conduits a réaliser ce travail afin de préciser 1’action des xéno-hormones sur
I’homéostasie buccale chez le rat male adulte en considérant trois cibles hormone-régulées : le
comportement gustatifs, 1’intégrité de 1’épithélium buccal, et les glandes salivaires. Trois
scénari ont retenu notre attention :

1) La libération du BPA présent dans les composites dentaires ou dans les plastiques
médicaux expose la sphére buccale a un pic de concentration en BPA : quels sont les effets du
BPA en fonction de la dose, et sont-ils réversibles ? Pour cela nous avons développé une
étude effet doses sur laquelle nous avons également regardé la réversibilite fonctionnelle a
I’arrét du traitement.

2) La consommation de protéine a bases de soja apporte un cocktail de phyto-cestrogénes a
des quantités bien supérieures a celles d’un régime classique : afin de connaitre I’impact d’un
tel régime sur la sphére buccale, nous avons comparés les effets ‘un régime a base de soja
avec un régime totalement dépourvu de phyto-estrogénes

3) notre alimentation nous expose simultanément a des résidus de BPA et a des phyto-
cestrogénes et de possibles interactions ne peuvent étre exclues : nous avons donc étudié les
effets d’une faible dose de BPA en fonction de la présence de phyto-cestrogenes dans le
régime alimentaire.

Les chapitres suivants rapportent les résultats obtenus et les questionnements scientifiques
qu’ils soulévent et I’analyse qui peut en étre fait au regard des données de la littérature et du
contexte médico-social actuel vis-a-vis des personnes hautement médicalisées ou de

populations ciblées par ce type d’exposition.
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Deuxieme Partie : Etudes

experimentales
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I. Effets d’une exposition orale en Bisphénol A sur les
préférences gustatives et I’homeéostasie buccale chez le

rat male adulte : étude effets-dose

1. Butde I’étude

Le BPA est présent dans notre alimentation mais également dans nos soins dentaires. Si son

impact a bien été étudié chez le nourrisson (avec I’interdiction récente des biberons en France)
ou en ce qui concerne le développement sexuel, son effet sur I’homéostasie buccale n’a pas
été étudie.
Il nous a semblé important d’envisager son impact sur les modifications du comportement
alimentaire et I’état endobuccal. L’ingestion de BPA par « contamination alimentaire » est
faible, chronique et prolongée alors qu’elle est plus importante et de courte durée en cas de
traitement dentaire. Il nous paraissait donc intéressant d’étudier les effets du BPA a
différentes concentrations afin de pouvoir avoir une idée du retentissement chronique de son
ingestion mais également des effets d’une exposition plus aigiie.
Le but de I’étude est de savoir si chez le rat la prise de BPA dans I’alimentation (eau de
boisson) modifie :

1. P’homéostasie buccale, en étudiant les modifications histologique et immuno-

histologique de 1’épithélium buccal, des glandes salivaires,
2. la préférence gustative pour les godts sucré, salé et gras et ce pour différentes

concentrations de BPA.

2. Matériel et méthodes

2.1. Déroulement de ’expérimentation animale

2.1.1. Produits chimiques
Le BPA, la saccharine, le NaCl, le xanthane (pureté supérieure a 98%) ont été obtenus auprés
de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, Fallavier, France). L’huile de mais était originaire de
System U (Rungis, France). Les produits chimiques utilisés pour 1’analyse histologique

provenaient de sources commerciales standards et présentaient la plus haute qualité.
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2.1.2. Animaux et modalités d’expositions au BPA:

La procédure expérimentale a été approuvée par le comité d’éthique local de 1I’Université de
Bourgogne. A leur arrivée, un total de 60 rats males Wistar agés de cing semaines (Harlan
France SARL, Gannat, France) ont été acclimatés a l'animalerie dans des conditions
contrélées (22 °C, 55% d'humidité relative, alternance jour/nuit de 12 heures) et dans des
conditions d’élevage visant a se protéger de toute source de contamination cestrogénique via
I'environnement ou la nourriture. Pour cela, les rats ont été logés dans des cages en
polypropylene (3 a 4 par cage, plastique sans BPA) et nourris ad libitum avec un régime
synthétique dépourvu de phytoestrogenes (régime L5, INRA, Jouy-en-Josas, France). L’eau,
décontaminée de toute trace de pesticides par filtration sur charbon actif, était distribuée dans
des biberons, également en polypropyléene.

A I’age de 12 semaines (poids de 440 a 450 g), les rats ont été placés en cage individuelle et
répartis au hasard en cing groupes (12 rats par groupes), un groupe témoin et 4 groupes
exposés au BPA pendant 6 semaines via 1’eau de boisson (0 ; 0.12 ; 1.2 ; 120 et 300 mg/l)
pour administrer les doses journalieres suivantes: 0, 5 pg/kg, 50 pg/kg, 5 mg/kg et 12.5 mg/kg
de masse corporelle. La dose la plus élevée correspondait a une solution de BPA saturée
(solubilité: 300 mg/l). Le bon état des animaux a été évalué sur la base de la prise de poids
corporel et de la consommation d’eau et de nourriture deux fois par semaine. Lors de cette
premiére phase un test sur les préférences gustatives était réalisé. Au bout de 6 semaines
d’imprégnation au BPA, 6 animaux par groupe étaient randomisés pour étre sacrifiés. Les rats
restant n’étaient plus exposés au BPA pendant 6 semaines (phase 2). La persistance d’un
effet BPA était recherché avec une nouvelle étude des préférences gustatives, puis, les rats

restant étaient sacrifiés.

2.1.3. Test de Préférences gustatives
La préférence gustative a été évaluée au cours des 10 derniers jours de chaque phase en
soumettant les animaux pendant 3 jours consécutifs au choix de 2 biberons, I’un contenant de
I’eau pure (ou le xanthane 0.3%), I’autre contenant la solution sucrée (saccharine a 0.3%),
salée (NaCl a 1%), ou grasse (huile a 1% et Xanthane a 0.3%). Les rats ont été préalablement
familiarisés a la présence des deux biberons pendant 3 jours. Pendant le test, la position des
biberons était inversée chaque jour; la consommation de boisson était mesurée par pesée des
deux biberons chaque matin a la méme heure. Les résultats sont exprimés en valeur relative
de la quantité consommée par jour (g) par rapport au poids du rat (g consommeés / jour /100 g

de poids corporel). La préférence gustative a ete définie sur la base du rapport entre la
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quantité moyenne de solution test consommeée sur les 3 jours du test et la quantité moyenne de

boisson totale consommée au cours de ces 3 jours.

2.2. Sacrifices et analyse des échantillons prélevés

2.2.1. Rats sacrifiés : pesée et glycémie
La veille du sacrifice les rats étaient mis a jelin. Le jour du sacrifice les rats étaient pesés et
bénéficiaient d’une mesure de la glycémie par un Glucométre (Accu-Chek) a bandelette, en
réalisant un prélévement sur la veine de la queue du rat. Le rat était alors anesthésié a
I’isofluorane (2.5%) puis sacrifié par exsanguination. Pour ce faire une incision abdominale
en U était réalisée. Aprés avoir écarté les intestins on identifiait la veine cave inférieure et
I’aorte abdominale. L’exsanguination était réalisée par ponction dans 1’aorte abdominale. Le
foie, les glandes salivaires sublinguales, submandibulaires et parotidiennes étaient pesées puis

conditionnées pour 1’histologie ou la PCR.

Photo 4: sacrifice a) anesthesie puis b) repérage de I’aorte abdominale et ¢) exsanguination
du rat par ponction de I’aorte abdominale (fleche).(m folia INRA)
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2.2.2. Mesure de ’EGF sanguin
Le prélévement obtenu par exsanguination était de 1’ordre de 10 ml. Le sang était centrifugé
afin de récupérer le plasma. Ce dernier était ensuite conservé au congélateur (-40°C).
La concentration d’EGF plasmatique était estimée grace au test ELISA Immunotech Kit

(Peprotech Paris, France). Le dosage d’EGF pour chaque rat était réalisé en double.

2.2.3. Histologie de I’épithélium
La muqgueuse buccale jugale gauche a été prélevée sur les rats sacrifiés. Ce prélevement,
réalisé au moyen d’un scalpel apres luxation de la machoire inférieure (photo7), était alors
inclus en paraffine. Des coupes de 5pum d’épaisseur étaient réalisées et la coloration utilisée
¢tait ’hémalun — éosine. Des photos de 1’épithélium buccal ont été prises sous microscope
(Nikon Eclipse E600, X10) au hasard, sur des zones distinctes et non chevauchantes, et
analysées a ’aide du logiciel Nis-Br. Une mesure de 1’épaisseur de 1’épithélium et de la
couche cornée a été réalisée. Vingt mesures sur 10 photos étaient réalisées par rat. Ont été

¢tudiées 1’épaisseur de la couche épithéliale (ce) et celle de la couche cornée (cc).

Photo 5 : luxation de la méachoire inférieure et prélevement de la muqueuse jugale (m
folia INRA)

2.2.4. Prélévement et analyse des glandes salivaires

2.2.4.1. Prélévement des glandes salivaires

Le prélevement était pratiqué immédiatement apres la mort de 1’animal. Dans un premier
temps, une incision verticale de la peau du haut du thorax jusqu’a la mandibule inférieure

était réalisée. Elle était complétée par 2 contre-incisions de part et d’autre de la mandibule.
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Les glandes submandibulaires et sublinguales qui sont accolées chez le rat se situent au

niveau médian. Elles étaient facilement repérées et prélevées puis, les glandes

submandibulaires étaient dissociées des sublinguales pour étre analysées separément (figure

8). Les parotides sont disposées a l'arriére des glandes lacrymales et sont intégrées dans du

tissu adipeux. Elles étaient prélevées en dernier, la glande étant mal limitée le préléevement

était plus délicat. Les différentes glandes étaient pesées apres leur prélévement, puis

congelées (GSM, GSL) ou placées dans des cassettes d'inclusion (parotides) qui étaient

ensuite immergées dans un fixateur.

Mot |

ik

Photo 6 : glande sublinguale (GSL) et la glande submandibulaire (GSM) (folia INRA)

2.2.4.2. Etude histologique

Les différentes étapes de 1’étude histologique sont rappelées dans la figure 24.

| Prélevementdes glande salivaires I

}

Conservation des échantillons

e

Inclusion en paraffine Cryoconservation
(fixation préalable) (sansfixation)

}

Découpe des tissus

v
Microtome Cryostat

|

Colorationdes coupes

}

, Observation microscopiqueet acquisition d’images I

}

'\ Analysed’image et traitement de données sur ordinateur | |

Figure 24 : principales étapes de I’étude histologique des glandes salivaires
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a) Conservation des échantillons

o Cryoconservation (GSM et GSL)

Principe : cette méthode consiste & refroidir de petits échantillons a de trés basses
températures (< -40°C) empéchant ainsi tout mouvement et toute activité métabolique.
L'objectif est de congeler I'échantillon tres rapidement afin que les cristaux de glace ne
puissent pas se développer suffisamment pour causer des dommages a l'ultra-structure de
I'échantillon.

Une fois prélevées et pesées, les GSM et les GSL étaient disposées dans des moules
d’inclusion dans lesquels avait été placé, préalablement, un milicu d'enrobage cryoprotecteur:
I'Optimal Cutting Temperature (OCT). Puis les échantillons étaient plongés dans un bain
d'isopentane a -65°C (Histobath 2 — Thermo Shandon) qui congelait rapidement les tissus. Les
échantillons étaient ensuite placés dans des congélateurs a -80°C pour une conservation
durable.

o Inclusion en paraffine (parotide)

Une fois les prélevements de parotide réalisés, les échantillons étaient placés dans un fixateur
(formaldéhyde 4% tamponné (PBS 1X) durant 48 heures a température ambiante et sous
sorbonne (car le formaldéhyde est irritant pour les yeux et la gorge). Cette étape de fixation
permettait la protection des tissus de toute hydrolyse due a la libération des enzymes contenus
dans les lysosomes cellulaires.

La paraffine, matrice de la coupe, n'étant pas miscible a I'eau, les tissus fixés étaient
préalablement déshydratés. Pour cela, des bains successifs d'éthanol de degré croissant ont

été réalisés (Tableau 21).

Tableau 21: histologie : étapes de déshydratation (réalisées a température ambiante)

Ordre de réalisation Produits chimiques Temps

1 Ethanol 70° 1 bain : 1h

2 Ethanol 80° 1 bain : 1h

3 Ethanol 95° 3 bains : 1h — 1h30 — 1h30 chacun
4 Ethanol 100° 3 bains : 1h — 1h30 — 1h30 chacun
5 Toluéne 3 bains : 1h — 1h30 — 1h30 chacun

Toutefois, la paraffine n'est pas non plus miscible a l'alcool, celui-ci était remplacé avant
inclusion par un « liquide intermédiaire » miscible a la fois a I'éthanol et a la paraffine: le
toluéne. Les échantillons étaient ensuite imprégnés dans la paraffine liquide (65°C) par
trempages successifs dans deux bains (3h LEICA TP 1020, photo 7 (F Menetrier INRA).
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Photo 7 Station de déshydratation Photo 8 : Station d’enrobage

LEICATP 1020 LEICA EG 1160

Une fois déshydratés, les échantillons étaient disposés selon I'orientation prédéfinie au fond
de moules d'inclusion en aluminium remplis d'un peu de paraffine liquide grace a la station
d’enrobage (LEICA EG 1160, photo 8). Le couvercle des cassettes était ¢liminé alors que la
partie portant I'identification était conservée. Cette derniere était placée sur le moule portant
I'échantillon puis le moule était rempli intégralement de paraffine liquide qui pénétrait au
travers des orifices de la cassette. Les moules étaient laissés quelques minutes sur une plaque
réfrigérée a -5°C afin d'accélérer la prise. Les blocs ainsi confectionnés étaient démoulés par

simple choc contre la paillasse et stockés, a température ambiante, jusqu'a leur utilisation.

b) Découpe des échantillons

Les échantillons étaient découpés de deux fagons différentes selon le type de conservation de
I’échantillon. Pour les GSM et GSL (cryoconservation) la découpe était faite grace a un
Cryostat (photo 9) alors que pour les parotides (paraffine), les coupes étaient réalisées grace a
un microtome. Quelles que soient les méthodes utilisées, le but était de réaliser des coupes
d’une épaisseur de Sum, épaisseur préalablement définie comme optimale pour 1’étude

histologique de ces échantillons.

o Découpe au Cryostat

Les lames étaient conservées a température ambiante, et c’est la différence de température
entre la lame et la coupe qui permettait 1’adhésion de celle-ci. La température du
compartiment était de -20°C et celle de 1’objet de -18°C. L’objet a découper était fixé a un
porte-objet grace a I’OCT et la découpe était réalisée de fagon automatique. La coupe était
insérée entre la lame de rasoir et la lame anti-roll puis a 1’aide des pinceaux, la coupe était

déplissée. Puis on approchait la lame de verre de la coupe pour permettre 1’adhésion.
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Cryostat Atelier de microtomie
LEICA CM 30508 LEICA RM 2255

Photo 9 : matériels nécessaires pour la découpe des blocs et la lecture des lames (F
Menetrier INRA)

o Découpe au Microtome

La paraffine était enlevée autour de 1’échantillon pour obtenir des coupes les plus nettes
possibles. Puis le bloc de paraffine était placé sur le microtome et les coupes étaient réalisées.
On obtenait ainsi des rubans de paraffine.

Des lames de verre, préalablement nettoyées a I’alcool pour étre dégraissées, étaient disposées
sur une plagque thermostatée (température variable entre 38°C et 40°C). Le milieu d’étalement
(eau distillée ou colle Stick on) était déposé sur les lames puis les coupes étaient placées sur
celles-ci (6 coupes par lame). A ’aide de plumes, les coupes étaient déplissées et I’excés de
milieu d’étalement éliminé. Les lames étaient placées a I’étuve a 37°C pendant 48h afin

d’étre séchées, prétes a étre colorées.

c) Coloration des coupes

o Principe
Les coupes ont été colorées grace a la coloration trichromique de Masson. Cette coloration
associe une coloration nucléaire grace a I’hématoxyline, une coloration cytoplasmique par un
mélange de colorants acides (fuschine acide et rouge ponceau) et une coloration spécifique

des fibres conjonctives (collagene) par un autre colorant acide : le Vert Lumiere.

o Coupes au cryostat

Aprés avoir sorti les coupes du congélateur et laissé décongeler a température ambiante, les

coupes étaient fixées par immersion 5 a 7 sec dans Shandon Rapid-Fixx, puis la matrice
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d’enrobage hydrosoluble était ¢liminée par 7 passages de quelques minutes dans 1’eau

distillée.

o Coupes au microtome

On réalisait un déparaffinage par 3 bains successifs de 3min dans le toluéne suivi d’un bain
dans I’éthanol pur (Imin) puis dans I’éthanol 80° (2min) et puis une réhydratation a 1’eau

distillée (30sec).

o Coloration au Trichrome de Masson

La premiere étape était la coloration nucléaire par un bain dans une solution d’Hémalun de
Mayer (Hématoxyline). Pour fixer cette coloration, un trempage de 5 a 15 min dans ’eau du
robinet puis 30 secondes dans I’eau distillée était nécessaire. La coloration Fuschine-Ponceau
colorait les canaux excréteurs et les acini ; I’excés de colorant était ensuite éliminé par 30
secondes dans 1’eau distillée. L’étape de mordancage comprenait un bain de 3 min dans de
I’acide phosphomolybdique 1% puis les fibres conjonctives étaient colorées au Vert Lumiére ;
les deux bains successifs d’acide acétique a 1% dans ’eau distillée permettaient le rincage et
I’¢limination de 1’exces de colorant. Afin de déshydrater les coupes, avant que les lamelles ne
soient montées sur les lames, deux passages dans 1’éthanol 95° puis 100°et un passage dans le
Safesolv (pour la série A) ou dans le toluene étaient réalisés.

Une fois colorées, les lamelles étaient montées sur les lames grace a du baume Safemount
(sans xyléne) pour les GSL et GSM et du baume Eukitt (avec xylene) pour les parotides. Une
goutte de baume était déposee sur la lamelle puis la lame était retournée sur cette derniére en
veillant a bien éliminer les bulles d’air qui rendraient 1’observation microscopique impossible.
Les lames étaient alors séchées pendant 24h minimum a température ambiante et sous

sorbonne en raison des vapeurs de solvant.

d) Numérisation des structures salivaires

Apres avoir obtenu les lames, les structures étaient observées au microscope (Nikon Eclipse
E600, objectif x10) en lumiére blanche. Une acquisition d’image pour chaque glande de
chaque rat, sur la base de 15 photographies/glande/rat était réalisée (Eléments Br 3.0, Nikon).
Dans I’objectif d’identifier et de préciser des modifications de ces structures par le BPA, nous
avons évalué le nombre et la surface des canaux excréteurs, des acini et des GCT
(Granulated Convoluted Tubules) pour les glandes submandibulaires, le nombre et la surface

des acini et des canaux excréteurs pour les glandes parotides et les glandes sublinguales a
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partir d’une analyse d’image programmée avec le logiciel Visilog (Visilog 6.9, Noesis,

Crolles, France, photo10, annexe 1).

Atelier de microscopie
Nikon ECLIPSE E600
DIGITAL CAMERA CXM 1200C

Photo 10 : matériel permettant ’analyse des lames histologiques (F Menetrier INRA)

2.2.4.3. Expression des ARNm par RT-PCR relative en temps réel.

Une analyse de 1’expression de marqueurs moléculaires hormono-regulés a été réalisée par
RT-PCR relative en temps réel. Nous nous sommes intéressés aux récepteurs
hormonaux (cestrogénes (ERa et ERP), androgénes (AR) et progestérone (PR)), aux facteurs
de croissance (EGF et NGF), au récepteur muscarinique (Chrm3, cholinergic receptor
muscarinic3), et aux protéines salivaires hormono-dépendantes et impliquées dans le golt
(mucine 10 et cystatine sous l’influence des cestrogenes, kallicréine 1 et amylase 1 sous

I’influence des androgénes). Les différentes étapes sont rappelées dans la figure 25.

a) Principe
La RT-PCR relative en temps réel consiste dans une premiere étape (RT) a transcrire par
réaction enzymatique les ARN en ADN complémentaires puis dans une seconde étape (PCR)
a les amplifier a 1’aide d’amorces spécifiques (courtes séquences d’ADN) ; un compO0sé

fluorescent intercalant de I’ADN amplifi¢ permet de déterminer en temps réel la quantité

131



d’ADN produite. La quantité d’ARNm codant pour les génes d’intérét est déterminée de

maniére relative par rapport a un ou deux genes de référence.

Echantillon | Prélevement de
congelé 50mg environ

+ 1 mL Trizol + 1 bille Tungsténe
v

Homogénéisation

Incuber 5min. Centrifugation 5min 12000g 4°C
Récupérer le surnageant

+200pL Chloroforme

Agiter vigoureusement. Incuber 2-3min
Centrifugation 15min 12000g 4°C

Extraction des ARN v

Phase Aqueuse (contenant I’ARN)

+ 500pL Isopropanol

Incuber 10min

Centrifugation 10min 12000g 4°C
Enlever surnageant

+ 1mL Ethanol 75%. Vortexer

Centrifugation S5min 7500g 4°C Répéter 2 fc
Enlever surnageant
Sécher a l'air libre

& v Reprise du culot dans environ 350l eau ultra pui

ARN totaux

\

Nanodrop

Vérification de la

qualité des ARN et —< | Echantillon dilué < 500ng/uL |
quantification

Experion™

(

Si ARN de bonne qualité

\

v

| Transcription inverse (RT)

RT-qPCR —< ADNc

A

PCR quantitative en temps réel des génes de
référence et d’intérét

'

Analyse statistique des résultats

Figure 25 : protocole expérimental pour I’analyse de I’expression des ARNm dans les
glandes salivaires
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b) Extraction des ARN totaux

Pour éviter la contamination des ARN par des RNases, le matériel utilisé lors des
prélévements était nettoye par une solution H,O /0,5% SDS. Le port des gants était également
indispensable afin d’éviter toute contamination par des RNases présentes sur la peau.

La glande salivaire encore congelée (environ 50 mg) était coupée avec un scalpel; les ARN
totaux étaient extraits en homogéneéisant les échantillons a 1’aide du Tissue Lyser (Qiagen,
France) dans 1 ml de Trizol® (Invitogen) (composé de phénol et de thiocyanate de guanidium
qui permettent de maintenir 1’intégrité des ARN et dissocient les protéines et les composés
cellulaires). Aprés un repos de 5 min a température ambiante, la préparation était centrifugee
(5 min, 12000g, 4°C) pour précipiter les débris. Le surnageant était récupéré et transféré dans
de nouveaux tubes. On ajoutait du chloroforme (0,2 ml) qui permettait apres centrifugation,
d’obtenir trois phases: la phase inférieure organique, ’interphase (qui contenaient ’ADN et
les protéines) et la phase supérieure aqueuse qui contenait les ARN. Cette derniere était
soigneusement transférée dans de nouveaux tubes. Les ARN étaient précipités par addition de
0.5ml d’Isopropanol suivie d’une agitation douce par retournement et incubation pendant 10
minutes a température ambiante. Apres centrifugation (10 min, 12000g, 4°C), et 2 lavages
successifs du culot d’ARN avec 1 ml d’éthanol a 75% et centrifugation (5 min, 7500g, 4°C),
les culots ARN étaient mis a sécher pendant quelques minutes (tube ouvert) puis repris par
300 uL H20 BM le volume pouvant varier selon leur taille. Les ARN totaux étaient conservés

a -80 °C pour utilisation ultérieure.

c) Analyse quantitative et qualitative des ARN messagers

- Dosage des ARN totaux par spectrophotométrie

Les taux d’ARN totaux (1 pL) étaient déterminés au spectrophotometre NanoDrop™(Labtech,
France) (limite inférieure de détection 2 ng/p L- limite supérieure 3000 ng/pL) :

Les ARN totaux extraits €taient lus aux longueurs d’ondes de 230, 260 et 280 nm (la Densité
Optique (DO) a 260 nm correspond a I’absorbance des acides nucléiques et permet de
quantifier les ARN ( 1 DO correspond a 40 ng/pL) ; celle a 230 nm correspond a I’absorbance
des solvants (éthanol, chloroforme et tampons d’extraction), tandis que les protéines
absorbent a 280 nm. L’extrait était considéré comme de bonne qualité lorsque le rapport
D0260/D0230 était proche de 2,2 et que le rapport DO260/D0280 était compris entre 1,8 et
2,1. Apres détermination de la concentration au NanoDrop, des dilutions étaient effectuées
pour obtenir une concentration comprise entre 100 et 500 ng/pul. concentration maximale de

dosage des ARN avec I’Expérion™ (Bio-Rad, France).
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- Quantification et vérification de la qualité des ARN totaux extraits avec
I’Experion™ (fig26)

L’Experion™ est un outil de vérification et de quantification des acides nucléiques et des
protéines. Le principe repose sur une électrophoreése automatisée a 1’aide de puces
miniaturisées qui permettent d’analyser 12 échantillons (1puL seulement). Il a été déposé sur la
puce une solution matrice (appelée G) avec un colorant (appelé S) qui s’intercalait dans
I’ARN pour le visualiser. Les échantillons d’ARN ¢étaient alors déposés dans les puits avec un
tampon de charge contenant un marqueur inférieur qui permettait d’aligner toutes les pistes de
migration et ainsi permettre une comparaison des profils; un marqueur de taille était
également déposé comme ARN de référence. Ainsi, était vérifié par électrophorése si les
ARN étaient de bonne qualité en déterminant le rapport 28S/18S qui devait étre proche de 2.
L’Experion™ permettait de donner la concentration en ARN totaux de I’échantillon, sa pureté

et son intégrité, et de détecter une éventuelle contamination par de I’ADN.

ﬁ 17 12
i o) FXDO?IOH

LU oih
A

Figure 26 : puce pour I’Experion™ et résultat type : profil et électrophorégramme (gel

virtuel)

d) Transcription inverse (RT) des ARN en ADNC.

Cette étape permettait I’obtention d’ADNc a partir des ARN totaux extraits des glandes
salivaires. Elle était réalisée avec 2ug d’ARN afin d’avoir suffisamment d’ADNc pour
effectuer toutes les réactions de PCR. La RT était effectuée pour chaque échantillon, a I’aide
du kit iScript cDNA Synthesis (BioRad). A 30 pL de la solution d’ARN (volume contenant 2
ng d’ARN totaux), on ajoutait 8 pL du réactif « iScript reaction mix 5X », 2 uL de I’enzyme «
iScript reverse transcriptase ». La réaction se faisait dans le thermocycleur icycler (Bio-Rad) :
5 min a 25 °C puis 30 min a 42 °C et 5 min a 85 °C. L’iScript transcrit ’ARN en ADNe, elle
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possede une action RNase H (Ribonucléase H) capable de digérer le brin d’ARN qui a servi
de matrice. L’expression des ARNm était donc mesurée sur la base des ADNc correspondants
qui étaient ensuite amplifiés par PCR.

e) PCR en temps réel

Afin de mesurer I’expression des ARN messagers (ARNm) codant pour les récepteurs
hormonaux ERa, AR, PR, et les facteurs de croissance EGF, NGF, le Chrm3 et les protéines
gustatives, on a effectué une PCR (Polymerase Chain Reaction) relative en temps réel.
L’expression était estimée par rapport a I’expression d’un géne de référence ou gene standard

interne en 1’occurrence RPS9 (ribosomal protéine S9), géne exprimé dans toutes les cellules.

- Principe de la PCR en Temps Réel :

La PCR temps réel utilise un marqueur fluorescent, le SYBR® Green I, qui s’intercale dans
I’ADN double brin et excité par les UV, fluoresce (fig 27). 1l permet donc de suivre en temps

réel I’amplification du gene.

Figure 27 : mode d’action d’agent intercalant type SYBR® Green |

La PCR temps réel differe de la PCR classique par le fait que I’on peut situer exactement le
début de I’amplification ou Ct( cf plus bas) alors qu’en PCR classique la lecture se fait en
point final. Il n’y a plus que deux étapes, dénaturation et hybridation. L’élongation s’effectue
lors de la montée a 95°C ; les ADNCc étant de plus petite taille, les quelques secondes a la
température d’¢longation (72°C) suffisent. C’est pendant cette étape que la fluorescence est
mesurée, ¢’est pourquoi on 1’appelle PCR en temps réel.

La réaction se fait dans le thermocycleur MyiQ relié a un logiciel iQ5 d’acquisition des

données et de traitement des données permettant d’obtenir plusieurs courbes et de définir
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plusieurs parametres « qualité ». La figure 28 nous présente une courbe d’intensité du signal
fluorescent émis au fur et a mesure des cycles d’amplification en PCR temps réel.

Elle comprend plusieurs phases qui permettent d’établir plusieurs paramétres :

- une phase d’initiation au cours de laquelle la fluorescence est tres faible et stable : il s’agit
du bruit de fond de la fluorescence qui définit la ligne de base.

- une phase exponentielle qui correspond a I’étape active d’amplification. A sa base se trouve
la ligne seuil. C’est la valeur constante, pour laquelle la fluorescence mesurée n’est plus du
bruit de fond. Elle est fixée par I’opérateur ou automatiquement par le logiciel. Elle
correspond donc au début de la phase exponentielle d’amplification. Le Ct (ou cycle seuil) est
le point de croisement entre le seuil et la courbe expérimentale. C’est 1’'unité de valeur
mesurée en temps réel.

- une phase de plateau qui correspond a un ralentissement de I’amplification qui peut étre dd

a un épuisement des réactifs notamment les amorces.

Phase plateau
OO0

4

¢

Phase exponentielle

/

-

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Ct (cycle seull) Nombre de cycles PCR

Ligne de base
Phase dinitiation

Intensité du signal fluorescent émis

Figure 28 : courbe théorique de I’intensité du signal émis
en fonction du nombre de cycles lors d’une PCR temps réel

L’indicateur fluorescent permet aussi de déterminer une courbe de fusion. Elle découle de la
diminution de la fluorescence observée lorsque I’ADN double brin se dénature quand la
température augmente. Elle comporte trois étapes : une dénaturation rapide a 95 °C, suivie
d’une réhybridation par refroidissement a 55 °C puis la température est incrémentée de 0,5 °C
jusqu’a 95 °C. A cette étape, la fluorescence est de nouveau mesurée de fagon continue. La
courbe de fusion peut étre représentée sous forme de dérivée premiére de la diminution de

fluorescence par rapport a la température (fig. 29). Elle permet de vérifier la spécificité des
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amorces. Si I’amplification est spécifique, il n’y aura qu’un seul pic. S’il y a une amplification
non spécifique, il y aura plusieurs pics: il faut alors redéterminer des amorces plus spécifiques.
Nous avons utilisé une méthode de quantification relative par rapport a I’expression d’un gene
standard interne. Il s’agit d’un géne qui s’exprime dans toutes les cellules et ne doit pas étre
affecté par le traitement des animaux lors de 1’expérimentation. Il permet de s’affranchir des
erreurs de pipetages, de dosages et d’efficacité de la PCR. L’analyse des résultats est un
modele mathématique (Pfaffl, 2001) qui détermine la quantification relative d’un géne cible
par rapport a un standard interne tout en tenant compte de la différence de Ct entre un

échantillon traité et un échantillon témoin.
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Figure 29 : courbe de fusion : dérivée premiere de la fluorescence en fonction de la
température a : Cas d’une amplification spécifique: un seul pic est observé. b : Cas d’une
amplification non spécifique : deux pics sont observés (couple d’amorces non valable).

Une courbe étalon appelée courbe standard (fig 30) est établie a partir d’une gamme standard
et qui constitue un test de performance global de la PCR pour I’ADN cible. Elle comporte au
moins 5 points et est faite en duplicata. La gamme standard est effectuée pour chaque couple
d’amorces. Elle est réalisée a partir d’un mélange de plusieurs échantillons d’ADNc (50
ng.uL-1) de glandes salivaires de rats témoins. La quantité de matrice étant de 5 pL pour
chaque réaction, la gamme va de 250 ng a 0,0032 ng, le facteur de dilution est de 5. Pour un
gene donng, la courbe standard permet de déterminer 1’efficacité E de la PCR. L’efficacité est
calculée en fonction de la pente de la courbe standard avec la formule suivante :
E=(10"VP*"_1) x 100.

Idéalement la pente doit étre de -3,3. En pratique on accepte une efficacité comprise entre 90
et 110%

137



PCR Amp/Cycle Chart Standard Curve Chart
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Figure 30 : courbe standard
- Réaction de PCR :
La réaction se faisait en plaque 96 puits. Tous les échantillons étaient effectués en duplicata.

Les échantillons étaient a une concentration de 10 ng.pL-1 aprés avoir ajouté 80 pL d’H20
BM a la réaction de RT. Ces échantillons étaient conservés a -20 °C. Pour un volume
réactionnel final de 25 pL, 12,5 pL de « supermix », 1 pL d’amorce sens et 1 pL. d’amorce
anti-sens (0,4 uM en concentration finale) et 5,5 uL H,O étaient ajoutés a 5 uL d’ADNc a
analyser (soit 50 ng d’ARN totaux). Le supermix contenait la Taq Polymérase (50 U/mL) et le
tampon correspondant (100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH 8,4), les dNTP (0,4 mM de
chaque) du 6 mM MgCI2, 6 MM du SYBR Green |, 20 nM et de la fluorescéine : marqueur
passif non influencé par I’amplification de fluorescence constante qui corrige les différences
de lecture.

Sous une enceinte PCR, afin d’éviter toute contamination, on préparait un « mix », en
pratique il correspondait au nombre d’échantillons +1 a 5 et contenait le « supermix », I’eau et
les amorces. Puis ce « mix » était distribué (20 pL) dans chaque puits de la plaque. Lors de la
manipulation, la plaque était mise dans un bloc réfrigérant, les amorces et le « supermix »
étaient décongelés et conservés dans la glace. Toutes les solutions étaient homogénéisées et
centrifugées brievement avant leur utilisation. On mettait un film sur la plaque qui était
ensuite centrifugée a 1500 tours/min quelques secondes.

L’ADN ¢était ensuite déposé a raison de 5 uL par puits. Un témoin sans ADN mais contenant
5 uL d’H20 servait de témoin de non contamination du mix de PCR. La plaque était placée
dans le thermocycleur ou la PCR était réalisée.

Les amorces utilisees sont précisées dans le tableau 22
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Tableau 22 : présentation des différentes amorces

Genes Primer Sequence (Forward and Reverse) origine

RPS9 5’-GCA AGC AGGTGG TGAACATTCC-3 Beacon Designer (Biosoft)
5°- CCA TAA GGA GAA CGG AGG GAG AAG- 3’

PR 5’-TGG TCT AAG TCT CTG CCT CTG CTC- 3° Beacon Designer
5°-CCA TAA GGA GAA CGG AGG GAG AAG - 3’

ERa 5°-TCC AGC AGC AGC GAG AAG G- 3’ Eurogentec
5’-GTC GTT ACA CAC AGC ACA GTA GC- 3’

ERp 5’-GAGGCAGAAAGTAGCCGGAA- 3’ Rose Meyer ( 2002)
5’-CGTGAGAAAGAAGCATCAGGA- 3’

AR 5’-ACC ATA TCT GAC AGT GCC AAG GAG - 3’ Beacon Designer
5-TCC AGT GCT TCC ACA CCC AAC- 3’

EGF 5-TTG AAA GGATTT GCT GGC GAT GG- 3’ Beacon Designer
5-TGG ACG AGG TGG GAG GAC GG- 3

NGF 5’-TGATCG GCG TAC AGG CAG AAC- 3 Beacon Designer
5°-GCG GAG GGC TGT GTC AAG G- 3’

KLK1 5’-CTG TGT GCA GGA GAG ATG GA-3’ Primer 3™
5’-CAC TCA GGG GTT TTC CTT CA-3’

MUC 10 | 5-GCC AAA ACC ACATCC ATACC -3’ Primer 3™
5-TAT ATC CTG GAG GGC AGA CG-3’

CysC 5'-TGGTGAGAGCTCGTAAGCAG-3’ Primer 3™
5-TTGCAGCTGGATTTTGTCAG-3’

AC 6 5’-GAGAAGGGATGTGGGTGAGA-3’ Primer 3™
5’-GGAGGTTCGGGGTGATTTAT-3’

Amy 1 5-AGAGGAAACAAAGGCTTCATTG-3’ Nashida T (2010)

5’- GGAAGACCAGTCTGTAGAGTTGTTG-3’

f) _Analyse statistique des résultats

On vérifiait la stabilité¢ du gene de référence par un test d’ANOVA. Les résultats d’expression

pour chaque gene d’intérét étaient analysés avec le logiciel RESTO (Pfaffl, 2002). Grace a un

modele mathématique [380], ce logiciel établissait une analyse statistique de la variance et

une comparaison des moyennes de chaque lot traité par rapport au lot témoin. Les résultats

¢taient exprimés en valeur relative donnée par un ratio R qui prenait en compte 1’efficacité de

la PCR (E) et la différence de Ct (ACt) entre témoin et traité selon 1’équation suivante :
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( géne f.nté'rét)

R =

)ﬁCtgéne ref (témoin—traité)

(Egéne réf

Puis, ce logiciel effectuait un test aléatoire qui extrapolait ces résultats a un plus grand

nombre d’essais (2000) issus des différentes combinaisons témoin par rapport aux traitements.

2.3. Analyse statistique

L’étude statistique était faite a partir du logiciel StatEL (Adsciences, France). Les donnees
représentent la valeur moyenne obtenue dans chaque groupe (moyenne +/- écart type,
N=12/groupe pour 1’étude du comportement gustatif lors de 1’exposition au BPA ; N=6 pour
les sacrifices et la phase de réversibilité au BPA). L’analyse des données est basée sur une
analyse de variance (Test ANOVA) suivi d’un Test de Dunnett ou, si la distribution des
échantillons ne suit pas une loi normale, nous avons réalisé des tests non-paramétriques (Test

de Kruskal-Wallis associé a un Test de Mann-Whitney p<0.05).

3. Résultats

3.1. Effet du BPA sur la prise alimentaire et ’état sanitaire des animaux

Absence de signe de toxicité : Aucun signe de souffrance ni de comportement anormal n’a
été observé au cours de ’expérimentation, que ce soit pendant la période de traitement ou
dans les 6 semaines qui suivent ’arrét du traitement, et que nous avons baptisée « phase de
réversibilité ».

Les poids moyens des rats des différents groupes au début de 1’expérimentation étaient
homogenes (442 + 15 g). L’exposition au BPA n’a pas influencé la prise alimentaire (données
non montrées), et au terme de I’exposition, le poids moyen des animaux (482 + 36 g) n’était
pas différent d’un groupe a I’autre, confirmant 1’absence de toxicité aigiie du BPA dans nos
conditions expérimentales.

Mise en évidence d’un effet sur la soif : Alors qu’il n’y avait pas de différence de
consommation moyenne d’eau entre les 5 groupes au début de I’expérimentation (17.5 + 3.8

ml/jour par rat), une diminution de consommation d’eau est apparue dés les premiers jours
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dans le groupe recevant la plus forte dose d’exposition en BPA. Cet effet s’est peu a peu
confirmé dans tous les autres groupes et s’avere fortement significatif et proportionnel a la
concentration en BPA en fin d’exposition (p<0.01, fig. 31). Toutefois, 48h aprées 1’arrét du
BPA, il n’existait déja plus de différence de consommation entre les 5 groupes, cette situation

restait stable pendant les 6 semaines de la phase de réversibilite.
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Figure 31 : effets du BPA sur la consommation d’eau (KW p<0.01) et sur la
consommation de croquettes (NS) N=12/lot. Les valeurs sont les moyennes + SD. Les
lettres représentent la différence entre groupe (Kruskall- Wallis ; p<0.05)

3.2. Effet du BPA sur les préférences qustatives :

3.2.1. Pendant la période d’exposition au BPA
Les effets du BPA sur les préférences au goQt sucré, salé et gras ont été mesurés pendant les

deux derniéres semaines d’expositions. Ils sont illustrés dans la figue 32.

- Préférence au goQt sucré :
Les animaux témoins préféraient boire de I’eau sucrée que de 1’eau pure. Cela se traduit par
une valeur de la préférence au sucré tres élevée : 90%. L’ingestion de BPA diminuait la
consommation de saccharine de maniére significative dés la plus faible dose d’exposition et

de maniere proportionnelle a la dose d’exposition (p< 0.05). Toutefois, on ne note pas de

141



difference significative entre les lots exposés aux plus faibles doses (5 et 50ug/kg/j), tout
comme il n’y a pas de différence de consommation significative entre les deux lots recevant
les fortes doses (5 et 12, 5 mg/kg/j). Curieusement, les animaux compensaient en augmentant
la consommation de boisson d’eau pure sauf a la plus forte dose. Il en résultait une
diminution de la préférence au sucré qui évoluait de maniére significative selon une courbe
dose réponse non linéaire en U, I’effet le plus marqué étant obtenu pour la dose de 5 mg/kg/j
(p <0.05).

- Préférence au go0Gt sale :
Les rats du groupe témoin consommaient moins d’eau salée que d’eau pure, et la préférence
au sel de 30% qui en résultait traduisait une aversion spontanée pour le godt salé. Dans les
lots traités, 1’ingestion de BPA a entrainé une hausse de la consommation de sel significative
pour les fortes doses d’exposition (p< 0.05) mais, la consommation d’eau restait plus faible
que celle des témoins dés les plus faibles doses d’exposition (p<0.05). De ce fait, il en
résultait une augmentation de la préférence au salé qui évoluait de maniére significative selon

une courbe dose réponse linéaire, avec un effet significatif des la dose de 50ug/kg/j (p <0.05).

- Préférence au gras :
Les rats du groupe contrdle consommaient davantage d’huile que se solution de xanthane,
signe d’une préférence spontanée pour le golt du gras qui, dans nos conditions, était
d’environ 75%. Mis a part pour la plus faible dose, I’ingestion de BPA entrainait une baisse
de consommation de gras proche de 50% a la plus forte dose, mais qui restait non significative
lors de I’analyse statistique. Cependant, ce comportement vis-a-vis du gras était compensée
par une plus forte consommation d’émulsion d’eau pure significative des la dose de 50ug/kg/j
que celle des témoins (p<0.05). Il en résultait une tendance a une moindre préférence pour le
gras pour les rats exposés a 5mg/kg/j de BPA et pour les rats consommant la solution saturée
en BPA (12,5mg/kg/j) c’est-a-dire les fortes concentrations (p=0.057). En effet, en utilisant un
test de student on retrouvait une différence significative de préférence pour ces 2 lots exposés

aux fortes concentrations par rapport au témoin (p<0.05).
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Figure 32 : préférences gustatives pendant la période d’exposition au BPA: (A) sucré (B)
salé et (C) gras. Les valeurs sont les moyennes + SD (n=12 rats /groupes). Les lettres
représentent la différence entre groupe (Kruskall- Wallis ; p<0.05) ; et t indique les lots
significativement différents du groupe témoin sur la base d’un test de Student (p>0,05)

3.2.2. Réversibilité des effets a I’arrét du traitement
Les effets sur les préférences gustatives, évalués un mois aprés avoir supprimé le BPA de
I’eau de boisson, sont rapportés dans la figure 33. 1l est a noter que le nombre d’animaux avait

diminué (n=6), les autres animaux ayant été sacrifiés pour analyser les organes.
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Figure 33: préférences gustatives aprés la période d’exposition au BPA: (A) sucré (B)
salé et (C) gras. Les valeurs sont les moyennes £+ SD (n=6 rats /groupes). L’ANOVA ne fait

pas ressortir de différence entre les groupes.

- Préférence au sucré
Les animaux restant du groupe contréle avaient consommé globalement moins de boissons
que lors du test précédent, ce qui donne un apercu de la variabilité intra-individuelle.

Toutefois, la valeur de la préférence reste la méme, et elle est supérieure a 90%.

Dans les lots traités, ’arrét du traitement n’influe pas sur la consommation globale de boisson,
qui reste quantitativement comparable a celle que les animaux avaient au début du traitement.

De fait, on retrouve la méme tendance a la préférence (entre 80 e 90%), et elle reste dans tous
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les lots inférieure a celle du témoin. Toutefois, cette différence ne ressort pas significative lors

de I’analyse statistique.

- Préférence au salé :

Les animaux du groupe témoin présentent un choix gustatif équivalent a celui du début de
I’expérience, avec une aversion spontanée de 35%. Les choix gustatifs dans les lots traités
étaient relativement irréguliers, mais seuls les animaux du lot traité par 5mg ont maintenu
une préférence a 60% pour le sel, tandis qu’on note un retour a la normale pour les animaux
recevant la plus forte dose. Cet effet n’est pas significatif probablement a cause du faible
effectif de rats. L’arrét de I’exposition au BPA, semble entrainer une réversibilité de la

préférence gustative au sale.

- Préférence au gras
Pour le godt du gras on observe une uniformisation des consommations et des préférences

avec une absence de différence significative entre les 5 groupes.

3.3. Etat sanitaire des animaux lors des sacrifices

3.3.1. aVlissue de la période d’exposition

- Aspect général: Tl n’existait pas de différence de poids des rats entre les différents
groupes (466 +/- 13). 11 n’a pas été noté de différence sur le poids du foie (1.96 +/-0.05
g/100g PC). Le fait que le poids du foie soit stable permettait d’éliminer une toxicit¢ du BPA
sur les rats. De méme, nous n’avons pas relevé de différence quant aux poids des différentes
glandes salivaires en fonction du traitement (figure 34)

- glycémie : réalisée a je(n le jour du sacrifice, elle n’était pas différente d’un groupe a
I’autre (81 +/-2.8 mmol/l) (fig 34).

- secheresse buccale: I’exploration de la cavité buccale a I’aide d’un coton tige
permettait d’identifier une sécheresse buccale sévere chez tous les animaux traités. Cette
sécheresse, trés prononceée des les plus faibles doses, semblait indépendante de la dose

d’exposition.
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3.3.2. aVlissue de la période de Réversibilité
Lors du sacrifice des rats sevrés en BPA, on ne retrouvait aucune différence entre le groupe
témoin et les groupes BPA tant sur le poids, la glycémie que sur les poids des différents

organes preleveés (fig35).

8

150 -

- g
2 400 - o ] ¥ 2 =
g ES00 1 8
3 T E =
-.‘; zm | z ESD - J—- -B 1 _
2 ua _g
a o 0 “ D

07 - 0,03 - o 02

T w 015 1|

E 0;15 T —‘V E [},02 i 8 )
-1} — 1
S 01 - o w 01
5 S 001 - z

0,05 - 5 T 005 -
= b 5
& o0 G o 8 0

O Témoin S5pg/fkgPC W 50pug/kgPC m 5mg/kgPC W Saturé
Figure 34 : poids des organes et glycémie des rats exposés au BPA. Les valeurs sont les

moyennes + SD (n=6 rats /groupes, NS)

3 —_
1000 - 200 -
u T
=% 2
2 g
o 500 E3100 o . S
& -5 =
5 = E 2
0 £ o
0,2 -
[¥)
- h 002 - 0,2
g 015 - T g T g
a1 - X by
= = E 0,01 - =] 201 LT
= 0,05 - b g o
] B
W 3
o o 1) 0
0O Témoin Spg/kgPC m S50pg/kgPC m smg/kgPC W Saturé

Figure 35 : étude de réversibilité : poids des organes et glycémie. Les valeurs sont les

moyennes + SD (n=6 rats /groupes, NS)
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3.4. Dosage de ’EGF
Ce dosage a été réalisé pour déceler un éventuel effet sur les fonctions endocrines des glandes

salivaires, puisque I’EGF est majoritairement produit par ces organes. Comme le montre la
figure 36, les taux circulants d’EGF chez les témoins sont de 1’ordre de 15 ng/ml. Lors de
I’exposition au BPA, on constate une évolution particuliére des taux circulants en fonction de
la concentration, selon un aspect de courbe en U inversé centrée sur la dose de 50ug. Ce
phénomene, bien qu’il ne soit pas statistiquement significatif en raison d’une variabilité trop
importante, disparait aprés arrét de 1’exposition, puisque mis a part pour le groupe ayant
consommé de 1’eau saturé en BPA, on retrouve des niveaux plus stables entre les différents

groupes.
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Figure 36 : éffet du BPA sur la concentration sérique d’EGF pendant la période d’exposition (a)
et aprés la phase de réversibilité (b). Les valeurs sont les moyennes £ SD (NS, N=6/lot)

3.5. Effet du BPA sur I’épithélium buccal

Les Mugueuses buccales ont été colorées et observées au microscope pour évaluer 1’action
du BPA sur I’épithélium buccal. L’aspect histologique de la muqueuse jugale (fig 11)

faisait apparaitre des disparités en fonction du lot de traitement.

Témoin Sug 50pg Sature

Photo 10 : effets du BPA sur I’épithélium buccal. Coloration a ’hemalun eosine

(grossissement X 10)
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La mesure de 1’épaisseur de 1’épithélium et de la couche basale a été effectuée par analyse
d’image. La couche épithéliale des rats témoins avait une épaisseur de 66um (+/- 16); la
couche cornée avait une moyenne de 34um (+/- 14) et le rapport couche cornée/(couche
cornée + couche épitheliale) était de 0.33 (+/- 0.06). Nos résultats faisaient apparaitre une
couche épithéliale plus importante dans le lot traité par 5 mg/Kg de BPA (p<0.05) mais avec
une épaisseur de la couche cornée augmentée mais non statistiquement significative (figure
37).

Ainsi, lorsqu’on faisait le rapport entre 1’épaisseur de la couche cornée et celle de la couche
épithéliale pour supprimer le « biais de coupe », on ne retrouvait plus aucune différence entre
le groupe témoin et les différents groupes de BPA. Il semble donc que le BPA interférait peu

sur I’histologie de I’épithélium buccal.
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Figure 37: étude de ’impact du BPA sur I’histologie de 1’épithélium buccal (N=6/lot): sur
la couche épithéliale (ce), sur la couche cornée (cc), et sur le rapport couche cornée/ couche cornée
épithéliale. Les valeurs sont les moyennes = SD. Les lettres représentent la différence entre groupe
(Kruskall-Wallis p<0.05)

3.6. Effet du BPA sur Ihistologie des glandes salivaires

L’analyse histologique des glandes submandibulaires a porté sur 1’évaluation des structures
sécrétrices, c’est a dire sur les GCT et les acini. Les photos prises sous observations
microscopiques et analysées par analyse d’images permettent de définir le nombre et la

surface de ces structures et de comparer les effets entre les différents groupes.

148



3.6.1. Effet du BPA sur les glandes submandibulaires
Les glandes salivaires submandibulaires du rat méle adulte contiennent des GCT trés bien
développés, qui ont un aspect blanchatre sur les coupes histologiques, par opposition aux acini,

qui sont colorés en rouge violet.

3.6.1.1. Aspect histologique pendant 1’exposition au BPA

Comme le montre la photo 11, I’aspect histologique varie en fonction du traitement, et on voit
clairement que les tailles des GCT et des acini évoluent, les acini semblant moins développés
chez les animaux traités pour les groupes 50u et Smg. On a I'impression que les GCT sont
moins matures dans les groupes exposés au BPA. En effet, I’aspect des GCT parait plus
blanchatre dans le groupe témoin ce qui laisse penser que les GCT étaient plein de mucus
alors que si la taille parait équivalente pour les groupes BPA 1’intérieur des GCT parait moins

homogene peut étre en rapport avec une sécrétion de mucus altérée.

Sug 50ug Smg Saturé
Photo 11 : éffets de ’exposition au BPA sur les glandes submandibulaires, coloration

Trichrome de Masson ; grossissement x 10

Dans notre étude le nombre de GCT était de 46/mm? (+/- 4); le nombre d’acini était de
425 Imm? (+/- 45) ; la surface moyenne par pm ? de GCT était de 2791 (+/- 464) et pour les
acini elle était de 907 (+/- 74)pum?.

L’observation numérique des coupes donne des résultats qui n’ont pas révélé d’effet
hautement significatif sur les GCT, méme si tous les rats exposés au BPA présentaient un
nombre de GCT légéerement plus important que les rats témoins (fig. 38A) et une surface

moyenne plus faible (fig. 38B). A ID’inverse, les acini étaient significativement moins
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nombreux mais plus volumineux chez les rats exposes au BPA (p<0.01, fig. 38C), avec une
surface significativement plus importante dés la plus faible dose d’exposition (p<0.01, fig.
38D), traduisant des modifications dans les processus de sécrétion.
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Figure 38: étude de I’effet du BPA sur les structures histologiques de la glande salivaire
submandibulaire (N=6/lot): sur le nombre (A) et la surface (B) des GCT et sur le nombre (C) et la
surface (D) des acini. Les valeurs sont des moyennes +/- SD. Les lettres représentent la différence
entre groupe (KW p<0.01)

3.6.1.2. Etude de réversibilité (fig 39)

Nous avons constaté qu’il existait une réversibilité de I’effet BPA sur I’histologie des glandes
submandibulaires puisqu’il n’existait plus aucun effet quel que soit le groupe. Il existe donc

une plasticité de la glande submandibulaire (fig 39).
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Figure 39 : étude de la réversibilité sur I’histologie de la glande submandibulaire. Les

valeurs sont des moyennes +/- SD (N=6/lot).
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3.6.2. Effet du BPA sur les glandes sublinguales

Les glandes sublinguales du rat male adulte contiennent 2 types de structures : des canaux
excréteurs (CE) et des acini séro-muqueux (partie muqueuse en blanc et partie séreuse en
rose). Les photos prises sous microscope ont permis de définir le nombre et la surface des
acini et des canaux et de comparer les différents groupes.

Comme le montre la photo 12, la taille des structures glandulaires semble peu modifiée.

Temoin Spg 50pg Smg Saturé
Photo 12 : éffets de I’exposition au BPA sur I’histologie des glandes sublinguales

(trichrome de Masson, grossissement x 10)

Dans notre série, le groupe témoin comprenait un nombre de canaux de 9 /mm? +/- 2, un

2 +/-3. Quant aux surfaces moyennes pour ce groupe, elles étaient

nombre d’acini de 169/mm
de 3100pum? +/- 250 pour les canaux excréteurs et de 1300/pm? +/- 140 pour les acini.

Nous n’avons pas noté de résultats significatifs sur le nombre ou la surface des canaux
excréteurs. Nous avons mis en évidence une variation du nombre d’acini avec un effet en U

inversé (p<0.001), mais sans modification de surface (fig 40).

Compte tenu de la faible modification de structure de la glande sublinguale nous n’avons pas

réalisé I’étude de réversibilité.
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Figure 40: étude de ’impact de ’exposition au BPA sur I’histologie de la glande sublinguale :
(N=6/lot): sur le nombre et la surface des acini sur le nombre et la surface des canaux excréteurs. Les valeurs

sont des moyennes +/- SD. Les lettres représentent la différence entre groupes (KW p<0.01)

3.6.3. Effets du BPA sur les glandes parotides
L’analyse histologique des glandes parotides a porté sur I’évaluation des structures sécrétrices
(en I’occurrence les acini séreux) et les canaux excréteurs. Les photos prises au microscope
ont permis d’analyser leur nombre et leur surface afin de comparer I’effet de 1’exposition au

BPA sur ces structures histologiques entre les différents groupes.

3.6.3.1.  Aspect histologique pendant 1’exposition au BPA

Comme le montre la photo 13 1’aspect histologique des acini varie en fonction du traitement

et on voit que la surface des acini parait plus grande pour les lot BPA.

Acinus

Témoin Sug 50pg Smg Saturé

Photo13 : effet de I’exposition au BPA sur I’histologie des glandes parotides (trichrome de

Masson, grossissement x10)
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Dans notre série, le nombre de canaux était de 9327 /mm? +/- 2, le nombre d’acini était de
830/mm? +/-100. Quant aux surfaces moyenne, elle était de 9327pm? +/- 2000 pour les
canaux excréteurs et de 479/um?+/- 38 pour les acini.

Nous avons constaté qu’il n’y avait pas de modification significative de structure des canaux
excréteurs. Par contre, il existe une diminution du nombre d’acini séreux (p<0.001) avec une
courbe en U centrée sur le lot 5mg/kg. Parallelement, il existe une augmentation de la taille
moyenne de ces acini (p<0.0001) avec une courbe inversée centrée sur le 5mg (figure 41).
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Figure 41: impact de I’exposition au BPA sur les structures histologiques de la glande parotide :
(N=6/Iot): sur le nombre et la surface des acini et sur la surface des canaux excréteurs. Les valeurs

sont des moyennes +/- SD. Les lettres représentent la différence entre groupes (KW p<0.001)

3.6.3.2. Etude de réversibilité

Lors de I’étude de réversibilité, il persistait un effet BPA avec toujours des acini moins
nombreux et plus gros mais de facon moins significative et essentiellement sur le groupe 5mg
(p<0.05) (fig 42).

12000 - 300 -
"& 10000 @ a ¢ ab d bc 1000 ¢cd d bc a b
E E 600 - B
= 8000 g = g 800 _
=] =y -
= 5000 e E | £ 600 -
5 g Eao0 g
E 4000 E E 400 -
200 - E
S 2000 = g 200 A
0 0 o
1 T rmesin SugSkgPC m SOngS kgPCc m SmgS kP - Saturd

Figure 42: étude de réversibilité sur I’histologie de la glande parotide : (N=6/lot): sur le nombre et
la surface des acini et sur la surface des canaux excréteurs. Les valeurs sont des moyennes +/- SD.
(NS)
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3.7. Expression des mMRNA dans les glandes salivaires

3.7.1. Expression des mRNA dans la glande submandibulaire
3.7.1.1. Expression des mRNA pendant la phase d’exposition au BPA

Les résultats sont décrits dans la figure 42. Nous nous sommes intéressés aux récepteurs
hormonaux de la glande, aux facteurs de croissance qu’elle synthétise, au chmr3 impliqué
dans la sécheresse buccale ainsi qu’aux protéines salivaires impliquées dans la gustation.
D'une maniere générale, les récepteurs aux hormones sexuelles sont bien exprimés dans les
glandes salivaires, cependant, I'analyse Q PCR donne un Ct élevé car leur expression est trés
localisée dans les épithéliums (pour notre étude on retrouvait des Ct moyens entre 26 et 30).
Une analyse par immuno-histochimie permettrait d'en révéler la position spécifique. Toutefois,
leur expression semble engendrer des modifications dans I'expression des mRNA de genes
associes aux fonctions endocrines (EGF dont la Ct moyenne était a 21) et exocrines (Ct des
protéines salivaire en moyenne entre 15 et 17).

Concernant les récepteurs hormonaux, nous avons mis en évidence une différence
significative quant a I’expression du récepteur ERa (p<0.01) entre les rats témoins et les rats
traités, notamment avec le groupe Smg. De méme, on a observé une différence d’expression
(moins importante) du mMRNA ERp entre le témoin et les groupes traités a 5Smg et 50pug (KW
p<0.05). Nous avons également constaté des modifications d’expression pour le récepteur des
androgénes (ANOVA p<0.01) mais uniquement dans le lot a Smg. Il n’était pas mis en
évidence de variation sur les récepteurs de la progestérone. De facon générale, la courbe
dose-réponse était de type sinusoidal. Comme il y a une relation entre ERa et PR et AR
I’aspect identique des courbes n’est pas illogique.

Concernant les facteurs de croissance, nous n’avons pas trouvé de différence entre les
différents groupes sur I’EGF ; par contre il existait des modifications d’expression sur le NGF
avec aussi un aspect de courbe sinusoidale avec une expression basse pour le lot & 5mg (KW
p<0.01). Ces 2 réponses ont un profil corrélé a I’expression d’ERa et AR.

La baisse d’expression du récepteur Chrm3 (Cholinergic Receptor muscarinic 3) apparaissait
significative pour le groupe Smg par rapport aux autres groupes (KW p<0.001) mais n’était
pas parfaitement corrélée au profil de courbe d’ER et AR.

Comme le montre la figure 43, I’expression des ARN messagers correspondant aux protéines
gustatives a été differemment modulée par le traitement. Pour des raisons techniques le
groupe saturé n’a pas été fait. On retrouvait, 1a aussi un effet sinusoide (p<0.05) avec une

prédominance de I’expression pour le 5mg pour la gustine, la kallicréine et la mucine 10 et un
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effet inverse pour I’amylase. L’expression de la cystatine était d’interprétation plus difficile

avec une courbe en U centrée sur le 50ug. En tout état de cause on ne retrouvait pas de profil

corrélé aux courbes ER et AR.

Les modifications biomoléculaires retrouvées semblaient donc essentiellement présentes pour

le groupe 5mg.
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Figure 43 : glande salivaire submandibulaire : effets de ’exposition au BPA sur les ARNm des

récepteurs hormonaux, sur les facteurs de croissance et le récepteur muscarinique et sur les

ARNmM des protéines gustatives hormono-dépendantes (N=6/lots), Les valeurs sont des moyennes

+/- SD. Les lettres représentent la différence entre groupe (KW p<0.05 ; ANOVA p<0.01)
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3.7.1.2. Etude de réversibilité

L’¢étude de réversibilité n’a été réalisée que sur les récepteurs hormonaux et les facteurs de
croissance. On constatait une disparition de 1’effet BPA (fig 44) méme si on constatait une
certaine similitude de courbe entre ER, AR et les facteurs de croissance.
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Figure 44: expression des ARNm apres arrét du traitement BPA sur les glandes

submandibulaires (N=6/lots), Les valeurs sont des moyennes +/- SD.

3.7.2. Expression des ARNm dans la glande sublinguale (fig 45)
Nous nous sommes intéresses aux récepteurs hormonaux de la glande sublinguale, aux
facteurs de croissance qu’elle synthétise, au chmr3 impliqué dans la sécheresse buccale, mais
nous n’avons pas étudi¢ I’expression des ARNm des protéines gustatives.
Nous avons retrouvé des Ct variables pour les récepteurs hormonaux (15 pour ERP a 33 pour
Era) et de méme des Ct variables pour les facteurs de croissance (25 pour EGF et 31 pour
NGF) alors que le RPS9 , géne de référence était a 20.
Concernant les récepteurs hormonaux, il n’était pas mis en évidence de différence
significative entre le groupe témoin et les groupes BPA méme si on constatait une courbe en
U inversé pour les récepteurs Era, Erff, AR et PR. De méme, il n’existait pas de différence
significative sur le récepteur muscarinique.
Par contre, il existait un effet du BPA sur les facteurs de croissance hormono-dépendants avec
la aussi une courbe en U inversé (p<0.01). La majorité des effets semblait centrée sur le 50ug.

Il y avait une certaine similitude de courbe entre les facteurs de croissance, AR et PR.
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Figure 45: glande salivaire sublinguale : effets de I’exposition au BPA sur les ARNm des
récepteurs hormonaux et sur les facteurs de croissance (N=6/lots), Les valeurs sont des

moyennes +/- SD. Les lettres représentent la différence entre groupe (KW p<0.05)

4. Conclusion

En premier lieu, cette étude a identifié les effets sur la secheresse buccale dont les origines
restent a préciser. Elle a aussi permis de mettre en évidence un effet sélectif du BPA sur les

préférences gustatives.

A I’image des cestrogenes, le BPA stimule la consommation de salé mais réduit celle du sucré
et , a un moindre degré, semble aussi réduire la consommation de gras. Ces effets sont
proportionnels a la dose de traitement et ont quasiment disparu 6 semaines aprées arrét du
traitement, démontrant ainsi le caractére réversible de I’effet et traduisant une plasticité des

organes et mécanismes impliqués.

L’analyse histologique des glandes salivaires montre que le BPA a une action ciblée sur les
structures acinaires quel que soit le type de glandes et cet effet semble disparaitre a 1’arrét du

traitement.

L’analyse moléculaire menée sur les glandes submandibulaires montre le caractére hormonal
de I’action du BPA ciblée sur I’expression du ERa et B. Cet effet cestrogénique se répercute
sur I’expression des facteurs de croissance mais pas du Chrm3 (connu pour étre androgéno-
régulé). Concernant les protéines gustatives, seule la cystatine C semble avoir un profil de

régulation de type cestrogénique.
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Nos résultats permettent de confirmer que le BPA perturbe I’homéostasie buccale et que les

glandes salivaires sont une cible privilégiée de son action.

Enfin, les effets cestrogéniques du BPA justifient de porter une attention particuliére a la

composition du régime alimentaire ; objet de notre deuxiéme étude.
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Il. Etude de mélanges : Effets du régime sur les effets
du BPA

1. Intérét et problématique

L’influence du régime sur le comportement alimentaire et les préférences gustatives est un
facteur qu’il ne faut pas négliger compte tenu de la présence de phyto-cestrogeénes liés a
I’apport de protéines de soja dans certains régimes proposés en expérimentation animale.

Le but de cette étude était d’identifier I’'impact de la présence de phyto-cestrogénes dans le
régime alimentaire sur 1’effet du Bisphénol A. Il s’agit de comparer I’effet obtenu avec un
régime semi-synthétique (L5), donc dépourvu de phyto-cestrogénes et de Xénohormones, avec
I’effet d’un régime contenant des extraits végétaux (blé, soja) qui apportent des phyto-
cestrogénes (comme la génisteine), lesquels sont susceptibles d’interagir avec les propriétés de

contaminants alimentaires cestrogénique comme le BPA.

2. Matériel et méthodes

2.1. Produits chimiques:
Le BPA, la saccharine, le NaCl et le xanthane ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich
(pureté de 98%>). L'huile de mais a été achetée dans une grande surface ( Systeme U (Rungis,
France). L'isoflurane était a 2.5%.
Tous les autres produits chimiques étaient des standards de sources commerciales et étaient de

la plus haute qualité disponible.

2.2. Rats et procédures expérimentales:
La procédure expérimentale a été approuvée par le comité d’éthique local de 1I’Université de
Bourgogne. Un total de 40 rats males Wistar nés au sein de I’animalerie de I'INRA (parents
originaires de Harlan France SARL, Gannat, France) ont été acclimatés dans I'animalerie dans
des conditions contrélées (22 ° C, 55% d'humidité relative, alternance jour nuit de 12h). Pour
éviter la contamination par 1'exposition cestrogénique de l'environnement et de la nourriture,
les rats ont été logés dans des cages en polypropyléne (3 a 4 par cage) et ont été autorisés a
avoir acces ad libitum a de I’eau filtrée sur charbon actif. L’alimentation était constituée par
des croquettes dépourvues en phyto-cestrogéne (INRA, Jouy-en- Josas, France, Stroheker et al,

2003) jusqu'a I'age adulte.
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Phase 1 : Lorsque les rats ont été agés de 3 mois (357 a 509 g), ils ont été assignés au hasard a
2 groupes 1’un sous régime L5 (sans phyto-cestrogenes, 3,8 kcal/g) et I’autre sous un régime
riche en phyto-cestrogénes (A03, SAFE, Auggy, 3kcal/g) (fig 46). lls ont été logés
individuellement dans des cages en polypropyléne avec un biberon d’eau. La consommation
d’ecau et d’aliments et le poids des animaux ont été mesurées 1 a 2 fois par semaine pendant 6

semaines.

LS

B amidon de mais

m amidon dextrinizé
m WiEange minéraus
B hglange vitamines
m saccharose

m hwile d= mais

W cazsine

mcelluloze

AD3

mCeréales

m proté ne wEgstale (tourtsaux de
=043, levure|
w proté nes animal es |poizzon]

mmE ange Wtamines =
minénsaux

Figure 46 : composition du régime alimentaire L5 et du régime alimentaire A03

Phase 2 : A la fin de cette période chaque groupe d’animaux a été séparé en 2 groupes afin
d’obtenir 4 groupes : un groupe régime (L5), un régime L5 BPA (L5PA), un régime A03
(A03) et un régime A03 BPA (A03BPA). Les 2 groupes exposés au BPA I’étaient a une dose

de Smg/kg/j. Nous avons choisi cette dose car c’est la dose ot nous avions le plus d’effets lors
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de la premiére étude (effets a la fois sur le sucre, le salé et les glandes salivaires). Le BPA a
été ajouté dans I'eau potable. Les biberons ont été pesés et complétés 2 fois par semaine avec
le BPA pendant 6 semaines consécutives.

A la fin de cette période, les animaux ont été sacrifiés pour étude histologique.

Lors des phases 1 et 2 outre 1’é¢tude du poids, de la consommation d’eau et d’alimentation
étaient étudiée les préférences gustatives. Ces tests étaient réalisés les 2 dernieres semaines de

chaque phase.

2.3. Etude du comportement gustatif
Les consommations de solutions et les préférences gustatives ont été évalués en utilisant le
test de deux biberons pendant trois jours consécutifs. Les rats ont été familiarisés avant le
début de chaque test a la présence de deux biberons pendant 3 jours. Pour les tests, un
biberon a été rempli par la solution de contrdle (eau ou émulsion) et l'autre a été rempli avec
la solution test. Le placement gauche / droite des biberons a €té inversé chaque jour et chaque
test de saveur a été séparé par une journée sans choix. Les biberons ont été pesés une fois par
jour a la méme heure et le montant consommé en g par jour a été divisé par le poids du corps
pour exprimer les résultats en des g consommé / jour / 100g de poids corporel. Les
préférences au sucré, salé et gras ont été successivement mesurées suivant la procédure en
utilisant respectivement 0,3% saccharine, le chlorure de sodium a 1,0% et 1% d'huile de mais.
La consommation de matiéres grasses a été mesurée en placant I'huile de mais diluée dans
une émulsion de xanthane a 0,3%. La préférence a été exprimée par le rapport entre la

consommation de la solution test et la consommation totale (solutions contrdle et test).

2.4. Sacrifices
Les animaux ont été pesés, puis, ils ont été anesthésiés avec de l'isoflurane (2,5%) et sacrifiés
par exsanguination a l'aorte abdominale. Le sang a été prélevé, le plasma a été conservé a -20
° C. En outre, la langue et les glandes salivaires ont été retirées, pesées et stockées pour
histologie et analyses biochimiques. Les rats sacrifiés ont bénéficié d’un prélevement de
mugqueuse buccale jugale droite. Ce prélévement était réalisé au moyen d’un scalpel aprés

luxation de la méachoire inférieure. Enfin le tissu adipeux dorsal a été prélevé.

2.5. Etude statistique
L’étude statistique était faite a partir du fichier Excel de recueil de données. Les données
représentaient la valeur moyenne obtenue dans chaque groupe (moyenne +/- écart type,

n=20/groupe pour I’étude de I’effet régime (2 groupes); N=10 pour I’effet du BPA sur les
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régimes (4 groupes). L’analyse des données était basée sur un test de Student dans la premiére
phase. Dans la deuxiéme phase on a également utilisé un test de Student en prenant le régime
L5 sans BPA comme « Témoin » et en comparant I’effet régime (A03), I’effet BPA (L5BPA)
et I’effet mélange (A03-BPA) a ce groupe témoin. Il existait une différence significative si

p<0.05.

3. Résultats

3.1. Influence du régime alimentaire

3.1.1. Prise alimentaire et poids corporel
Nous avons constaté qu’il n’existait pas de différence significative sur le poids au cours de
cette premiére phase entre les rats A03 et L5 (418 +/-19g). De méme, la consommation de
croquettes était équivalente en valeur énergétique (331 +/-15Kcal). Il existait, par contre une
modification de la consommation d’eau entre les 2 groupes qui était fortement supérieure

dans le groupe recevant le régime riche en phyto-cestrogenes (p<10-5) (fig 47).
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Figure 47 : effet du régime alimentaire sur le poids des rats et la consommation d’eau et

de nourriture. Les valeurs sont des moyennes +/- SD. (student, ****p<0.0001, N=20/lot).
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3.1.2. Préférences gustatives (fig48)

Les préférences gustatives ont €té étudiées avec la notion que les rats aiment le sucré
(préférence supérieure a 90%), le gras dans une moindre mesure (préférence supérieure a
60%) et ont une indifférence au sel (préférence entre 40 et 60%) : méme si on sait que

certains rat peuvent avoir un comportement « aberrant ».

3.1.2.1. Sucré

L’ingestion d’un régime contenant des phyto-cestrogénes augmentait la consommation de
saccharine de maniére significative (p<0.05). Méme si elle n’était pas significative, il existait
aussi une augmentation de la consommation d’eau en rapport avec ce qui avait été observé
pendant les 28 premiers jours. 1l en résultait une absence de différence sur la préférence au

sucré par rapport au régime synthétique.

3.1.2.2.5alé

L’ingestion de croquettes A03 n’affectait pas la consommation d’eau salée alors qu’il existait
toujours une plus grande consommation d’eau qu’avec le régime L5 (p<0.0001). Il en résultait

une moindre préférence au salé (p<0.5).

3.1.2.3.Gras

Concernant le gras, on constatait qu’il y avait une plus grande consommation de gras
(p<0.0001) et de solution de xanthane sous régime A03 (p<0.01). Il en résultait une absence

de différence par rapport au L5 sur la préférence au gras.
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Figure 48: impact du régime riche en phyto-eestrogénes sur la préférence au sucré, au
salé et au gras. Les valeurs sont des moyennes +/- SD. (Student: t tendance, *p<0.05,
****<0.00001), N=20/lots

3.2. Influence du BPA selon la composition du régime alimentaire

3.2.1. Prise alimentaire et poids corporel

On ne trouvait pas de modification du poids (441g +/- 18g) ou de la consommation de
croquettes. La consommation d’eau était significativement plus élevée chez les rats A03
(6,60/100gPC /j +/- 0,6 pour AO3 versus 3,59/100g/j +/- 0,4; p<10®). Le BPA était
responsable d’une moindre consommation d’eau tant pour les rats consommant du L5

(39/100g/j +/-0,6) ou de ’A03 (4,3 g/100g/j +/- 0,5) comme retrouvé lors de notre premiere
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¢tude méme si cette différence n’était pas significative et son effet restait inférieur a celui du

régime alimentaire correspondant (fig 49).
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Figure 49: effet d’une exposition au BPA a la dose de 5mg/kg/j et du régime alimentaire
sur le poids et la consommation d’eau et de croquettes. Les valeurs sont des moyennes +/-
SD ; N=10/lot

3.2.2. Préférences gustatives (fig 50)
3.2.2.1.Préférence au Sucré

L’ingestion de saccharine était significativement inférieure dans le groupe L5SBPA (p<0.05) alors
qu’il n’existait pas de différence entre les groupe L5, A03 et AO3BPA ce qui signifie qu’il existait un
effet BPA a I’ingestion de saccharine mais pas d’effet régime et pas d’effet mélange.

On retrouvait une plus grande consommation d’eau lors du régime AO3 mais de fagcon non
significative (p<0.06).
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Il en reésultait une absence de différence sur la préférence au sucré entre les 4 groupes signifiant qu’il
n’y avait pas d’effet BPA ni régime ni mélange sur les préférences ; méme si on constatait que les
lots L5BPA et A03 préféraient moins le sucré alors que le régime associant les 2 avait des effets

comparables au témoin L5 signifiant qu’il n’y avait pas d’addition des effets.

3.2.2.2.Préférence au salé

Concernant ’ecau salée, il existait une plus grande consommation pour les lots L5BPA, A03 et
A03BPA avec une différence significative pour le lot AO3BPA (effet mélange p<0.05).

On retrouvait toujours une plus grande consommation d’eau pour le régime A03 (p<0.05) avec une
consommation diminuée sous 1’effet du BPA mais de fagon non statistiquement significative.

Méme si la préférence au salé semblait supérieure lors de la présence de BPA cet éffet n’était pas
statistiquement significatif. Nous n’avons pas pu confirmer les résultats de notre premiére étude sur
I’effet du BPA sur le salé probablement a cause d’écart type trop important compte tenu du faible

nombre de rats.
3.2.2.3.Gras

La consommation de gras était diminuée lors de 1’exposition au BPA (p<0.05) comme cela avait
bien été mis en évidence lors de la premicre étude; alors qu’elle était augmentée sous 1’effet régime
(p<0.01). L’effet mélange ne présentait pas de différence par rapport au témoin (L5) montrant un
effet antagoniste entre phytoeostrogene et BPA.

Il n’existait aucune différence de consommation de solution de xanthane.

Il en résultait une moindre préférence au gras pour le lot BPA et le lot mélange montrant
I’importance de I’effet BPA et I’absence de I’effet régime, méme si , toujours a cause d’écart type

important cela n’était statistiquement pas significatif.
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Figure 50: effets de ’exposition au BPA a la dose de Smg/kg/j, des phyto-cestrogénes et

du mélange (BPA-Phyto-ceestrogénes) sur la préférence au sucré ,au salé et au gras. Les

valeurs sont des moyennes +/-SD ; N=10/lot

3.3. Constatations lors des sacrifices

Il n’existait pas d’effet BPA, phyto-cestrogene ou mélange sur la glycémie (moyenne 111 mmol/l +/-
11). De méme, il n’existait pas de différence entre le poids des différents organes en fonction du type
de mélange ou de I’exposition au BPA (fig 51) ; méme s’il existait une tendance a une différence sur
le poids des glandes submandibulaires plus grosses pour les rats sous réegime A03 (0,0095g/100gPC
versus 0,0085 ¢g/100g PC pour L5) inverse au poids des glandes submandibulaires. On retrouvait
également un tissu adipeux plus important dans le lot LSBPA (1.6g/100gPC) alors qu’il existait
plutét moins de gras dans les lots A03 (1,1g/100gPC) et meélange (1,29/100gPC) comparable au

témoin L5 (1,3g/100g PC). Ces résultats n’étaient pas statistiquement significatifs mais on retrouvait

que I’effet BPA disparaissait quasiment lors d’un mélange BPA/phyto-cestrogenes.
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Figure 51 : effets de I’exposition au BPA a la dose de 5mg/kg/j, des phyto-cestrogénes et
du mélange sur le poids des organes et la glycémie. Les valeurs sont des moyennes +/-SD ;
N=10/lot

4. Conclusion

Cette étude nous a permis de mettre en évidence les mémes effets ou tendances que nous
avions vu lors de notre premicre étude sur 1’effet du BPA, a savoir une moindre préférence
pour les goQts sucré et gras et une plus grande préférence au go(t sale.

Cette étude nous a permis de voir combien le régime alimentaire est important lors de
I’expérimentation. En effet nous avons constaté de grandes différences sur la consommation
d’eau (plus importante) mais aussi sur la préférence au salé (moindre) par rapport a un régime
synthétique.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que le régime peut « fausser » les résultats d’une
expérimentation ; par exemple ici, faire disparaitre I’effet de la préférence au salé et de la
moindre préférence au sucre.

Concernant le retentissement sur les organes, nous prévoyons d’étudier les modifications
histologiques apportées par le régime riche en phyto-cestrogéne. Ainsi il sera intéressant de

savoir si ce régime joue lui aussi essenticllement sur les acini ou s’il intervient sur les
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structures cestrogéno-dépendantes que sont les GCT. De méme il sera intéressant d’étudier
I’expression des ARNm dans les glandes salivaires afin de préciser les effets agoniste,

antagoniste ou différent par rapport au BPA.
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Ce travail de these a servi a identifier I’action du Bisphénol A sur les préférences gustatives et

la sphére buccale chez le rat adulte et de préciser la nature de ces effets.

Notre premiére étude identifie pour la premiere fois une action du BPA sur la secheresse
buccale et permet de corréler une altération des sécrétions salivaires avec des modifications
simultanées de préférences gustatives, en particulier au gout salé. De plus, elle a permis

d’identifier un effet délétere du BPA sur la consommation d’eau.

La deuxiéme étude révele qu'un régime contenant du soja, donc des phytoestrogeénes, peut
avoir des effets opposés (consommation d’eau et préférences au salé), identiques (sucré) ou
encore totalement différents (gras) a ceux du BPA. Ces deux études permettent de voir que
le BPA et les phyto-cestrogenes bien qu’étant des cestrogéno-mimétiques, peuvent avoir des
effets agonistes ou antagonistes en fonction de la cible biologique considérée, et qu’un

régime a base de soja semble gommer la plupart des effets observés.

Les données de la littérature nous éclairent sur les mécanismes sous-jacents a nos
observations et nous invitent a certaines perspectives d’extension de ce programme. Ce

chapitre présente les différents éléments qui ont conduit notre réflexion.

1. Préférences gustatives

1.1. Préférence pour le gras et tissu adipeux
Lors de I’étude effet—dose BPA, nous avons constaté que les rats recevant une forte dose de
BPA préféraient moins le gras. A contrario il n’a pas été trouvé d’effet régime (phyto-
cestrogenes et notamment génisteine) sur la préférence pour le gras et ’effet melange (BPA
associé au régime AO03 riche en phyto-cestrogénes) ne diminuait pas cette préférence de fagon
significative. Dans la littérature, une consommation plus faible de graisse est associée a une
diminution du taux sérique d’cestradiol [381]. Il n’a pas encore été montré qu’une
modification du taux d’cestrogéne modifiait le comportement alimentaire vis-a-vis du gras.
Par contre il est bien décrit une association ente taux d’cestrogéne et diminution de la prise de
poids [382]. 1l est possible que le BPA ait un effet cestrogéno-mimeétique par diminution du
taux de leptine entrainant une moindre consommation de gras comme cela a déja été montré
pour le Tamoxifen [383]. Il est aussi possible que cette préférence pour le gras ne soit pas
d’origine endocrinienne car il n’a pas été constaté d’effet lors de I’utilisation d’un régime a

base de phyto-cestrogénes sur cette préférence.
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Si la relation entre taux d’cestrogeéne et préférence pour le gras n’est pas établie, il existe par
contre un lien entre les hormones sexuelles et 1’adiposité [384,385,386]. Nous n’avons pas
étudié les tissus gras dans I’expérimentation effet-dose, et nous n’avons étudié que la graisse
sous-cutanée dorsale dans I’étude sur les mélanges. Il a été montré que la consommation
d’isoflavonoides diminuait la masse corporelle et celle du tissu adipeux [387]. Cette baisse de
la masse grasse est probablement due a la capacité des isoflavonoides (génistéine) a inhiber la
lipogénese et a stimuler la lipolyse [388,389]. Cependant nos résultats ont montré qu’il n’y

avait aucun effet du régime sur les préférences gustatives au gras quel que soit le régime suivi.

L’expérience a aussi montré que le BPA a des effets sur le métabolisme des rats en favorisant
I’augmentation du poids du tissu adipeux d’animaux déja soumis a un régime légérement
obesogene (L5) méme si cela n’était statistiquement pas significatif. Cet effet pro-obésogéne
d’un régime BPA est confirmé dans la littérature [390,391]. Cependant nos résultats ont
montré qu’en présence des phyto-cestrogénes (A03), les effets produits par le BPA sur la
masse adipeuse ne s’observaient plus. On peut formuler 1I’hypothese suivante les deux xeno-
hormones suivent la méme voie pour réguler le métabolisme et dans ce cas, les isoflavonoides
auraient plus affinité pour cette voie ; ce qui parait logique si on considére que les phyto-

cestrogénes ont une affinité supérieure au BPA pour les ER.

1.2. Préférence au sucré et glycémie

Nos études identifient une action du BPA (et de fagon non significative des phyto-cestrogenes)
sur la préference pour le godt sucré. On constate par ailleurs une absence d’addition des deux
effets avec une préférence quasi identique entre les témoins (L5) et les animaux recevant le

mélange BPA Phyto-cestrogénes.

Dans notre étude, les effets observés sur les préférences au sucré traduisent un effet de type
cestrogénique ; plusieurs études expérimentales montrent I’influence d’cestrogénes de synthése
sur les préférences au sucré [148, 392]. Chez les rongeurs, une exposition chronique de ces
cestrogénes de synthese chez ’adulte provoque une diminution de la consommation de sucre
[148] a I’image de ce qui est observé chez la femme pendant la phase cestrogénique du cycle
menstruel ou pendant la gestation. Ce phénomeéne, s’il est plus accentué chez le male, traduit
une féminisation du comportement alimentaire qui aplanit le dimorphisme sexuel des
préférences gustatives. Par contre, lorsque 1’exposition est réalisée pendant la période utérine,

les jeunes nourrissons présentent une plus forte préférence au godt sucré [393], alors que cet
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effet s’estompe a 1’age adulte [394]. Nos resultats identifient des effets du BPA (et dans une
moindre mesure des phyto-cestrogénes) sur la préférence au gotit sucré comparables a ceux de
I’cestradiol lors d’une exposition adulte [392]. A I’inverse, ’exposition néonatale en BPA
réalisée par Xu et son équipe [230] entraine une surconsommation de « sucre » accentuee
chez le male, a I’image de ce qui est observé avec d’autres produits cestrogéniques ou anti-

androgeniques [395-397].

A c6té de cette moindre préférence au goQt sucré, une étude de la glycémie a été réalisée dans
nos deux études. L’administration de BPA, de phyto-cestrogeénes ou de leurs mélanges ne
produit pas d’effet. Alors que la résistance périphérique a l'insuline est fréquente au cours de
I’obésité et du vieillissement, la progression vers le diabete de type 2 est largement due a la
perte de la masse des cellules B par apoptose. I a été rapporté que la génisteine peut améliorer
le contrble glycémique et la fonction des cellules B chez des souris diabétiques insulino-
dépendantes [398]. Chez la souris, la méme équipe a montré qu’un apport alimentaire en
génisteine pouvait empécher le développement d’un diabéte de type 2 par une action directe
de protection des cellules 3, et ne modifie pas la sensibilité périphérique a l'insuline [399]. A
contrario, selon la littérature, il semble que le BPA ait un effet inverse. Le BPA produit une
résistance a l'insuline et des altérations de la fonction des cellules B du pancréas. Il a été
suggéré que conjointement a d'autres produits chimiques perturbateurs du systéeme
endocrinien, le BPA constitue un facteur de risque de diabéte de type 2 mais aussi d'autres
troubles métaboliques [400,401]. Cette hypothese a été confirmée sur les cellules B du
pancréas chez I’homme [402]. Nous n’avons pas mis en évidence de trouble de la glycémie
mais peut étre I’exposition n’a-t-elle pas été assez longue ou les concentrations inadaptées a

montrer cet effet.

1.3. Préférence au salé et consommation d’eau
Notre étude effets-dose a identifié une induction de la secheresse buccale consécutive a
I’ingestion orale de BPA. Cette sécheresse buccale s’accompagne d’une action sur la
préférence au golit salé et d’une modification des structures sécrétrices des glandes
submandibulaires chez le rat male adulte. Par ailleurs, la prise de phyto-cestrogénes a entrainé
une surconsommation d’eau avec une prépondérance de I’effet phyto-cestrogéne dans le

groupe soumis au mélange. Prises dans leur globalité, ces études sont en faveur d’action du

173



BPA et des phyto-cestrogénes sur 1’homéostasie buccale conforme a un effet de type

hormonal déja décrit dans la littérature sur d’autres organes [403].

Selon les données de la littérature, le BPA est capable d’exercer des effets hormonaux en lien
avec une perturbation de type cestrogénique ou anti-cestrogénique, mais aussi des effets anti-
androgéniques et antithyroidiens; il est également capable d’interagir avec les récepteurs aux
glucocorticoides [404, 405]. Quant aux phyto-cestrogénes, il semble que la consommation
d’isoflavonoides augmente de maniére significative la prise de nourriture (en grammes mais
pas en calories) et d’eau bien que les mémes sujets présentent une diminution de la masse

corporelle et du tissu adipeux [387].

Dans nos études le BPA conduit a une prise d’eau plus faible, associée a une préférence pour
le salé et a une sécheresse buccale ; alors qu’on constate ’effet inverse avec les phyto-
cestrogeénes dont 1’effet est prépondérant en cas de mélange. Les résultats obtenus avec le BPA
pourraient s’expliquer par une déshydratation chronique ; alors qu’il pourrait s’agir d’un effet

neurologique pour les phyto-cestrogénes [387].

Deux systemes interviennent dans la déshydratation : le systéme rénine-angiotensine-
aldostérone et le systeme vasopressine. Le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone est en
partie sous la dépendance des cestrogenes ; les cestrogénes entrainant une diminution de la
sécrétion d’angiotensine II, une augmentation de la rénine et de 1’angiotensine 1. La
conséquence de cet apport en cestrogenes peut €tre une absence de sensation de soif
conduisant a une baisse des apports hydriques [31]. Nous n’avons cependant pas retenu cette
hypothése car si ce systeme était concerné il devrait y avoir une moindre préférence pour le

go(t salé.

Il a été démontré que les cestrogénes, par I’intermédiaire de leurs récepteurs béta au niveau
des noyaux supra-optiques et paraventriculaires, pouvaient é&tre responsables d’une
augmentation de vasopressine favorisant alors une rétention hydrique permettant de diminuer
I’ingestion d’eau [406]. Cette augmentation du taux de vasopressine serait due a un
abaissement du seuil osmotique de déclanchement de la vasopressine [407]. Ce phénoméne
pourrait également intervenir dans ’absence de sensation de soif comme c’est le cas chez la
personne agee. Ainsi la déshydratation relative de nos rats expliquerait leur « préférence »
pour le godt salé lors du test gustatif. Nos résultats suggérent donc que le BPA puisse avoir un

effet sur la sensation de soif via un effet de type aestrogeno-mimetique.
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Devant la modification de la préference pour le gout salé et la sécheresse buccale pourrait étre

évoque un dysfonctionnement salivaire. Deux réflexions vont dans ce sens.

o Nous avons constaté une moindre expression du récepteur muscarinique dans
les glandes submandibulaires des rats exposés au BPA. Il a été signalé que la stimulation
des chrm3 pouvait permettre d’augmenter I’Aquaporin (PAQ), une protéine impliquée
dans le transport rapide de I'eau a travers la membrane cellulaire, et qui joue également
un réle dans la secrétion salivaire [408]. Cette protéine est diminuée en cas de syndrome
de Gougerot-Sjogren ou il est évoqué la présence d’anticorps anti-chrm3 [409]. Lors de
ce syndrome, I’entretien des cellules acineuses est altéré, et il existe également de faibles
niveaux d'androgénes sériques et salivaires [410]. Nous savons que le BPA est un
oestrogénomimétique mais également un anti-androgéne. La baisse du taux du récepteur
muscarinique ne parait donc pas illogique et pourrait participer a la diminution de la
filtration de 1’eau a travers les cellules canalaires et acineuses et ainsi expliquer la bouche
séche de nos rats.

o Nous avons constaté lors de la dissection de nos rats une diminution des
sécrétions de salive (frottis buccaux secs), chez les animaux traités. Celle-ci est
susceptible d’entrainer une modification de la concentration en électrolytes par rapport
aux témoins. Or, il a été montré que la préférence pour le golt salé était aussi sous la
dépendance de la concentration en sodium de la salive [157] et qu’une plus grande
concentration salivaire en sel entrainait une moins grande sensibilité au godt salé. On sait
que les traitements hormonaux peuvent modifier le seuil de détection au salé : Curtis et al
ont montré sur des rates ovariectomisées et recevant un traitement de substitution que ces
derniéres avaient un seuil de détection du godt salé supérieur a celles ne recevant pas de
traitement substitutif [148,411].

L’effet du BPA ou des phyto-cestrogenes sur les glandes salivaires et leur sécrétion pourrait

donc étre aussi incriminé.

2. Effets du BPA sur les glandes salivaires

L’étude effets-dose réalisée chez le rat nous a permis de constater une absence d’effet sur les
structures GCT mais une modification de la taille et du nombre des acini. Cet effet est
probablement moins marqué sur les glandes sublinguales car les surfaces d’acini n’ont pas été
modifiées, alors que nous avons constaté¢ dans notre étude qu’il y avait moins d’acini dans les

glandes submandibulaires et parotides, mais qu’ils étaient plus grands.
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Nous avons vu que les glandes salivaires étaient des glandes sensibles aux hormones sexuelles
lors de la premiére partie. Concernant les récepteurs hormonaux dans la glande
submandibulaire, notre étude a mis en évidence une courbe sinusoidale avec une moindre
expression pour le 5mg. Il a été démontré que les ERP étaient plus exprimes dans les tissus
salivaires tumoraux, qu’il s’agisse de tumeurs bénignes comme 1’adénome pleiomorphe [412]
ou malignes comme le carcinome adénoide kystique [413]. Ainsi, la surexpression de I’ERf
pourrait faciliter la croissance des tumeurs salivaires et certains auteurs évoquent la possibilité
de traitements anti-cestrogéniques pour lutter contre la prolifération tumorale [412,413]. On
retrouve également un effet pro-tumoral de la progestérone [414] et il semble également que
les récepteurs aux androgenes soient essentiellement trouvés dans les tumeurs salivaires de
haut grade [415]. Dans la littérature il n’y a pas d’étude sur la relation entre le BPA et les
cancers des glandes salivaires mais, il pourrait étre intéressant de doser les xénohormones
sanguines et salivaires et notamment le BPA afin de voir s’il existe ou pas un lien de causalité.
En effet, nos études permettent de penser qu’en agissant notamment au niveau des récepteurs
hormonaux de I’cestrogene, le BPA modifie 1’histologie et le fonctionnement de la glande

salivaire.

Chez le rongeur, les GCT sont des structures sécrétrices particulierement sensibles aux
hormones sexuelles [416]. Celles-ci induisent une hypertrophie structurale et stimulent la
sécrétion notamment des facteurs de croissance EGF [417], NGF, TGF dont on sait qu’ils sont
impliqués dans le maintien de 1’épithélium buccal [418] et de I’intégrité des bourgeons
gustatifs [35]. Il en est de méme des acini séreux, qui sont surtout responsables des secrétions

exocrines des protéines salivaires [419].

Les rongeurs présentent un dimorphisme trés prononcé des glandes salivaires, comme la
plupart de mammiféres [420], qui traduit 1’action des hormones stéroidiennes dans la
morphogénese des glandes salivaires, mais aussi dans les processus sécrétoires. Ainsi, la
synthése de polypeptides (comme I’EGF et le NGF) par les GCT est essentiellement
androgéno-dépendante, méme chez la femelle [50,421,422] , tandis que le flux salivaire est

aussi régulé par les cestrogenes [66,81].

Dans notre étude, 1’exposition au BPA affecte peu la morphométrie des GCT, méme a forte
dose, expliquant probablement le faible retentissement sur 1’épithélium buccal. A I’inverse,

elle induit une hypertrophie significative des acini. Cet effet significatif qui apparait dés la
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plus faible dose tout comme la sécheresse buccale, laisse penser qu’une modification
histologique des glandes parotides et submandibulaires est associée & une modification
qualitative et/ou quantitative de la salive, et que ces effets sont déja maxima aux plus faibles

doses d’exposition utilisées dans notre étude.

Or, nous avons vu que 1’amylase et la gustine étaient principalement sécrétés par les acini.
Leur expression dans la glande submandibulaire a été modifiée.

e [’amylase salivaire participe notamment a la dégradation de I’amidon (de I’amylose et
de I’amylopectine) pour donner des sucres disaccharidiques (comme le maltose). L’amylase
de la salive peut donc donner un gotit sucré (da a ’apparition de disaccharides) a des aliments
qui ne le sont généralement pas (comme le riz qui comporte de I’amidon, au pouvoir sucrant
tres faible). La modification de son taux peut donc étre responsable d’une modification du
seuil de perception au sucré qui peut, peut-étre, expliquer la moindre préférence au sucre dans
notre ¢tude. L’alpha amylase est essentiellement sous controle androgénique. Ainsi, il n’est
pas illogique de penser qu’une molécule comme le BPA qui est également anti-androgénique
soit responsable d’une baisse de 1’expression de cette protéine.

e La gustine (ou anhydrase carbonique V1), protéine Zinc dépendante est impliquée
dans la différenciation, la croissance et I’intégrité architecturale et fonctionnelle des papilles
gustatives et de leurs récepteurs [423]. Dans notre étude son expression dans la glande
submandibulaire a été soit égale soit supérieure a celle du témoin et inversement
proportionnelle a I’expression des récepteurs AR et ER. Il peut paraitre surprenant de
constater que I’expression de son ARNm a augmenté alors que sa diminution dans la salive
est associée a une diminution de la sécrétion salivaire et également a des modifications du
godt [424]. 11 a été démontré que les supergouteurs avec un seuil de détection de 1’amer bas
avaient plus de récepteurs a la gustine que les autres. Or la saccharine si elle a un godt sucrant
bien supérieur au saccharose est également connue pour avoir un goGt amer. Peut-étre que la
moindre préférence au golt sucré est la conséquence d’un seuil de détection de 1’amer plus

bas.

Ainsi, un effet du BPA sur les glandes salivaires et leur sécrétion pourrait expliquer I’effet du

BPA sur les préférences gustatives.
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Dans ce contexte le BPA pourrait, par modification des acini, augmenter le seuil de détection
du salé expliquant une augmentation de consommation d’cau salée et donc de la préférence au

go(t salé et une diminution de la préférence au godt sucre.

3. Epithélium buccal et BPA

Nous avons constaté lors de 1’étude effets-dose que les rats recevant du BPA avaient la

bouche seche...Nous pensions donc retrouver des anomalies de 1’épithélium.

Nous avons constat¢ une variation de [’épaisseur de 1’épithélium selon une courbe
sinusoidale ; la variation maximale étant centrée sur la dose de 5mg. Il existait a la fois a cette
concentration un épithélium pavimenteux et une couche cornée plus épaisse. Deux
explications sont possibles :

e soitil y a eu un biais de coupe des lames ce qui expliquerait que le rapport cc/cc+ce

ne soit pas modifie dans les différents groupes.

e soit on est en présence d’un vrai effet BPA.
Nous savons que les cestrogénes sont responsables d’une maturation et d’une kératinisation
de I’épithélium [425, 426] et qu’il existe essentiellement a ce niveau des récepteurs ER de
type B [60] méme si ce dernier est trés difficile a mettre en évidence sur frottis. Nous n’avons
malheureusement pas pu réaliser de frottis buccaux, ce qui ne permet pas de pouvoir conclure

sur les modifications histologiques de 1’épithélium.

Nos résultats concernant I’EGF sanguin sont peu concluants, par contre nous avons constaté
une modification de son expression dans les glandes sublinguales (courbe en U inversé). Il
existe des récepteurs a ’EGF dans 1’épithélium buccal a proximité de la membrane basale.
Leur position leur permet d’interagir avec le mésenchyme sous-jacent, pouvant peut étre
avoir un effet paracrine [427]. L’EGF est abondant dans la salive (environ 1 pg / ml), dans
laguelle baigne en permanence la langue [428]; il a un réle important de maintien de
I'integrité de la papille fongiforme adulte [35]. L’EGF sanguin a lui un réle prépondérant dans
la survie, la prolifération et la differenciation cellulaire [429,430]. Il semble que les EGF
endogenes (sanguin) et exogenes (salive) aient un effet, médie par les EGFR, différent sur le
développement des papilles fongiformes. L’EGF endogene agit & maintenir 1’intégrité de
I'épithélium inter-papilles; I’EGF exogéne diminue le nombre de papilles et favorise
I'épithélium inter-papille [431]. 1l pourrait donc y avoir un effet local sans modification du
taux sanguin.
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L’expression du NGF dans les glandes salivaires sublinguales et submandibulaires a été
modifiée par le BPA avec une courbe en U inversée dans la glande sublinguale et une courbe
sinusoide pour la glande submandibulaire en rapport avec 1’expression ER. Dans la littérature,
il semble que le NGF favorise pendant I’embryogénése la formation des papilles caliciformes
et agirait en tant que facteur trophique local pour induire la croissance de fibre nerveuse et la
différentiation des bourgeons du godt [432]. Il semble qu’a I’4ge adulte chez la souris les
cellules basales a proximité des bourgeons du godt contiennent du NGF afin de permettre le
développement et le renouvellement des papilles caliciformes [433]. Enfin, il semble qu’une
section nerveuse (nerf glossopharyngien) entraine une baisse des récepteurs au NGF [434]. Le
NGF intervenant surtout dans les papilles caliciformes nous aurions peut-&tre pu observer des
modifications plus importantes pour 1’amer. En tout état de cause il n’existe rien dans la
littérature sur le goGt du BPA. Le NGF qui est produit dans les glandes submandibulaires et

sublinguales est sous la dépendance de I’cestradiol [63].

Groschl et al ont étudié l'influence de la leptine salivaire, sur la prolifération des
kératinocytes humains, par voie orale et il a montré un rdle physiologique de la leptine
salivaire comme facteur de croissance pour la prolifération des kératinocytes dans la cavité
buccale de méme que son influence sur la production de facteurs de croissance [435]. Il a été
démontré in vitro que le BPA peut potentialiser ’effet de la leptine [436] sans qu’il y ait

modification de son taux in vivo [437].

Ainsi, il serait intéressant de realiser une étude immuno-histochimique de 1’épithélium afin de
savoir s’il existe une modification des récepteurs hormonaux ou des récepteurs aux facteurs
de croissance. Il serait également intéressant d’étudier si le BPA, comme au niveau intestinal
[340], modifie la perméabilité au niveau de 1’épithélium buccal et peut jouer aussi sur

I’inflammation locale.

4. Effets et réversibilite

Nous avons constaté qu’il existait une réversibilité des effets du BPA tant au niveau des
préférences gustatives qu’au niveau de la glande submandibulaire (au niveau histologique et
au niveau de I’expression des ARNm ); la réversibilité étant partielle pour 1’histologie des
parotides. Il est admis que le BPA a une demi-vie de 5 heures [321]. Il ne parait pas anormal
qu’il y ait donc une disparition des effets gustatifs du BPA sachant que 1’épithélium buccal

spécialise se renouvelle en 10 jours [106,107], s’il y a une altération des bourgeons celle-Ci ne
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devrait donc plus exister. La réversibilit¢ mis en évidence sur I’histologie de la glande
submandibulaire montre que les modifications histologiques observees étaient bien en rapport
avec des modifications d’expression des récepteurs hormonaux laissant bien supposer la
relation entre I’altération de la glande et I’exposition au BPA. La réversibilité n’a été¢ que
partielle au niveau de la glande parotide et nous n’avons pas étudié I’expression des ARNm
dans cette glande. Il y a peu d’étude sur la durée de vie des cellules des glandes salivaires. Les
données de la glande submandibulaire retrouve un renouvellement glandulaire en 62 jours
[438], la duréee de vie des cellules acineuses de la parotide du rat est elle de 200 jours[439],
De plus, il existe dans le renouvellement des épithéliums des glandes salivaires une
maturation progressive des acini mais également des GCT. Il est donc possible qu’en plus
d’une modification de I’histologie des glandes salivaires observée au microscope optique, il
existe également une modification d’action des acini et GCT en fonction de leur maturation.

Ces différents éléments nous permettent de penser qu’il n’est pas illogique de retrouver un
effet partiel de 1I’exposition au BPA 45 jours aprés son arrét sur les parotides et la disparition

d’effets histologiques sur la glande submandibulaire.

5. Effets du mélange BPA/génistéine

Le BPA et la génisteine bien qu’étant 2 oestrogéno-mimétiques ont présenté des effets
agonistes mais aussi antagonistes. Le mélange des 2 composants n’a pas forcément conduit a
une addition des effets.

JL Coughlin et al [440] ont montré que le BPA in vitro que le BPA avait un effet antagoniste
a celui de la génistéine.

Ceci semble étre confirmé par la littérature. 1l a été démontré que les phyto-cestrogénes
peuvent modifier 1’action du BPA. Par exemple Dolinoy DC et al [441] ont montré que
I'exposition précoce du BPA pendant la gestation pouvait altérer de facon stable I'épigénome.
Cet effet a pu étre contrecarré par la prise de compléments alimentaires a base de phyto-
cestrogenes par la mere. Il a également ¢ét¢ démontré que le BPA pouvait chez 1’adolescent
étre responsable d’un effet anxiogéne et de modification du noyau amygdalien ; cet effet étant
contrecarré par un régime alimentaire riche en génisteine [442]. Enfin, Vom Saal [228] a
montré que les études ne retrouvant pas d’effets du BPA a faible doses avaient été réalisées
avec un régime contenant des phyto-cestrogenes et donc un groupe controle non valable pour
I’étude de perturbateurs endocriniens.

Nous confirmons par notre deuxieme étude I’importance du rdéle du régime alimentaire

contenant des phyto-cestrogénes sur les effets possibles d’un perturbateur endocrinien comme
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le BPA. Il serait intéressant de tester I’effet du BPA (a des doses inférieures a le DJA) dans
des conditions «normales » d’exposition aux phyto-cestrogénes pour des populations

européennes ou asiatiques ; ainsi on pourrait mieux évaluer le risque réel du BPA.

6. Conséquences dans le domaine médical

Selon les agences d’évaluation du risque [296], la voie orale est I’'une des voies principales
d’exposition au BPA pour la population. Chez ’adulte, I’exposition moyenne au BPA via
I’alimentation serait voisine de 0,033 pg/kg de poids corporel /j [443]. Cette dose reste tres
inférieure a la dose journaliére admissible établie pour I’homme (50 pg/kg/j). Cependant,
selon les travaux de Joskow [305], la concentration salivaire en BPA est plus élevée chez les
individus possédant des composites dentaires; elle varie selon la stabilité des composites dans
des proportions allant de 5,5 a 110 pg/ml de salive. Par conséquent, les pansements dentaires
et les consommables plastiques a usages médicaux ou alimentaires peuvent étre une source
d’exposition continue a de faibles doses de BPA qui, sur la base de notre étude chez le rat

adulte, pourrait altérer I’homéostasie salivaire chez I’homme.

Il est cependant intéressant de noter qu’il existe une plasticité des glandes salivaires au moins

partielle avec un retour a « la normale » sur I’expression des ARNm.

Cette étude souléve des questions quant a l'utilisation systématique des plastiques jetables
dans les appareils médicaux et / ou I'emballage des aliments dans les établissements de sante,
en particulier lorsque les personnes vulnérables sont concernés, comme les personnes agées
(exacerbation de la sécheresse buccale et disgeusie). Cependant, une enquéte plus approfondie

est nécessaire pour parvenir a une conclusion appropriee.
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Quantieme Partie : Conclusion
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L’objectif de cette thése était de mesurer chez le rat I’impact de xéno-hormones sur
I’homéostasie buccale en s’intéressant principalement aux préférences gustatives et aux

glandes salivaires.

Les molécules choisies ne 1’ont pas été au hasard :

. Le BPA par son implication dans I’alimentation mais aussi dans les matériaux dentaires et
médicaux s’est révélé étre une évidence pour I’ORL que je suis.

. Quant aux phyto-cestrogénes, leur importance dans I’alimentation et dans les compléments

alimentaires ne cesse de croitre.

Nous avions prévu de réaliser cette thése sur la personne agée et de tester I'impact de la
génisteine sur la sécrétion salivaire mais nos études bibliographiques et statistiques nous ont
conduits a constater qu’en 1’état actuel de nos connaissances nous ne pourrions pas avoir une
cible facile a suivre pour évaluer cet effet. Nous nous sommes tout naturellement tourné vers

le rat afin d’approfondir nos connaissances.

Nos résultats démontrent que les xéno-hormones modifient ’homéostasie buccale :
. Le BPA et les phyto-cestrogénes, dans une moindre mesure, ont modifi¢ les préférences
gustatives pour le sucré, le salé et, pour le BPA, peut étre aussi pour le gras.

. Les modifications de 1’homéostasie hydrique n’étaient pas attendues mais cela nous a
permis de voir qu’il existait des liaisons entre I’homéostasie buccale et le fonctionnement
neuronal par la régulation ER dépendante.

. L’histologie et le fonctionnement des glandes salivaires ont été¢ ¢galement modifiés de facon
variable selon la glande salivaire concernée.
. Un article sur les modifications de la préférence au godt salé et de la consommation en eau a

été accepté dans la revue « The laryngoscope ».

L’¢tude effets-dose souléve la question de [I’utilisation pertinente et systématique de
consommables en plastiques a usages médicaux et/ou alimentaires dans les centres de soins,
en particulier chez les personnes fragiles : personne agée (aggravant la secheresse buccale, les
infections buccales et la dysgueusie), femme enceinte (exposition feetale par concentration

placentaire du BPA) ou petit enfant.
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L’étude des mélanges BPA et phyto-oestrogenes nous permet cependant de constater que les
phyto-cestrogeénes peuvent modérer 1’effet du BPA et qu’il faut donc tenir compte de la
composition du régime donné lors de I’étude de perturbateurs endocriniens.

En tout état de cause si notre travail permet d’affirmer I’impact des xéno-hormones sur
I’homéostasie buccale, il ne permet pas encore d’en connaitre les mécanismes et 1I’implication
neurologique centrale.

Une meilleure connaissance des effets sur le protéome salivaire des xéno-hormones nous
permettrait d’avancer sur les possibilités de traitement de 1’hyposialie qui se révele étre un
vrai probléeme de santé publique.

A distance de ces études on pourrait envisager des développements chez I’homme :

. Reprendre 1’étude des effets de la génisteine sur I’hyposialie de la personne agée

.Elucider les modifications du comportement alimentaire avant et apres mise d’appareils et de
composites dentaires ;

.Mener une étude épidémiologique chez I’enfant hospitalisé de 0 a 2 ans qui est soumis a un
taux de BPA plus élevé. Ceci permettrait de savoir si un un taux de BPA important peut

modifier les préférences gustatives a long terme et peut étre favoriser 1’obésité.
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Annexe 1 : Utilisation du logiciel Visilog pour le calcul du nombre et de la surface des acini : exemple
de la glande sublinguale

1-Sélection de photos des coupes histologiques
Sélectionnées dans la partie médiane de la glande
salivaire

2-Sélection des premiéres structures d'intérét : les
canaux et attribution d'une couleur de référence

3-Comptage des canaux : nombre et surface

4-Retour a la photo initiale et sélection des secondes
structures d'intérét : les acini et attribution d’'une couleur
de référence

5-Comptage des acini : nombre et surface

8-Numérotation de chaque acinus
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