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OATP : organic anion transporting polypeptide

OMC : octyl-méthoxycinnamate

PBDE : polybromodiphényléther

PCB : polychlorobiphényle

PE : perturbateur endocrinien

PLS-DA : partial least squares discriminant analysis

PND : post-natal day

PPARYy : peroxysome proliferator activated receptor
PSA-NCAM : polysialylated-neural cell adhesion molecule
PTU : propylthiouracile

REEF : reproductive effects of environmental chemicals in females
RIA : radioimmunoassay

RMN : résonance magnétique nucléaire

rT3 :reverse T3

RXR : retinoid X receptor

SC : sous-cutanée

SMRT : silencing mediator for retinoid and thyroid receptors
SNC : systeme nerveux central

SULT : sulfotransférase

T2 : 3,3'-diiodothyronine

T3 : triiodothyronine
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ABREVIATIONS

T4 : thyroxine

TBBPA : tétrabromobisphénol A

TBG : thyroxine-binding globulin

TCDD : tétrachlorodibenzo-p-dioxine

TOF : time of flight

TPO : thyroperoxydase

TR : thyroid hormone receptor

TRE : thyroid hormone response element

TSH : thyroid stimulating hormone

TT3 : T3 totale

TT4 : T4 totale

TTR : transthyrétine

UDPGT : UDP-glucuronosyltransférase

VO : voie orale
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INTRODUCTION

Les perturbateurs endocriniens focalisent I'attention d’'un grand nombre de scientifiques de par le
monde, mais également des pouvoirs publics et des médias en raison des enjeux sanitaires,
économiques et politiques qu’ils suscitent. L’exposition durant la vie fcetale et néo-natale est au cceur
des préoccupations de santé publique puisque cette période représente une fenétre de sensibilité
accrue y compris pour les perturbateurs endocriniens. Selon certaines études épidémiologiques,
I’exposition a des perturbateurs endocriniens, en particulier durant la période périnatale, serait
associée a la survenue de troubles cognitifs et comportementaux dont le colt sociétal s’éleverait a

plus de 150 milliards d’euros par an dans I'union européenne 1.

Les perturbateurs thyroidiens sont particulierement incriminés compte-tenu du fort lien existant entre
dysthyroidie congénitale et survenue de troubles neurocognitifs. L’exposition de la femme enceinte a
des perturbateurs thyroidiens apparait dés lors comme une source potentielle d’altérations du
développement du systéme nerveux central (SNC). Toutefois, malgré le trés fort impact sociétal
gu’elles sont susceptibles d'engendrer, ces altérations sont encore peu caractérisées notamment en

raison des difficultés qu’impose I'exploration d’un systéme aussi complexe que le SNC.

Dans ce contexte, notre projet de recherche s’est particulierement intéressé a un perturbateur
endocrinien au cceur de nombreuses controverses, le bisphénol A (BPA). En effet, outre ses propriétés
cestrogénomimeétiques, ce polluant alimentaire, retrouvé de fagon ubiquitaire au sein de la population
humaine, modifie ’'homéostasie thyroidienne. Des données montrent par ailleurs que le BPA induit

également des altérations sur le cerveau d’animaux exposés.

Le projet de thése avait pour objectifs (1) de déterminer les conséquences d’une exposition
gestationnelle au BPA sur le développement du SNC conjointement aux effets sur la fonction
thyroidienne et (2) de documenter I'exposition interne attachée a différentes voies d’administration
du BPA. Ce dernier point est en effet un élément indispensable a I'’évaluation de la pertinence de nos
procédures expérimentales en termes d’équivalence d’exposition humaine. Les travaux ont été
réalisés au sein des équipes « Gestation et Perturbation Endocrinienne » et « Métabolisme des
Xénobiotiques » de 'UMR 1331 Toxalim, centre de recherche en toxicologie alimentaire, INRA/ENVT,

sous la direction de Catherine Viguié et Nicolas Cabaton.
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LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

. Les perturbateurs endocriniens

A. Définitions

La notion de "perturbateurs endocrinien" (PE) a été définie pour la premiére en 1996 lors d'un colloque
organisé a Weybridge (Angleterre) par I'EPA (Environmental Protection Agency, USA) comme "toute
substance étrangére a I'organisme qui produit des effets déléteres sur I'organisme ou sa descendance,
a la suite d'une modification de la fonction hormonale" 2. Aujourd'hui, la définition qui prévaut est
celle de I'Organisation Mondiale de la Santé proposée en 2002 qui entend comme PE "une substance
ou un mélange exogene altérant les fonctions du systeme endocrinien et induisant donc des effets
nocifs sur la santé d'un organisme intact, de ses descendants ou de (sous-)populations". Toutefois,
comme en témoigne les nombreuses propositions établies depuis une vingtaine d'années, il n'existe

pas a I'heure actuelle de véritable consensus autour de la définition d'un PE.

Les divergences reposent notamment sur la caractérisation d’un effet biologique comme délétére ou
non *>. En effet, bien que le terme d’effet délétére ait été défini par ’'OMS (2009), les critéres
s’appliquant spécifiquement aux PE n‘ont pas été clairement établis. Ainsi, la toxicité des effets
observés dans les études (ex: altérations des concentrations circulantes d'hormones, modification de
la distance anogénitale, altération du dimorphisme sexuel du comportement...) est souvent jugée
différemment entre des scientifiques de champs disciplinaires différents (toxicologue, biologiste
spécialiste du développement, endocrinologue...) ®’. Tandis que pour certains auteurs, beaucoup
d’effets sont réversibles et reflétent davantage un phénoméne d’adaptation qu’un effet délétére 8,
pour d’autres, il est fortement probable qu’un organisme, en particulier lors de périodes d’exposition
critiques telles que la vie embryonnaire, ne soit pas suffisamment développé pour maintenir son

homéostasie et s’adapter & un déficit ou un excés hormonal °.

Une autre difficulté pour les scientifiques provient de la diversité des structures chimiques et des
domaines d'utilisation des PE. En 2010, la FDA (Food and Drug Administration, USA) recensait une liste
de plus de 1000 produits chimiques susceptibles de présenter des propriétés perturbatrices
endocriniennes et utilisés comme insecticides, herbicides, plastifiants, détergents, retardateurs de

flamme, résines, excipients dans les produits de soins personnels ©...

Les PE présentent des propriétés particuliéres auxquelles les tests classiques de toxicologie ne sont pas
nécessairement adaptés. Certaines sont partagées avec d'autres classes de composés chimiques

(effets a faible dose, effets non-monotones, effets "cocktail"), d'autres sont propres aux PE (effets
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LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

transgénérationnels, association a des fenétres d'exposition critiques). Ces propriétés représentent
actuellement de véritables challenges pour les toxicologues.
Cette partie présente plus en détails les notions d'effets a faibles doses, d'effets non-monotones et de

fenétres d'exposition critiques.

B. Des effets a faibles doses

L'hypothese des effets a faibles doses a été proposée au début des années 90 suite a I'observation
d'altérations de la reproduction et du développement chez des animaux exposés a de faibles
concentrations de PE, comparables a celles auxquelles I'homme est exposé. Aujourd'hui, la littérature

scientifique regorge d'exemples d'effets biologiques mis en évidence a de faibles doses.

On peut notamment citer les effets a faible dose du bisphénol A (BPA) sur la glande mammaire. Le BPA
est un contaminant alimentaire présentant des propriétés cestrogénomimétiques. La NOAEL du BPA a
été établie a 5 mg.kg.j1 % Pourtant, plusieurs études animales ont mis en évidence des altérations
de la glande mammaire a des doses inférieures de BPA. Ainsi, chez le singe, |'exposition prénatale au
BPA 3 une dose de 400 ug.kg™.j* (VO), conduisant a des concentrations sanguines de BPA comparables
a celles observées chez I'hnomme, entraine un développement accéléré de la glande mammaire a la
naissance 1. Chez la souris, I'exposition prénatale (8-18°™ jours de gestation) au BPA a une dose de
0,25 ug.kg™.j’! par voie sous-cutanée induit des altérations tissulaires de la glande mammaire au 18
jour de gestation 2. Une augmentation de I'aire ductale et des modifications de la localisation du
collagene ont été observées. Dans une autre étude, le transcriptome de I'épithélium ductal et du
stroma périductal a été modifié chez des souris exposées in utero & 250 ng.kg™.j! de BPA. Certaines
altérations du transcriptome étaient comparables a celles retrouvées chez des souris exposées a

I'éthinylestradiol (10 ng.kg™.jt) 3.

Malgré ces observations, les effets a faible dose du BPA et des PE en général sont encore controversés
chez 'homme. La définition méme d'un effet a faible dose est source de critiques. Celle-ci a été
proposée en 2001 par les membres du "National Toxicology Program" et prévaut toujours aujourd'hui.
On entend par effet a faible dose toute modification biologique se produisant (1) pour des doses
d’exposition comparables a celles décrites chez I’'homme (exposition externe) ou (2) pour une dose
inférieure aux doses classiquement utilisées dans les tests de toxicologie *. Une dose inférieure a la
LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level) ou la NOAEL (No-Observed Adverse Effect Level), est

ainsi considérée comme faible. Certains auteurs jugent également qu’une dose est faible lorsqu’elle
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produit chez I'animal des concentrations du méme ordre que celles mesurées dans la population
humaine (exposition interne) °.

La multiplicité des criteres permettant de définir une faible dose géneére certaines difficultés. D’une
part, elle conduit a considérer différents « seuils » de faible dose pour un méme composé 6. D’autre
part, selon certains auteurs, des doses sont annoncées comme « faibles » sur la base de la comparaison
avec la NOAEL alors qu’elles sont en réalité trés supérieures aux niveaux d’exposition humaine 7, Une

définition plus adéquate d'une faible dose serait donc nécessaire pour faciliter les discussions.

Par ailleurs, il est a noter le manque criant de directives et de standardisation autour de I’évaluation
des effets d’'un composé a faible dose. La batterie de tests toxicologiques reconnus réglementairement
ne semble pas nécessairement adaptée a I’évaluation des PE et souffre d’'un manque de sensibilité
pour mettre en évidence des effets a faible dose. Seuls quelques tests tels que le test utérotrophique
chez les rongeurs (essai de dépistage des propriétés cestrogéniques d’'un composé) sont aujourd’hui
admis réglementairement. Des tests a la fois sensibles et robustes doivent donc étre développés pour
pallier au manque de reproductibilité des études 3 faible dose décrié par certains auteurs 78, Ces
effets sont généralement subtils et nécessitent de parfaitement maitriser certains facteurs. Ainsi,
I'absence de contamination dans le milieu de culture ou dans la nourriture doit étre vérifiée '°. De
méme, le choix du modele utilisé doit étre réfléchi : certaines souches de rat et de souris présentent

par exemple une insensibilité naturelle aux effets cestrogéniques 1>,

C. Relation dose-réponse non-monotone

Bien que tres liés, les concepts d’effet a faible dose et de relation non-monotone ne sont pas
identiques. Un xénobiotique peut en effet induire des effets a faible dose sans présenter de courbe

dose—réponse non-monotone.

Une relation dose-réponse est dite non-monotone lorsque la pente de la courbe dose-réponse change
de signe sur un domaine de concentrations testées %, On parle généralement de courbe en U et en U-
inversé mais des cas plus complexes ont déja été décrits (Figure 1). Ce type de relation a été mis en
évidence pour une vingtaine d’hormones endogénes ainsi que pour un grand nombre de PE
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer I'observation de relations non-monotones avec les PE : la

cytotoxicité a fortes doses ; la désensibilisation des récepteurs ; la spécificité cellulaire et tissulaire des

récepteurs et des cofacteurs ; la sélectivité des récepteurs ; les boucles de rétrocontréle 2.
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Figure 1 : exemples de courbes dose-réponse non-monotones ¢

Pour exemple, I'cestradiol et le diéthylstilbestrol (DES), un cestrogénomimétique puissant, présentent

un effet

non-monotone sur le développement prostatique 22. Chez des souris males adultes exposées

durant la période prénatale a différentes concentrations d’cestradiol, le poids de la prostate augmente

avec des faibles doses d'exposition et diminue avec des fortes doses. Un profil similaire a été observé

suite a I'exposition au DES (Figure 2). Sur le plan mécanistique, cette courbe en U inversé pourrait

provenir de la capacité de I'cestradiol (et probablement du DES) a se lier, a fortes doses, a d’autres

récepteurs (ex: les récepteurs androgéniques) qu’aux récepteurs cestrogéniques, entrainant alors

globalement un effet antagoniste sur le poids de la prostate.

Figure 2 :
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poids moyen (+ SEM) de la prostate (en mg) chez des souris males adultes exposées durant la période prénatale

a l'cestradiol (graphe de gauche) ou au diéthystilbestrol (DES ; graphe de droite) 22

de relation est problématique par rapport aux tests classiquement utilisés en toxicologie pour

définir les valeurs toxicologiques de référence. En effet, il remet en cause le principe fondamental
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d’extrapolation de la dose. Les tests classiques reposent sur l'identification d’une dose sans effet
(NOAEL ou LOAEL) permettant de définir la dose journaliere tolérable ou admissible (DJT ou DJA) via
I"application de facteurs de sécurité. Cependant, si le composé présente une dose-réponse en U, des
effets biologiques peuvent apparaitre pour des doses inférieures a la DJT (Figure 3). Pour mieux
caractériser la relation dose-réponse, il est donc proposé de tester plus de doses et en particulier de
tester la dose a laquelle ’homme est exposé 8192123 Cette proposition souléve toutefois des difficultés

pour les nouveaux composés dont I’exposition humaine est encore inconnue avant leur autorisation.
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Figure 3 : schéma expliquant le risque de sous-estimation de I’effet si le composé décrit une courbe dose-réponse en U.
Dans les tests traditionnels de toxicologie, des doses élevées sont testées pour identifier la dose maximale tolérée
(MTD), la LOAEL et la NOAEL. Des facteurs de sécurité sont appliqués pour définir la dose de référence (dose pour

laquelle I'exposition est présumée sans risque). Cette dose de référence est rarement testée directement. Pourtant, dans

le cas d’une relation non-monotone, des effets délétéres peuvent étre observés a cette dose 1¢

D. Fenétres critiques de sensibilité - Exposition périnatale

Une des difficultés propre a I'étude des PE réside dans I'association fréquente de ces xénobiotiques
avec des fenétres critiques de sensibilité. En effet, leurs effets ne se manifestent pas de facon similaire,
guantitativement et qualitativement, au cours de la vie. L'absence d'effet a un stade donné ne garantit

donc pas de l'innocuité de ce composé a une autre période de développement.

La période périnatale est aujourd’hui au cceur des préoccupations de santé. La barriére placentaire
n’est malheureusement pas completement imperméable et de nombreux composés chimiques
peuvent la franchir 24726, Ceci est notamment vrai chez I’'homme du fait de sa placentation conduisant
a une tres forte intimité entre les circulations maternelle et feetale. Ce passage transplacentaire est
étudié avec attention puisque la période périnatale représente une période d’extréme sensibilité aux
PE. En effet, alors que chez I'adulte, les effets sont généralement réversibles (effets « activationnels »),

une exposition périnatale (i.e. durant I'embryogenése, |'organogenése et le développement post-
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natal) peut conduire a des altérations persistantes. Ces effets sont dits « organisationnels ». lls peuvent
étre visibles directement et se maintenir toute la vie, mais peuvent aussi étre indétectables a la

naissance et n’apparaitre qu’ultérieurement %,

Le foetus est particulierement sensible a une perturbation endocrinienne car un grand nombre
d’étapes clés du développement est directement régulé par les hormones circulantes. Ces derniéres
contrdlent notamment la prolifération, la différenciation, la croissance cellulaire ou I'apoptose %%, Le
bon déroulement de ces événements nécessite que les concentrations hormonales soient finement
controlées. Une modification méme minime de ces concentrations est donc susceptible d’altérer le
développement normal, d’autant que les systemes endocriniens foetaux ne sont pas suffisamment

matures pour compenser ces modulations °.

La sensibilité accrue du foetus et du nouveau-né aux PE est aussi due a ses capacités de
biotransformation limitées. L'exposition du foetus aux xénobiotiques peut ainsi étre prolongée par
rapport a I'adulte %%, Pour exemple, sur le modéle de feetus ovin, I'activité des enzymes hépatiques
responsables de la conjugaison du bisphénol A (sa principale voie de métabolisation) est relativement
faible en début de gestation par rapport aux activités mesurées chez la brebis adulte, de fagon trés
similaire a ce qui est décrit chez ’lhomme *°. Chez les rongeurs cette situation est encore plus accentuée

car le nouveau-né est quasiment dénoué de capacité de glucuronoconjugaison du BPA (Figure 4) 332,

Pour certains composés, |'exposition foetale peut également étre facilitée par une diminution de la
clairance maternelle en raison des modifications pharmacocinétiques liées a la grossesse . L'activité
de cytochromes P450 hépatiques est modulée au cours de la grossesse : l'activité des CYP2D6 et

CYP3A4 est augmentée tandis que celle du CYP2D6 est diminuée 3.
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Figure 4 : effet du développement périnatal sur la fraction de BPA non-conjugué (seule fraction biologiquement active)
présente chez le rat aux stades foetus, nouveau-né et adulte. Les valeurs représentent la fraction moyenne (+ SD) de BPA
non-conjugué par rapport au BPA total (BPA-non-conjugué et principaux métabolites du BPA formés sous I'action des
enzymes hépatiques de phase I1) aux 12¢me, 16°me et 20°™e jours de gestation, aux 32™e et 10°™e jours post-natal et au

stade adulte, suite a I'administration orale de BPA non-conjugué 3!

Le diéthylstilbestrol (DES) constitue un des plus tristes exemples de PE présentant des effets a long
terme suite a une exposition prénatale. Ce composé est un puissant cestrogénomimétique
fréquemment utilisé aujourd’hui comme témoin positif en toxicologie. Au milieu du 20°™ siécle, le DES
a été prescrit a de nombreuses femmes enceintes faisant des fausses couches répétées. Ce
médicament a été interdit en 1977 en France suite a la mise en évidence d’un grand nombre de
troubles de I'appareil reproducteur chez les filles des méres traitées. Ainsi, I’exposition in utero au DES
a été associée a une forte augmentation de l'incidence d’adénocarcinomes du vagin ou de I'utérus
chez des femmes jeunes ainsi qu’a des troubles de la fertilité. Les effets étaient moins importants chez
les garcons bien que dans certains cas, une augmentation de lincidence de cryptorchidie et
d’oligospermie aient été rapportés 343, Chez les femmes traitées par le DES, le traitement n’induisait
pas d’adénocarcinome vaginal et augmentait seulement Iégerement le risque de développer un cancer

du sein %, soulignant une nouvelle fois I'association des PE a des fenétres spécifiques de sensibilité.

L’exposition périnatale a des composés chimiques et particulierement a des PE est d'autre part
suspectée d’étre I'une des causes de I'augmentation de I'incidence des troubles comportementaux tels
que I'hyperactivité et I'autisme 3. En Californie, une étude épidémiologique a été menée sur une
cohorte comparant 465 enfants souffrant de troubles autistiques a 6975 enfants sains 3. Les résultats

suggéraient que le risque de survenue des troubles était d’autant plus élevé que le lieu d’habitation
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de la mere durant la grossesse était proche de zones d’application de pesticides. Dans une autre étude,
la confrontation des résultats de 21 publications semble conforter le lien entre exposition périnatale a
des PE et apparition de troubles comportementaux 2. Ainsi, I’exposition & des pesticides organochlorés
et au BPA serait positivement associée a la survenue de troubles autistiques. Les syndromes
d’hyperactivité seraient augmentés chez les enfants exposés in utero aux PCB (polychlorobiphényles)

ou a certains pesticides (dialkylphosphate, chlorpyrifos).

23



LES PERTURBATEURS THYROIDIENS

Il. Les perturbateurs thyroidiens

La majorité des travaux menés sur les PE se sont focalisés sur la fonction de reproduction. Néanmoins,
la fonction thyroidienne constitue également la cible de certains xénobiotiques (contaminants
environnementaux, médicaments...) auxquels I’homme est exposé. Ceci a notamment été montré pour
les contaminants organo-halogénés tels que les polychlorobiphényles (PCB) ou les
polybromodiphényléthers (PBDE) mais d’autres familles de composés présentent des propriétés
similaires >3, Cette partie présente les différents mécanismes d’action décrits pour les

perturbateurs thyroidiens ainsi que différents modeles d’études de cette classe de composés.

A. Mécanismes d’action des perturbateurs thyroidiens

Les perturbateurs thyroidiens peuvent modifier 'homéostasie thyroidienne en agissant a différents

niveaux de la régulation thyroidienne (Figure 5).
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Figure 5 : description des éléments clés du systéeme thyroidien et des mécanismes d’action potentiels de perturbateurs

thyroidiens #°

24



LES PERTURBATEURS THYROIDIENS

1. Perturbation de la régulation centrale de I'axe thyroidien

Au vu de la littérature, peu de xénobiotiques semblent perturber directement la régulation centrale
de I'axe thyroidien, c'est-a-dire agir au niveau de I'étage hypothalamo-hypophysaire *2. Ces propriétés
sont majoritairement retrouvées pour des agents pharmacologiques tels que les analogues de la
somatostatine ou encore les réxinoides de synthése (rétinoides sélectifs des RXR, Retinoid X Receptor).
Ces derniers semblent moduler I'activité des cellules thyréotropes de |'adénohypophyse puisqu’ils
diminuent in vitro le niveau d’expression des ARNm TSHB sans modifier I’expression des ARNm TRH %3,
Des modulations de la régulation thyroidienne centrale ont toutefois également été observées avec
certains polluants environnementaux. Ainsi, a fortes doses, le tétrabromobisphénol A (TBBPA ; 2,1 g/kg
; SC) et la tributyline (un anti-salissure de la famille des tributylétains ; 40 mg/kg ; VO) diminuent
I'activité du promoteur du gene Trh au sein de I'hypothalamus de ratons issus de méres exposées
durant la lactation *%. 1l est néanmoins difficile de préciser si la diminution observée résulte d'une
action directe des xénobiotiques sur I'axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien ou d'un mécanisme

indirect de rétrocontrdle par les hormones thyroidiennes.

2. Perturbation de la synthése des hormones thyroidiennes

Certains composés inhibent la synthéese des principales hormones thyroidiennes, la thyroxine (T4) et
la triiodothyronine (T3), en bloguant le transporteur NIS (Na/l Symport) chargé de I'absorption des
ions iodure par les cellules folliculaires thyroidiennes (Figure 7). C'est notamment par ce mécanisme
qu’agissent le perchlorate (1 uM) et les thiocyanates (10 uM) %, des molécules fréquemment utilisées
dans les modeles animaux d’hypothyroidie. Certains phtalates tels que le diisodécylphtalate et le

butylbenzylphtalate altérent aussi I'activité des NIS in vitro a une concentration de 1 mM “°.

D’autres composés agissent en bloquant la thyroperoxydase (TPO). Cette enzyme catalyse la premiére
étape de la synthése des hormones thyroidiennes en permettant I'organification de l'iode et I'iodation
des résidus tyrosine de la thyroglobuline aboutissant a la formation de monoiodotyrosine et de
diiodotyrosine (Figure 6). Le propylthiouracile et le méthimazole, deux puissants antithyroidiens
utilisés chez I’lhomme pour traiter I’hyperthyroidie et couramment chez les animaux comme référence
dans les tests de toxicologie, bloquent I'activité de la TPO a des doses de I'ordre du uM *2. L’inhibition
de la TPO a également été décrite pour certains fongicides comme le mancozeb %’ et I'éthylénethiourée

% des herbicides comme I'amitrol, des protecteurs UV utilisé en cosmétologie tels que la
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benzophénone *° ou encore pour des composés naturels tels que les composés isothiocyanates

naturellement présents dans beaucoup de cruciféres cultivées, en particulier le chou /.
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Figure 6 : production des hormones thyroidiennes par les follicules thyroidiens. NIS : sodium-iodide symporter ; | : iode ;
TPO : thyroperoxydase ; Tg : thyroglobuline ; DEHAL : iodotyrosine déhalogénase ; MIT : monoiodotyrosine ; DIT :

diiodotyrosine ; T4 : thyroxine ; T3 : triiodothyronine 5°

3. Interaction avec les protéines sériques de liaison des hormones thyroidiennes

Le transport des hormones thyroidiennes (essentiellement la T4) dans le compartiment sanguin est
principalement assuré par trois protéines sériques: la thyroxine binding globuline (TBG), la
transthyrétine (TTR) et I'albumine. Néanmoins, des différences inter-especes existent sur les plans
qualitatif et quantitatif. Ainsi, chez I'homme, la TBG est la principale protéine alors que chez les
rongeurs, c’est la TTR qui est majoritaire. La majorité des études toxicologiques étant réalisées sur des
modeles rongeurs, les interactions de contaminants environnementaux avec les protéines sériques ont

essentiellement été décrites pour la TTR ; tres peu de données de liaison a la TBG sont disponibles.

Les xénobiotiques affins pour ces protéines sériques sont susceptibles d’entrer en compétition avec la
T4, de la déplacer de ses sites de liaison et d’entrainer alors une modification du ratio des

concentrations de T4 libre / liée. Les polychlorobiphényles (PCB), plus particulierement leurs dérivés
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hydroxylés et halogénés 2, ainsi que le tétrabromobisphénol A (TBBPA, 10 nM) 2 présentent in vitro
une forte affinité pour la TTR a des concentrations respectives de 3,6 UM et 10 nM. Celle-ci peut
s’expliquer en partie par la forte analogie structurale que partagent ces composés avec la thyroxine
(Figure 7). Cependant, cette hypothése ne permet pas d’expliquer la liaison de composés
structuralement aussi différents de la T4 que les phtalates 5! et les composés perfluorés tels que le
perfluorohexane sulfonate > & des concentrations de I'ordre du uM. Il semblerait donc que d’autres

mécanismes puissent entrer en jeu dans la liaison de xénobiotiques a la TTR.

[HO @—o @—CHZ—CH—C—OH
\ 7 |
y | NH, O

Thyroxine

/ cﬁ al a : ¢t g
oDy oL Y Yron
\ CH:

\ c/ al al ’ Br

Métabolite hydroxylé du PCB-165 Tétrabromobisphénol A

0
R RFRFRFRF

O/
0 i &
“R2 F 70
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Phtalate Perfluorohexane sulfonate
Figure 7 : structure chimique de la thyroxine et de xénobiotiques se liant a la transthyrétine. Les métabolites hydroxylés

du PCB-165 et le tétrabromobisphénol A partagent une analogie structurale avec la thyroxine. En revanche, les phtalates

et le perfluorohexane sulfonate (composé perfluoré) ont des structures chimiques tres différentes

4. Perturbation des voies de désiodation

Alors que la T3 est 15 fois plus affine que la T4 pour les récepteurs aux hormones thyroidiennes *°,
environ 90% des hormones thyroidiennes synthétisées par la thyroide sont sous la forme de T4. Plus
de 80% de la T3 retrouvée chez I’'homme provient alors de la conversion de T4 en T3 *, La production
de T3 est principalement régulée par deux enzymes clés : les désiodases 1 et 2 (Figure 8). Ces enzymes
assurent la conversion de T4 en T3 par suppression de I'atome d’iode présent sur le cycle externe de
la T4. La production de T3 peut étre limitée par I'activation d’'une voie annexe responsable de la

conversion de T4 en T3-reverse (rT3) biologiguement inactive. Cette biotransformation est catalysée
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par la désiodase 3 qui supprime un atome d’iode sur le cycle interne de la T4. La T3 et la rT3 sont
ensuite métabolisées en T2 (diiodothyronine) biologiquement inactive. Les désiodases sont retrouvées
dans les organes d’élimination (foie, rein) et de la régulation centrale de I’axe thyroidien (hypophyse,
thyroide) mais également dans les tissus cibles des hormones thyroidiennes (SNC, muscles
squelettiques, tissus adipeux...) pour réguler les concentrations locales en T3 . Les désiodases sont
aussi retrouvées dans le placenta, en particulier la désiodase de type 3, ou elles contrélent I’entrée des

hormones thyroidiennes dans le compartiment feetal en activant ou désactivant la T4 par conversion

I I TH’
o-d Yo You-oi-coon
1 |

3,5,3’,5'-tétraiodothyronine (thyroxine, T4)

D2,D1 / -1 (5) D3, (D1) -1(5)
Activation Inactivation
| ?‘H? | ?JH,
no—Qo«Qcm CH—COOH »o—Q—chm—cn—coou
\ | I I

3,5,3’-triiodothyronine (T3) 3,3’,5'-triiodothyronine (reverse T3)

D3,(D1\I (5) D2, DV—I (5')

Inactivation

e
HO‘Q 0o <<—>—CH2 —CH=—COOH
| |

3,3’-diiodothyronine (T2)

respective en T3 ou en rT3.

Figure 8 : relations entre les principales hormones thyroidiennes activées ou inactivées par les différentes désiodases ¢

Certains xénobiotiques ont la capacité d’inactiver les désiodases et entrainent alors une modification
des concentrations d’hormones thyroidiennes dans la circulation sanguine et au niveau des organes
cibles. Il est a noter que ces effets peuvent étre spécifiques d’un type de désiodase et d’un tissu. L'OMC
(octyl-méthoxycinnamate) et la benzophénone 2, deux composés utilisés pour leurs propriétés de
filtres UV, réduisent, respectivement chez le rat et in vitro, I'activité de la désiodase hépatique de type
1 et perturbent par conséquent la synthése extrathyroidale de T3 #%°7. Il est a noter que cette
diminution a été observée a des doses élevées, respectivement a partir de 333 et 1000 pg/kg d'OMC
et de benzophénone 2. L'exposition de rates gestantes a I’hexachlorobiphényle (1,8 mg/kg), un

composé de la famille des PCB, augmente I'activité de la désiodase 2 dans ’lhomogénat de cerveau des
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rates et de leurs progénitures Le méthoxychlore (5 mg/kg), un insecticide, et le TCDD

(tétrachlorodibenzo-p-dioxine ; 5 pug/kg) modifient eux aussi I'activité des désiodases hépatiques in

vivo %0,

5. Perturbation du métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes

Outre les voies de désiodation, les hormones thyroidiennes peuvent étre métabolisées par les enzymes
de phase Il du métabolisme hépatique. La T4 peut notamment étre prise en charge par des UDPGT
(uridine diphosphate glucuronosyltransférases) ou des SULT (sulfotransférases) facilitant ainsi son
élimination par voie biliaire. Par conséquent, I'induction des enzymes de glucuronidation et de
sulfatation de la T4 augmente la clairance hépatique de cette hormone et diminue ses concentrations

circulantes.

Ce mécanisme a été décrit chez des rats traités au fipronil a des doses de I'ordre du puM. Cet insecticide,
utilisé notamment en médecine vétérinaire, augmente le catabolisme des hormones thyroidiennes en
induisant I'expression des isoformes UDPGT1al et SULT1b1 . De méme, le pentachlorophénol, le
triclosan %, les PCB hydroxylés ®3 et les métabolites des hydrocarbures aromatiques polyhalogénés #2
modulent I'activité des SULT et sont susceptibles de modifier la clairance des hormones thyroidiennes.
L'altération de la clairance des hormones thyroidiennes via une induction des UDPGT a quant a elle
été décrite chez des rates exposées a des dioxines (TCDD 200 ng.kg™.j*; VO) ainsi que chez leurs

nouveau-nés %.

6. Perturbation du transfert intracellulaire des hormones thyroidiennes

Avant d’atteindre les récepteurs nucléaires, les hormones thyroidiennes doivent franchir les
membranes des cellules cibles. Ce transfert est assuré par des transporteurs protéiques des familles
suivantes : les Organic Anion-Transporting Polypetides (OATP dont I'isoforme OATP1C1 qui transporte
spécifiqguement les hormones thyroidiennes), les Multidrug Resistance-associated Proteins (MRP), les
Monocarboxylate Transporters (MCT et plus particulierement I'isoforme MCT8), les L-type Amino acid
Transporters (LAT) et la Na/Taurocholate Cotransporting Polypetide (NTCP) . Chez I'lhomme, la
mutation du gene codant pour le transporteur MCT8 est d’ailleurs caractérisée par des séveres

troubles du développement et des concentrations sanguines en hormones thyroidiennes anormales
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(syndrome Allan-Herndon-Dudley) ®. Chez les souris déficientes pour les génes codant pour les
protéines MCT8 et/ou OATP1, les concentrations en hormones thyroidiennes dans le cerveau sont

altérées 6758,

Les systéemes de transport intracellulaire des hormones thyroidiennes peuvent étre la cible de
perturbateurs thyroidiens. Ainsi, 'exposition de souris a une forte dose de BDE 47 (100 mg.kg™.j%), un
composé de la famille des PBDE, induit une diminution des concentrations sériques de TT4 associée a
une diminution de I'expression des ARNm MCT8 . Par ailleurs, différents phtalates (di-n-
butylphtalate ; n-butylbenzylphtalate) peuvent bloquer in vitro la capture intracellulaire de T3 avec

une concentration inhibitrice 50% (CI50) de I'ordre du uM 7°.

7. Modulation de la liaison des hormones thyroidiennes a leurs récepteurs

Au sein des cellules cibles, les hormones thyroidiennes (en particulier la T3) se lient a leurs récepteurs
nucléaires (Figure 9). Le récepteur forme alors un hétérodimére avec d’autres récepteurs nucléaires
tels que RXR (Retinoid X Receptor). Le complexe se fixe ensuite aux domaines TRE (Thyroid hormone
Response Element) de I’ADN qui constituent les régions promotrices des genes cibles des hormones
thyroidiennes. Des facteurs co-activateurs peuvent se lier au complexe et augmenter le taux de
transcription de ces génes. Les co-activateurs les plus connus sont ceux de la famille p160 (SRC-1, GRIP-
1; pCIP) qui possédent une activité histone acétyltransférase. |l existe a I'inverse des facteurs co-
répresseurs tels que N-CoR (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT (Silencing Mediator for Retinoid
and Thyroid receptors). En |'absence de ligand, les facteurs co-répresseurs se fixent au TRE et

diminuent activement la transcription basale des génes cibles des hormones thyroidiennes °.
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schéma de la cascade de transduction activée par les hormones thyroidiennes.

Transport intracellulaire de T4 ou T3 via les différents transporteurs spécifiques des hormones thyroidiennes

Activation en T3 ou inactivation en rT3 de la T4 par les désiodases spécifiques

Transfert intranucléaire de la T3 via les transporteurs spécifiques

Liaison de la T3 au récepteur des hormones thyroidiennes (TR)

Hétérodimérisation par liaison du récepteur aux hormones thyroidiennes avec le récepteur aux rétinoides (RXR)

et fixation d’un co-activateur de la famille p-160

Fixation du complexe au domaine TRE de I'ADN et décrochage du co-répresseur (N-CoR /SMRT)

Transcription du géne cible des hormones thyroidiennes et traduction de ’ARNm aboutissant a un effet

biologique.

Les différentes étapes de la cascade de transduction peuvent étre modulées par des perturbateurs

thyroidiens. De nombreuses études montrent que les métabolites hydroxylés des PCB bloquent la

cascade de transduction induite par la T3 5. Ils inhibent ainsi sur des cultures de cellules d'hypophyse

de rat

la liaison de la T3 aux récepteurs thyroidiens a des doses de 1-100 uM 7% Sur le plan

mécanistique, ils empécheraient le recrutement du co-activateur p160/SRC-1 et supprimeraient ainsi

la formation du complexe TR/SRC-1 nécessaire a la transcription des génes régulés par les hormones
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thyroidiennes %, Ces composés entraineraient également la dissociation de I’hétérodimére TR/RXR au
niveau des TRE 7%

Les PBDE interagissent également avec les récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes #2. Ainsi,
sur des cellules CHO (chinese hamster ovary) transfectées, le métabolite hydroxylé 4-OH-BDE-90 (10
UM) a un effet antagoniste sur I'expression de la luciférase controlée par les promoteurs des genes
TRal et TRB1 73. Le mécanisme impliqué dans la perturbation thyroidienne des PBDE pourrait passer
par la diminution des concentrations circulantes de vitamine A, I'acide rétinoique co-régulant
I’expression des génes induits par les hormones thyroidiennes °.

Le blocage de I'expression des genes cibles de la T3 a aussi été décrit pour le TBBPA et certains

phtalates tels que le DEHP (di-2-éthylhexyl-phtalate) >%7174,

B. Modeles d’étude des perturbateurs thyroidiens

1. Modeéles in vitro

De nombreux modeles in vitro permettent de tester les propriétés perturbatrices thyroidiennes d’un
composé 7. On peut par exemple citer le test GH3 (ou T-screen) basé sur 'utilisation d’une lignée de
cellules tumorales hypophysaires de rat dont la prolifération est contr6lée par I'activation des
récepteurs aux hormones thyroidiennes. Ainsi, un composé antagoniste des récepteurs diminue la
prolifération induite par la T3 7578, D’autres tests in vitro évaluent la liaison de composés avec les

différentes protéines sériques de transport des hormones thyroidiennes 7.

Ces modeles présentent I'avantage de pouvoir tester rapidement un grand nombre de composés avec
une large gamme de doses (criblage a haut débit) pour un co(t relativement faible. Ils apportent
également des éléments de compréhension quant au mécanisme d’action sous-jacent a la
perturbation. Néanmoins, I'extrapolation a 'homme des résultats apportés par ce type de modele
reste délicate. En effet, ces modeles trés simplifiés ne tiennent pas compte de la complexité de la
régulation de la fonction thyroidienne et de sa capacité a compenser les modulations observées via

I'implication de voies paralléles 7.

2. Modeéles amphibiens et zebrafish

A un niveau d’organisation plus intégré, des especes animales non-mammiféres telles que les xénopes

et les zebrafish sont trés utilisées pour I'étude de la perturbation thyroidienne 88, La métamorphose
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entre les différents stades de développement de ces animaux est sous le contréle des hormones
thyroidiennes. Ainsi, I'exposition de stades larvaires de xénopes a des perturbateurs endocriniens est
susceptible d’entrainer un ralentissement de la métamorphose pouvant se traduire par un retard de
la disparition de la queue 8. Des tests sont ainsi réalisés sur des larves de xénopes ou des zebrafish
génétiquement modifiés et exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) lors de I'activation du

promoteur des génes sous le contrdle de la T3 dans le systéme nerveux central 7+,

Ces modeles permettent cette fois d'effectuer un criblage de xénobiotiques sur des organismes dotés
d’un systéme thyroidien « complet ». Leur petite taille et leur croissance rapide sont des avantages
pour leur utilisation en recherche. Contrairement aux stades de développement plus précoces, le
tétard se nourrit dans le milieu extérieur. Son exposition se rapproche ainsi de I'exposition humaine
par voie orale. D’autre part, I’étude des effets de composés chimiques sur la métamorphose des
amphibiens est trés informative sur le plan mécanistique puisque la métamorphose est un processus
physiologique strictement dépendant des hormones thyroidiennes alors que pour beaucoup de

processus, les hormones thyroidiennes sont davantage permissives que déterminantes

En raison de son role primordial dans I'homéostasie du métabolisme, le systeme thyroidien a été
relativement conservé au cours de I’évolution animale. La régulation de la fonction thyroidienne chez
les amphibiens est ainsi proche de celle retrouvée chez ’homme. Néanmoins, il est a noter que chez
les tétards, la libération de TSH n’est pas controlée par la TRH mais par le CRF (corticotropin-releasing
factor) ®. Les amphibiens et les poissons se distinguent également de I'homme par le fait que la T4 est
majoritairement transportée par I'albumine et la T3 par la transthyrétine #. La séquence d’acides
aminés de cette derniére ne présente d’ailleurs que seulement 62% de similarité avec la séquence
humaine 8. D’autre part, chez les amphibiens, une fois I'ovocyte fécondé, les ceufs sont libérés dans
le milieu extérieur. Le transfert materno-foetal d’hormones thyroidiennes est alors inexistant au cours
du développement de I'ceuf, ce dernier ne se développant qu’a partir de ses propres réserves. Une
autre limite des modeles amphibien et zebrafish réside dans la difficulté d’explorer sur ce type
d’organisme les conséquences physiologiques d’'une modulation de I'équilibre thyroidien sur les tissus

cibles (le SNC par exemple).

3. Modeles mammiféres

Les différences inter-espéeces dans la régulation fine de la fonction thyroidienne se retrouvent au sein
méme de I'embranchement des mammiféres. Ces différences peuvent étre d’ordre qualitatif et

guantitatif et doivent étre prises en considération dans I'extrapolation des résultats a 'homme. La
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majorité des études mammiféeres visant a explorer les effets de composés perturbateurs thyroidiens
sont menées sur le modele rongeur. Ce dernier présente toutefois des limites physiologiques par
rapport a I'homme, ce qui conduit trés souvent a la réfutation des effets sur la fonction thyroidienne
mis en émoi chez les rongeurs, notamment dans le cadre d’évaluation toxicologique réglementaire .
A l'inverse, compte-tenu des nombreuses similarités physiologiques qu’il partage avec I'espece
humaine du point de vue de I'ontogenése et de la régulation de la fonction thyroidienne, le modeéle
ovin apparait comme un modele plus pertinent pour I'étude de la fonction thyroidienne et des

conséquences de sa perturbation.

a) Chez le feetus

L'ontogenése de la fonction thyroidienne peut &tre séparée en 4 phases plus ou moins continues ®:
-'embryogenese de la glande thyroidienne et de I’"hypophyse

-la maturation de I’hypothalamus

-le développement du contréle neuroendocrinien.

-la maturation du métabolisme tissulaire.

Le tableau 1 compare la mise en place de ces 4 phases chez les espéces ovine, humaine et rat. On
remarque que, relativement a la durée de la gestation, I'ontogenése de la fonction thyroidienne est
semblable entre les espéces ovine et humaine (Figure 11). Ainsi, a la naissance, le nouveau-né ovin
présente un systeme thyroidien mature comparable a celui observé chez le nouveau-né humain. Ces
espéces sont dites « précoces » par opposition aux espéces dites « tardives » telles que le rat %, En
effet, les rongeurs sont caractérisés par le développement post-natal d’un grand nombre
d’événements clés de la régulation thyroidienne. Ainsi, le développement de I’hypophyse et le
rétrocontrdle se poursuivent aprés la naissance. La synthése de T4 et T3 débute au 20°™ jour de
gestation mais les concentrations sériques continuent d’augmenter au cours des 3 premieres semaines
post-partum. De plus, bien que la TRH soit présente dans I’hypothalamus, elle ne semble pas influencer
I’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien jusqu’a la fin de la 2™ semaine post-natale. La fonction

thyroidienne du nouveau-né humain ou ovin est ainsi comparable a celle d’un raton de 15-20 jours.

Chez les foetus humain et ovin, au cours de la 2°™ moitié de gestation, la concentration sérique de T4
augmente de facon importante au fur et a mesure de la fonctionnalisation des follicules thyroidiens
(Figure 10). Parallélement a 'augmentation de la concentration sérique de T4, la concentration sérique
de rT3 augmente. Chez le foetus ovin, la rT3 reste élevée jusqu’a la naissance avant de diminuer
brusquement alors que chez le foetus humain, la réduction s’opére dés la 30°™ semaine de grossesse.
L’essentiel de la production de rT3 provient de la conversion de T4 en rT3 sous |'action de la désiodase

3 dont I'activité dans les tissus foetaux et le placenta reste tres forte jusqu’a la naissance chez le foetus
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ovin. Durant la maturation, les concentrations sériques de T3 sont trés faibles chez les deux espéces
en raison d’une activité minimale de la désiodase 1 (catalyse la conversion de T4 en T3). Quelques jours
avant la naissance, les concentrations sériques de T3 augmentent fortement chez les deux espéces

sous l'influence d’un pic de TSH.
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Figure 10 : décours temporel des concentrations sériques de T4, T3 et rT3 au cours de la période de maturation chez le

foetus ovin (en haut)2° et chez le foetus humain (en bas) %°
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Tableau 1 : comparaison de la chronologie des principales phases de I'ontogenése de la fonction thyroidienne chez les espéces humaine, ovine et rat &’

Phases du développement

Maturation du métabolisme

Embryogenese

Maturation de I’hypothalamus

Développement du contréle
neuroendocrinien

périphérique

) Maturation histologi a) Augmentation des a) Augmentation de la
. a aturation histologique
Espece a) Développement de la gld concentrations de TSH concentration sérique de T3
thyro‘l‘de jUSqU’aUX follicules b) Augmentation dela sériques et hypophysaires
matures ) ) c) Diminution des
concentration sanguine de . . L.
TRH b) Maturation du concentrations sériques de
b) Développement de rétrocontrole négatif rT3
Phypophyse incluant la c) Maturation du plexus portal . i . . .
synthése hormonale Fimaire c) Maturationdelaréponsea | d) Equilibration des taux de
P la TRH production T3/ rT3
Mouton

(145 jours de gestation)

0-12%™¢ semaines de gestation

108™e —30%™Me semaines de

gestation

16°™me semaine de gestation — 1¢'
mois post-partum

30%™e semaine de gestation — 1¢"

mois post-partum

Homme

(40 semaines de gestation)

0-60°"¢ jours de gestation

60°™me — 150%™ jours de
gestation

70%™¢ jour de gestation — 1%
semaine post-partum

120%™ jour de gestation — 1¢'

mois post-partum

Rat

(22 jours de gestation)

0-20%™¢ jours de gestation

1

6™ jour de gestation — 3¢™¢
semaines post-partum

48me_ 188me joyrs post-partum

Naissance a 26°™¢ jour post-

partum
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b) Chez l'adulte

Le mouton et le rat présentent des concentrations plasmatiques en hormones thyroidiennes
relativement proches de celles retrouvées chez ’lhomme (Tableau 2). La souris possede quant a elle
une concentration plasmatique en T4 totale presque 2 fois plus faible que 'homme. Alors que les
fractions de T3 et T4 libres sont semblables chez ’'homme et le mouton, celles-ci sont plus élevées chez
les rongeurs. Ceci peut étre attribué aux différences inter-especes de protéines sériques de transport
des hormones thyroidiennes. Chez I’homme et le mouton, la majorité de la T4 est liée a la Thyroxine
Binding Globuline (TBG) qui présente de surcroit des constantes de dissociation tres proches entre les
deux espéces (0,105 et 0,112 nmol/L respectivement chez I’lhomme et le mouton) °X. Chez les rongeurs,
la TBG étant absente a I'dge adulte, le transport des hormones thyroidiennes est majoritairement
assuré par la transthyrétine (TTR) 9%, Cette protéine est également retrouvée chez 'lhomme et le

mouton. En revanche, elle ne prend en charge qu’une faible fraction de la T4 liée.

Tableau 2 :comparaison des concentrations plasmatiques en hormones thyroidiennes totales, des fractions libres et des

temps de demi-vie des hormones thyroidiennes chez ’homme, le mouton, le rat et la souris 65°1

Homme Mouton Rat Souris
Concentration
plasmatique de T3 totale 1,2 0.8-1.6 0,7 0,7
(pg/mL)
Concentration
plasmatique de T4 totale 78 52-56 54 24
(ng/mL)
Fraction de T3 libre (%) 0.3 0.3 0,54 0,35
Fraction de T4 libre (%) 0.02 0.02 0,04 0,06
Temps de demi-vie de la
5-9 1,5 05-1 | 0,5-0,75
T4 (jours)

La liaison d’une hormone étant généralement associée a une plus faible clairance métabolique,

certains auteurs suggerent que ces systemes de transport joueraient un role déterminant dans la
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protection des hormones thyroidiennes vis-a-vis de leur catabolisme périphérique. Ceci expliquerait
I’élimination plus importante et le temps de demi-vie plus court des hormones thyroidiennes chez les
espéces n’exprimant pas la TBG, la plus efficace de ces protéines (Tableau 2) **. Ainsi, un rat dépourvu
de thyroide fonctionnelle nécessite, relativement au poids corporel, un apport de T4 dix fois plus
important qu’un homme adulte pour restaurer les concentrations physiologiques %. Cette divergence
d’especes sur le systeme de transport pourrait expliquer, au moins partiellement, la plus grande
sensibilité du rat que le mouton a des perturbateurs thyroidiens % mais cette hypothése n’a pas pu

étre vérifiée a ce jour.
c) Chezla mere

Chez la femme (Figure 11), sous l'influence des cestrogénes dont la concentration sanguine augmente
au cours de la grossesse, la concentration sérique de TBG augmente au cours des premieres semaines
de grossesse avant d’atteindre un plateau %8, Ceci a pour conséquence une augmentation de la
capacité de transport sériques des hormones thyroidiennes et donc une augmentation des
concentrations sériques de T4 et T3 totales lors des premiéres semaines de grossesse 1%, Le pic de
concentration sérique de B-hCG (human chorionic gonadotrophin) stimule en début de grossesse la
glande thyroidienne et entraine alors une breve augmentation de la concentration sanguine de T4 libre
en paralléle d’une baisse de la TSH °%, Dans la 2" moitié de grossesse, les concentrations sériques

en T4 et T3 libres diminuent légérement (10-15%) *°.

Mother

TBG

Total T,

Week of Pregnancy

Figure 11 : décours temporel des concentrations sanguines de T4 totale et libre, TBG, thyrotropine et d’hCG au cours de

la grossesse chez la femme >°

Chez la brebis gestante, le décours temporel des concentrations sériques en hormones thyroidiennes
différe de celui décrit chez la femme. Bien que les données soient rares avant 40 jours de gestation, il

semble que la T4 totale et la T4 libre augmentent du 30°™® au 45%™ jour de gestation ®*. Elles diminuent
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ensuite régulierement entre le 50°™ et le 145%™ jour de gestation (Figure 12) 102103 |3 T3 totale
diminue également entre les jours 50 et 130 de gestation avant de remonter lors des derniers jours

avant la parturition.
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Figure 12 : décours temporel des concentrations (moyenne + SEM) sériques de T4 (ronds noirs) et T3 (ronds blancs)

totales chez la brebis au cours de la gestation 102
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Ill. Régulation du développement du systeme nerveux central par

le systeme thyroidien

Les préoccupations associées aux perturbateurs thyroidiens sont essentiellement centrées sur
I'exposition prénatale en raison de la forte sensibilité du foetus a des modifications de I'équilibre
thyroidien. En effet, le développement du systéme nerveux central (SNC) est sous la stricte
dépendance des hormones thyroidiennes. Cette relation est d’ailleurs dramatiquement illustrée chez
I’'homme par le syndrome de crétinisme, une maladie causée par une déficience sévere en hormones
thyroidiennes au cours de la grossesse et se caractérisant par des troubles cognitifs et moteurs

importants ainsi que par des malformations structurales.

Cette partie se focalise dans un premier temps sur les particularités de la physiologie thyroidienne
durant la gestation puis dans un second temps sur les conséquences d’une perturbation thyroidienne

sur le développement du SNC.

A. Origines des hormones thyroidiennes chez le foetus

Les hormones thyroidiennes détectées chez le foetus au cours de la grossesse proviennent a la fois des

systemes thyroidiens maternel et foetal (Figure 13).
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Figure 13 : origines materno-foetales de la thyroxine (T4) retrouvée dans le sang foetal au cours de la période périnatale 4°
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Dans l'espéce humaine, le systéeme thyroidien foetal n’est pas fonctionnel jusqu’a la fin du premier
trimestre de grossesse 087104 | e foetus est dés lors totalement dépendant de I'apport maternel en
hormones thyroidiennes pour répondre a ses besoins les plus précoces. Pendant de nombreuses
années, les biologistes ont pensé, en raison de la faible sensibilité des techniques de dosage des
hormones thyroidiennes, que le placenta constituait une barriere imperméable aux hormones
thyroidiennes et que le transfert materno-foetal était nul. Ceci était de surcroit renforcé par la forte
activité placentaire de la désiodase de type 3, catalysant la conversion de T4 en rT3 biologiquement

39,105 Néanmoins,

inactive et protégeant ainsi le foetus d’un excés d’hormones thyroidiennes
I"amélioration des techniques analytiques a permis de révéler qu’en réalité, la concentration foetale en
T4 est directement liée a la concentration maternelle en T4 puisqu'une une fraction des hormones
thyroidiennes maternelles échappe au placenta et rejoint le compartiment feetal 1. Cette fraction
reste trés faible : entre 13 et 17 semaines d’aménorrhée, les concentrations de T4 totale (TT4) dans le
sang feetal sont plus de 100 fois inférieures aux concentrations maternelles de TT4 et ce ratio est
encore plus important pour la T3 totale 1%, Cependant, compte-tenu des faibles concentrations en
protéines sériques de transport des hormones thyroidiennes chez le foetus durant les premieres
semaines de grossesse, les concentrations sériques en hormones libres et donc biodisponibles pour les
tissus cibles sont relativement élevées (Figure 14) 1%, Ainsi, entre 13 et 17 semaines d’aménorrhées,
la concentration sanguine en T4 libre (fT4) chez le foetus représente au moins un tiers de la

concentration en fT4 retrouvée chez la mere, soit une concentration biologiquement active chez

I'adulte 1.

Sous I'action des désiodases, en particulier de la désiodase de type 2 dont I'activité a été démontrée
des le 1° trimestre de grossesse, la T4 est convertie au sein des tissus cibles en T3 qui possede une

107 Ces derniers sont

forte affinité pour les récepteurs nucléaires aux hormones thyroidiennes
d’ailleurs présents des 10 semaines d’aménorrhée dans le cerveau foetal. Leur concentration est
multipliée par un facteur 10 entre la 10°™ et la 16°™ semaine de grossesse, période correspondant a
la multiplication neuroblastique %. Le taux d’occupation des récepteurs par la T3 durant cette période

est de 25-30% %
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Figure 14 : comparaison des concentrations de T4 totale (a gauche) et libre (a droite) dans le sang maternel, le sang
feetal, le liquide amniotique et le liquide ccelomique au cours des 18 premiéres semaines d’aménorrhées. La zone grisée

représente l'intervalle de confiance a 95% des concentrations retrouvées chez I’adulte euthyroidien 106

A partir du 2™ trimestre de grossesse, I'axe thyroidien feetal se met en place progressivement chez
I'espece humaine. Bien que visible dés 16-17 jours de grossesse, la glande thyroidienne foetale ne
prend sa position anatomique définitive qu’a partir de 45-50 jours. L'organisation folliculaire se met
en place entre 47 et 80 jours. Aux alentours du 74°™ jour, la glande est capable de fixer I'iode et de
synthétiser les hormones 8%, Le degré de maturation de la glande augmente au cours de la 2™
moitié de grossesse et se traduit par une augmentation de la production d’hormones. Le systéme
thyroidien maternel continue toutefois a « alimenter » le foetus de fagon constante jusqu’a la fin de la

grossesse pour subvenir aux besoins métaboliques foetaux.

L’ensemble de ces éléments souligne I'importance de la contribution du systeme thyroidien maternel
dans la régulation des niveaux d’hormones thyroidiennes retrouvées chez le feetus, notamment durant
la premiére moitié de grossesse. Le suivi de I'homéostasie thyroidienne maternelle est donc primordial
pour limiter les risques d’hypothyroidie gestationnelle susceptibles d'altérer le développement du SNC
feetal. La TSH maternelle est généralement utilisée comme biomarqueur d’une hypothyroidie.
Toutefois, ce biomarqueur reste peu précis et tres distal par rapport a une perturbation. En effet, la
concentration sérique en T4 totale chez la mére peut étre diminuée sans qu'’il n’y ait de répercussions
sur les concentrations sériques de T3 et de TSH #0041 Ce contexte biologique, appelé
hypothyroxinémie, serait 150 a 200 fois plus fréquent qu’une véritable hypothyroidie congénitale 1°.

Or, les concentrations en fT4 retrouvées chez le foetus dépendent directement des concentrations
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maternelles de T4. Par conséquent, sans que la TSH maternelle ne soit impactée, une
hypothyroxinémie maternelle peut étre associée, notamment durant la premiere moitié de grossesse,
a une faible concentration feetale de fT4 et donc a des niveaux de T3 dans le SNC possiblement

insuffisants pour palier a I'intégralité de ses besoins physiologiques 1%,

B. Conséquences d’une perturbation thyroidienne sur le développement

du SNC

1. Critéres régissant la nature et I'intensité des altérations du SNC

a) Degré d'insuffisance thyroidienne

Les conséquences d’une hypothyroidie maternelle et/ou foetale sur le développement du SNC sont
évidemment corrélées au degré d’insuffisance en hormones thyroidiennes (Figure 15). Ainsi, les
altérations profondes du développement physique et mental de I’enfant ne sont retrouvées que pour
des hypothyroidies séveres détectées de facon précoce aujourd’hui. Si les conséquences sur le
développement du SNC d'une hypothyroidie clinique sont désormais bien caractérisées
(développement psychomoteur retardé, troubles cognitifs séveres, déficits de I'attention, des
performances visuelles et motrices...), des interrogations persistent sur les effets d’une hypothyroidie
plus modérée voire d’une hypothyroxinémie, c'est-a-dire pour des modifications subtiles de I'équilibre
thyroidien susceptibles d’étre induites par une exposition a des perturbateurs thyroidiens. Certaines
études suggerent toutefois que ces contextes pourraient étre associés a la survenue d’anomalies du
neurodéveloppement, d’augmentation du temps de réactivité ou encore a la perte de points de

quotient intellectue| 104109,111-113
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Gradient of Thyroid Hormone Insufficiency
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Figure 15 : effets de différents degrés d’insuffisance en hormones thyroidiennes sur le développement du SNC observés

chez ’lhomme et 'animal 40

b) Période d'insuffisance thyroidienne

Outre le degré d’insuffisance en hormones thyroidiennes, la fenétre de temps et la durée durant
lesquelles la perturbation thyroidienne survient régissent également le type d’anomalies observées
40114 En effet, I'activité dans les tissus cibles des désiodases 2 et 3, qui régulent localement les
concentrations en T3 et rT3, varie spatialement (entre les différentes structures du SNC) et
temporellement %15 Ajnsi, en fin de 1°" trimestre, I'activité dans le cortex de la désiodase 2 est
importante et celle de la désiodase 3 est tres faible, favorisant alors la production in situ de T3 et donc
I'activation des genes cibles des hormones thyroidiennes. Au contraire, dans le cervelet, la
concentration de T3 est trés faible 3 cette période et augmente seulement & mi-grossesse 1%’. La Figure
16 présente, chez I'espéce humaine, les évenements et les structures cérébrales se mettant en place
au cours de la gestation sous le controle des hormones thyroidiennes. Elle définit par continuité les
anomalies assimilables a une perturbation thyroidienne a un temps donné. Ainsi, une diminution des
concentrations en hormones thyroidiennes chez le foetus au cours du 3™ trimestre de grossesse aura
un impact important sur le cervelet alors que le cortex sera moins impacté. On note que le début de la
prolifération et de la migration neuronale intervient au cours du 1" trimestre et est doncintégralement

sous le contréle des hormones thyroidiennes apportées par le systéme maternel.
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La forte spécificité spatiale et temporelle de I'activité des désiodases explique que méme une bréve
déficience en hormones thyroidiennes peut avoir des conséquences importantes sur le

développement du SNC 105116,

| 1% trimestre | 2°™trimestre | 3*™trimestre | Post-natal |

| | | | |
14/40 28/40 Terme 6/12 (semaines)
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Figure 16 : schéma de la relation existant entre la fonction thyroidienne (maternelle et foetale) et la mise en place des

principales étapes du développement du SNC 117

2. Altérations de I'ontogenése du SNC

La fonction thyroidienne présente un role critique dans un grand nombre d’étapes clés du
développement cérébral : la prolifération cellulaire, la migration neuronale, la synaptogenése, la
différenciation cellulaire et la myélinisation. Une modification des concentrations en hormones
thyroidiennes maternelles et/ou feetales peut donc altérer chacune de ces étapes et conduire a des

dommages possiblement irréversibles.
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a) Prolifération cellulaire

Les mécanismes de prolifération cellulaire sont sous la dépendance des hormones thyroidiennes qui
agissent majoritairement via les récepteurs TRal %6, Une hypothyroidie périnatale se traduit chez le
raton et le souriceau par une réduction du nombre de cellules progénitrices de la couche granulaire
externe du cervelet 18 et un ralentissement de leur prolifération 1'°. Des observations similaires ont
été décrites dans I'hippocampe. Ainsi, le nombre de cellules granulaires hippocampales est diminué
chez des ratons issus de méres hypothyroidiennes 2. Sur un modeéle de souris hypothyroidienne (par
modification génétique), le gyrus denté présente des altérations de la neurogenése restaurées par

1

I'apport de T3 exogéne %1 Par ailleurs, chez I'embryon de souris, la T4 contrdle I'expansion du

néocortex a partir de la zone subventriculaire 122,

b) Migration cellulaire

Chez des souris présentant une mutation du gene codant pour le récepteur TRa (sans modification des
concentrations sériques de T3), la migration radiale des précurseurs de cellules granulaires du cervelet
est perturbée 2. Sur un modéle de rat rdw muté sur le géne codant pour la thyroglobuline,
I'hypothyroidie gestationnelle induite entraine similairement un retard de la migration des cellules
granulaires du cervelet se reflétant par un épaississement de la couche granulaire externe chez les
ratons agés de 15 jours 2%, Ces modifications ont été observées pour une hypothyroidie majeure

puisque la T3 et la T4 étaient respectivement diminuées de plus de 60 et 80%.

La migration neuronale est également sous le contréle des hormones thyroidiennes dans le cortex.
Ainsi, les migrations radiale et tangentielle sont respectivement perturbées dans le cortex
somatosensitif et dans I'éminence ganglionnaire médiane corticale de nouveau-nés rongeurs issus de
meéres traitées avec des agents antithyroidiens (T4 sérique diminuée d’environ 30%) '2>128, Par ailleurs,
des altérations de migration neuronale révélées par la localisation anormale de cellules de cortex
somatosensitif et d’hippocampe ont été mises en évidence chez des ratons issus de méres présentant
une hypothyroxinémie sévere (T4 diminuée de plus de 90%) causée par un régime appauvri en iode
et/ou un traitement par un agent antithyroidien '°. Une hypothyroidie gestationnelle caractérisée par
une diminution de 45% de la T4 sérique induit aussi dans le corps calleux de ratons une malformation

bilatérale correspondant a un défaut de migration neuronale /.

46



REGULATION DU SNC PAR LA FONCTION THYROIDIENNE

c) Synaptogenése

Le r6le des hormones thyroidiennes dans la synaptogenése est particulierement visible sur les cellules
de Purkinje du cervelet. Ces neurones GABAergiques sont impliqués dans la coordination motrice. lls
émettent, a partir de leurs corps cellulaires regroupés dans la couche de Purkinje, un trés grand
nombre de dendrites formant une véritable arborisation dendritique dans la couche moléculaire du
cervelet. La mise en place de cette arborisation est perturbée par un contexte d’hypothyroidie 12812
(Figure 5). Ainsi, sur un modele de rat rdw hypothyroidien (T3 et T4 diminuées respectivement de 60
et 80%), les nouveau-nés présentent, a 15 jours post-natal, des anomalies de la morphogenése du
cortex cérébelleux se traduisant notamment par une arborisation dendritique retardée et un
amincissement de la couche moléculaire ***. Ces modifications histologiques sont associées a une
hypoactivité et a des défauts de coordination motrice. Un retard de I'arborisation dendritique et une
perturbation de la migration des cellules granulaires externes du cervelet ont également été décrits
sur un modele de souris présentant un récepteur aux hormones thyroidiennes muté et ne pouvant pas
fixer la T3 1%, La perturbation de I'arborisation est aussi particuliérement bien visible sur des modéles

de cellules de Purkinje issues de ratons et mises en culture avec ou sans T4 33132 ce qui démontre le

role essentiel des hormone thyroidiennes sur le bon développement du cervelet (Figure 17).

Les hormones thyroidiennes contrélent également la synaptogenése au niveau des noyaux caudés
puisque I'exposition de rates a un agent antithyroidien durant la gestation et la lactation entraine une

diminution du nombre de dendrites au sein des noyaux caudés des nouveau-nés 133,
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Figure 17 : effets d’'une hypothyroidie congénitale sur le développement du cortex cérébelleux chez une souris a 12 jours
post-natal. EGL = couche granulaire externe ; ML = couche moléculaire ; PCL = couche des cellules de Purkinje ; IGL =

couche cellulaire interne 134

d) Différenciation et maturation

Le traitement de rates gestantes avec un agent antithyroidien induit un retard et un prolongement de
la différenciation cellulaire dans les couches granulaires moléculaire et interne du cervelet des ratons
19 Sur un modeéle rat présentant une hypothyroidie sévére induite par un traitement
pharmacologique, la prolifération et la différenciation des précurseurs des inter-neurones
GABAergiques sont ralenties dans le cervelet des nouveau-nés entrainant une accumulation de ces
précurseurs neuronaux et une diminution du nombre d’inter-neurones GABAergiques 3. Les
hormones thyroidiennes agissent également sur la différenciation des précurseurs de cellules gliales
en oligodendrocytes ou en astrocytes. Ainsi, la différenciation de la glie de Bergmann, constituée de
cellules astrocytaires de la couche granulaire interne du cervelet, est retardée chez des souris mutées
pour les récepteurs aux hormones thyroidiennes 2. Par ailleurs, chez des rates gestantes, le
traitement au propylthiouracile induit chez les ratons une diminution dose-dépendante des
concentrations sériques de T4 totale, associée a une diminution de I'expression du facteur MAG

(Myelin-Associated Protein, marqueur des oligodendrocytes) et a une augmentation de I'expression

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein, marqueur des astrocytes) dans le corps calleux et la commissure

antérieure (Figure 18) 136,
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Figure 18 : diminution de la concentration sérique de T4 et altération de la différentiation des précurseurs des cellules
gliales en oligodendrocytes exprimant le facteur MAPG (myelin-associated glycoprotein) ou en astrocytes exprimant le
facteur GFAP (glial fibrillary acidic protein) dans le corps calleux de ratons issus de méres traitées avec du

propylthiouracile (PTU), un agent antithyroidien 136

e) Myélinisation

Compte-tenu de l'implication des hormones thyroidiennes dans la différenciation des cellules gliales
et du réle essentiel des oligodendrocytes dans la production de myéline ¥, il n’est pas surprenant
qu’une hypothyroidie soit associée a une myélinisation retardée et plus faible 1%, Ainsi, suite a une
hypothyroidie périnatale, le nombre d’axones myélinisés dans le corps calleux et la commissure
antérieure est anormalement faible chez le rat adulte %, Sur un modéle de souris présentant un
récepteur aux hormones thyroidiennes muté et ne pouvant pas fixer la T3, une diminution de
I'expression ARNm de la MBP (Myelin Basic Protein) a été notée 0. Par ailleurs, le défaut de
maturation axonale observé chez des animaux hypothyroidiens empéche un grand nombre d’axones

d’avoir un diamétre suffisant pour étre myélinisés 116,

f) Altérations biochimiques

Les modifications histologiques sont associées a des altérations des concentrations en neurotrophines,

des facteurs impliqués dans la croissance et la survie neuronale. Ainsi, I’exposition périnatale de rats
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au propylthiouracile (agent antithyroidien) réduit de fagon dose—dépendante I’expression d’ARNm du
facteur Ngf (Nerve Growth Factor)!®. L’exposition de rats adultes a cet agent induit une hypothyroidie
sévere (fT4 diminuée de 71% et TT3 de 44%) et augmente |'expression ARNm du facteur BDNF (Brain-

Derived Neutrophin Factor) dans I’hippocampe %,

Par ailleurs, les hormones thyroidiennes modulent le systeme GABAergique comme en témoigne la
suppression de I'inhibition GABAergique chez des rats adultes présentant une hypothyroidie périnatale
sévere (T4 diminuée de 70% ou plus et T3 réduite de 30 a 70%) '**. Les études semblent plutét
converger vers une diminution des concentrations de GABA dans le SNC d’animaux hypothyroidiens
142 Celle-ci pourrait s’expliquer par une diminution de I'expression de la GAD (Glutamic Acid
Decarboxylase), I’'enzyme responsable de la synthese de GABA a partir du glutamate, comme montré
dans I'hippocampe de rats exposés durant la période périnatale au méthimazole (0,0025% dans I'eau),
un inhibiteur de la synthése d’hormones thyroidiennes 3. Toutefois, toutes les études ne convergent
pas puisque certaines mettent en évidence au contraire une augmentation de la concentration de

142,144,145

GABA dans le SNC d’animaux hypothyroidiens

Les concentrations de dopamine et de sérotonine sont également modulées par un contexte
d’hypothyroidie. La dopamine est augmentée dans la substance noire et diminuée dans le striatum
d’un modele de rat génétiquement modifié pour présenter une hypothyroidie gestationnelle (T3 et T4
respectivement diminuées de 60 et 80%) 1. Ces résultats suggérent une altération du transport nigro-
striatal de la dopamine. L'administration de propylthiouracile a des rats de 3 semaines entraine une
hypothyroidie marquée (T3 et T4 diminuées de 70-90% ; TSH augmentée de 240-400%) et une
diminution de la dopamine et de la sérotonine dans le cortex, le complexe thalamus-hypothalamus, le

pons et le cervelet des animaux %6,

Le systéme cholinergique représente également une cible des hormones thyroidiennes.
L'acétylcholine est synthétisée a partir de choline et d’acétate par I'acétylcholine-transférase et est
dégradée par I'acétylcholinestérase. L'activité de I'actéylcholinestérase est diminuée dans le striatum,
le cortex cérébral, le cortex préfrontal, I'hippocampe et le cervelet de rongeurs nouveau-nés issus de
méres traitées par différents agents antithyroidiens #7714, L’activité de I'acétylcholine transférase est
également diminuée dans un contexte d’hypothyroidie. Suite a I'exposition périnatale de rats au
propylthiouracile (15-25 mg/L) ou a I’Aroclor 1254® (mélange de PCB ; environ 1 mg.kg™.j?), les rats
développent une hypothyroidie associée a une diminution de I'activité de I'acétylcholine transférase

150

respectivement dans le cortex et I’hippocampe *° ou dans le prosencéphale basale et I’hippocampe

151 L’activité de l'acétylcholine transférase est restaurée aprés l'arrét du traitement au

propylthiouracile .
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Malheureusement, la tres grande majorité des effets sur le développement du SNC d’un déficit en
hormones thyroidiennes a été mise en évidence pour des hypothyroidies séveres. Les données
décrivant les effets d’une hypothyroidie plus modérée sont beaucoup plus rares. C'est la une lacune

pour I’évaluation des perturbateurs thyroidiens qu’il s’agit de combler de fagon urgente.

C. Modeéeles mammiféres d'étude de la relation SNC - thyroide

Les différences inter-espéces décrites pour l'ontogenese du systeme thyroidien sont également

présentes pour le développement du SNC.

Chez le mouton, la chronologie des principales étapes de la neurogenése est relativement proche de
celle observée chez I'homme. En effet, chez ces deux espéces dites « précoces », le développement du
SNC est essentiellement in utero. Ainsi, la synaptogenése et la myélinisation sont déja bien avancées a
la naissance (Figures 19 et 20). Cette similitude favorise I'extrapolation a I'espéce humaine des effets

observés sur le SNC du feetus ovin.

L’extrapolation du rat a 'homme est quant a elle plus délicate. En effet, chez le rat, le développement
du SNC est plus tardif et se déroule majoritairement apres la naissance (Figure 20). Selon Legrand
(1984) 18, « le nouveau-né raton peut étre comparé a un feetus humain au deuxiéme trimestre de
grossesse, et un nouveau-né humain a un rat agé de 6-10 jours ». Chez le rat, I'influence maternelle
sur les mécanismes de neurogenése tardifs est donc plus limitée que pour les espéces précoces. De
nombreux processus du développement du SNC ne sont régulés que par la fonction thyroidienne du
nouveau-né. En outre, cela pose un probleme du point de vue de I'exposition aux perturbateurs
endocriniens du feetus a ces stades tardifs critiques puisque, chez les rongeurs, elle sera affranchie de

la barriére placentaire.
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Figure 19 : développement de la fonction thyroidienne et du systéeme nerveux central de la conception au 50éme jour

post-natal chez I'espéce ovine 8°
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Figure 20 : relation entre le développement du SNC (C) et le systeme thyroidien (A) chez I’espéce humaine. Les conditions

pouvant amener a un déficit en hormones thyroidiennes ont été précisées en B. Pour une comparaison avec le
développement chez le rat, I’équivalence de la naissance chez le rat est marqué par une zone verte autour de 20

semaines d’aménorrhée 152
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IV. Le bisphénol A

A. Présentation et principales utilisations

Le bisphénol A (BPA), 2,2-bis(4-hydroxyphényl)propane, répertorié sous le numéro CAS 80-05-7 est un
composé organique issu de la réaction entre deux molécules de phénols et une molécule d’acétone

(Figure 21).
CHs3
|
e s W
CH3

Figure 21 : structure chimique du bisphénol A

Les propriétés physico-chimiques du BPA sont résumées dans le Tableau 3. En raison de ses 2
groupements phénols, le BPA est un acide faible. Ses 2 noyaux phényles lui conferent un caractere

lipophile comme le souligne son coefficient de partage relativement élevé.

Tableau 3 : principales propriétés physico-chimiques du bisphénol A

Formule chimique brute CisH1602
Masse moléculaire 228,3 g/mol
Densité 1,2
Coefficient de partage n-octanol/eau (logP) 3,32

300 mg/L dans I'eau

Solubilité
>100 mg/L dans I'éthanol 95%
pKa 9,6
Point de fusion 153 °C

Synthétisé pour la premiére fois en 1891 par le chimiste russe Alexandre Dianine, le BPA a ensuite
intéressé quelques temps les industriels pharmaceutiques pour ses propriétés cestrogénomimétiques

avant d’étre abandonné au profit du diéthylstilbestrol. Depuis les années 1960, le BPA est utilisé
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massivement par l'industrie du plastique (> 3 millions de tonnes par an) comme monomere pour la
fabrication de polyméres tels que les polycarbonates et les résines époxydes. Les polycarbonates sont
notamment utilisés dans la fabrication de conditionnements alimentaires, de bonbonnes d’eau ou
encore pour certains ustensiles de vaisselle. Les résines époxydes sont quant a elles utilisées comme
film de protection dans les conserves en métal notamment en raison des propriétés bactériostatiques
et thermorésistantes du BPA. Malheureusement, dans certaines conditions extrémes de chauffage
et/ou de pH, des monomeéres de BPA peuvent étre libérés du polymére et migrer directement dans les
denrées alimentaires’® >, Ainsi, des contaminations allant de 1 & 420 pg/kg d’aliment ont été
décrites’>>1°¢, Qutre son utilisation dans le domaine alimentaire, le BPA entre également dans la
composition de papiers thermiques (ex : tickets de caisse), peintures, laques, dispositifs médicaux,
composites dentaires... Le transfert de BPA a d’ailleurs été décrit chez I’homme suite a un contact avec

157,158

des implants dentaires contenant des résines époxydes ou encore suite a l'utilisation de

dispositifs médicaux en polycarbonate (cathéters, sondes...).

B. Principaux effets du bisphénol A

Le BPA a été tres étudié pour ses propriétés perturbatrices endocriniennes. En raison de son activité
cestrogénomimétique °91%0 |es scientifiques se sont particuliérement attachés a |'exploration des

effets du BPA sur le développement et la fonction de reproduction.

Chez l'animal, il est avéré que l'exposition périnatale au BPA induit des troubles du systeme
reproducteur femelle. Ainsi, le traitement au BPA (100 pg.kg™.j*; SC) de souris du 1° jour de gestation
au 7°™ jour post-natal entraine une hyperplasie endométriale et augmente la survenue de kystes
ovariens chez les nouveau-nés °1. Chez la rate, |'exposition périnatale au BPA a une dose de 100
ug.kgt.jtvia l'eau de boisson induit des modifications du cycle ovarien 2, Le traitement par voie orale
de jeunes souris a une dose de BPA de 50 ug.kg™.j! est associé a une baisse des capacités de fertilité
de I'ovocyte 83, Ceci est en accord avec la diminution des capacités de reproduction de souris femelles

exposées durant la période périnatale (25 ng.kg™.j!; SC) %4,

Il est avéré chez I'animal que la glande mammaire présente une sensibilité importante au BPA. Ainsi,
I'exposition prénatale au BPA induit des altérations du développement de la glande mammaire chez le
singe (400 pg.kg.jt;vVO) 1 et chez la souris (0,25 pg.kg™.j!; SC) 2. L'exposition périnatale au BPA est
également suspectée d'induire sur la glande mammaire le développement de lésions de type

néoplasique au regard des résultats obtenus chez le rat a une dose de 2,5 — 1000 pg.kg2.j* (SC) 16>166,
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Elle est également suspectée d'augmenter chez I'animal la susceptibilité des glandes mammaires a

développer ultérieurement des tumeurs mammaires lors de co-expositions avec un agent cancérigene.

Outre ses effets sur la fonction de reproduction, il est suggéré chez le rongeur que |'exposition
périnatale au BPA (10- 100 pg.kg™.j?) altére le métabolisme énergétique et favorise la survenue chez

I’adulte de syndromes métaboliques tels que I'obésité 167168 |3 résistance a I'insuline voire le diabéte

(Figure 22) 169-171,
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Figure 22 : homéostasie glucidique sanguine (A) aprés un test de tolérance a I'insuline intra-péritonéale et (B) un test de
tolérance au glucose intra-péritonéale chez des souris agées de 6 mois et exposées in utero au BPA 10 (F1 BPA10) ou 100

(F1 BPA100) ug.kg2.j* (S.C.) ou au contréle (F1-C) 170

Le systeme nerveux central et la fonction thyroidienne constituent également des cibles du BPA. Les

conséquences d’une exposition au BPA sur ces deux systemes sont développées plus loin dans les

parties E et F.

Alors que chez l'animal de nombreux effets du BPA sont désormais avérés, ces effets restent
controversés chez I'homme. En effet, de nombreuses incertitudes existent quant a la transposabilité a
I'homme des différents effets mis en évidence chez les rongeurs dans la majorité des cas. Des
corrélations entre I'exposition au BPA et I'apparition d’effets néfastes ont été observées chez I’homme
au travers d’études épidémiologiques %7174, Toutefois, compte-tenu des nombreux facteurs de
confusion possibles, les véritables liens de causes a effets restent difficiles a établir. Des incertitudes
relevent également de la composante "exposition". En effet, alors que les voies parentérales sont
souvent utilisées pour exposer les animaux, peu de données permettent de comparer la

biodisponibilité de ces voies par rapport a la voie alimentaire principalement décrite chez I'homme.
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Dans ce contexte, I'évaluation du risque par les agences de santé publique est délicate et les résultats
de ces expertises sont quelque peu controversés eu égard aux incertitudes quant a la plausibilité de

ces effets chez I'homme.

En 2015, I'EFSA (European Food Safety Authority) a réalisé une évaluation du risque sanitaire du BPA.

175

Elle a notamment fait état d'effets probables du BPA sur le rein et la glande mammaire *’> et a proposé

de diminuer la dose journaliére tolérable (DJT) de 50 a 4 pg.kgt.j 2.

Parallelement a I'établissement de ces valeurs toxicologiques de référence, les experts de I'EFSA ont
mené un travail d’évaluation de I'exposition de la population humaine au BPA. Bien que des voies
d’exposition annexes (cutanée, respiratoire) aient été identifiées, la contamination par voie orale, plus
particulierement par voie alimentaire, reste majoritaire (80% de I’exposition humaine externe). En
croisant les données de contamination des denrées en BPA avec les fréquences de consommation
humaine, I'exposition externe au BPA a été estimée a 0,388 pg.kg™.j* pour une femme enceinte. Les
adolescents constitueraient la tranche d’age la plus exposée au BPA (1,449 ug.kg™.j!) dans les scénarii

les plus extrémes 7°,

La comparaison de la DJT temporaire avec ces données d’exposition a conduit I'EFSA a déclarer comme

négligeable le risque pour la santé humaine de I'exposition au BPA.

On peut imaginer que les données de I'EFSA surestiment |'exposition humaine retrouvée dorénavant
en France. En effet, ces estimations ont été réalisées a partir de données de contamination des denrées
antérieures a janvier 2015, date a partir de laquelle I'utilisation du BPA dans les conditionnements
alimentaires a été interdite en France. Malheureusement, aucune étude d'épidémio-surveillance n'a
été menée en France depuis cette interdiction, empéchant d'évaluer l'impact de cette mesure sur

I'exposition interne de la population francaise.

En France, I'agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
(Anses) s’est montrée plus réservée que I'EFSA quant au risque représenté par I'exposition de la
population humaine au BPA >, Le groupe de travail dédié a I'étude des perturbateurs endocriniens a
ainsi considéré que « certaines situations d’exposition de la femme enceinte au BPA présentent un
risque pour la glande mammaire de I'enfant a naitre ». Le niveau de confiance attaché a ces résultats

a été jugé comme « modéré ».
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C. Données d’exposition interne humaine

De nombreuses publications décrivent les niveaux d’exposition au BPA retrouvés au sein de cohortes.
Outre par la population observée (homme/femme, patients sains/hospitalisés) et la matrice biologique
analysée, ces études se différencient par la nature méme de I'analyte mesuré. En effet, au sein de
I’organisme, le BPA peut subir principalement des biotransformations de phase Il et étre métabolisé
en BPA-glucuronide (BPA-G) sous I'action de la glucuronotransférase ou en BPA-sulfate (BPA-S) sous
I'action de la sulfotransférase (Figure 23). Ainsi, certaines techniques analytiques mesurent
séparément le bisphénol A non-conjugué et ses métabolites conjugués tandis que d’autres méthodes
mesurent conjointement I'ensemble des composés (BPA total : BPA non-conjugué et BPA conjugué)
généralement suite a une étape de déconjugaison enzymatique. Cette information est a prendre en
compte dans l'interprétation des données d’exposition puisque les métabolites du BPA, en particulier
le BPA-G (principal métabolite formé chez I’'homme), sont considérés comme biologiquement inactifs
pour I'organisme . |Is constituent néanmoins une information importante car ils sont le reflet d’une

exposition de I'organisme a la molécule parent.
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Figure 23 : métabolisation chez ’lhomme du bisphénol A (1) en bisphénol A glucuronide (2)

et en bisphénol A sulfate (3) 177

1. Données urinaires

Les données urinaires obtenues dans les études d’épidémio-surveillance humaine correspondent le
plus souvent aux concentrations de BPA total puisque seule une tres faible fraction de la dose
d’exposition au BPA est retrouvée sous forme de BPA non-conjugué dans les urines, la majorité étant

sous forme de BPA-G.

La détection de BPA total dans les urines de 93% des participants de la cohorte américaine NHANES

témoigne du caractére ubiquitaire de I'exposition humaine au BPA 78, Ceci est en accord avec la
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détection de BPA total dans les urines de respectivement 75 - 82 et 96% des participants de cohortes
d’hommes coréens 174, de femmes enceintes 172 et d’étudiants américains consommant des boissons
contenues dans des conditionnements en polycarbonate '7°. La Figure 24 décrit les concentrations
urinaires moyennes de BPA total ainsi que les concentrations maximales mesurées dans différentes
études d'épidémio-surveillance humaine américaines, européennes et asiatiques menées entre 2001
et 2012. La concentration moyenne de BPA total est généralement comprise entre 1 et 5 ng/mL '*°. De
trés fortes concentrations (parfois supérieures a 100 ng/mL) sont reportées dans certaines études,

toutefois de fagon assez anecdotique 818,

En théorie, la mesure des concentrations urinaires permet de calculer I'exposition externe des
individus au BPA en raison d’une élimination du BPA quasi exclusivement urinaire chez 'lhomme.
Néanmoins, la cinétique d’élimination du BPA étant particulierement rapide, les concentrations
urinaires mesurées au cours de la journée varient considérablement au sein d’'un méme individu. Par
conséquent, I'estimation de I’exposition humaine au BPA a partir d’un seul prélevement journalier
d’urine peut étre tres imprécise. L'estimation peut étre améliorée lorsqu’elle est basée sur la

concentration en BPA mesurée sur des urines collectées pendant 24 heures.
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Figure 24 : concentrations urinaires en BPA total rapportées dans la littérature pour des études publiées

entre 2001 et 2012 155
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2. Données sanguines chez I’adulte

Si les données urinaires permettent d’estimer I'exposition globale, la mesure des concentrations
sanguines en BPA apporte un élément essentiel dans I'analyse du risque. En effet, d’aprés un principe
fondamental en pharmacodynamie / pharmacocinétique, ce sont les concentrations circulantes d’un

composé qui déterminent les effets observés.

De nombreuses études d'épidémio-surveillance se sont focalisées sur I'évaluation de I'exposition
interne au cours de la grossesse. Les récentes études menées sur des cohortes de femmes enceintes
décrivent des concentrations sanguines maternelles en BPA non-conjugué allant de plusieurs centaines
de pg/mL (voire des valeurs indétectables) ¥ 3 4,8 + 1,6 ng/mL (moyenne * SD) 18 (Tableau 4). Il est
a noter que des concentrations sanguines trés élevées ont été mesurées. Néanmoins, ces fortes
concentrations sont a prendre avec précaution puisqu'il pourrait s'agir de contaminations dues au

relargage de BPA depuis les dispositifs médicaux 4.

Tableau 4 : Concentrations sanguines en BPA non-conjugué dans différentes études d’épidémio-surveillance menées chez

des femmes enceintes

% LOD Intervalle | Moyenne +
Référence Cohorte Méthode n
détection | (ng/mL) | (ng/mL) SD ng/mL)
0.045- 0.25-
182 Etats-Unis LC/MS/MS 48 25
0.35 0.51
ND -
183 Etats-Unis HPLC-MS 80 0,02 4,8+/-1,6
96,43
0.22 - 0.36 +/-
185 Italie GC-MS 50 0.01
0.50 0.08
1,36 +/-
186 Canada GC-MS 61 97 0.01 ND - 4,46
1,18
187 Inde GC-MS 40 70 0,52 ND-22,49 4,62
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3. Données sur le sang de cordon et le liquide amniotique

En raison de la sensibilité accrue du foetus aux perturbateurs endocriniens, le transfert placentaire du

BPA a particulierement été étudié.

In vitro, le BPA est capable de transférer rapidement et de facon bidirectionnelle a travers la
monocouche de cellules BeWo (lignée cellulaire de choriocarcinome placentaire humaine) 2,
Similairement, il a été montré dans des études ex vivo, sur des placentas humains a terme collectés au
moment de l'accouchement, que le BPA diffuse passivement a travers le placenta dans les sens

materno-foetal et foeto-maternel 188189,

Dans des études d'épidémio-surveillance, le BPA non-conjugué et le BPA total ont été dosés dans le
liquide amniotique de femmes aux 2™ et 3™ trimestres de grossesse. Avec une limite de détection
analytique de 0,1 ng/mL, le BPA total a été détecté dans 16 des 20 échantillons du 2™ trimestre
(médiane de 0,47 ng/mL; [ND; 0,75 ng/mL]) et le BPA non-conjugué dans 9 des 20 échantillons
(médiane de 0,38 ng/mL; [0,31 — 0,43] ng/mL) **°. Sur les 20 prélévements du 3™ trimestre, le BPA
total a été détecté sur 2 échantillons et le BPA non-conjugué sur 1 échantillon (0,42 ng/mL). Sur une
cohorte de 40 femmes indiennes, le BPA non-conjugué a été détecté (LOD 0,52 ng/mL) respectivement
dans 70 et 65% des prélevements de sang maternel et de liquide amniotique avec une moyenne

géométrique de 4,6 et 4,8 ng/mL %7,

Les concentrations de BPA (total ou non-conjugué) ont également été mesurées dans le sang de cordon
(Tableau 5). Ces différentes études confirment que le BPA est capable de franchir la barriere
placentaire. Une corrélation positive a été mise en évidence entre les concentrations de BPA total
mesurées dans le sang de cordon et le sang maternel 1. Malheureusement, la relation entre les
concentrations de BPA non-conjugué dans le sang de cordon et le sang maternel n’a été que tres peu
étudié. On peut toutefois noter que les concentrations en BPA non-conjugué mesurées dans le sang

de cordon sont du méme ordre que les concentrations sériques décrites dans la population générale.
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Tableau 5 : concentrations en BPA (non-conjugué ou total) mesurées dans le sang de cordon ombilical

BPA
Sexe Moyenne
total ou LOD Intervalle
Référence | Cohorte | Méthode | n du +SD
non- (ng/mL) | (ng/mL)
foetus ng/mL)
conjugué
Non-
192 Allemagne | GC-MS 37 m 0.01 0,2-9,2 2,9+2,5
conjugué
Non- 0,45 - 0,62
193 Japon HPLC-FD | 9 | metf 0.04
conjugué 0,76 0,13
Corée du 0,65 %
91 HPLC-FD | 300 | metf Total 0.625
Sud 1,06
Non-
194 Taiwan HPLC-UV | 97 | metf 0,13 1,1+2,2
conjugué
Non- 0,14 - 1,12 £
173 France RIA 106 m 0.08
conjugué 4,76 0,86
195 Canada GC-MS 12 | metf Total 0,026 ND-2,57 1,82
Non-
196 Etats-Unis | HPLC-MS | 84 | metf ND-52,26 0,16
conjugué
1,81-
197 Chine GC-MS | 262 | meff 2,77
5,54
Non- 1,14
108 France RIA 128 m 0,08
conjugué 1,47
Non-
183 Etats-Unis | HPLC-MS | 80 | metf 0,2 ND-41,83 | 3,1+0,7
conjugué
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D. Données pharmacocinétiques et controverse

En paralléle des études d’épidémio-surveillance humaine, des études pharmacocinétiques ont été
menées sur animal ou directement chez 'homme. Celles-ci avaient pour objectif d’estimer les
parameétres pharmacocinétiques du BPA afin de pouvoir déterminer les concentrations sanguines

circulantes, dans les conditions d’exposition environnementales, a I'aide de la formule suivante :

Dose X F

Css =
SS l

ou « Css » représente la concentration a I’équilibre du BPA, « Dose » la dose de BPA administrée par
unité de temps, « F » la biodisponibilité du composé par la voie d’administration étudiée, et « Cl » la
clairance du composé. Le parametre Dose correspond a |’exposition journaliere externe estimée par

les études d’exposition décrites précédemment.

La clairance plasmatique est un paramétre pharmacocinétique qui décrit la capacité d’'un systeme
biologique a éliminer un composé. Pour estimer la clairance plasmatique d’'un composé, il est

nécessaire de 'administrer par voie intraveineuse et de calculer le ratio :

Dose

Cl= AUC

ou I’AUC (Area Under the Curve) correspond a I'aire sous la courbe déduite du décours temporel des
concentrations sanguines de ce composé. Pour des raisons éthiques, I'administration intraveineuse de
BPA chez 'homme n’était pas envisageable et la clairance du BPA n’a donc pas pu étre directement
déterminée chez ’lhomme. Cependant, la clairance du BPA chez ’'homme a pu étre estimée par une
approche allométrique 92%, Cette derniére consiste a établir, a I'aide d’une équation mathématique,
une relation quantitative entre un paramétre pharmacocinétique (ici la clairance) et un parametre
biologique (généralement le poids corporel) mesurée chez différentes espéces. Ainsi, a I'aide des
clairances déterminées chez la souris, le rat, le chien, le cochon, le mouton et le cheval, la clairance du

BPA chez ’homme a pu étre estimée a 1,79 L/min .

L’alimentation contribuant trés majoritairement a I'exposition externe humaine au BPA 15175,
I’estimation de la biodisponibilité du BPA par voie orale apparait comme un élément clé dans la
prédiction des concentrations sanguines de BPA. La biodisponibilité d’'un composé par voie orale

dépend de plusieurs composantes dont en particulier :

-I’absorption intestinale qui reflete le passage du composé du tractus digestif a la veine porte au

travers de I'épithélium intestinal. Cette étape est limitée par la capacité du composé a traverser la
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barriére intestinale (fonction de la balance hydrophile / lipophile du composé) et par le métabolisme

pouvant exister au sein méme des entérocytes (notamment sous I'action de cytochromes P450).

-I'effet de premier passage hépatique qui correspond a la métabolisation par le foie d’une fraction
plus ou moins importante de la dose absorbée avant méme qu’elle n’atteigne la circulation générale

(Figure 25).

Bioavailability

To faeces Metabolism Metabolism

Figure 25 : schéma représentant les différentes composantes intervenant dans la biodisponibilité d’un composé

administré par voie orale 201

De fagcon cohérente avec les propriétés physico-chimiques du BPA (logP = 3,32), les études
pharmacocinétiques menées chez ’homme et I'animal ont montré que le bisphénol A est tres bien
absorbé au niveau du tractus digestif. En effet, suite a une administration orale de 5 mg ou 25 ug de
d16-bisphénol A, 118 et 90% de la dose ont été retrouvées dans les urines 2°>2%%, De méme, chez le rat,
la fraction absorbée a été estimée a 77 — 98 et 67 % suite a un gavage gastrique de BPA aux doses
respectives de 100 pg/kg 24, 10 mg/kg 2% et 100 mg/kg 2°. Chez le mouton, 100 % de la dose de BPA

administrée (100 mg/kg, gavage orogastrique) a été retrouvée dans les urines 2%,

En revanche, suite a une administration orale de bisphénol A et en dépit d’une absorption quasi-totale,
seule une trés faible fraction de la dose administrée est retrouvée sous forme de molécule parent dans
la circulation sanguine, suggérant un trés fort effet de premier passage hépatique. En effet, I'exposition
interne représente presque exclusivement les métabolites conjugués du BPA et particulierement le
BPA-glucuronide. Ainsi, chez le rat, alors que I’aire sous la courbe de BPA non-conjugué représente
11% de I'aire sous la courbe de BPA total suite a une administration intraveineuse, elle ne représente
que 0,4 % suite a une administration par voie orale 2°*. De méme, ce ratio est de 0,1 et 7,7% chez le

chien exposé au BPA respectivement par voies orale et intraveineuse?”’. Cet important effet de
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premier passage hépatique est en accord avec les tres fortes clairances intrinseques calculées in vitro

208

sur des modeles de cultures d’hépatocytes humains 2 ou a partir de fractions microsomales de foie

humain %,
Au total, la biodisponibilité du BPA par voie orale est limitée et est estimée a seulement 2-3% 204209,

Ainsi, d’aprés les estimations des différents paramétres pharmacocinétiques du BPA, a savoir la
clairance (1,79 L/min) et la biodisponibilité (3%), ainsi que la dose journaliére d’exposition au BPA (0,1
-1 pg.kgt.j 1), la concentration sanguine en BPA attendue a I’équilibre est de I'ordre du pg/mL. Il existe
donc un facteur 1000 entre les concentrations décrites dans les études d’épidémio-surveillance
humaine et les estimations établies a partir des parametres pharmacocinétiques du BPA. Face a cette
discordance, une controverse s’est installée sur la véritable exposition interne de ’homme au BPA et

différentes hypothéses ont été échafaudées pour expliquer cette différence.

Premierement, l'utilisation du BPA étant massive et diverse, le risque de contamination des
échantillons dans les études d’épidémio-surveillance a été soulevé'’”210211 En effet, si|'utilisation dans
les études de pharmacocinétique d’isotopes du BPA permet de s’affranchir de tout risque de
contamination, ce dernier est beaucoup plus difficile a contréler dans les études d’épidémio-
surveillance. Certains auteurs affirment que les niveaux de BPA décrits dans la littérature résulteraient
de contaminations. Cette hypothese est toutefois remise en questions puisque des concentrations

212 malgré I’établissement depuis

sanguines de I'ordre de 0,1 — 1 ng/mL de BPA ont été décrites
plusieurs années de pratiques expérimentales strictes visant a contrdler le risque de contamination
tout au long du processus de prélevement (utilisation de dispositifs de prélevements dépourvus de
BPA), de préparation des échantillons (contrdle de la non-contamination de la matrice de dosage) et

de dosage analytique.

Une deuxiéme hypothése est basée sur une sous-estimation de la véritable exposition humaine au
BPA. En effet, il est admis que I'alimentation constitue la principale source d’exposition au BPA.
Néanmoins, il a été mis en évidence que 'homme peut également étre exposé par voie aérienne via
des poussieres en suspension dans I'air ou encore par voie cutanée lors du contact avec des tickets de

213216 | e passage transcutané du BPA a d’ailleurs été montré sur des

caisse ou des cosmétiques
explants de peaux 217?18, Ces voies d’exposition sont désormais prises en considération par les agences

dans I'évaluation du risque via I'utilisation de « doses équivalentes orales » mais restent négligeables

175

Une derniere hypothése réside dans la contestation de I'estimation de la biodisponibilité par voie

orale. En effet, alors que la contamination humaine au BPA se fait essentiellement par voie alimentaire,
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dans la trés grande majorité des études pharmacocinétiques, I'exposition a été effectuée par gavage

202 court-circuitant ainsi la premiére partie

gastrique 2°4?1° ou via I'ingestion d’une capsule de gélatine
du tractus digestif. Compte tenu de la trés grande capacité du bisphénol A a franchir les muqueuses,
I’hypothése d’une absorption sublinguale a été proposée et testée via le dép6t de gouttes d’une
solution de BPA sous la langue de chiens. Le suivi du décours temporel des concentrations
plasmatiques de BPA a alors mis en évidence une importante absorption sublinguale du BPA associée
a une biodisponibilité trés élevée (70-90%). Bien que contesté par certains auteurs 22°, ce mécanisme

d’absorption pourrait expliquer en partie les concentrations sanguines élevées décrites chez I’homme

dans la littérature 2%,

E. BPA et systéeme nerveux central

L'exposition périnatale au BPA est associée, in vitro et in vivo, a de nombreuses altérations du

développement du SNC.

Des troubles de la synaptogenése ont été rapportés au sein de I’hippocampe de foetus primates issus
de meres exposées au BPA durant les 2 derniers mois de gestation via un implant sous-cutané
permettant de délivrer une dose de 50 ou 400 pg.kg™.j 2%222, Une inhibition de la synaptogenése a
également été observée chez des souris exposées au BPA (40 et 400 pg.kg™.j?; VO) durant la période
périnatale 23, Cette inhibition était associée & une diminution de I'expression de la synapsine chez des
souris (40 pg.kg.j!) 2** et de la synaptophysine chez des rats (500 pg.kg™.j!) 22 exposés oralement au
BPA durant la période périnatale. De plus, I'exposition de rates gestantes au BPA (40 pg.kg™.j*; VO) du
6°m jour de gestation au 21°™ jour post-partum a entrainé des troubles de la myélinisation des

oligodendrocytes dans I’hippocampe de leur progéniture a 21 et 90 jours post-natal 22°.

En parallele de ces altérations histologiques, les concentrations de neuromédiateurs dans
I’hippocampe ont été modulées par le BPA. Ainsi, le traitement de souris durant la période de gestation
et de lactation a une faible dose de BPA (250 ng.kg™.j!; SC) a induit, dans I'hippocampe des ratons,
une diminution du métabolisme de la sérotonine ?*’ et une augmentation de la concentration de
dopamine associée a une réduction du ratio DOPAC / dopamine 2. Ceci était en accord avec
I'altération du nombre de neurones dopaminergiques retrouvée chez des foetus primates exposés au

BPA 50 pg.kgt.jtdurant la période prénatale 22,

La voie de I'acétylcholine représente également une cible du BPA comme en témoigne la diminution

de lI'immunoréactivité de l'acétylcholine transférase dans I’hippocampe de souris males exposées
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durant la période périnatale au BPA (dés 30 ng/g de nourriture) % Les modifications histologiques et
biochimiques observées convergent vers I'hypothése d’une altération par le BPA de la plasticité
neuronale au sein de I’hippocampe. Cette hypothése est renforcée par la diminution de I’expression
de génes codant pour les récepteurs au glutamate et au NMDA décrite chez les rats males issus de
méres traitées oralement au BPA (respectivement a 50 et 500 pg.kg™.j!) #2°. Ce mécanisme pourrait
étre a I'origine de modifications comportementales apparaissant chez des animaux exposés, a savoir

des troubles de la mémorisation 22>22%23% et une augmentation de I'anxiété 228239,

Similairement aux troubles décrits dans I’hippocampe, I'exposition prénatale au BPA a entrainé des
altérations de la synaptogenése dans le cortex préfrontal de nouveau-nés primates 2. Au vu des
résultats d’'une étude complémentaire également menée sur le modeéle primate, le mécanisme
impliqué résiderait, au moins en partie, sur l'inhibition par le BPA de la synaptogeneése induite dans le

cortex par I'cestradiol %2,

Par ailleurs, I'exposition prénatale de souris au BPA (20 et 200 pg.kg™.j*; VO) a été associée a une mise
en place anormale des différentes couches cellulaires corticales 232, Une accélération de la
différenciation et de la migration neuronale a été observée dans le cortex de souris exposées pendant
la gestation (20 pg.kg™.j’?; SC) 2%, En paralléle, I'expression des ARNm codant pour les récepteurs THRa
et THRP et pour L1CAM, un facteur impliqué dans la régulation cellulaire et la croissance neuronale et
régulé par les hormones thyroidiennes, a été modulée. Suite a une exposition a des doses de BPA de
20 et 200 pg.kgtj! (VO), les souris ont également présenté des modifications de la projection des

neurones dopaminergiques ainsi qu’un comportement apparenté a de I’hyperactivité 22,

Au sein de I'hypothalamus, I'exposition périnatale au BPA se traduit par des altérations de différents
médiateurs et voies neuronales. Ainsi, une modification de I'expression génique du récepteur B a
I'cestrogéne a été observée dans I’hypothalamus de ratons exposés in utero au BPA (2,5 pg.kg™.j*; vVO)

234 ’exposition de larves de zebrafish au BPA (de 1,5 & 200 ng/mL) a également induit une

augmentation de la synaptogenése 23>23

associée a une augmentation de I'expression de neurones
GnRH3 27, In vitro, 'expression des marqueurs neuronaux MAP2 et synapsine | a été augmentée sur
des cultures de cellules hypothalamiques exposées au BPA (2 — 20 ng/mL) 3%823% Enfin, les
concentrations hypothalamiques de neuromédiateurs (GABA, glutamate, norépinéphrine) ont été
modifiées chez les souris femelles issues de méres traitées au BPA (500 pg.kg?.jt; VO) entre le 1* jour

de gestation et la 3°™ semaine post-partum 2%,

Au sein des amygdales, I'exposition au BPA (2 ug.kg™.j; SC) de rats durant la période périnatale s'est

manifesté chez les rats agés de 28 jours, par une modification de la transmission synaptique
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caractérisée par une diminution de I'effet inhibiteur GABAergique et un renforcement des neurones
dopaminergiques 2*'. Cette derniére observation était en accord avec I'augmentation du ratio des

228 ot des concentrations de dopamine et de

concentrations DOPAC / dopamine dans les amygdales
sérotonine au sein des noyaux caudés 2*2, sur des souris de 3 ou 14-15 semaines exposées par voie

sous cutanée au BPA (doses respectives de 0,25 et 20 ug.kg™.j) durant la période périnatale.

Le développement du cervelet est aussi modulé par I'exposition au BPA. Ainsi, des modifications
histologiques telles qu’un épaississement de la couche granulaire externe du cortex cérébelleux ont
été observées chez des souriceaux exposés a de trés fortes doses de BPA (14 et 39 mg/kg
respectivement pendant la gestation et la lactation, via I'eau de boisson) 2. Ces altérations ont été
associées a une augmentation de I'expression de Pax6, un facteur de transcription régulant la
migration neuronale au sein du cortex cérébelleux. Par ailleurs, suite a une administration pendant 4
jours dans le LCR de nouveau-nés rats, le BPA (500 pg.kg™.j!) a augmenté la croissance dendritique
des neurones de Purkinje selon un mécanisme estrogéno-dépendant %**. Le BPA a altéré la
phosphorylation E2-dépendante du facteur ERK1/2 (facteur régulant la croissance et la mort
neuronale) au niveau de cortex cérébelleux de ratons exposés 2. In vitro, un traitement au BPA (de
I'ordre du pg/mL) a aussi perturbé la croissance dendritique des cellules de Purkinje induite par la

thyroxine sur des modéles de cellules de cervelet murin en culture 32,

F. Bisphénol A et perturbation thyroidienne

Malheureusement, les effets du BPA sur le développement du SNC n'ont que rarement été étudiés en
relation avec une potentielle perturbation thyroidienne. Pourtant, au cours des derniéres années, de
nombreuses données mettent en évidence qu'outre ses effets sur la fonction de reproduction, le BPA

perturbe également le systéme thyroidien.

Des données épidémiologiques obtenues sur une cohorte d’hommes (consultant pour des problemes
de fertilité de couple) ont fait apparaitre une corrélation positive entre la concentration urinaire en
BPA et la concentration sanguine en TSH %%, Par ailleurs, les données issues de la cohorte NHANES
(n=1346 adultes sains) suggerent une relation inverse entre la concentration urinaire en BPA et la

27 Dans une autre étude, une relation inverse entre les

concentration sanguine en T4 totale
concentrations sériques en BPA et en T4 libre a été mise en évidence chez des adultes masculins 2%,
Sur une cohorte regroupant des femmes enceintes et leurs enfants (étude CHAMACOS), la
concentration urinaire maternelle en BPA était négativement corrélée a la concentration sanguine

maternelle de T4 totale lorsque les prélévements d’urine maternelle et de sang de cordon étaient
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rapprochés dans le temps 2%°. La concentration urinaire moyenne en BPA mesurée chez la mére était
également corrélée a une diminution de la TSH chez les enfants de sexe masculin. Au sein de la cohorte
HOME, I'augmentation par un facteur 10 de la concentration urinaire maternelle en BPA a été associée
a une concentration 36 % plus faible de la TSH dans le sang de cordon des nouveau-nés de sexe féminin
250 |'ensemble de ces données épidémiologiques suggérent un effet inhibiteur du BPA sur la fonction

thyroidienne mais des facteurs de confusion restent possibles.

Les travaux étudiant I'effet du BPA sur la fonction thyroidienne chez les mammiféres sont encore rares.
Dans une étude menée chez le rat, I'augmentation physiologique des concentrations sériques de T4
totale observée 15 jours apres la naissance était amplifiée chez les ratons issus de méres traitées au
BPA par voie orale du 6°™ jour de gestation au sevrage a une dose de 1 mg.kg™.j?, soit une dose 5 fois
plus faible que la dose sans effet (NOAEL = 5 mg.kg™.j?) 1. Cet impact sur les concentrations
circulantes de T4 était associé a des modifications, dans le gyrus denté de I’hippocampe, de
I’expression de la neurogranine, un biomarqueur de la différenciation neuronale régulé par les
hormones thyroidiennes. Dans une autre étude, chez des rates gestantes, I'exposition au BPA 0,1 mg/L
via I’eau de boisson (soit approximativement 10 pg.kg™.j!) entrainait une diminution transitoire de la
concentration maternelle de T4 libre aux jours 0 et 7 post-partum 2. Chez les rats méles issus des
meres traitées, une augmentation de la concentration de T4 libre a J7 et une diminution a J21 ont été
observées. Par ailleurs, 'administration & des brebis gestantes de BPA (5 mg.kg™.,j*; S.C.), du 28%me
jour a la fin de la gestation, a été associée a une hypothyroxinémie maternelle avec une diminution de
30% de la concentration de T4 totale en moyenne (Figure 26). Les nouveau-nés issus des meres traitées
présentaient une diminution des concentrations sériques en T4 libre et en T3 totale dans le sang de
cordon et/ou le sang jugulaire (Figure 27) .
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Figure 26 : décours temporel des concentrations moyennes (+ SEM) de T4 totale dans le sang jugulaire de brebis

gestantes traitées par du BPA (5 mg.kg™.j1; S.C.) ou par le véhicule du 28™me au 145%™¢ jour de gestation 6!
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Figure 27 : concentrations moyennes ( SEM) de la T4 totale, de la T4 libre et de la T3 totale dans le sang de cordon, le
sang jugulaire foetal (1h et 2 mois apres la naissance) et maternel aprés traitement des brebis gestantes par du BPA

(5 mg.kg.j1; S.C.) ou le solvant (VEH) du 282™me au 145%™e jour de gestation 6!

Parallelement, des études a visée plus mécanistique ont été réalisées sur des modeles de larves de
xénopes ou de zebrafish. L'exposition au BPA (30 uM) de stades larvaires de xénopes entrainait un
ralentissement de la métamorphose de ces organismes 3. Le BPA inhibait les modifications
métamorphiques de I'intestin et bloquait la résorption de la queue induite par la T3 2%, De plus, sur
des modeles transgéniques de larves de xénopes ou de zebrafish exprimant la GFP sous le contrdle du
TRE (Thyroid hormone Response Element), le promoteur des génes cibles des hormones thyroidiennes,
I’exposition au BPA diminuait la fluorescence induite par la T3 suggérant un effet antagoniste du BPA
sur les récepteurs aux hormones thyroidiennes 7423, Le BPA inhibait également I'effet inducteur de la
T3 sur I'expression des génes TRa, TRB et RXR (un facteur formant un dimére avec le récepteur
thyroidien et contrélant son activité) 232, Sur des embryons de zebrafish, le traitement au BPA 108
M augmentait, en I'absence de T3 dans le milieu, la transcription des génes tg et pax8 respectivement
impliqués dans la synthése des hormones thyroidiennes et dans le développement des cellules

folliculaires thyroidiennes 2%,

Différents modeles cellulaires semblent confirmer les effets antagonistes du BPA sur I'expression de

génes impliqués dans la synthése des hormones thyroidiennes 2>7-2%0, |’inhibition par le BPA des effets

69



LE BISPHENOL A

induits par la T3 passerait par le recrutement des corépresseurs nucléaires des récepteurs aux
hormones thyroidiennes N-Cor (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT (Silencing Mediator of
Retinoid and Thryoid hormone receptors) 258261, A forte dose (Ki = 112,3 uM), le BPA agirait comme un
compétiteur non-compétitif des transporteurs NIS (Sodium lodine Symporter) responsables du

transport de I'iode a I'intérieur des follicules thyroidiens 2*7.

Le tableau 6 présente les résultats de différentes études décrivant les effets d’'une exposition pré- ou
périnatale sur le développement du SNC et/ou de ses effets sur la fonction thyroidienne, en paralléle
ou non de I'exploration de I'exposition interne au BPA. Malheureusement, ces 3 composantes ne sont
jamais étudiées conjointement, et c’est Ia une lacune pour I'évaluation du risque que représente

I’exposition humaine au BPA.
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Tableau 6 : effets d’'une exposition pré- ou périnatale du BPA sur le développement du SNC et/ou sur la fonction thyroidienne,

parallelement ou non a I’exploration de I’exposition interne au BPA

Référence Modele Dose de BPA — Voie Effets sur systeme thyroidien Effets sur SNC Exposition interne
Rat; e , . . . , . .
251 i 1. Amplification de I'augmentation des concentrations Augmentation de I'expression de la neurogranine
exposition 1 mg.kgtj?t; VO L. N P e -
L. sériques de TT4 chez les foetus a J15 post-natal (régulée par les HT) dans I’'hippocampe
périnatale
-Accélération de la différenciation et de la
233 ourts; 11 Modulation de I'expression des ARNm codant pour migration neuronale dans le néocortex
exposition 20 pg.kg1.jt; SC THRa et THRB -
prénatale -Modulation de I'expression des ARNm codant
pour Ngn2 et LLCAM (régulés par les HT)
Rat; Diminution de fT4 mat llealOoet)7 t-
252 a L =10 pg.kgtj?; eau iminution ce . ma ern? ealbet ./ pos Augmentation de I'expression ARNm de SRC-1
exposition . partum ; modulation de fT4 a J7 et J21 post-natal s R -
. de boisson A dans I’hippocampe des ratons males
périnatale chez les ratons males
Macaque ; 1. L , . Concentration sérique moyenne
221 exposition N 4::3 Lllgftg;g K - D|m|nutlocrxiud:?'Tibreoizr;yneagzzzsf:eat:z la région de BPA chez les méres : 0,91 +
in utero P pp P 0,13 ng/mL
14 tati t 39
Souris ; (gesta |€)1n.?1e Augmentation de I'expression du facteur Pax6 L .
243 . mg.kg.j A ) ., .. | Epaississement de la couche granulaire externe du
exposition ; (impliqué dans le développement neuronal et régulé . -
. (lactation) ; eau de . cortex cérébelleux
périnatale . par les HT) dans les cellules granulaires du cervelet
boisson
Ovin;; Lo . - i
61 ox (;/;?tion & ma kel id: SC Diminution des concentrations sériques maternelles i Fluctuations entre
i:utero EKeSs et foetales en hormones thyroidiennes 240 £ 15 ng/mL (Cmax) et
38 + 4 ng/mL (Crin)
. Sour.is.; 20— 200 pg kg j1; AItératio.n de la distribution nguronale et
exposition VO - hypoplasie des couches cellulaires dans le -
prénatale néocortex des souriceaux
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APPORT DE L’APPROCHE METABOLOMIQUE

V. Apport de 'approche métabolomique

Alors que la toxicologie des faibles doses interpelle de plus en plus les scientifiques, les approches
biochimiques et histologiques classiquement utilisées en toxicologie souffrent parfois d’un manque de
sensibilité pour mettre en évidence ce type d’effet. Par ailleurs, face aux tres nombreuses voies
régulées par les systemes endocriniens et possiblement altérées par les PE, ces méthodes peinent
parfois a intégrer I'ensemble des données et a obtenir une vision globale. Dans ce contexte, I'utilisation
de la métabolomique, une approche sensible et non-ciblée, apparait comme une approche

prometteuse pour explorer les voies modulées par une exposition a un PE.
A. Généralités
1. Définitions

Le principe de la métabolomique repose sur la détection de modifications qualitatives et quantitatives
des métabolites endogénes produits par un organisme dans un contexte pathologique ou d’exposition
a un xénobiotique 2°%2%3, En ce sens, il faut remonter au Moyen-age pour retrouver les premiers pas de
la métabolomique puisque déja a cette époque, les hommes ont cherché a relier les caractéres
organoleptiques de I'urine, directement liés en réalité aux métabolites présents, a un contexte médical
262 Toutefois, les véritables débuts de la métabolomique telle qu’on la définit aujourd’hui remontent
aux années 70. Cette approche s’est considérablement étendue depuis les années 2000 avec le

développement de puissants outils analytiques 2.

Méme s'ils sont désormais couramment interchangés, les termes « métabolomique » et
« métabonomique » ne sont pas véritablement synonymes. La métabolomique cherche a développer
des méthodes analytiques capables d’identifier et de quantifier un grand nombre de métabolites
présents dans un échantillon biologique 2522%5, On parle d’approche globale (ou non-ciblée ou sans
hypothese a priori) puisque le spectre de métabolites recherchés n’est pas défini au préalable. Celui-
ci couvre en réalité toutes les molécules endogenes polaires et de petite taille (généralement
inférieure a 1000 Da) 2%, ’ensemble des métabolites détectés dans un fluide biologique constitue le
métabolome. La métabonomique se définit quant a elle comme la mesure globale et dynamique de la
réponse métabolique de systémes vivants a un stimulus biologique ou encore a une manipulation
génétique 2°%2%, Elle participe, en complément des études biochimiques classiquement utilisées, a la
compréhension de I'impact d’un facteur externe ou pathologique via la comparaison des métabolomes

de systémes biologiques exposés a différents stimuli 2¢7.
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Dans un premier temps, la métabolomique a été particulierement utilisée pour étudier la biologie des
végétaux. Elle connait aujourd’hui un essor dans le domaine médical ou elle est notamment mise a
profit pour le développement de nouveaux médicaments (acquisition de données
pharmacotoxicologiques), la compréhension des mécanismes physiopathologiques ou I'identification
de biomarqueurs associés a des maladies humaines %>%%8, En thérapeutique, un des objectifs a long
terme de la métabolomique est de pouvoir prédire les effets d’un principe actif sur un individu et de
personnaliser en conséquence les traitements médicaux. En effet, il a démontré chez I'animal que le
métabolome urinaire d’un individu exposé a une molécule peut étre utilisé pour prédire chez ce méme
individu le métabolisme d’'une molécule structuralement voisine et sa susceptibilité a présenter des
effets indésirables 26%2%8 Toutefois, malgré I'investissement important des organismes de recherche
privés et publics, ce type de prédiction n’est a I'heure actuelle pas réalisable directement chez

'lhomme.

En raison de leur facilité de préléevement, le sang et 'urine constituent les principales matrices
biologiques étudiées 2%, Plusieurs échantillons peuvent étre collectés sur un méme patient et a des
temps rapprochés permettant alors d’obtenir une vision dynamique des modifications métaboliques
en réponse a une maladie ou a une molécule ?7°, Les outils technologiques disponibles permettent
désormais de prendre en considération les différents niveaux d’organisation des systemes biologiques.
Les empreintes métaboliques peuvent ainsi étre obtenues aux niveaux d’un organe (foie, cerveau...),
d’un fluide biologique (sang, liquide amniotique, liquide céphalo-rachidien...) ou encore de tissus

cellulaires ou de populations de cellules (systémes cellulaires in vitro) 253255,

2. Avantages et inconvénients de la métabolomique

La métabolomique est souvent comparée aux autres approches « omiques » couramment utilisées en
biologie, a savoir la transcriptomique et la protéomique. Toutes ces approches étudient I'impact d’un
stimulus biologique ou d’une modification génétique sur un systéme biologique mais a des niveaux de
régulation différents (Figure 28). La métabolomique présente de nombreux avantages par rapport aux

autres approches "omiques".
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Figure 28 : schéma des différents niveaux d’étude des approches « omiques »

D'une part, la relation entre I'expression génique et le phénotype d’un systeme biologique n’est pas
toujours simple a établir. Il est ainsi souvent difficile de prédire les conséquences biologiques d’une
altération génique ou @ moindre mesure d'une modification protéique ?7°’2, En revanche, de par la
position terminale des métabolites dans les processus de régulation, le métabolome constitue,
contrairement au transcriptome et au protéome, la signature directe d’un phénotype et le reflet de
I'activité biochimique d’un systéme biologique a un instant donné 293273, Les biomarqueurs

métaboliques sont ainsi plus facilement corrélables aux effets biologiques observés 27,

D’autre part, les xénobiotiques exercent souvent leurs effets toxiques en interagissant directement
avec le matériel génétique ou en induisant ou bloquant la synthése d’enzymes. Dans ces cas, les
approches de transcriptomique et protéomique apportent des informations pertinentes pour la
compréhension du mécanisme d’action d’'une molécule. En revanche, dans d’autres situations, les
xénobiotiques agissent directement a des niveaux de régulation inférieurs (ex : blocage de I'activité
d’une protéine...) et induisent alors des effets toxiques indépendamment d’une altération de
I’'expression génique ou protéique 2%?71, Des modifications du protéome et du transcriptome résultant
d’une réponse adaptative de I'organisme peuvent toutefois étre observées. C'est notamment le cas de
I’éthanol qui modifie I'expression de certains genes ou protéines sans que cela ne soit corrélé aux
effets directs de I'ébriété. En revanche, toutes les perturbations physiopathologiques induites par une
molécule aboutissent a des altérations du métabolome?’?, Elles se traduisent notamment par la

modification des concentrations ou de flux de métabolites.
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Par ailleurs, les métabolites sont tres bien conservés entre les espéces. A l'inverse, les génes et les
protéines ne partagent souvent qu’un certain degré d’homologie compliquant alors I'extrapolation des
résultats 2%, La métabolomique bénéficie en outre d’une plus grande reproductibilité biologique et

d’un colt par analyte et par échantillon supposé plus faible.

La métabolomique apporte donc des informations complémentaires aux études de transcriptomique
et protéomique. La compilation des résultats de ces différentes approches apparait intéressante pour
évaluer le plus globalement possible la réponse d’un systéme biologique a une perturbation. Les
méthodes globales et en particulier la métabolomique présentent certains avantages par rapport aux

approches biochimiques conventionnelles.

Premierement, elles générent, a partir d’'un méme prélevement, un grand nombre de données. Ceci
permet donc de réduire au total le nombre d’animaux nécessaires par rapport aux approches basées
sur I'établissement d’'une hypothése a priori et n"autorisant la mesure que de seulement quelques
parametres par animal. Les méthodes « omiques » sont ainsi en accord avec le premier principe de la
reégle des 3R, « réduire, remplacer, raffiner », illustrant les récentes recommandations relatives a
I'utilisation et la protection des animaux de laboratoire. De plus, par rapport aux tests classiques de
toxicologie, la trés forte sensibilité de la métabolomique permet de détecter des modifications de
I’'homéostasie bien avant I'établissement d’altérations susceptibles de nuire au respect de I'éthique

animale 274,

Par ailleurs, I'utilisation d’outils analytiques puissants, permet de mettre en évidence des
modifications subtiles du phénotype qui ne pourraient pas étre détectées avec les tests physiologiques
et biochimiques couramment utilisés en laboratoire. Outre leur sensibilité, ces outils bénéficient d’'une

270

grande stabilité et reproductibilité analytique comme en témoigne la similarité des résultats

obtenus 3 partir d’'un méme échantillon par différentes plateformes et méthodes analytiques 254,

Néanmoins, certaines critiques sont fréquemment avancées a I'égard de la métabolomique. D’une
part, bien qu’elle soit financierement plus abordable que d’autres approches « omiques », la quéte
d’une caractérisation la plus fine possible des métabolites présents dans un échantillon nécessite le
recours a des outils analytiques de haute précision impactant nécessairement le co(t des études. Par
ailleurs, le revers de cette haute sensibilité analytique est qu’une part non-négligeable de métabolites
détectés reste a ce jour fréquemment non-identifiable 2’2, En effet, alors que le nombre de métabolites
contenus dans un seul organisme peut s’élever jusqu’a plusieurs dizaines de milliers, les bases de
données (Human Metabolome Database, COLMAR...) ne recensent actuellement que quelques

263,275

centaines de standards métaboliques . Il est toutefois a noter que cette part est amenée a

diminuer avec le temps en raison de I'enrichissement permanent des bases de données.
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Cette puissance analytique et discriminative nécessite également de parfaitement maitriser les
facteurs physiologiques (espéece et souche animale, sexe...) et expérimentaux (choix du véhicule, de la
nourriture, période d’acclimatation suffisante notamment pour les expériences en cages a
métabolisme...) %%%° De méme, une grande attention doit étre portée aux phases de préparation des
échantillons (broyage, lyse cellulaire, extraction) et d’analyse au risque d’introduire des biais dans la

discrimination des groupes expérimentaux 272,

Par ailleurs, les méthodes globales produisent des jeux de données complexes face auxquels le
biologiste peut se retrouver démuni. Elles requierent donc le rapprochement de biostatisticiens pour
assurer le maintien d’une rigueur statistique et éviter le risque de surajustement 24279, De méme,
I'identification des voies métaboliques modulées nécessite le plus souvent le recours a des outils

bioinformatiques spécialisés 27277,

En outre, les études ayant trés longtemps reposé sur le principe « un test par biomarqueur », un certain

270 |’absence de lignes

scepticisme est a noter chez certains biologistes vis-a-vis des méthodes globales
de conduite établies par les agences de santé publique pour standardiser I'analyse des données issues
des méthodes globales entretient sans doute ce conservatisme. Pourtant, face a la complexité des
mécanismes sous-jacents a certaines maladies, ces approches apparaissent comme des outils clés pour
I'identification d’une combinaison de biomarqueurs. De par leur sensibilité, elles constituent

également des outils puissants pour répondre a une des problématiques actuelles en toxicologie, la

caractérisation des effets a faible dose.

B. Outils technologiques et statistiques

La Figure 29 présente le déroulement chronologique des principales étapes d’'une étude de
métabolomique : préléevement des échantillons, préparation des échantillons, acquisition des
données, pré-traitement des spectres, analyse statistique des données, identification des métabolites
et interprétation biologique. Bien que toutes ces étapes soient primordiales pour assurer la qualité
scientifique des résultats, cette partie décrit plus particulierement les principales méthodes
analytiques utilisées pour acquérir les données spectrales et les outils statistiques permettant

d’analyser les données.
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Figure 29 : déroulement chronologique des principales étapes d’une étude de métabolomique 268

1. Outils analytiques

Afin de ne pas entraver la possibilité de détecter une différence liée au traitement, les outils
analytiques utilisés doivent permettre de générer des profils métaboliques avec une variabilité
analytique inférieure a la variabilité naturellement présente dans la population d’intérét (variabilité
inter-individuelle) 2. Par ailleurs, en métabolomique non ciblée, ils doivent en théorie permettre de
détecter et quantifier un trés grand nombre de métabolites sans avoir a sélectionner au préalable les
analytes recherchés. Néanmoins, en raison de la diversité physicochimique des métabolites, aucun
systeme n’est capable en pratique de caractériser tous les métabolites présents dans un systeme
biologique 2%, Ainsi, le choix de I'instrument est trés important car il définit le champ des métabolites
possiblement détectables %%, Deux techniques sont principalement utilisées en métabolomique : la

spectroscopie de résonance magnétique nucléaire et la spectrométrie de masse.

a) La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La RMN est basée sur I'absorption puis le relachement d’énergie par des noyaux atomiques en réponse
a une impulsion radiofréquence en présence d’'un champ magnétique directeur. Ces atomes entrent
en résonance avec une fréquence dépendante du champ magnétique et de leur environnement
nucléaire. Cette propriété n’est accessible qu’aux noyaux atomiques possédant un spin nucléaire non

nul (*H, 13C, °F, 31P) 27827°, La RMN renseigne sur la structure chimique des composés puisque les pics
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(ou multiplets) et la fréquence de résonance (ou le déplacement chimique) sont fonction de
I’environnement chimique (Figure 30) 2%®28°, Elle permet de distinguer des isoméres et d’obtenir des
informations sur la conformation d’un composé. La *H-RMN apporte également des informations
guantitatives puisque I'aire sous le pic est directement proportionnelle a la concentration du composé
dans le mélange. Il est donc possible d’effectuer une quantification relative (par exemple par rapport
a un autre signal ou par rapport a l'intensité totale du spectre) ou méme absolue via I'ajout d’un

standard interne dans I’échantillon 25>268270,
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Figure 30 : spectre typique de résonance magnétique nucléaire du proton. Chaque signal représente un proton dans un
environnement chimique différent. Les protons appartenant a certaines fonctions chimiques présentent des
déplacements chimiques caractéristiques. Le TSP (1,1,2,2-d4-triméthylsilylpropionate) représente un standard interne

permettant d’obtenir un déplacement chimique de référence 256

En raison du grand nombre d’atomes d’hydrogene constituant les molécules biologiques et compte-
tenu que le proton est le noyau le plus sensible pour les molécules organiques, les études de
métabolomique reposent généralement sur la spectroscopie RMN du proton (*H-RMN). Toutefois,
pour faciliter 'identification de certains composés, celle-ci peut étre combinée a de la RMN *3C, 3!P ou
5N lors d’analyses RMN en 2 dimensions 265268280 | 3 RMIN haute résolution est bien adaptée 3 la
détection de modifications métaboliques puisqu’un grand nombre de métabolites peut étre quantifié
simultanément. Par ailleurs, cette méthode est robuste et reproductible 27 et I'analyse est
relativement rapide (de I'ordre de 30 min) et automatisable . De plus, cette méthode est adaptable

a de nombreuses matrices. Un de ses plus grands avantages est d’étre non destructive, ce qui offre la
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possibilité de réutiliser les échantillons pour d’autres analyses (a condition que ces dernieres soient
compatibles avec I'eau deutérée utilisée pour reprendre les échantillons en RMN). Cette propriété est
particulierement appréciée pour I'étude de tissus précieux tels que les biopsies, d’autant que la
technique de MAS (magic angle spinning) permet désormais d’acquérir un signal RMN haute résolution

directement a partir de tissus de petite taille (pas de pré-traitement) 269270281,

En revanche, la RMN n’est pas réputée pour sa sensibilité analytique 262?7°, En effet, bien que celle-ci
varie en fonction de la classe biochimique des molécules, la sensibilité est estimée en moyenne a
10 M 2%, Par conséquent, la RMN ne permet pas d’obtenir des informations sur des métabolites
faiblement exprimés tels que certains neuromédiateurs dans le cerveau. De plus, elle nécessite une

quantité importante de tissus 2%,

b) La spectrométrie de masse (MS)

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet I'identification de composés grace
au rapport masse / charge (m/z) de molécules chargées (ions) 8, Elle est généralement couplée a une
technique séparative telle que la chromatographie liquide (couplage LC-MS) ou gazeuse (couplage GC-
MS) 269272 Ces derniéres sont basées sur 'interaction des métabolites avec les matériaux adsorbants
contenus dans la colonne et permettent de séparer les composés selon un premier facteur, le temps
de rétention. On obtient alors un spectre a 3 dimensions correspondant au temps de rétention, au

rapport m/z et 3 I'intensité du signal ?’°. La Figure 31 présente un spectre typique obtenu par LC-MS.
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Figure 31 : spectres typiques obtenus par analyse en chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse. Le
graphe supérieur montre le spectre obtenu par chromatographie liquide. Les fractions sont séparées en fonction du
temps de rétention. Le graphe inférieur est un spectre MS spécifique d’une fraction HPLC et fournit des informations sur

la masse des composés 266

La spectrométrie de masse bénéficie d’une meilleure sensibilité que la RMN (102M) 2%, La
spectrométrie de masse haute résolution permet d’obtenir la masse exacte d’'un composé et donc
d’avoir des informations sur sa formule chimique brute. Le couplage MS/MS permet de fragmenter
I'ion parent en ions fils et facilite I'identification du composé (a condition que les fragments soient

répertoriés dans les bases de données) 253,

Bien que tres sensible, la spectrométrie de masse présente de nombreux inconvénients. D’une part,
cette technique est moins performante que la RMN pour la quantification des métabolites puisque le
signal n’est pas nécessairement linéaire avec la concentration. La quantification d’un analyte présent
dans un mélange peut étre biaisée par une ionisation variable et par des effets suppresseurs
d’ions %5270, D’autre part, des effets matrices importants peuvent apparaitre, notamment en

chromatographie liquide.

Si la RMN est bien adaptée a la caractérisation globale des métabolites, la MS est davantage destinée
a la caractérisation de classes spécifiques de métabolites (métabolomique ciblée) %¢27°, Dans ces
conditions, I'association des deux techniques séparément présente |'avantage de pallier aux déficits

264

de chaque méthode “**. Il existe également des techniques « hyphenes » HPLC-RMN-MS associant
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directement les deux méthodes en paralléle ?7°, Pour analyser des grandes bases de données, il est
aussi envisageable de sélectionner des sous-groupes d’intérét a partir d’'une premiére analyse en RMN
et de compléter dans un second temps les informations obtenues par une approche ciblée en

spectrométrie de masse 263264,

2. Outils statistiques

Les approches « omiques » génerent des jeux de données trées complexes. Le nombre de variables
observationnelles est souvent tres supérieur au nombre d’observations ou d’individus. Les données

peuvent étre analysées par deux grands types de méthodes statistiques.

a) Méthodes d’analyses univariées

Ces méthodes reposent sur les tests statistiques classiquement utilisés, a savoir le test-t ou 'analyse
de variance (ANOVA) lorsque les données sont gaussiennes et les tests non-paramétriques (tests de
Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis) lorsque la normalité n’est pas vérifiée 2%, Elles présentent
I’avantage d’étre simples a utiliser et a interpréter. Cependant, ces méthodes présentent des biais

importants pour I'analyse de données « omiques ».

D’une part, elles ne prennent pas en compte que les variables observationnelles sont dépendantes
entre elles. En effet, les variables correspondant a un méme métabolite sont directement corrélées
entre elles, de méme que les métabolites appartenant a une méme voie métabolique. D’autre part,
étant donné le grand nombre de variables analysées simultanément, il existe une probabilité élevée
d’obtenir des faux positifs rien que par le hasard. Ce risque est de surcroit augmenté par I'absence de
prise en considération par ces méthodes de facteurs confondants (sexe, indice de masse corporel...)
268 Différentes techniques permettent de corriger en partie ces biais (correction de Bonferroni;

facteur FDR ou false-discovery rate) mais celles-ci restent imparfaites.

En raison des nombreux risques de surinterprétation qu’elles apportent, les méthodes d’analyse
univariées sont relativement peu utilisées en métabolomique et la majorité des études sont analysées

par des méthodes multivariées.

b) Méthodes d’analyses multivariées

L'ACP (Analyse en Composantes Principales) et la PLS (Principal Least Squares) sont les méthodes
multivariées principalement utilisées. Elles ont pour objectif global de discriminer différents groupes
d’individus a partir de jeux de données trés complexes, et ce malgré une variabilité intra-groupe parfois

importante 272, A l'inverse des méthodes univariées, elles prennent en considération toutes les
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observations simultanément et peuvent ainsi identifier les relations entre les différentes variables

observationnelles 2%,

L’ACP cherche a exprimer le maximum de variance contenue dans un jeu de données en utilisant un
nombre réduit de facteurs ou composantes principales 2225270 Ces derniéres sont construites par
combinaison linéaire des variables observationnelles de départ associées a des coefficients de
pondération appropriés. Chaque composante est orthogonale et donc non-corrélée aux précédentes
et cherche a expliquer la variabilité restante. Habituellement, 2 ou 3 composantes sont suffisantes
pour expliquer la majorité de la variabilité spectrale, les composantes principales les moins
importantes décrivant principalement le bruit de fond du signal #’°. A I'issue de I'ACP, 2 types de
graphes sont créés. Les « loading plot » permettent de visualiser la contribution individuelle de chaque
variable observationnelle de départ dans chaque nouvelle composante principale. Les « scoring plot »
représentent la projection de chaque échantillon sur les composantes principales et permettent donc
d’identifier des groupes d’échantillons 2%, Ils permettent également de repérer d’éventuelles données
aberrantes et de mettre en lumiere des biais « cachés » (ex : une discrimination des échantillons selon
les opérateurs ayant réalisé I'extraction des échantillons). L’ACP ne révele des structures de groupes
que si la variabilité intra-groupe est suffisamment faible devant la variabilité inter-groupe ?’2. En
pratique, on réalise donc généralement une ACP en premiére instance pour dégager les tendances puis

on affine la discrimination des groupes par une PLS.

Contrairement a I’ACP qui est une méthode non-supervisée (ou sans a priori), la PLS-DA est une
méthode supervisée. On ajoute donc a la matrice X regroupant les données collectées (généralement
I'aire des pics) une matrice Y récapitulant des informations directement corrélées aux individus 2’2, En
métabolomique, la colonne Y est souvent binaire (-1 ou +1) puisqu’elle précise I'exposition ou non au
traitement : on parle alors de PLS-DA (PLS Discriminant Analysis). Si en ACP les composantes principales
cherchent a maximiser la variance expliquée, en PLS, elles cherchent a maximiser la covariance entre
la variable d’intérét (ex : groupe de traitement) et la variable métabolomique mesurée %, La PLS
cherche donc a construire un modele mathématique qui prédit correctement le groupe de traitement

d’un échantillon & partir des données métabolomiques 7%

Malheureusement, la variabilité due au traitement est souvent trop faible devant Ile
« bruit » analytique et expérimental pour effectuer directement une PLS. Il est alors nécessaire de
réaliser au préalable une filtration OSC (Orthogonal Signal Correction) des données permettant de
séparer la variabilité en X corrélée a Y (c’est-a-dire corrélée au traitement) de celle qui ne 'est pas
272,282 | 3 PLS-DA est ensuite uniqguement menée sur la part de la matrice X corrélée 3 Y. Néanmoins, la

filtration OSC n’apporte pas d’avantages prédictifs a la PLS-DA puisque si aucune variabilité en X non-
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corrélée a Y n’existe, la PLS-DA sans filtration OSC donne un modeéle identique a la PLS-DA apres

filtration 268272,

Les modeles PLS doivent cependant étre réalisés avec prudence pour éviter le risque de sur-
ajustement, en particulier lorsque le nombre d’individus par groupe est faible. Des tests de
permutation et de validation croisée doivent donc étre réalisés pour vérifier respectivement la

performance et la prédiction du modéle 268283,

C. Application de la métabolomique a I'étude des perturbateurs

endocriniens

1. Un outil complémentaire aux approches classiquement utilisées

Bien que la métabolomique soit encore rarement mise a profit dans le domaine des PE, les quelques
études disponibles soulignent I'utilité de cette approche, en complément des techniques
classiquement utilisées, dans I'identification de voies métaboliques perturbées et la caractérisation

des mécanismes d’action de certains composés.

Pour exemple, les effets du PBDE-209 ont été étudiés a travers I'analyse du métabolome urinaire de
rats adultes exposés pendant une semaine a ce composé a une dose de 10 mg.kg2.j12%, Le traitement
au PBDE-209 était associé a une augmentation de la concentration de pyruvate suggérant une
altération du métabolisme glucidique. De plus, la concentration de I'acétylcholine ainsi que celle des 2
métabolites indispensables a sa synthese, I'acétyl-coenzyme A et la choline, étaient diminuées. De
facon intéressante, les modulations observées sur le métabolome étaient en accord avec les effets
neurotoxiques des PBDE mis en évidence via d’autres approches. En effet, I’altération du métabolisme
glucidique induit des troubles neurologiques. D'autre part, une carence gestationnelle en choline
impacte chez la souris la neurogenése et I'acétylcholine joue un réle clé dans I'apprentissage et la

mémoire.

La métabolomique a également été mise a profit pour révéler, en complément d’études biochimiques
et histopathologiques, les mécanismes sous-jacents au potentiel hépatotoxique du TCDD et de
I’Aroclor 1254®, un mélange de PCB 2%, Des rats adultes ont été traités oralement pendant 6 jours avec
du TCDD (10 pg.kg™.j!), des PCB (10 mg.kg™.j2), la combinaison des 2 composés ou le véhicule. Le
métabolome urinaire des rats a été analysé par *H-RMN et une ACP a permis de séparer les 4 groupes

de traitement. Alors que I'examen histopathologique du foie et les données biochimiques du sang
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témoignaient d’une souffrance hépatique chez les rats traités au PCB et/ou au TCDD, le caractére
hépatotoxique des composés était également suggéré par I'approche métabolomique. En effet,
I'analyse des voies métaboliques a mis en évidence des troubles du cycle des acides tricarboxyliques,
une diminution de la phosphorylation oxydative, une augmentation de la glycolyse et des troubles du
métabolisme des acides gras. Cette étude reflétait donc une trés bonne conformité entre les
changements du métabolome urinaire et les modifications biochimiques du sang ou les altérations

histopathologiques du foie.

Les deux précédentes études ont été menées avec des doses élevées mais un des gros atouts de la
métabolomique repose sur sa capacité a détecter des modulations méme a des doses pertinentes par

rapport a I'exposition humaine.

Ainsi, dans une étude menée sur une cohorte de 965 personnes agées de 70 ans, le métabolome
sérigue a été mis en relation avec les concentrations sériques de p,p'-DDE
(dichlorodiphényldichloroéthyléne) et HCB (hexachlorobenzéne), deux pesticides organochlorés 2.
Différents métabolites d'acides gras, des flavonoides, des glycérophospholipides et des sphingolipides
ont été corrélés avec |'exposition au DDE. Ces métabolites jouent un réle clé dans le métabolisme
lipidique et ont été reliés a des maladies cardiovasculaires et au diabete de type 2. Les métabolites
corrélés avec l'exposition a I'HCB appartenaient a la famille des acides gras insaturés, des
glycérophosphorylcholines et des glycérophosphoéthanolamines. Ceux-ci suggérent que I'exposition a
I'HCB est associée a une dérégulation générale du métabolisme lipidique. Les données
métabolomiques confortent donc les précédentes études menées chez I'homme soulignant la relation
entre |'exposition au DDE ou a I'HCB et la survenue de maladies métaboliques (diabéte de type 2,

obésité).

2. Application a I’étude des perturbateurs thyroidiens

Une étude métabolomique a permis d’explorer les conséquences sur le cervelet de souris adultes
d’une exposition pendant 64 jours a du perchlorate (un inhibiteur de la thyroperoxydase, une enzyme
clé dans la synthése des hormones thyroidiennes) ou au véhicule *4. Le cervelet a été choisi car il
constitue une cible préférentielle des hormones thyroidiennes. Les données métabolomiques ont été
générées par analyse des tissus en GC-MS et ont été traitées par une méthode statistique univariée.
Dix-neuf métabolites discriminant les groupes de traitement ont été identifiés. Dix-sept étaient
diminués dans le groupe "perchlorate", reflétant la diminution globale du métabolisme du cervelet

dans un contexte d’hypothyroidie. Le traitement au perchlorate entrainait une altération du
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métabolisme énergétique oxydatif, une modulation de la voie glutamate / glutamine, une diminution
des capacités osmolytiques et anti-oxydantes du cervelet et un impact sur la synthése protéique et

lipidique.

I. 87 ont exploré le métabolome urinaire de 3 modeéles de rats adultes

Dans une autre étude, Wu et a
présentant une hypothyroidie induite par un traitement au méthimazole ou au propylthiouracile ou
par thyroidectomie. Les urines ont été analysées par LC-MS. L’analyse en PLS-DA a révélé que 9
métabolites discriminants étaient partagés entre les 3 modeéles. Similairement a I'étude précédente,
une altération du métabolisme énergétique et plus particulierement du cycle des acides

tricarboxyliques a été mise en évidence. L’hypothyroidie impactait également le métabolisme des

acides aminés, des sphingolipides, des purines et du tryptophane.

Une approche métabolomique a aussi été mise a profit pour discriminer des perturbateurs thyroidiens
ayant des modes d’action directs (inhibition de la synthése des hormones thyroidiennes par blocage
de la thyroperoxydase) ou indirects (augmentation de la clairance hépatique des hormones
thyroidiennes par induction enzymatique) %. Pour cela, le sérum de rats adultes traités pendant 4
semaines avec différents agents hypothyroidiens a été analysé par LC-MS et GC-MS. Le glutamate, le
tryptophane, la tyrosine, I'arginine et différents triglycérides permettaient de discriminer les
perturbateurs ayant un mode d’action direct ou indirect. L’analyse des voies métaboliques a révélé
que les perturbateurs thyroidiens directs modulaient les enzymes du cycle de I'urée, augmentaient la
gamma-oxydation des acides gras et diminuaient les concentrations de glutamate et d’oxoproline.
Ceux possédant un mécanisme d’action indirect altéraient le métabolisme hépatique et le

métabolisme lipidique.

3. Application a I’étude des effets au bisphénol A

Au sein du laboratoire, une approche métabolomique a été réalisée sur le sérum, le cerveau, le foie et
le corps complet de souris exposées par voie sous-cutanée au BPA (0,025 -0,25 ou 25 pg.kg™.j!) durant
la période périnatale 2%. La Figure 32 présente le « score-plot » issu de la PLS-DA effectuée sur les
données spectrales *H-RMN pré-traitées des cerveaux collectés au 21°™ jour post-partum. On note

que les quatre groupes de traitement sont bien discriminés.
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Figure 32 : « score-plot » a deux dimensions issu de I’analyse PLS-DA des données générées par la spectroscopie H-RMN

de cerveaux de souris issues de méres exposées au BPA (0 — 0,025 — 0,25 ou 25 pg.kg.j) durant la période périnatale 28°

L’analyse des voies a mis en évidence une altération globale du métabolisme énergétique des animaux.
La voie des acides aminés essentiels tels que la valine, la leucine et l'isoleucine était également
modulée. La concentration de choline était modifiée laissant supposer une altération de la structure
membranaire. L’'exposition au BPA induisait aussi la modulation des concentrations de
neuromédiateurs excitateurs (glutamate et aspartate) et inhibiteurs (GABA et glycine) du SNC. En
raison de leurs rOles essentiels dans la régulation du développement neuronal et dans la
potentialisation a long terme, des troubles de la fonction cognitive, de la mémoire et de I'apprentissage
ont pu étre envisagés. De facon intéressante, les concentrations de GABA et de glutamate dans le
cerveau étaient augmentées lors d’une exposition a 0,025 pg.kg™.j? et diminuées a 25 pg.kg™.j*. Ces
résultats suggéraient ainsi une relation dose-réponse non-monotone et la modulation de voies

métaboliques différentes en fonction de la dose de BPA %,

Dans une 2" étude, les métabolomes sériques et hépatiques de rats exposés au BPA (0,25 — 2,5 — 25
— 250 pg.kg.jl) durant la période périnatale ont été analysés par spectroscopie *H-RMN & J21 — 50 —
90 — 140 et 200 %, Les groupes exposés au BPA étaient encore discriminables du groupe contréle 200
jours apres la naissance, soulignant la persistance a long terme de certaines modulations

métaboliques.

Par ailleurs, les conséquences d’une exposition au BPA chez le rat adulte ont également été étudiées
via I'exploration du métabolome urinaire 2°22%, Les analyses ont été réalisées par électrophorése
capillaire couplée a de la spectroscopie de masse (EC-TOF-MS/MS). Une modulation de la voie

métabolique glutamate / glutamine ainsi qu’une altération des concentrations de neuromédiateurs
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(GABA, noradrénaline, glutamate) et des métabolites associés a la synthese de neuromédiateurs
(tyrosine, histamine) ont été retrouvées chez des rats adultes traités pendant 45 jours au BPA (1 - 10

— 100 pg/kg) *2. Certains résultats suggéraient une nouvelle fois une réponse non-monotone.

Une augmentation de la synthese des produits méthylés et une élévation du catabolisme des
nucléotides puriques ont été mises en évidence chez des rats adultes traités pendant 8 semaines au

BPA (0.05 pg.kg™.jt et 50 mg.kg™.j?) 2%,
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VI. Obijectifs et stratégie de la these

Bien qu’étudié depuis de nombreuses années, le bisphénol A est toujours au centre de nombreux
débats scientifiques et politiques. L'évaluation du risque qu’il représente pour la santé humaine reste
délicate puisque les deux principales composantes de I’évaluation, a savoir I'estimation de I’exposition
et la caractérisation des dangers, font toujours I'objet de controverses. Des points restent donc a

éclaircir.

D'une part, alors que la majorité des travaux menés sur le BPA ont été focalisés sur ses effets sur la
fonction de reproduction, de nombreuses études menées in vitro et in vivo suggerent que le BPA
présente également des propriétés de perturbation thyroidienne. L’exposition gestationnelle au BPA
serait notamment associée a des troubles de la régulation thyroidienne chez la mére et/ou le nouveau-
né. Néanmoins, la plupart des études animales ont été menées chez le rat, qui, bien qu’appartenant a
la classe des mammiferes, présente des divergences importantes avec I'homme en termes de
régulation thyroidienne et de physiologie de gestation. L'extrapolation a I'homme de ces données

présente donc des limites importantes.

D’autre part, I'exposition périnatale au BPA est associée a la survenue de nombreuses altérations sur
le SNC du nouveau-né. Ainsi, elle est notamment suspectée de moduler des étapes clés de la
neurogenése dans différentes structures cérébrales. De fagon surprenante, bien que le lien entre
perturbation thyroidienne gestationnelle et anomalies du développement du SNC soit avéré depuis de
nombreuses années, rares sont les études ayant exploré les conséquences d’une exposition périnatale

au BPA sur le développement du SNC en relation avec une perturbation thyroidienne.

Par ailleurs, il est admis en pharmacotoxicologie que les effets d’un composé ne sont pas directement
guidés par la dose externe mais par ses concentrations sanguines. Or, on peut noter que I’exposition
interne au BPA n’est que rarement explorée en paralléle de ses effets et que dans la majorité des
études toxicologiques sur le BPA, le volet « exposition » est limité a la description de la dose et de la
voie d’administration. Dans ces conditions, une grande incertitude existe autour des données
toxicologiques du BPA obtenues via le recours a des voies d’administration autres que la voie
alimentaire, principale voie d’exposition décrite chez I'homme. Ainsi, les nombreuses données
obtenues suite a une exposition des animaux par voie sous-cutanée ne sont pas nécessairement prises

en considération par les agences.

Chez I’homme, le volet « exposition » est également source de polémiques autour de la caractérisation
des véritables niveaux d’exposition interne au BPA en raison des nombreuses divergences entre les

estimations pharmacocinétiques et les concentrations décrites dans les études d’épidémio-
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surveillance. La mise en évidence chez le chien d'une absorption sublinguale du BPA pourrait expliquer
en partie ces divergences, mais la pertinence de ce mécanisme reste a démontrer dans un contexte

d'exposition alimentaire.

Dans ce contexte, le projet de thése avait pour objectifs :
-de documenter I'exposition interne attachée a différentes voies d’administration du BPA
-de déterminer les conséquences d’une exposition gestationnelle au BPA sur le développement du SNC

conjointement aux effets sur la fonction thyroidienne.

Pour y répondre, nous avons dans un premier temps cherché a déterminer I'équivalence en termes
d'exposition interne entre la voie sous-cutanée et la voie alimentaire afin de relier les doses de BPA
administrées par voie sous-cutanée dans nos protocoles expérimentaux a une dose par voie orale
(principale voie décrite chez 'hnomme). Nous avons également comparé I'exposition interne obtenue
suite a une administration de BPA par voie alimentaire ou par gavage, une autre voie communément
utilisée en toxicologie. Cette comparaison nous a permis en outre de tester la pertinence de
I'absorption sublinguale du BPA dans un contexte d'exposition par voie alimentaire. Les outils
pharmacocinétiques nous ont alors permis de décrire et prédire qualitativement et quantitativement
les profils d'exposition interne au BPA obtenus pour chaque voie et de comprendre les mécanismes

pharmacocinétiques impliqués. Ces résultats sont présentés dans la partie | du chapitre 2.

La partie Il décrit les travaux qui ont été menés pour explorer des effets d'une exposition gestationnelle
au BPA sur la fonction thyroidienne. Pour cela, nous avons cherché a déterminer, sur le modele de
brebis gestante, la plus faible dose de BPA induisant une modification de I'homéostasie thyroidienne
maternelle et feetale. L'impact du BPA sur la fonction thyroidienne a été évalué en caractérisant

respectivement les statuts thyroidiens maternel et foetal au cours et en fin de gestation.

Dans partie Ill, nous avons cherché a mettre en relation les effets d'une exposition prénatale au BPA
sur la fonction thyroidienne et sur le développement du SNC. Compte tenu de la diversité des cibles
potentielles et de la complexité du cerveau, une approche globale et sans a priori était primordiale
pour explorer les voies métaboliques modulées par une exposition au BPA. Nous avons donc cherché
a identifier, en parallele de I'évaluation du statut thyroidien maternel et fcetal, des biomarqueurs
d'effet de I'exposition au BPA sur des structures cérébrales foetales spécifiques via une approche
métabolomique par *H-RMN. La sensibilité de cette approche nous permettait de détecter des effets
subtils induits par une faible dose de BPA. Cette partie reposait donc sur une approche intégrée

associant la physiologie et la modélisation de la réponse au BPA par une approche métabolomique.
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Les différents travaux menés au cours de cette thése ont été réalisés sur le modele ovin. En effet, le
mouton constitue un modeéle pertinent par rapport a I'homme pour le développement de I'axe
thyroidien et du SNC. Les dimensions de I'encéphale de mouton nous permettaient par ailleurs d'isoler
des structures cérébrales précises, en quantité suffisante pour les analyses H-RMN. De plus,
|'utilisation du modele ovin autorisait le prélevement répété de sang sur le méme animal, ce qui
constituait un point clé pour la caractérisation de I'exposition interne au BPA et le suivi dynamique de

la fonction thyroidienne maternelle au cours de la gestation.

Les approches expérimentales menées au cours de cette these et les résultats associés sont présentés

sous forme d'articles.
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CHAPITRE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE
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I. Voies d’administration et exposition interne au BPA

A. Introduction et objectifs

De grandes incertitudes existent autour de I'extrapolation a I'homme des effets du BPA observés chez
I'animal. La divergence des résultats obtenus associée a la pluralité des voies d'administration utilisées
participe a ces incertitudes. A l'instar de nombreuses études toxicologiques du BPA, nous avons choisi
d'exposer les animaux au BPA par voie sous-cutanée afin de maitriser au mieux la dose de BPA
administrée. Néanmoins, malgré les avantages qu'elles possedent, les voies parentérales font I'objet
de nombreuses critiques pour les études de toxicité du BPA. D'une part, ces voies ne constituent pas
la voie "naturelle" d'exposition de I'homme au BPA puisque I'alimentation représente la principale
source de contamination. D'autre part, en raison de leur échappement a l'effet de premier passage
hépatique, les voies parentérales suscitent un grand nombre d'interrogations quant a la
biodisponibilité et aux niveaux d'exposition interne auxquels elles conduisent. D’ailleurs, encore
récemment, les membres du centre d'évaluation des risques pour la reproduction humaine du NTP
étaient réfractaires a prendre en compte les données obtenues suite a une exposition par voie sous-
cutanée 2%, Dans ces conditions, il convenait de comparer les profils pharmacocinétiques obtenus
apres exposition au BPA par voie sous-cutanée ou alimentaire afin de relier les doses de BPA

administrées par voie sous-cutanée a des doses équivalentes par voie orale.

Par ailleurs, bien que I'étude des propriétés pharmacocinétiques du BPA ait fait I'objet d’'un grand
nombre de travaux, I'exposition interne de I'homme au BPA fait toujours |'objet d’'une controverse. En
effet, les parametres pharmacocinétiques calculés chez 'homme et les animaux de laboratoire ne
permettent pas d’expliquer les concentrations décrites dans les études d'épidémio-surveillance
humaine. Il a été montré sur un modeéle canin que le BPA pouvait étre absorbé par voie sublinguale 27,
Cette derniére échappe au fort effet de premier passage hépatique observé suite a un gavage
orogastrique et conduit chez le chien a une biodisponibilité absolue trés élevée (70-90 %). Elle pourrait
ainsi expliquer I'observation ponctuelle de concentrations sanguines en BPA élevées. Toutefois, si
I"absorption sublinguale du BPA était possible dans les conditions expérimentales utilisées (dépot

direct d’une solution de BPA dans la bouche des chiens) 2%, il restait a vérifier si ce mécanisme existe

dans un schéma d’exposition similaire a celui de I'homme.

Dans ce contexte, notre étude avait pour objectifs de 1) tester la pertinence de |'absorption sublinguale
dans un contexte d'exposition humaine par contamination alimentaire et 2) de déterminer
I'équivalence en termes d'exposition interne entre la voie alimentaire et des voies communément

utilisées en toxicologie (gavage gastrique et voie sous-cutanée).
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Pour répondre au 1° objectif, nous avons cherché a comparer, sur le modeéle ovin, les profils
pharmacocinétiques de BPA obtenus suite a une exposition par voie alimentaire ou par gavage
nasogastrique. Le gavage permettait de court-circuiter les segments antérieurs du tube digestif et de
s'affranchir, contrairement a la voie alimentaire, d'une éventuelle absorption sublinguale. La
comparaison de ces deux voies a donné lieu a une publication dans la revue Food and Chemical

Toxicology présentée dans ce sous-chapitre.

Faisant partie intégrante de I'étude dose—réponse développée dans le 2™ sous-chapitre, la
comparaison des profils pharmacocinétiques du BPA obtenus suite a une administration par voie
alimentaire ou sous-cutanée est présentée succinctement a la suite de I'article 1 et dans sa totalité

dans l'article 2.
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B. Article 1

"Characterization of the contribution of buccal absorption to internal exposure to bisphenol A through

the diet"

Davy Guignard, Glenn Gauderat, Véronique Gayrard, Marléne Z. Lacroix, Nicole Picard-Hagen, Sylvie
Puel, Pierre-Louis Toutain, Catherine Viguié
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The gavage route is often used for the toxicological evaluation of food contaminants. This route does not
take into account absorption of the toxicants through the buccal mucosa, as evidenced in dogs for
bisphenol A (BPA). Our goal was to determine the functional significance of buccal BPA absorption during
dietary exposure. Four ewes received BPA by nasogastric gavage (100 mg/kg) and through food pellets
(10 mg/kg), 13 days apart. The time course of serum concentrations of BPA and its main metabolite BPA-G
was submitted to non-compartmental analysis. The dietary route led to 3-fold higher bioavailability as
compared to gavage. The ratio of BPA-G to BPA concentrations varied greatly over time after the food
administration, but not after gavage, suggesting a delayed metabolism of BPA after dietary exposure, The
maximum entrance rate of BPA in the systemic circulation, determined by deconvolution analysis, was
much higher after dietary administration than after gavage and a biphasic pattern of BPA entry was
observed in 3 of the 4 ewes. Our results evidenced a dual mechanism of BPA absorption (buccal and
digestive) after dietary exposure and highlight the necessity to take buccal absorption into account when
evaluating food contaminants.
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1. Introduction

The choice of exposure route for the toxicological evaluation of
xenobiotics is often a source of debate. Although a real-life expo-
sure scheme would be most relevant, a more convenient route is
often preferred for animal models. Thus, in many in vivo toxico-
logical studies of food contaminants, animals are not exposed
through the diet but through gastric gavage, and this is usually
assumed appropriate to assess food contamination. Choice of the
gavage route of administration is often motivated by its conve-
nience for controlling the actual individual and timing of the dose.

However, substituting stomach gavage for dietary administra-
tion might be inappropriate since the possible sites of absorption
might not be the same. Indeed, the gavage route does not take into
account possible direct absorption of the substance by the buccal

Abbreviations: AUC, Area under the curve; BPA, Bisphenol A; BPA-G, Bisphenol A
glucuronide; LOQ, Limit of quantification.
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epithelium. Such a mechanism has been well described and is
extensively employed by the pharmaceutical industry to design
specialties with rapid and highly efficient absorption of the active
compound. This is particularly true for small lipophilic molecules
able to diffuse passively through the membranes. Buccal absorption
is particularly efficient for such molecules, due to the highly-
developed vascularization of the mouth. In addition, it allows the
drug to escape the hepatic first-pass mechanism. This mechanism
results from direct access of the total amount of drug absorbed in
the anterior segments of the digestive tract (mainly small intestine)
to the liver, via the hepatic portal system receiving the venous
mesenteric circulation. It can lead to extensive metabolism of the
drug during its first passage through the liver and thus to a very low
systemic bioavailability. In contrast, venous drainage of the mouth
brings the absorbed molecules directly to the systemic circulation
through the jugular veins.

This might be a critical issue when addressing the toxicological
evaluation of food contaminants. Humans chew solid food for quite
a long time. It is therefore very likely that whatever contaminants
that might be present in the food will remain in contact with the
buccal epithelium for a relatively long time, possibly resulting in
very efficient absorption before any digestive absorption can occur.
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As this route escapes the hepatic first-pass effect, it might lead to a
high bioavailability of the contaminant.

Recent data obtained in dogs showed that such mechanisms can
occur for a major food contaminant, bisphenol A (BPA) (Gayrard
et al., 2013), a compound considered as an endocrine disruptor
(Alonso-Magdalena et al., 2006; vom Saal et al., 2007) and used in
the production of polycarbonate plastics and epoxy resins,
including the resins used to coat food and beverage cans. Human
exposure to BPA is assumed to occur mainly through the food
(Vandenberg et al., 2007). The reported concentrations of BPA in
food range from 1 to as high as 420 ug/kg (ANSES, 2013). Human
internal exposure to BPA is considered ubiquitous. Indeed, total BPA
was detected in the urine of 93% of participants in the U.S. large-size
cohort NHANES (Calafat et al., 2008). Some studies have reported
median unconjugated BPA concentrations of 1-2 ng/mL or 4—8 nM
in adult human blood samples (Ikezuki et al.,, 2002; Kaddar et al.,
2009; Padmanabhan et al., 2008).

Human internal BPA exposure is still a source of controversy.
The relatively low estimated daily BPA intake jointly to the evi-
dence of an extensive hepatic first-pass effect after BPA intestinal
absorption are not consistent with the highest BPA plasma con-
centrations reported in biomonitoring studies. Indeed, based on the
estimated BPA clearance (Collet et al., 2015) and oral bioavailability
in humans, the commonly described plasma concentrations (in the
range of ng/ml) would require a daily intake of several tens of pg/kg
whereas the estimated intake in the worst case scenarios is
0.2—2.2 pg kg1 day~! (EFSA, 2015).

To explain this discrepancy between the pharmacokinetic data
and results from biomonitoring surveys, it was hypothesized that
BPA could be absorbed in a site other than the gastro-intestinal
tract after ingestion. Accordingly, it was shown in a dog model
presenting the same histological structure of the mouth epithelium
as humans (Sa et al., 2016), that BPA can be very efficiently absorbed
directly through the buccal mucosa (Gayrard et al., 2013). This ab-
sorption mechanism bypasses the hepatic first-pass effect and thus
results in a much higher bioavailability than with digestive ab-
sorption. It is therefore tempting to hypothesize that the high
plasma concentrations reported in humans might be due to ab-
sorption by the buccal mucosa during chewing. Nevertheless, the
conditions used to document the possibility of absorption by the
buccal mucosa in the dog experiment were not totally relevant to
human exposure since BPA was administered as a pure solution
directly on the sublingual mucosa and not through food.

The aim of our study was to assess the contribution of BPA ab-
sorption through the buccal mucosa to the overall internal expo-
sure in a scenario relevant to human exposure to BPA i.e. food
contamination. We thus sought to determine BPA PK parameters
following dietary and gastric gavage in the same animals and used
deconvolution analysis to characterize the time development of
buccal absorption component of BPA internal exposure following
diet administration.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Bisphenol A and corn oil were purchased from Sigma—Aldrich
(Saint-Quentin, Fallavier, France). BPA solution (100 mg/mL) was
obtained by dissolving BPA in a mixture of corn oil/HPLC-grade
absolute ethanol (86/14 V/V). The solution was then kept in
sealed amber glass bottles at ambient temperature.

2.2. Animals

All animal procedures were carried out in accordance with the
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accepted standards of humane animal care under agreement
311155515 for animal experimentation from the French Ministry of
Agriculture and validated by the ethical committee from the French
Ministry of Higher Education and Research (project number:
00890.01).The study was conducted on adult Lacaune ewes (n = 4)
in the sheep research facility of the National Veterinary School of
Toulouse, France. The ewes were 3—5 years old and weighed
50—73 kg. They were kept inside under natural photoperiod and
temperature conditions in collective pens. The ewes were housed
individually during the sampling periods. They were fed hay ad
libitum and vegetable pellets and had free access to water. For the
dietary treatment period, the ewes were fasted overnight to facil-
itate intake of the BPA-supplemented pellets. Free access to hay and
water was maintained after the administrations.

Sheep were chosen for this study because this species thor-
oughly masticates its food, thus ensuring a long enough contact of
the contaminated food with the buccal mucosa as in humans. In
addition, sheep are one of the rare species for which BPA phar-
macokinetic parameters have been thoroughly documented
(Corbel et al., 2013; Gauderat et al., 2016). Moreover, the main
known pathways of BPA metabolism involve phase II metabolic
pathways such as glucuronidation. It is noteworthy that the BPA
glucuronidation activities of hepatic microsomal fractions in sheep
and humans are very similar (Corbel et al, 2015), which
strengthens the relevance of our animal model.

2.3. Treatments and samplings

The experimental design is described in Fig. 1. The experiment
was performed over 2 periods at least 13 days apart. The first period
was devoted to the gavage route of administration (100 mg/kg of
body weight) using a nasogastric tube. During the second period,
the same ewes received BPA in their feed (10 mg/kg of body
weight). For this, the BPA solution was poured on to 75 g of vege-
table pellets. The ewes ingested the pellets within 2—9 min. The
different doses for the two routes were based on previous studies
and chosen to produce BPA concentrations above our assay limit of
quantification, for at least 8—10 h following the administration. The
use of different doses for the two routes was possible because there
is evidence in several species (mouse, rat, monkey, sheep) that BPA
pharmacokinetic parameters are linear functions of the dose (Collet
etal., 2010; Taylor et al., 2011; Tominaga et al., 2006). These studies
suggest that the processes determining internal exposure to BPA,
i.e. digestive absorption, distribution and systemic metabolism of
BPA, are not modified by the dose up to 100 mg/kg of body weight.

Serial jugular blood samples were collected before all adminis-
trations and at 0.08—0.25 — 0.5—1 —2—4 — 6—8 — 10 and 24 h after
gastric administration or 0.03—0.08 — 0.16—0.25 - 0.5-1—-2-4 -6
— 8—10 and 24 h after dietary administration. For the dietary
administration, time O was the time when the ewes had finished

ingesting the pellets. Blood samples were collected into
Gavage Dietary
administration administration
100 mg/k 10
me/kg 13 - 16 days me/kg
apart
y
\—Y—) l—(_} o

Blood sampled at :
0.03-0.08-0.16-0.25-0.5-
1-2-4-6-8-10-24h

Blood sampled at :
0.08-0.25-05-1-2-
4-6-8-10-24h

Fig. 1. Schedule of the experimental design. Same ewes (n = 4) received BPA by
nasogastric gavage (100 mg/kg) and through food pellets (10 mg/kg), 13 days apart.
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polypropylene tubes and centrifuged for 20 min at 3000 x g at4°C.
The serum was stored in polypropylene tubes (Eppendorf)
at —20 °C until assayed.

2.4. BPA and BPA-G assay

BPA and its main metabolite, BPA-glucuronide (BPA-G), were
simultaneously quantified in serum samples using an Acquity ultra
performance liquid chromatograph coupled with a Xevo triple
quadrupole mass spectrometer (both from Waters, Milford, MA,
USA), according to a previously described method (Lacroix et al.,
2011). The mean intra- and inter-day coefficients of variation for
three concentration levels of BPA and BPA-G were <15%, and the
LOQs were validated at 1 ng/mL and 5 ng/mL, for BPA and BPA-G,
respectively.

2.5. Pharmacokinetic analyses

All pharmacokinetic analyses were performed with the software
Phoenix®, version 6.4 (Pharsight Corporation, Cary, NC, USA). It can
be argued that the very high concentrations recorded just after the
end of ingestion might be artefactual. Indeed, it cannot be excluded
that these high concentrations might reflect the direct absorption
of BPA from the mouth since the samples were taken from the ju-
gular vein that directly drains the mouth venous circulation. Pre-
vious data from our laboratory obtained in dogs, clearly indicated
that such a mechanism holds true at first but is rapidly weaned off
after 8 min (Gayrard et al., 2013). To avoid any possible confusion, it
was decided for the estimation of BPA AUC5s; to exclude all data
obtained during the first 10 min after the end of pellet ingestion.

Serum concentration—time profiles of BPA and BPA-G were first
analyzed using a non-compartmental analysis. The areas under the
curves of serum BPA and BPA-G concentrations (AUCj.s) were
calculated using the linear trapezoidal rule (linear up, log down)
from the dosing time to the sampling time of the last quantifiable
(i.e. >LOQ) serum concentration. The ratio AUCg_jass BPA-G/
AUCq_jast BPA was calculated as an index reflecting the extent of
metabolism of the parent BPA. Similarly, the ratios of the molar
serum BPA-G/BPA concentrations were calculated for each sam-
pling time between 0.25 and 4 h post-administration. The relative
bioavailability of BPA was calculated from the following equation:

Dose diet
Dose gavage

AUClast gavage
AUClast diet

Moreover, the mean BPA clearance (1.75 + 013 L h™! kg™!)
characterized in our laboratory after BPA intravenous administra-
tion (5 mg/kg) in 8 ewes of the same breed and age, was also used to
estimate the absolute bioavailability for each route by applying the
following equation:

Relative bioavailability =

AUClast x Clearance BPA

Absolute bioavailability = Dose

where “AUCj,s” is the area under the curve of BPA concentrations vs
time and “Dose” is the BPA dose administered by each route of
administration.

2.6. Deconvolution analyses

The time courses of serum BPA concentrations for both routes of
administration were submitted to a deconvolution analysis using
the mean intravenous pharmacokinetic parameters obtained in our
laboratory from 8 different ewes of the same breed and age. The
aim was to discriminate the respective contributions to the
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measured concentrations of elimination (characterized by the
intravenous pharmacokinetic parameters) and the rates of entrance
into the systemic circulation (determination of input rates).

2.7. Statistical analysis

The effect of the route of administration on the ratios of the
molar serum BPA-G/BPA concentrations over time after adminis-
tration was analyzed by a two-way ANOVA with route of admin-
istration, sampling time, and their interaction, as fixed-effect
factors and animal as a random-effect factor. The statistical analysis
was done using a general linear model on SYSTAT 12 software
(Systat Software Inc., San Jose, CA).

3. Results
3.1. Comparison of the serum BPA concentration—time profiles

Fig. 2 shows the individual serum BPA concentration—time
profiles following gavage (100 mg/kg) or dietary exposure (10 mg/
kg) during the 24 h (Fig. 2a) and the first 2 h post-administration
(Fig. 2b). The concentrations were not normalized by the dose.
For the gavage route, the concentration—time profiles varied
considerably between ewes. The maximum concentrations were
attained rapidly and within the same time frame for both types of
administration. Four to ten hours after gavage, the BPA concentra-
tions increased again to above the limit of quantification.

Individual AUCy_j5s¢ of BPA normalized by the dose are pre-
sented in Fig. 2c. Note that for calculation of the AUCs, the serum
BPA concentrations obtained during the first 10 min after the end of
pellet ingestion were not taken into account to avoid any confusion
due to direct drainage of the mouth by the jugular vein. Interest-
ingly, the estimated relative bioavailability for the gavage route, as
compared to dietary route, was 31 + 5% (mean + s.e.m.). The esti-
mated absolute bioavailability of BPA was 0.8 + 0.2 and 2.7 + 0.3%
(mean + s.e.m.) for gavage and dietary routes, respectively.

Furthermore, when the BPA concentrations measured during
the first 10 min after administration were taken into account, the
mean (+S.e.m.) maximum concentrations normalized by the dose
were 1.4 + 0.6 and 22.2 + 2.9 ng/mL for the gavage and dietary
routes, respectively.

3.2. Comparison of BPA metabolism

The ratios of the BPA-G to BPA serum molar concentrations
(mean + s.e.m.) at 0.25—0.5 — 1—-2 and 4 h post-administration are
shown in Fig. 3. The effect of the route on the ratios was significant
(p <0.001) with no interaction between the time and the route. The
ratios obtained by gavage were much higher than by dietary route
for the earliest sampling times, reflecting the extensive metabolism
of BPA into BPA-G due to the hepatic first-pass effect. Interestingly,
while those ratios remained more or less constant over the 4 h for
the gavage route, they tended to increase over time for the dietary
route to reach levels within the same range as with gavage.

Overall, the mean ratio of the AUCy_jast BPA-G/AUCq_1ast BPA
molar concentrations vs time (mean =+ s.e.m.) obtained after gavage
was very high (628 + 127) reflecting the considerable metabolism
of the parent molecule. The AUC ratio of BPA-G to BPA obtained by
dietary route was 3.2 fold lower (196 + 19) than by gavage, thus
indicating a more delayed metabolization with the dietary route.

3.3. Deconvolution analysis

Fig. 4 depicts the estimated input rates for BPA during the first
2 h after the gavage and dietary administrations. The entrance
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Fig. 2. a—b) individual serum BPA concentration—time profiles obtained on the same ewes (n = 4) after gavage (100 mg/kg) and dietary (10 mg/kg) administrations within the 24 h
sampling period (a; logarithm scale) and during the first 2 h post-administration (b; linear scale). Blood samples were collected at 0.08—0.25 — 0.5-1 —2—4 — 6-8 — 10 and 24 h
after gastric administration or 0.03—0.08 — 0.16—0.25 — 0.5-1 — 2—4 — 6 — 8—10 and 24 h after dietary administration. The concentrations were not normalized by the dose. c)
individual AUCO-last of BPA normalized by the dose after gavage and dietary administrations. The concentrations obtained during the first 10 min after the end of food intake were
not taken into account in the AUC estimation.

profiles for the two routes were very different. After dietary maximum input rate was very quickly obtained for all ewes (at
exposure, the initial absorption process was brief: the process about 0.08 h). In ewes 1, 2 and 4, a second more prolonged entrance
finished around 0.2 h after the end of pellet ingestion and the process could be evidenced between 0.3 and 2 h after
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Fig. 3. Mean (+s.e.m.) ratios of the BPA-G to BPA serum molar concentrations obtained
within the first 4 h after gavage (100 mg/kg) and dietary (10 mg/kg) administrations in
the same ewes (n = 4).

administration,

With the gavage route, 2 (ewes 1 and 2) or 3 (ewes 3 and 4)
entrance phases were computed during the 24 h post-
administration. The amplitudes of these entrance phases were
much lower than those computed for the dietary route. Maximum
input rates during the first phase (quantitatively the largest) were
obtained 0.24 h (ewes 1 and 2), 0.72 h (ewe 3) and 0.97 h (ewe 4)
after gavage.

4. Discussion

The current study aimed at determining the relevance of sub-
lingual absorption in a real-life exposure scheme relevant to human
food contamination. To the best of our knowledge, this is the first
study to compare BPA PK parameters after dietary and gavage ad-
ministrations in the same animals and to use pharmacokinetics
deconvolution analysis to discriminate the contribution and
pattern of buccal absorption due to food contamination. Our study
clearly demonstrates major kinetic differences in BPA disposition
following either nasogastric gavage or dietary administration in the
ewe. Consistently with our hypothesis of a lower pre-systemic
metabolic rate of BPA biotransformation into BPA-G, we showed
that the absolute bioavailability of BPA was about 3-fold higher
after administration by dietary route than by gavage. Our results are
consistent with those obtained by Sieli et al. who reported a higher
maximum BPA concentration and a higher relative bioavailability in
mice treated with BPA-d6 via their diet as compared to mice treated
by gavage (Sieli et al., 2011). All these observations are consistent
with the existence of a dual mechanism of BPA absorption
following dietary exposure. Part of the ingested BPA can be directly
absorbed by passive diffusion through the buccal mucosa due to the
molecule’s physicochemical properties. This BPA directly attains the
systemic circulation and avoids the hepatic first-pass effect. This
direct oral absorption during food chewing might therefore be
associated with higher bioavailability and higher blood concen-
trations than routes of administration limited to intestinal ab-
sorption, such as gastric gavage. Thus, the dietary route was
associated with a higher maximum BPA concentration in the ju-
gular blood draining the mouth, which confirmed a direct passage
of BPA through the buccal epithelium.

This hypothesis is supported by results obtained in human
pharmacokinetic studies (Table 1). Indeed, the AUC ratios of un-
conjugated BPA to total BPA (mainly BPA glucuronide) in sheep
receiving the dose in pellets and in humans ingesting the dose in
cookies, were very similar (Thayer et al., 2015). When humans
ingested the dose in tomato soup (Teeguarden et al., 2015), the ratio
was 50% lower. This could be attributed to a shorter period of
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contact of the soup with the buccal mucosa (which limited mouth
absorption) in comparison to the cookie or pellets. In addition, in
rhesus monkeys fed with small pieces of BPA-supplemented fruits,
the highest ratios were observed in animals that retained small
pieces of food in their cheeks, leading to longer contact of the food
with the buccal epithelium and thus maximizing BPA absorption by
this route (Vom Saal et al., 2014). Interestingly, serum/plasma BPA
maximum concentrations normalized by the dose were similar in
all in vivo studies in which the dose was delivered through solid
food, including our current study and the study with BPA-
supplemented cookies in humans. The maximum concentration
obtained in the study of human exposure through soup was lower.
This discrepancy could be explained at least in part by the short
contact time of liquid food with the buccal mucosa by contrast with
solid food.

The results of the deconvolution analysis of the time course of
serum BPA concentrations are highly suggestive of a dual mecha-
nism of absorption when BPA is ingested through food. The initial
very rapid entrance process could be attributed to buccal absorp-
tion whereas the second peak could be attributed to absorption in
the gastro-intestinal tract, resulting in almost complete inactiva-
tion of BPA by the hepatic first-pass effect. Such a hypothesis is
strengthened by the time-dependency of the ratios of serum BPAG/
BPA concentrations following dietary administration with the
highest ratios observed during the latest sampling times.

Interpretation of the results is somewhat complicated by the
peculiarities of the digestive physiology in our polygastric animal
model. It is indeed possible that the buccal mucosa might also be
subsequently exposed long after the arrival of BPA in the stomach
compartments, through the process of rumination. Accordingly, for
3 of the 4 ewes, the deconvolution approach predicted prolonged
peaks of absorption at around 4—8 and 10 h post-gavage. This
might correspond to oral absorption from the ruminal boluses that
ewes can chew for quite a long time. However, because the dose
would be considerably diluted in the prestomach, it is very likely
that our experimental conditions were not suitable to evidence
such mechanisms. The predicted second peaks might instead be
due to digestive absorption in a more distal digestive compartment.

Bioavailability by dietary route was not as high as determined in
the dog after direct application of a BPA solution on the sublingual
mucosa (Gayrard et al., 2013). Even if the actual oral absorption in
dogs is probably slightly higher than in sheep, because of the much
lower degree of keratinization of the epithelium (Sa et al., 2016), it
cannot fully explain the extent of the difference between the two
studies. In the study by Gayrard et al., the BPA-solution was
deposited under the tongue, the thinnest and most vascularized
part of the mouth, thus facilitating sublingual absorption. The dog
study was purely designed to provide a proof of concept that BPA
can be directly absorbed by the mouth mucosa thus bypassing the
hepatic first-pass effect. The functional significance of such a
mechanism in the context of a “real life” scenario of BPA ingestion
through food still needed to be established. Our current results in
the ewe show not only that this mechanism occurs during food
chewing but also enabled us to apply a deconvolution approach to
quantify and characterize the entire process of BPA entrance into
the systemic circulation following exposure to BPA through food.
We evidenced major qualitative and quantitative differences be-
tween gastric gavage and dietary administrations.

5. Conclusion

By comparing the pharmacokinetic profiles and parameters
obtained after dietary vs gavage exposure in the ewe, we were able
to demonstrate major differences in the time courses of serum BPA
concentrations between the two routes. After dietary exposure, a
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Table 1

Comparison of mean (+s.e.m.) pharmacokinetic parameters obtained in different species after oral administration of BPA through diet.
Species Human Rhesus monkey Ovine
Food carrier Cookie Tomato soup Fruits Pellets
Cmax (ng/mL)/dose (ug/kg) 0.015 0.003 0.014 0.022
Equimolar AUC free BPAJAUC total BPA (%) 0.56 + 0.04 0.23 1.60 0.52 + 0.05

Reference Thayer et al., 2015

Teeguarden et al,, 2015 Vom Saal et al., 2014 current study

dual mechanism of BPA absorption was evidenced. An initial highly
efficient mouth mucosal absorption, with no hepatic first-pass ef-
fect, was followed by absorption from the gastro-intestinal tract,
associated with a high rate of metabolization due to the hepatic
first-pass effect. This dual mechanism of absorption was respon-
sible for higher serum unconjugated BPA concentrations than
predicted from gavage studies. Such a mechanism could partially
explain the observed discrepancies between biomonitoring results
and pharmacokinetic studies in humans.

More generally, the current study with BPA makes it clear that
the gavage route is not always suitable for studying the pharma-
cokinetics of food pollutants. Despite being harder to control, di-
etary exposure should therefore be preferred to gavage to
investigate the oral disposition of food pollutants.
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C. Comparaison de l‘exposition interne au BPA attachée aux voies

alimentaire et sous-cutanée

Une deuxieme approche pharmacocinétique a été réalisée afin d’évaluer la pertinence de notre mode
d’exposition habituelle par voie sous-cutanée, mis en place afin de mieux contréler la dose et de
s’affranchir des particularités du systéme digestif propre aux ruminants, par rapport a un contexte
d’exposition proche de la voie de contamination préférentielle de I’homme. Les résultats sont sétaillés

plus en profondeur dans I'article 2.

Brievement, quatre brebis adultes ont été traitées avec du BPA par voie alimentaire (10 mg/kg) et par
voie sous-cutanée (5 mg/kg), a 13 jours d’intervalle au minimum. Des prélévements de sang sériés ont
été réalisés pendant 24 h apres les administrations. Les concentrations sériques de BPA et de BPA-G
ont été mesurées par UPLC-MS. Une analyse pharmacocinétique non-compartimentale a ensuite été

réalisée pour comparer les profils pharmacocinétiques des 2 voies.

Le décours temporel des concentrations de BPA variait de facon importante entre les deux voies
(Figure 33A). Avec la voie alimentaire, la concentration maximale (Cmax) était atteinte tres rapidement
(0,12 h pour 2 brebis et 0,20 h pour 2 autres). La concentration maximale moyenne, normalisée par la
dose, était seulement 4,6 * 1,5 fois plus élevée avec la voie sous-cutanée qu’avec la voie alimentaire
(Figure 33C). Avec cette derniere, les concentrations de BPA diminuaient rapidement et étaient
inférieures a la limite de quantification analytique 8 h aprés I'administration. Avec la voie sous-
cutanée, la concentration maximale était obtenue plus tardivement (2 h pour 3 brebis et 1 h pour une

brebis) et les concentrations de BPA diminuaient plus lentement.

Le décours temporel du BPA-G était quant a lui trés similaire entre les 2 voies d’administration (Figure
33B). Les concentrations maximales de BPA-G obtenues par les 2 voies étaient identiques apres

normalisation par la dose (environ 2,4 nmol/mL ; Figure 33D).

Le profil temporel des concentrations sériques de BPA obtenu avec la voie sous-cutanée était
caractérisé par une aire sous la courbe (AUC) normalisée par la dose supérieure a celle obtenue avec
la voie alimentaire (Figure 34A). Cette derniere conduisait a une biodisponibilité relative de 3,3+ 0,3 %

par rapport a la voie sous-cutanée.

A l'inverse, pour le BPA-G, '’AUC normalisée par la dose était tres similaire entre les 2 voies (Figure
34B). Le ratio des AUC de BPA-G / BPA était ainsi 25 fois plus élevé avec la voie alimentaire qu’avec la
voie sous-cutanée (Figure 34C). Ceci suggérait que la biotransformation du BPA en BPA-G était

beaucoup plus importante lorsque I'administration était par voie alimentaire, probablement en raison
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de la fraction de BPA absorbée au niveau intestinal et subissant un trés fort effet de premier passage

hépatique.

D. Conclusion

Cette étude d'équivalence apporte de nouvelles données pharmacocinétiques du BPA susceptibles de
favoriser la comparaison d'études animales ayant recours a des voies d'exposition différentes et
I'extrapolation des données de I'animal a 'hnomme. Elle constitue également un élément clé pour relier

les doses de BPA administrées par voie sous-cutanée a des doses équivalentes par voie alimentaire.

La confrontation des profils de BPA obtenus par voie alimentaire et par gavage a permis de consolider
I'hypothese de I'absorption sublinguale du BPA dans un contexte de contamination humaine par voie
alimentaire. L’analyse pharmacocinétique non-compartimentale des profils de BPA et de BPA-G ainsi
que la déconvolution du décours temporel des concentrations sériques de BPA ont permis de mettre
en évidence un double mécanisme d’absorption du BPA suite a une exposition par voie alimentaire.
Ainsi, outre la fraction absorbée dans le tractus gastro-intestinal, une fraction est directement
absorbée au niveau de la muqueuse buccale. Ce double mécanisme d’absorption est a I'origine d’une
biodisponibilité et d’une concentration maximale respectivement 3 et 16 fois plus élevées par voie
alimentaire que par gavage. Il pourrait donc contribuer a expliquer I'observation ponctuelle, dans les

études d'épidémio-surveillance humaine, de concentrations sanguines en BPA élevées.

La comparaison des voies alimentaire et sous-cutanée a, quant a elle, permis de déterminer
I'équivalence, en termes d'exposition interne, de notre voie expérimentale d'exposition, la voie sous-
cutanée, a la principale voie d'exposition décrite chez I'homme, la voie alimentaire. La voie sous-
cutanée se distingue par une exposition prolongée au BPA alors que I'exposition par voie alimentaire
conduit a une augmentation rapide et bréeve des concentrations sériques de BPA. La biodisponibilité
du BPA par voie sous-cutanée est 30 fois supérieure a celle obtenue par voie alimentaire. En revanche,
les deux voies conduisent a des concentrations maximales en BPA et a une exposition au BPA-G

comparables.

Par ailleurs, I'ajustement par un modele PK de la cinétique du BPA par voie sous-cutanée nous a permis
de simuler, dans les études ultérieures, les concentrations sériques maternelles en BPA et BPA-G
obtenues aprés des administrations répétées de BPA et de pallier aux limites de sensibilité de notre

méthode analytique.
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Il. Exploration des effets du BPA sur la fonction thyroidienne

A. Introduction et objectifs

Bien étudié pour ses effets sur la fonction de reproduction en raison de ses propriétés
cestrogénomimétiques, le BPA présente également des propriétés perturbatrices thyroidiennes.
Compte-tenu de la trés grande sensibilité du feetus a des modifications de I'hnoméostasie thyroidienne,

I'exposition de la femme enceinte au BPA constitue un risque potentiel pour le développement fecetal.

Quelques études épidémiologiques focalisées sur la grossesse suggerent des corrélations entre le
niveau d'exposition maternelle au BPA et les concentrations en hormones thyroidiennes circulantes
chez la meére ou les enfants. Ces données sont en accord avec les rares études animales explorant
|'effet sur la fonction thyroidienne d'une exposition gestationnelle au BPA. Celles-ci mettent en
évidence que I'exposition de rates durant la gestation et la lactation altére le statut thyroidien des
meéres et/ou des descendants. Toutefois, la pertinence de ces résultats chez 'homme est limitée par
les nombreuses différences inter-espéces existant entre les rongeurs et I'espece humaine. De plus,
aucune donnée d'exposition interne n'est disponible dans ces études compliquant alors la mise en

relation avec les niveaux d'exposition humaine.

Dans ce contexte, les effets d'une exposition gestationnelle (du 28°™ jour a la fin de la gestation) au
BPA sur la fonction thyroidienne maternelle et foetale ont été étudiés sur le modele ovin. Le traitement
au BPA a été associé a une hypothyroxinémie marquée (plus de 30 % de diminution de TT4) chez les
méres et les descendants. Néanmoins, la dose de BPA testée était de 5 mg.kg™.j?, soit une
concentration trés supérieure aux doses auxquelles I'nomme est exposé. Il convenait donc de vérifier

si les effets perturbateurs thyroidiens du BPA se manifestaient toujours a des doses plus faibles.

L'objectif de cette étude était donc de déterminer, sur le modéle de brebis gestantes, la plus faible
dose de BPA associée a une perturbation thyroidienne et de préciser les caractéristiques de cette

perturbation.

Les résultats de cette étude sont présentés sous forme d'article (Article 2) et feront I'objet d'une

publication prochainement soumise dans une revue de toxicologie.
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B. Article 2

"Evidence for bisphenol A-induced disruption of the maternal thyroid homeostasis at very low level of

exposure in the pregnant ewe"

D. Guignard, V. Gayrard, M.Z. Lacroix, N. Picard-Hagen, S. Puel, C. Viguié
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Abstract

Many uncertainties remain regarding the potential of bisphenol A (BPA) as a thyroid disruptor in vivo
in mammals and the relevance of experimental data to humans. The relevance of the exposure
schemes used in experimental in vivo studies, particularly the use of parenteral routes, is also a major
source of uncertainty when analysing the risk of BPA exposure for human health. In this context, the
goals of our study conducted in an ovine model relevant to human gestation and thyroid physiologies
were to: 1) determine the equivalence of subcutaneous and dietary exposures, 2) determine the
lowest BPA dose associated with thyroid disruption in the pregnant ewe and 3) gain some mechanistic
insights by specifying the characteristics of thyroid disruption. Subcutaneous administration did not
induce much higher maximum serum concentrations of BPA than the dietary route but was associated
with more prolonged exposure. Interestingly, BPA-GLUC internal exposure via the two routes was
almost identical. In pregnant ewes, the decrease in thyroid hormones (TH) concentration overtime was
more accentuated in ewes treated with BPA, particularly with the medium dose (50 pg/(kg.d); SC) for
which the maximum BPA concentrations were predicted to be within the 1-10 ng/mL range i.e. very
similar to the highest blood concentrations reported in humans. The balance between TT4 and rT3
varied differently between the control and treatment groups throughout the treatment period
particularly in the medium dose group. The origin of this modification could not be determined from
our results but it would be interesting to test whether BPA exposure can affect the endocrine function

of the placenta as a thyroid modulator, in particular its deiodinase 3 activity.

Highlights

- Maximum BPA serum concentration is similar between subcutaneous and dietary routes
-Bisphenol A alters the maternal thyroid status in pregnant ewe

-Thyroid disruption is observed at BPA serum concentration relevant to human exposure

-BPA might disrupt the deiodinase activity in pregnant ewe

Keywords: bisphenol A; toxicokinetic; exposure; thyroid disruption; pregnancy; ovine model
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Introduction

Bisphenol A (BPA), a major molecule used in the plastics industry, is now recognized to be an endocrine
disruptor that exerts deleterious effects on human health (Chapin et al., 2008; vom Saal et al., 2007).
Most investigations have focused on reproductive functions based on the estrogenomimetic
properties of this compound. However, accumulated evidence suggests that BPA might have negative
effects on other endocrine systems (Richter et al., 2007; Rubin, 2011) including thyroid function
(Zoeller, 2010).

Although sometimes controversial, the results of numerous epidemiological studies in humans indicate
that BPA exposure might be associated with diverse degrees of thyroid disruption in adults, children
and new born. Epidemiological data obtained in a cohort of men from infertile couples (Meeker et al.,
2010) and in a larger cohort of healthy individuals (NHANES cohort; Meeker and Ferguson, 2011)
suggest that BPA exposure might be associated with some degrees of thyroid disruption characterized
by an inverse relationship between urinary BPA concentrations and total thyroxine (TT4)
concentrations. In another cohort of adults, urinary BPA concentration was, respectively, positively
and negatively correlated with free T3 and TSH serum concentrations (Wang et al., 2013). In a large
cohort of Thai adults, BPA serum concentrations were shown to be negatively correlated with free T4
(fT4) concentrations in men but not in women (Sriphrapradang et al., 2013).In a cohort of 9 to 11 year
old Chinese children, the BPA urinary concentration in morning spot sampling was negatively
correlated with thyroid gland volume (Wang et al., 2015) and this correlation did not seem to depend

upon the iodine supply and/or iodine status of the children.

As far as gestational exposure is concerned, data are very scarce in human. However, there is some
evidence that infant thyroid function might be altered in relation to maternal exposure to BPA. In a
cohort of pregnant women and their infants (CHAMACOS study), urinary BPA in the mother was shown
to be negatively correlated with maternal TT4 blood concentration when the urine BPA and TT4 blood
samples were collected close together in time (Chevrier et al., 2013). As a result, the average maternal
urine BPA was related to increased odds of low TT4 in the mother. An inverse relationship between
maternal urinary BPA and neonatal blood TSH was evidenced in newborn boys. In the HOME study,
26-week maternal urinary BPA concentrations were inversely correlated with serum TSH

concentrations in newborn girls but not in boys (Romano et al., 2015).

Very few experimental studies have been done on the effect of BPA on thyroid function in mammals.
In one study, the physiological increase in circulating TT4 that generally occurs around post-natal day
15 (PND15) was amplified in rats born to and fed by mothers treated with an oral BPA dose of 1

mg/(kg.d) from gestational day (GD) 6 until weaning (Zoeller et al., 2005). In another study in pregnant
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rats (Xu et al., 2007), BPA oral treatment of 0.1 mg/L in drinking water (approximately 10 pg/(kg.d))
led to a transitory decrease in fT4 concentration in mothers during the early postpartum period (PNDO
to PND7), while their male offspring showed an increase in fT4 at PND7 followed by a decrease at
PND21. The relevance to humans of thyroid regulation in rodents is nevertheless controversial due to
the different timing of thyroid function ontogenesis and the lack of expression of thyroxine binding
globulin (TBG), the high affinity specific binding protein in adult rats (Fisher et al., 1976).This serum
protein is considered a key player in the maintenance of thyroid homeostasis (Hard, 1998; Wu and
Farrelly, 2006).In one of our studies in pregnant ewes, more relevant to humans than the rodent model
from the thyroid regulation standpoint, BPA exposure was associated with hypothyroxinemia (about
30% decrease in TT4) in both the mothers and newborn lambs after subcutaneous exposure of the

ewes to 5 mg/(kg.d) throughout gestation (Viguié et al., 2013).

Evidence that BPA can be a potential thyroid disruptor has also arisen from studies in mammalian cells
and in amphibian or fish larvae models. The results of these studies converge to suggest that BPA can
exert an antagonistic effect on TH-dependent mechanisms (Fini et al., 2007; Goto et al., 2006; Heimeier
et al., 2009; Iwamuro et al., 2003; Kaneko et al., 2008; Sun et al., 2009; Terrien et al., 2011; Yang and
Chan, 2015) and that several pathways involved in TH economy can be affected by BPA. For example,
at concentrations above the uM range, BPA can inhibit thyroid uptake in FRTL-5 cells (Wu et al., 2016).
Hepatic regulation of thyroid hormone homeostasis can also be affected by BPA as shown in a zebrafish
liver cell line in which BPA (45-180 uM) decreased the expression of several genes involved in thyroid
homeostasis i.e., deiodinases | and lll, sulfotransferases 1,2 and 3, UGT2A1 and thyroid receptor B
(Yang and Chan, 2015). In addition, the antagonistic effect of BPA could be mediated, at least in cell
models, by the increased recruitment of co-repressors of TH nuclear receptors from the N-CoR family

(Moriyama et al., 2002; Sheng et al., 2012).

Overall, it is apparent that uncertainties remain regarding the potential of BPA as a thyroid disruptor
in mammals and the relevance of experimental data to humans. Another major source of uncertainty
on BPA risk analysis for human health based on experimental data obtained in animals is related to the
level of internal exposure, particularly with regard to the route of administration. Indeed, in many good
quality experimental studies, animals were exposed via parenteral or gastric gavage routes to ensure
better control of the dose administered although none of these routes is totally representative of the
acknowledged main route of human exposure i.e. via food contamination (Guignard et al., 2016; Taylor
et al., 2011; Vom Saal et al., 2014). Thus, the relevance of the route of administration is a critical issue
that every scientist needs to bear in mind when performing toxicological evaluations of small lipophilic

molecules which, alike BPA, are subjected to a high hepatic first pass effect.
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In this context, the goals of our study conducted in an ovine model relevant to human gestation and
thyroid physiologies were tol) compare the internal exposure to BPA and BPA-GLUC after
subcutaneous and dietary exposures, 2) determine the lowest dose of BPA associated with thyroid

disruption in pregnant animals and, 3) qualify the characteristics of the thyroid disruption.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

Bisphenol A 99% purity (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was dissolved in corn oil /
absolute ethanol (6/1: V/V). For experiment 1, a single BPA solution (100 mg/mL) was prepared and
used for both routes of administration. The volume administered to the animals was adjusted to the
bodyweight recorded the day before the administrations. For the dietary route, BPA solution was
spilled onto the pellet ration (on average 6 mL of solution on 75g of pellets). The subcutaneous (S.C.)
injection of BPA was performed on the distal part of the neck (on average 3 mL/ewe). For experiment
2, a vehicle and three different BPA solutions (0.01 — 1 and 100 mg/mL) were prepared so that the
injected volume adjusted to individual bodyweight was the same in all groups. The solutions were
renewed monthly and were stored at ambient temperature in sealed amber glass bottles for the entire
duration of their use. The vehicle solution was prepared and stored in a different room. All material
used for the solution preparation, sample processing and assays was either made of glass or of BPA-

free plastics.

2.2. Animal husbandry

All animal procedures were carried out in accordance with the accepted standards of humane animal
care under agreement 311155515 for animal experimentation from the French Ministry of Agriculture
and validated by the local ethical committee for animal experimentation (project number: 2016 0323
10542323) and by the French Ministry of Higher Education and Research (project number: 00890.01)
for experiments 2 and 1, respectively. The study was performed on adult Lacaune ewes in the sheep
research facility at the National Veterinary School of Toulouse, France. The ewes were kept under
natural photoperiodic and temperature conditions, with free access to water, hay ad libitum and plant
based pellets (Brebilac® RAGT, Rodez, France). The absence of BPA contamination of water, hay and
pellets was checked by assaying BPA in 100 mg samples of each matrix homogenized in 1 mL of

acetonitrile. BPA was not detected in any of the samples (LOD 10 ng/g of food).
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In experiment 1, animals were penned individually the day before the administrations and for 24h
following administrations. For experiment 2, all animals in a same group were kept together and no
direct contact was allowed between animals from different groups, with separate food and water

supplies provided for each group.

2.3. Experimental design

Experiment 1: relative bioavailability via subcutaneous and dietary routes of administration

This experiment was designed to evaluate the equivalence, in terms of internal exposure to BPA, of
the S.C. route of administration used for convenience in this experiment and the dietary one thought
to be the main route of exposure in human populations. It was conducted on 4 ewes (3-5 year old; 50-
73 kg) and was divided into 2 periods conducted at least 13 days apart. The first period was devoted
to the S.C. route of administration (5 mg/kg of body weight). During the second period, the same ewes
received BPA via the diet (10 mg/kg of body weight). Before the dietary period, ewes were fasted
overnight to facilitate intake of the BPA-treated pellets. The ewes ingested the pellets within 2 — 9
minutes. Free access to hay and water was maintained after the administrations. The different doses
for the different routes were based on previous studies and were chosen to produce BPA
concentrations above our assay limit of quantification, for at least 8-10 hours after the administrations.
Use of different doses for the two routes was possible because there is evidence that the parameters
of BPA pharmacokinetics in several species including sheep are linear functions of the dose (Collet et
al., 2010; Taylor et al., 2011; Tominaga et al., 2006) over a dose range of 5 to 10 mg/kg. Results
regarding the dietary route have been described in detail in a previous publication (Guignard et al.,

2016).

Serial jugular blood samples were collected before all administrationsand0.5-1-2-4-6-8-10—-
24 h after the S.C. administration or 0.03 - 0.08 - 0.16 —0.25-0.5-1-2-4-6 -8 — 10 — 26 h after
the dietary exposure. For the dietary administration, time 0 was the time when the ewes had finished
ingesting the pellets. The blood samples were centrifuged at 3000g at 4°C for 20min, then the serum

was decanted and stored in propylene tubes at -20°C until assayed.

Experiment 2: determination of the lowest BPA dose associated with maternal thyroid disruption

This experiment was conducted on 22 pregnant ewes (1-3 year old; 55-103 kg) artificially inseminated

on the same day after hormonal synchronization of estrus. A vitamin and iodine/selenium-enriched
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mineral supplement (Alimal gestante® Alliance Elevage, Souvigny, France) was provided to cover the
specific requirements of gestation. The ewes were weighed twice a month. The amount of pellets was
regularly adjusted to pregnancy requirements and changes in body weight. The ewes were randomly
allocated to 4 treatment groups balanced for TT4 concentration, body weight and age. From GD28 to
GD132-134, each group received different daily doses of BPA by S.C. administrationi.e., low dose group
0.5 pg/(kg.d) (n=6); medium dose group 50 pg/(kg.d) (n=5); high dose 5000 pg/(kg.d) (n=5) and vehicle
group (n=6). The administered volume was regularly adjusted to the most recently recorded body

weight.

Maternal blood samples were collected twice a week during the treatment period, just before the next
BPA administration. The first maternal blood sample was taken on GD28 before the first BPA or vehicle
administration. On GD62, serial blood samples were collected from animals in the high dose treatment

group (0-1.5—-4 -8 and 10 h post administration).

At GD133-135, i.e. about two weeks before the expected term, the fetuses were delivered by cesarean
section under rachianesthesia and local anesthesia of the muscle wall (5 mL of lidocaine in the
sacrolombar space and 10 mL along the incision line on the abdominal wall; Lurocaine®, Vetoquinol
SA, Lure, France). Maternal and fetal jugular blood, cord blood and amniotic fluid were collected at
delivery after which the ewes and fetuses were immediately euthanized by intravenous overdose of

sodium pentobarbital (Doléthal®, Vetoquinol France, 60 mg/kg of pentobarbital i.v.).

2.4. BPA, BPA-GLUC and BPA-SULF assay

BPA, BPA-GLUC and BPA-SULF (BPA sulfate) concentrations were simultaneously measured in the
serum samples collected during experiment 1, in the amniotic fluid, cord blood and maternal and fetal
blood samples collected at delivery, and in the serial samples collected from the high dose group in
experiment 2, using a previously described UPLC/MS/MS method (Lacroix et al., 2011). The validated
LOQs were 1 ng/mL for BPA and 5 ng/mL for BPA-GLUC/S. The mean intra- and inter-day coefficients

of variation for three concentration levels of BPA and BPA-GLUC were lower than 15%.

2.5. Pharmacokinetic analyses

All pharmacokinetic analyses were performed with the Phoenix® software, version 6.4 (Pharsight

Corporation, Cary, NC, USA).

112



EFFETS DU BPA SUR LA FONCTION THYROIDIENNE

Experiment 1:

Serum concentration—time profiles of BPA and BPA-GLUC were first analyzed using a non-
compartmental approach. The areas under the BPA and BPA-GLUC serum concentrations curves (BPA
and BPA-GLUC AUC.st) were calculated using the linear trapezoidal rule from dosing time to the last
quantifiable (i.e. >LOQ) serum concentration sampling time. The AUC from t=0 to infinity was obtained
by adding to AUC,.s: the area extrapolated from the last observation to infinity obtained by dividing the
last observed quantifiable serum concentration by the slope of the terminal phase estimated by linear
regression, using the best fit option of Phoenix®. As previously explained (Gayrard et al., 2013;
Guignard et al., 2016), to avoid any confusion due to high concentration resulting from direct drainage
of the mouth by the jugular veins, the data obtained during the first 10minutes after final pellet
ingestion were not taken into account in the calculation of BPA AUCin. The digestive absorption of BPA
being close to 100% (Doerge et al., 2010), the molar ratio AUCins BPA-GLUC / AUCin¢ BPA could be used
as an index of BPA metabolism. The relative bioavailability of BPA by dietary and subcutaneous routes

was compared using the following equation:

BPA AUCinf dietXBPA dose S.C.
BPA AUCinf S.C. BPA dose diet

Relative bioavailability =

The time courses of serum BPA concentrations obtained in the 4 ewes after the S.C. administration
were fitted to a triexponential equation, corresponding to an extravascular administration, to generate
the pharmacokinetic (PK) parameters required to predict the time course of BPA blood concentrations

for the lowest doses in experiment 2:

C(t) = Ae %t + B.e Pt 4 C. e KOLL

Experiment 2:

Given the known BPA PK parameters and our assay LOQ, the maternal serum concentrations of BPA
were likely to be non-quantifiable after repeated S.C. administrations of BPA at 0.5 or 50 pg/(kg.d).
Time-concentration profiles of BPA were therefore simulated, using the PK parameters and the model
of experiment 1, to estimate the animal internal exposure. BPA disposition was assumed to be linear
overtime, as no accumulation or increase in the metabolism of BPA or BPA-GLUC had been observed
with repeated administrations (Collet et al., 2010; Viguié et al., 2013) and because gestation does not
affect BPA metabolic rate in the ewe (Corbel et al., 2013). The goodness-of-fit was determined using

data obtained from the serial samples collected from ewes receiving the highest dose at GD62.
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2.6. TH assays

Total and free T4and total T3 concentrations were measured in one every two samples collected twice
a week in ewes from GD28 to GD128 and from fetal jugular samples collected at delivery using a RIA
kit (T4 MADb RIA kit, MP Biomedicals, lllkirch, France). The LOQ of the RIA assays (lowest value with an
intra-assay CV lower than20% and an accuracy above90%) was validated at 10 ng/mL and 0.4 ng/mL
for total T4 andT3, respectively. For free T4, a limit of sensitivity was set at the lowest concentration
of the standard curve providing that the intra-assay CV was below 20% (3.2 pg/mL). The mean intra-

and inter-assay CVs for three QC pools were systematically below 10%.

The balance between T4 activation into T3 and its inactivation to rT3, through different deiodinase
activities, particularly within the placenta, has a key role in ensuring adequate TH supply to the fetus
to meet its needs. We therefore used a previously described UPLC/MS/MS assay (Roques et al., 2012)
to simultaneously determine TT4 and rT3 concentrations in the cord blood samples and in maternal
samples collected after TT4 modification had been established, at GD 41 - 44 -48 - 51 -55-58 - 72
— 86 — 100 — 114 and 128. The LOD for each assay run was defined as the calculated concentration
corresponding to a peak area at a given elution time, equal to three fold the area obtained by solvent
injection. These LOD were 2.8, 0.5 and 0.15 ng/mL for TT4, rT3 and TT3, respectively. Mean intra- and
inter-assay CVs for three QC pools were systematically below 15% and accuracy was between 88 and

108%.

2.7. Statistical analyses

Statistical analyses were performed with Systat® (Systat Software Inc., San Jose California,USA). The
effect of the treatment on the time course of maternal TT4, fT4 and TT3 in the weekly samples was
analyzed by using a two-way repeated-measures ANOVA, with time, treatment and their interaction
as fixed factors and animals nested in the treatment as a random effect factor. A Bonferroni test was
performed to identify the dose that individually would give a different serum TH profile to the one

observed in the control group.

The effect of the treatment on hormone concentrations measured in fetal and maternal blood at

delivery was analyzed with a one-way ANOVA.
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3. Results

3.1. Relative bioavailability by subcutaneous and dietary routes of administration (Experiment 1)

Fig. 1 (A-B) shows the mean (+ S.E.M.) serum BPA and BPA-GLUC concentration-time profiles following
S.C. (5 mg/kg) or dietary (10 mg/kg) administration of BPA. The concentrations were not normalized
by the dose. The concentration-time profiles varied greatly between the two routes. With the dietary
route, the maximum serum concentration (Cmax) Was attained very quickly (at 0.12 h for 2 ewes and
0.20 h for 2 others) and BPA concentrations decreased quickly to reach the assay LOQ within 8 h post-
administration. For the S.C. route, Cnax Was obtained later (after2 h for 3 ewes and 1 h for one ewe)
and the BPA concentrations decreased more slowly. The mean normalized by the dose BPA Cnaxfor the
S.C. route was only 4.6 £ 1.5 fold higher than for the dietary route (Fig. 1 C). By contrast to BPA, the
BPA-GLUC concentration time course for the two routes of exposure was very similar and the
maximum concentration attained with both routes, when normalized by the administered dose, was

about 2.4 nmol/mL(Fig. 1 D).

Administration by S.C. route led to a higher overall internal exposure to BPA characterized by a much
higher normalized by the dose AUCiy (Fig.2 A). The calculated relative bioavailability of BPA for the
dietary as compared to S.C. route was3.3 £ 0.3 %. The AUCi,s of BPA-GLUC was very similar for both
routes of administration (Fig. 2 B). The ratio of BPA-GLUC to BPA AUCis was about 25 fold higher for
the dietary route than for the S.C. route (Fig. 2 C). This can be explained by the extensive hepatic first-

pass effect that immediately transforms BPA into BPA-GLUC after BPA intestinal absorption.

Overall, the maximum serum concentration of BPA obtained after subcutaneous administration was
not dramatically higher than after dietary administration. However, BPA high level exposure was more
prolonged after administration by S.C. route than by dietary route. Interestingly, the internal exposure

to BPA-GLUC after both routes of administration was almost identical.

3.2. Maternal and fetal monitoring of BPA and BPA-GLUC internal exposure (Experiment 2)

Table 1 describes the mean BPA, BPA-GLUC and BPA-SULF concentrations measured in the maternal
and fetal jugular blood, cord blood and amniotic fluid collected at delivery for the medium and high

BPA dose groups. Concentrations were below the assay LOQ in all samples from the control group. BPA
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concentrations were quantifiable in all collected blood samples only for animals in the highest dose
group and in the amniotic fluid from the medium and high dose groups. It was quantifiable in cord
blood samples from 4/10 and5/10 lambs from the low and medium dose groups, respectively. BPA-
GLUC concentrations could be systematically measured in fetal jugular blood, cord blood and amniotic
fluid samples from the medium and high dose groups and in a few fetal jugular (5/10), cord blood
(3/10) and amniotic fluid (3/7) samples from the low dose group. Overall, BPA-GLUC concentrations in
the fetal compartment were much higher than the BPA fetal concentrations or the BPA-GLUC maternal
concentrations. BPA was detectable in the maternal blood only for the highest dose group. BPA-GLUC
in the maternal blood was detectable in a few samples of the low and medium doses groups and was
systematically quantified in all the ewes from the high dose group. When quantifiable, BPA maternal
concentrations were very similar to the amniotic ones, while for BPA-GLUC amniotic fluid

concentrations were much higher than the maternal ones and within the same range of the fetal ones.

BPA-SULF could be measured in samples from the fetal compartment (jugular fetal and cord blood) in
all samples from the medium and high dose groups. For the amniotic fluid and maternal samples, it
was rarely measurable in samples from the medium dose group. In the fetal and cord blood samples
from the high dose group, BPA-SULF was detected at levels about 50 to 80 fold higher than BPA and
about 20 fold lower than BPA-GLUC. BPA-SULF concentration in amniotic fluid were about 10 fold
lower than that in the fetus while they were about 10 fold higher than that of the maternal

compartment.

3.3. Maternal and fetal thyroid status (Experiment 2)

Fig. 4 shows the time course of mean totalT4, free T4and total T3 concentrations measured in the
maternal serum samples throughout the treatment period for each BPA group compared individually
to the control group. For total T4, no significant interaction between time and treatment could be

evidenced (p=0.37).

The time course of maternal free T4 serum concentrations appeared to be affected by the treatments
(interaction time x treatment, p<0.001). A significant difference between the control group and the
medium (p=0.003) and high (p=0.015) dose groups was observed which was characterized by a
decrease in fT4 concentrations. Visual inspection of the graph indicates that this decrease was initiated

around GD 40 (i.e. after about 12 days of treatment) in BPA-treated animals.

Throughout pregnancy, the time course of TT3 concentrations in the mothers was significantly affected

by the treatment (interaction time x treatment, p=0.04). The profile of the medium dose group differed
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from that of the control group (p=0.03). Overall, TT3 concentrations were lower in BPA-treated animals

from GD 60-70 (visual inspection). This interaction was not significant for the high dose group (p=0.44)

Disruption of the maternal thyroid status was further characterized by measuring rT3 jointly to TT4
using HPLC/MS in samples collected from the 41° day of gestation, i.e. after fT4 concentrations have
started to decrease in the medium dose group. A treatment effect could be evidenced on TT4
concentrations with no interaction with the time. On rT3 profiles, a trend (p=0.09) toward an
interaction between time and treatment was evidenced suggesting that modifications of the rT3
patterns might occur later than for T4. The time course of the rT3/TT4 ratio (Fig. 5) was significantly
affected by BPA exposure (interaction time x treatment p=0.04) over the period considered. These
modifications were due to differences between the control and medium dose groups with a time-
dependent effect on the rT3 to TT4 ratio (p=0.024) characterized by a higher rT3to TT4 ratio in the BPA

group from GD50 to 90, approximately.

Neither TT4 nor fT4 in fetal jugular blood (Fig. 6) were affected by BPA treatments at any of the doses
tested (individual comparison with the control group, p>0.05). TT3 was never detectable in fetal jugular

blood.

The thyroid hormone concentrations in cord blood were measured by HPLC/MS. TT3 in the fetuses
was almost always below our assay LOD. No effect of the treatment on rT3, TT4 concentrations and

rT3/TT4 ratio could be evidenced in cord blood.

4. Discussion

Our study is one of the rare studies to directly assess the equivalence between a route of exposure
commonly used in experimental studies of BPA toxicity and the dietary route acknowledged as the
main route of exposure for human populations. Our findings suggest that the bioavailability of BPA
might be 30 fold lower when administered by dietary route than by subcutaneous route. Our current
results indicate that the difference between the two routes of exposure is mainly related to the overall
BPA exposure and much less to the peak serum concentrations which are relatively similar. Our results
also show that BPA-GLUC exposure, unlike that of BPA, is very similar for both routes of administration.
BPA-GLUC is usually assumed to be devoid of biological activity. However, in some sensitive tissues,
the balance between BPA detoxification by conjugation into BPA-GLUC and BPA-GLUC reactivation by
deconjugation into BPA is in favor of deconjugation (Corbel et al., 2014). Although the mechanism
enabling BPA-GLUC (a hydrophilic compound) to reach the intracellular space remains unknown, these

observations indicate that internal exposure to BPA metabolite might also be of biological significance
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and should be more thoroughly considered in toxicological studies. Furthermore, it is noteworthy that
BPA-GLUC blood profiles differ markedly after gavage administration as compared to the dietary one
(Guignard et al., 2016). Thus when considering potential effects of BPA-GLUC, gavage might not be

better than the subcutaneous route for evaluating BPA oral toxicity.

Our TK model enabled us to estimate the internal exposure of ewes treated by chronic exposure via
the subcutaneous route. Interestingly, both the medium and low doses selected were predicted to
reproduce BPA serum concentrations in ewes within the range of concentrations commonly reported
in the most recent studies in pregnant women i.e., from 100 pg/mL (Teeguarden et al., 2016) to 4
ng/mL (Shekhar et al., 2016). However, in both those studies, free BPA would account for about 60-
80% of total BPA while in our study the ratio of BPA-GLUC to BPA was markedly in favor of BPA-GLUC

in both the mother and the fetus at delivery, i.e.at least 24 h after the last BPA administration.

Concerning fetal exposure, our exposure schemes made it possible to encompass the range of aglycone
BPA concentrations reported in fetal compartments in humans, whether in amniotic fluid or cord
blood. Indeed, for BPA, the geometric mean of about 4.8 ng/mL in the amniotic fluid of full-term human
newborns (Shekhar et al., 2016) is similar to the concentrations measured in the amniotic fluid of lambs
from the medium dose group in our study. Similarly, cord blood concentrations in human newborns
(about 1.2 ng/mL; Chevalier et al., 2015) are very close to the few measurable values obtained in the
cord blood of lambs from our medium dose group. Our study evidenced a high accumulation rate of
BPA-GLUC in the fetal compartment in agreement with other study with short term exposure. Indeed,
in our current study, as in the short term fetal exposure study performed at GD120 (Corbel et al., 2013),
amniotic fluid concentrations were about 4 fold lower than concentration in fetal blood (jugular or
cord blood). However, in a first study with chronic gestational exposure (Viguié et al., 2013), BPA-GLUC
concentrations in full term lambs were 2 fold higher in amniotic fluid than in fetal blood. The most
likely explanation for such fetal age —dependent differences in fetal exposure to BPA-GLUC could rely
on the ontogeny of UGT activity in the fetal sheep with a late rise toward the end of pregnancy
(Pretheeban et al., 2011) similarly to human (Divakaran et al., 2014). The biological significance of the
very high fetal exposure to BPA-GLUC produced in our sheep model and its relevance to humans
remains to be elucidated. From this standpoint, it is noteworthy that some data in monkeys suggest
that, similarly to what is observed in the ovine fetus, BPA-GLUC accumulates in the fetal compartment

(Patterson et al., 2013).

BPA-SULF appeared to accumulate as well in the fetal compartment. However, it is noteworthy that it
does not follow the same pattern in the fetal compartment than BPA-GLUC. BPA-SULF concentrations

in the amniotic fluid are indeed about 10 fold lower than in the fetal compartment. This suggests that
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BPA-SULF might not be eliminated from the fetal blood through the kidney and thus the amniotic fluid

or that BPA-SULF is very rapidly and efficiently cleared from the amniotic fluid.

Our results concerning the thyroid status of the mother reveal a certain degree of thyroid disruption
oriented toward a decrease in concentrations of the circulating hormones, fT4 and TT3. The medium
dose (50 pg/(kg.d)) seemed to be pivotal as this level of BPA treatment significantly affected the time
courses of both hormones. Interestingly, the time course of TT3, the biologically active hormone,
tended to be significantly modified by our lowest dose (0.5 ug/(kg.d)). This suggests that pregnant
females might be sensitive to BPA-induced thyroid disruption even at environmentally-relevant
exposure. Although our highest dose (5000 pg/(kg.d)) enabled us to reproduce the hypothyroxinemia
described in a previous study, surprisingly, modifications of the time course were only observed for

fT4 and not for TT4.

The fact that BPA induced a disrupting effect on some thyroid parameters at the medium and/or low
doses but not at the high dose suggests a non-monotonic effect of BPA on thyroid function in pregnant
animals. Nevertheless, this interpretation needs to be treated with caution and more doses and a
larger number of animals would be required to evidence and characterize such a complicated dose-

response relationship.

No effect of BPA treatments on fetal thyroid status could be evidenced in cord and jugular blood
samples. This contrasts with our previous results in sheep (Viguié et al., 2013). One major difference
between this study and the previous study in sheep is related to the gestational stage and fetal age
and/or the different fetal exposure to BPA/BPA-GLUC. In our earlier experiment, the lambs were
extracted at term, whereas in the current experiment they were extracted 10 to 14 days before term.
Thus, the final stage of thyroid maturation might not yet have occurred in these animals. This
explanation is fully consistent with the fact that TT3 could not be detected in the fetal blood samples.
Indeed, TT3 concentration in the blood of sheep fetuses, as well as human fetuses (Fisher, 2002), is
only detectable in the later stages of pregnancy (the last week for sheep; (Fisher et al., 1994). It is
noteworthy that, in rodents, BPA-induced thyroid disruption due to maternal exposure was mainly
evidenced during the postnatal period, which corresponds in this species to the final stage of
maturation of thyroid function (Xu et al., 2007; Zoeller et al., 2005), i.e., equivalent to the two missing

weeks required, in the current experiment, for the ewes to attain full term pregnancy.

Another explanation for such a discrepancy might arise from the difference in mineral supply provided
to the animal. Indeed, in the current experiment, ewes received a pellet ration containing a mineral
supply adapted to pregnancy requirements and thus enriched in mineral iodine (calcium iodate about

1.5 mg/day) and selenium (sodium selenite about 0.62 mg/day). lodine supply might have somehow
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compensated at least in part the BPA-induced thyroid disruptive process or made the fetal thyroid
function less sensitive to thyroid disruption. This kind of relationship between sensitivity to thyroid
disruption and iodine status is supported by epidemiological observations in humans. The inverse
maternal urinary BPA /newborn girl TSH relationship was shown to depend, at least in part, on the
maternal iodine status in the human biomonitoring "HOME" survey (Romano et al., 2015), suggesting
that the maternal iodine supply might somehow affect the sensitivity of the developing fetus to
chemical thyroid disruption. Other examples of interaction between the iodine status and diverse
thyroid stressors have been found in humans such as mercury in pregnant women (Llop et al., 2015)
or perfluoroalkyl acids in anti-TPO antibody positive humans (Webster et al., 2016). Interestingly, an
in vitro study on the FRTL-5 cell line showed that BPA at concentrations above the UM range can inhibit
iodide uptake (Wu et al., 2016). If such a mechanism were to hold true in vivo, it could effectively
explain why and how the iodine status of the animals could impact their sensitivity to BPA-induced

thyroid disruption.

The balance between deiodinase activities converting T4 into either the bioactive T3 or inactive rT3 is
a key factor in the maintenance of fetal thyroid homeostasis. This is why we measured rT3 and T4
concentrations in cord blood and in some bi-weekly maternal samples, using MS detection, in an
attempt to gain new insights into the balance between T4 and rT3 and the potential mechanisms of
BPA action. The results obtained with MS in maternal samples, collected from GD 41 to 128, suggest
that a modification of the deiodination balance, characterized by a time-dependent modulation of the
rT3/TT4 ratio, occurred in mothers receiving the medium BPA dose compared to those in the vehicle
group. The placenta is a key actor in fetal thyroid balance. It not only expresses deiodinases, in
particular type 3, to produce a balance between the active and inactive thyroid hormone supply to
the fetus, it also synthesizes transthyretin which regulates the transplacental transfer of maternal
thyroxine to the fetal compartments (Landers et al., 2009) and regulates iodide exchanges through NIS
(Na/l symporter) expression. In vitro data suggest that the placenta is a sensitive target tissue for BPA,
including at environmentally relevant doses (Mannelli et al., 2015; Sieppi et al., 2016; Tait et al., 2015).
However, no evaluation of the impact of BPA on thyroid-relevant placental functions are currently
available. BPA affects NIS-mediated thyroid uptake in a rat thyroid cell line in vitro (Wu et al., 2016)
but, so far, there is no evidence that it can alter deiodinase expression and/or activity in any tissues.
In the light of our current results indicating that in pregnant ewes BPA exposure modifies the balance
between T4 and rT3 at a late stage of pregnancy, it could be very interesting to assess the effect of BPA

on placental deiodinase activities.
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5. Conclusion

Our study carried out in an animal model relevant to humans in terms of thyroid and gestation
physiologies shows that BPA can affect maternal thyroid function and equilibrium during pregnancy.
This effect was expressed at levels of internal exposure (as assessed by serum aglycone BPA
concentrations) similar to those described in humans i.e. for BPA blood concentrations below the
ng/ml range. Although within the framework of this study, these maternal modifications could not be
tied with alterations in some patterns of fetal TH serum concentration, the possibility remains that TH
action and concentrations in target tissues, particularly in the brain, might have been affected.
Interestingly, our data suggest that BPA exposure might somehow modify the deiodination balance,

thus pinpointing a possible effect of BPA on the thyroid-related endocrine function of the placenta.
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Table 1: mean (+ SEM) BPA and BPA-GLUC/S concentrations (nmol/mL) measured in the maternal and fetal jugular blood, cord blood and amniotic fluid after
treatment of pregnant ewes with BPA from GD 28 to 132-134. LOQ were validated at 1 ng/mL and 5 ng/ml for BPA and BPA-GLUC/S, respectively (4.4, 12.4
and 16.2nmol/L for BPA, BPA-GLUC and BPA-SULF, respectively). Mean concentration was noted as "<LOQ” when the concentrations in more than half the
samples were below LOQ. When BPA and/or its metabolites were measurable in at least half the samples, the non-measurable values were replaced by the

LOQ/2 for the mean calculation.

Cord blood Fetal blood Amniotic fluid Maternal blood
BPA- BPA- BPA-
BPA BPA-GLUC BPA-SULF BPA BPA-GLUC | BPA-SULF BPA BPA-GLUC BPA
SULF GLUC SULF
Mean 0.007 1.180 0.046 <LoQ 1.09 0.040 0.012 0.284 <LOoQ <LOQ 0.022 <LOQ
Medium dose
50 ug/(kg.d) S.E.M. 0.002 0.077 0.01 0.058 0.006 0.005 0.034 0.008
0.2 umol/(kg.d)
n/tot 5/10 10/10 10/10 2/10 10/10 10/10 7/8 8/8 3/8 0/5 3/5 2/5
Mean 0.106 95.873 5.277 0.058 95.698 4.555 0.259 28.041 0.502 0.236 1.624 0.056
High dose
5000 pg/(kg.d) S.E.M. 0.012 11.540 0.766 0.005 14.422 0.454 0.055 2.582 0.206 0.030 0.153 0.005
20 umol/(kg.d)
n/tot 8/8 8/8 8/8 8.8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 5/5 5/5 5/5
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Fig. 1: A-B) mean (+ S.E.M.) serum BPA (A) and BPA-GLUC (B) concentration-time profiles obtained for
the same ewes (n=4) after subcutaneous (5 mg/kg) and dietary (10 mg/kg) administrations. Blood
samples were collected 0.5-1-2 -4 -6 -8 — 10 and 24 h after subcutaneous administration and
0.03-0.08-0.16-0.25-0.5-1-2-4-6—-8-10 and 24 h after dietary administration. The serum
concentrations were not normalized by the dose. C-D) Mean (+ S.E.M.) maximum concentration of BPA
(C) and BPA-GLUC (D) normalized by the BPA dose obtained after subcutaneous and dietary

administrations.
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Fig. 2: A-B) mean (£ S.E.M.) AUCi of BPA (A) and BPA-GLUC (B) concentrations normalized by the BPA
dose obtained after subcutaneous (5 mg/kg) and dietary (10 mg/kg) administrations in the same ewes
(n=4). The BPA concentrations obtained during the first 10 minutes after the end of food intake were
not taken into account in the AUC estimation. C) Mean (* S.E.M.) ratio of the BPA to the BPA-GLUC

molar dose-normalized AUCi.¢ after subcutaneous and dietary administrations.

130



EFFETS DU BPA SUR LA FONCTION THYROIDIENNE

L
5 1000+
s 100.!\[\h\f\r — 5000 g/(kg.d)
c .
§ ~ 10- O observed concentrations
9 € "\ N "~ N B
© = 19\ \ AN \ - = 50 ug/(kg.d
ks 0.1
g "\ "‘ .‘\ S 3
5 0019 ‘-... v+« 0.5 pg/(kg.d)
& 0.001 » ]
m 0 24 48 72 96
Time (h)

Fig. 3: predicted serum concentrations of BPA in pregnant ewes treated with repeated subcutaneous
administrations of BPA (0.5 — 50 and 5000 pg/(kg.d)). Concentrations were predicted using a bi-
compartmental model and appropriate pharmacokinetic parameters previously established in the ewe
for a dose of 5 mg/(kg.d). Observed concentrations are the BPA serum concentrations measured in
blood samples collected from one representative ewe treated with BPA (5000 pg/(kg.d); S.C.) from GD
28 to 132-134. Blood samples were collected at GD 62 at time 0 - 1.5 — 4 - 8 and 10 h after the S.C.

administration.
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Fig. 4: time course of mean (+ SEM) total T4, free T4 and total T3 serum concentrations in pregnant ewes treated subcutaneously with vehicle (n=6) or BPA
(0.5 (ug/(kg.d), n=6). 50 pg/(kg.d), n=5 or 5000 pg/(kg.d), n=5) from GD 28 to 132-134. Blood samples were collected on GD 28 —-30-37-44—-51-58 - 65
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Fig. 5: time course of mean (+ S.E.M.) ratio (%) of rT3 to total T4 serum concentrations measured by
HPLC/MS in pregnant ewes treated subcutaneously with control or BPA 0.5 — 50 and 5000 pg/(kg.d) from
GD 40 to 132-134. Blood samples were collected onGD 41 —44 -48 -51-55-58-72-86—-100-114
and 128.
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Fig. 6: mean (+ S.E.M.) free (A) and total (B) T4 serum concentrations measured by a RIA method in
fetal jugular blood collected at GD132-134. Fetuses came from mothers treated with vehicle or BPA

0.5 - 50 and 5000 pg/(kg.d) from GD 28 to 132-134 S.C.
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C. Conclusion

Dans cette partie, nous avons cherché a déterminer la plus faible dose de BPA associée a une
perturbation thyroidienne, sur le modele de brebis gestante, un modéle pertinent pour I'étude des

conséquences d'une perturbation thyroidienne.

Les résultats obtenus ont confirmé que le traitement au BPA était associé a une inhibition de la
fonction thyroidienne maternelle caractérisée par une diminution des concentrations sériques de T4
libre et de T3 totale au cours de la gestation. Cette inhibition était notamment retrouvée chez les
brebis traitées a la dose 50 pg.kg™.j* (SC). La dose 0,5 pg.kg™.j? (SC) diminuait la concentration
maternelle de T3 (environ 16% inférieure au groupe contréle). Pour la TT4, le traitement au BPA tendait

a diminuer les concentrations maternelles.

Ces résultats sont d’autant plus préoccupants que les doses induisant une hypothyroidie maternelle
(0,5 et 50 pg.kg.j!) conduisent chez les méres, d’aprés le modéle cinétique établi dans la premiére

partie, a des concentrations circulantes en BPA comparables a celles décrites chez 'hnomme.

Sur le plan mécanistique, il est intéressant de noter que le traitement au BPA était associé a une
modification du ratio des concentrations sériques maternelles rT3/TT4. Cette observation suggére une
modulation des voies d’activation et d’inhibition de la T4 respectivement en T3 et rT3 et leve donc
I"attention sur un éventuel effet du BPA sur I'activité des désiodases responsables de la conversion des

hormones thyroidiennes.
Chez le foetus, aucune modification des concentrations en hormones thyroidiennes circulantes n’a été

mise en évidence sur les prélevements collectés a I'euthanasie. Toutefois, il est possible que des

altérations du statut thyroidien feetal aient eu lieu au cours de la gestation.
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lll. Exploration des effets d’une exposition prénatale au BPA sur le

développement du SNC

A. Introduction et objectifs

Dans la partie précédente, nous avons montré, sur le modele de brebis gestante, que I'exposition au
BPA a une faible dose, modifie I'noméostasie thyroidienne maternelle au cours de la gestation. Cette
observation est d'autant plus préoccupante que le développement du feetus, et en particulier de son
SNC, est largement sous la dépendance des hormones thyroidiennes maternelles. Ainsi, bien que les
modifications thyroidiennes maternelles n'aient pas été associées a une perturbation du statut
thyroidien foetal, il est probable que I'effet inhibiteur du BPA sur la fonction thyroidienne maternelle

n'ait pas permis de couvrir I'intégralité des besoins physiologiques du SNC foetal.

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que I'exposition prénatale au BPA induit des altérations
histologiques et biochimiques du développement du SNC foetal. Les étapes clés de la neurogenése sont
notamment altérées. Cependant, ces altérations n'ont que trés rarement été mises en relation avec

une potentielle perturbation thyroidienne induite par le BPA.

Dans ce contexte, cette derniere partie avait pour objectif d'identifier des biomarqueurs d'effets d'une
exposition prénatale a une faible dose de BPA sur le développement de différentes structures

cérébrales parallelement aux effets du BPA sur le statut thyroidien maternel et feetal.

Compte tenu de la multiplicité des cibles potentielles du BPA et de I'hétérogénéité biochimique et
fonctionnelle du SNC, une approche non-ciblée telle que la métabolomique apparaissait comme une
approche prometteuse dans |'exploration des conséquences sur le développement du SNC d'une
exposition au BPA. Ce type d'approche avait déja permis de mettre en évidence, dans une étude
précédente, des modulations du métabolome du SNC de nouveau-nés murins exposés durant la
période périnatale a une faible dose de BPA. Ces travaux avaient été menés sur la globalité du SNC.
L'étude actuelle se proposait de gagner un degré de résolution en réalisant I'approche métabolomique
sur des structures cérébrales spécifiques, le but étant d'affiner les hypothéses établies quant aux
conséquences neurofonctionnelles d'une exposition prénatale au BPA en se basant sur les fonctions

propres a chaque structure.

Ces travaux sont présentés sous forme d'article (Article 3) et feront I'objet d'une publication

prochainement soumise dans une revue scientifique multidisciplinaire.
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B. Article 3

"A low dose of bisphenol A impacts the maternal thyroid function and the metabolome of fetal brain

regions in ovine species"

D. Guignard; C. Canlet; M. Tremblay-Franco; R. Gautier; F. Jourdan; V. Gayrard; N. Picard-Hagen; D.
Zalko; C. Viguié; N. Cabaton

137



EFFETS D’UNE EXPOSITION PRENATALE AU BPA SUR LE DEVELOPPEMENT DU SNC

Classification: BIOLOGICAL SCIENCES, Environmental Sciences

Title: A low dose of bisphenol A impacts the maternal thyroid function and the metabolome of fetal

brain regions in ovine species

D. Guignard; C. Canlet; M. Tremblay-Franco; R. Gautier; F. Jourdan; V. Gayrard; N. Picard-Hagen; D.

Zalko; C. Viguié; N. Cabaton

Toxalim (Research Centre in Food Toxicology), Université de Toulouse, INRA, ENVT, INP-Purpan, UPS,

Toulouse, France

Corresponding author: Catherine Viguié

TOXALIM UMR 1331, INRA INP UPS
23 chemin des Capelles, BP 87614
31076 Toulouse cedex3, France
Phone: (33) 561 193 913

Email: catherine.viguie@toulouse.inra.fr

Keywords: bisphenol A; endocrine disruptor; low dose; prenatal exposure; metabolomics; brain

structures; toxicology

138



EFFETS D’UNE EXPOSITION PRENATALE AU BPA SUR LE DEVELOPPEMENT DU SNC

Abstract

Fetal brain development is largely dependent upon maternal thyroid hormones. The gestational
exposure to bisphenol A (BPA), an environmental contaminant suspected to disrupt thyroid
homeostasis, might alter the brain ontogenesis. Perinatal exposure to BPA has previously been
demonstrated to induce moderate maternal and fetal hypothyroxinemia in sheep and to alter brain

metabolome in mice.

In this study, we explored the impact of a prenatal BPA exposure on the metabolome of fetal brain
regions. Two groups of pregnant ewes (n=13 each) were subcutaneously exposed to vehicle or BPA 5
ug.kgt.day? from GD28 to GD137. Maternal thyroid hormones were monitored during the treatment
period. At GD138, 11 specific fetal brain structures were dissected and extracted. Aqueous extracts
were individually submitted to H nuclear magnetic resonance analysis. Multivariate statistics were

performed to identify the discriminant endogenous metabolites between groups.

Maternal BPA concentrations were predicted to fluctuate between 0.02 and 0.35 ng/mL. BPA
treatment induced a significant time-dependent decrease of maternal total T4 serum concentrations
and tended to increase maternal reverse T3 concentrations at the delivery. For 9 out of the 11 brain
regions collected, PLS-DA models significantly discriminated NMR spectra of both groups. Several
metabolic pathways were found to be modulated by BPA, including excitatory (aspartate, glutamine,
glutamate) and inhibitory (GABA and taurine) amino acids pathways (dorsal part of hippocampus,
cerebellar vermis, dorsal part of hypothalamus, lateral part of frontal cortex).

This study suggests that a prenatal exposure to a BPA low dose affects the fetal brain ontogenesis

possibly through a thyroid-dependent mechanism.
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Introduction

Over the past decades, the prevalence of neurodevelopmental disorders such as attention deficit
hyperactivity disorders (ADHD) or autism spectrum disorders (ASD) has increased (1-4). Human
exposure to endocrine disrupting chemicals (EDC), in particular those targeting the thyroid function
during fetal development, is strongly suspected to contribute to this increase. Some recent evaluations
reported that EDC exposure in Europe might contribute substantially to neurobehavioral deficits and

disease with a high probability of more than 150 billion euros costs/year (5).

BPA, a well-known food and environmental contaminant with an ubiquitous human exposure including
fetal exposure, has been shown to affect both the thyroid axis and the central nervous system (CNS)
in animal experimental models as well as in human. Interestingly, maternal urinary BPA concentration
was shown to be negatively correlated to maternal total T4 blood concentration and to TSH in males
neonates in the CHAMACO cohort (6) and to TSH in females neonates in the HOME cohort (7). In
rodents, a BPA treatment of pregnant and lactating dams was associated with transitory modifications
of free and/or total T4 concentrations in dams and their offspring in the neonatal period (8, 9). These
changes in circulating T4 were associated with changes in the expression of neurogranin, a thyroid-
regulated marker for neuro-differentiation, or of SRC-1, a cofactor involved in the regulation of the
transcription of thyroid target genes, in the male pup hippocampus. In pregnant ewes, a more relevant
model to human than rodent from the standpoint of thyroid regulation and the CNS ontogeny, BPA
treatment throughout the 4/5™ of the gestation was associated with hypothyroxinemia (about 30%
decrease in total T4) in both the mothers and the newborn lambs (10). Given the strict dependency of
the CNS ontogenesis upon maternal and fetal thyroid homeostasis (11-13), it can reasonably be

assumed that this BPA-induced hypothyroxinemia could affect the fetus neural development (14).

Although it has been rarely studied in relation to potential thyroid disruption, numerous effects of
developmental exposure to BPA on the CNS and neurocognitive development have been evidenced in
laboratory animals. Increased anxiety (15, 16) and hyperactivity-like (17) behaviors were observed in
mice perinatally exposed to BPA. Prenatal exposure to BPA was associated to abnormal synaptogenesis
in the hippocampus of monkey (18) and mouse (19, 20) and to alterations of neocortical development
in the mouse (17, 21). In mice, the concentrations of dopamine, serotonine and their metabolites were
modified in the hippocampus, amygdala, caudate nuclei, thalamus, striatum and pons in response to
a perinatal BPA exposure (20, 21). Most interestingly, low-dose exposure to BPA exhibited modulations
on the metabolome and produced signature changes that depended upon the dose on the whole brain

of young mouse born to and fed by BPA-treated dams throughout gestation and lactation (24). Those
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modifications concerned mainly excitatory/inhibitory amino acids pathways, two key actors of both

neural development and plasticity.

The current study aimed to explore jointly thyroid disruption and effects on specific brain structures
of a prenatal exposure to a low dose of BPA relevant to human exposure. Given the broad field of
action of EDC, a global approach such as metabolomics was a very promising approach to evidence
BPA-induced modulations. This was not applied on whole brain but on targeted brain structures and
allowing facing to the heterogeneity of the organ and making one step forward in the prediction of the

neurofunctional consequences.

Results

Results are given as mean = SEM values

Monitoring of BPA and BPA-G internal exposure

Maternal serum concentrations of BPA and its main metabolite BPA glucuronide (BPA-G) were below
the limit of quantification (LOQ) for both groups. The pharmacokinetic models predicted maternal
serum concentrations in BPA-treated animals (5 pg.kg™.d%; SC) to fluctuate between 0.02-0.35 and 0.3
-3.5 ng/mL for BPA and BPA-G respectively (Fig. S1).

BPA and BPA-G concentrations in different fetal compartments are shown in Table 1. For the vehicle
group, they were below the LOQ. For the BPA group, BPA concentrations were quantifiable on 16 over
21 samples of amniotic fluid but were not quantifiable in fetal jugular and cord blood. BPA-G
concentrations were always quantifiable in amniotic fluid (23.8 *+ 4.8 ng/mL), fetal blood (24.5 + 2.3

ng/mL) and cord blood (22.8 + 3.1 ng/mL).

Maternal and fetal thyroid status

Fig. 1 shows the time course of mean total T4 concentrations in pregnant ewes. BPA treatment was
associated with a significant time-dependent decrease of maternal total T4 serum concentrations
(p=0.0176). Reverse T3 serum concentrations tended to be increased in ewes of the BPA group

collected at the delivery (p=0.06; Fig. 2).
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On fetal blood collected at the delivery, free and total T3 concentrations were below the LOQ for both

groups. Free and total T4 did not differ between groups.

Metabolomic approach

A valid PLS-DA model could be built with the dataset generated from NMR spectra of eight brain
structures. As shown in Fig. S2 for the vehicle group, the analysis of metabolomic profiles allowed

discriminating the different structures.

The PCA score plots initially established on pre-processed NMR spectra of individual brain structures
didn’t evidence a sex effect. Thus, the sex effect was not taken into account for further analyses on
PLS-DA. PLS-DA allowed discriminating the treatment groups for all but 2 structures. The metabolic
imprinting of the lateral hemispheres of the cerebellum and a ventral area of the diencephalon
encompassing a small part of the ventral hippocampus and the entorhinal cortex did not differ
between groups. Fig. 3 shows the PLS-DA score plots generated from the data of the best discriminated
structures: the lateral part of the frontal cortex, the dorsal part of the hippocampus, the dorsal part of
the hypothalamus and the cerebellar vermis. The PLS-DA score plots corresponding to other brain
structures are available in Fig. S3. The list of identified endogenous metabolites discriminating
treatment groups and their modulations is presented in Table 2. Discriminant metabolites from the
dorsal hypothalamus were mapped into the metabolic network in order to identify modulated

metabolic pathways (Fig. 4).

Discussion

The main objective of the present study was to identify biomarkers of effects of a prenatal exposure
to a low dose of BPA on different developing brain regions with a metabolomic approach, jointly to its
effects on maternal and fetal thyroid status. Our study evidenced in sheep, a pertinent model to study
thyroid disruption, that a low BPA gestational exposure (5 pg.kg.d?) impacts both the maternal

thyroid function and the metabolome of fetal brain regions.

Maternal BPA and BPA-G serum concentrations predicted by a PK model using well-characterized BPA
parameters in the sheep were relevant to the human internal exposure as described by serum

concentrations reported in biomonitoring surveys (25—-27). Fetal exposure was almost totally limited
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to BPA-G. This is fully consistent with previous data obtained in our laboratory on the same animal

model reflecting a BPA-G accumulation in the fetal compartment throughout gestation (28).

As it has already been published in the ewe with a dose of 5 mg.kg™.d? (10), gestational exposure to a
low dose of BPA was associated to a disruption of the time course of total T4 serum concentrations.
Increased reverse T3 concentration was also evidenced in the mothers suggesting an alteration of the
desiodase 3 activity (29). However, in contrast with the results of this high dose previous study, no
fetal thyroid disruption could be evidenced. This discrepancy could be attributed to the difference
between the two doses. However, as the effect was similar in the dams, there might be other
explanation. For example, it can be hypothesized that the experiment was not performed on the right
window of time to evidence effects of the treatment on the fetal thyroid function. Indeed, the delivery
occurred 7 days earlier in the current study as compared to the previous one whereas, in ovine species,
high modifications of the fetal thyroid function took place in the last days of gestation (30). This
hypothesis is also supported by the observation of a thyroid disruption only at PND 15 in offspring born
to rats exposed to BPA (1-10 and 50 mg.kg.d!) from GD 6 to PND 4 - 8 — 15 or 35 (9), knowing that
rat thyroid system development is delayed by 2 weeks compared to human newborn (30, 31). It

underlines the necessity to get a more dynamical evaluation of the fetal thyroid function.

Until the last third of gestation, ovine fetal thyroid axis is not yet completely functional and fetus is still
dependent upon maternal thyroid hormones (30). Accordingly, a transitory maternal
hypothyroxinemia affects the CNS ontogenesis (14). Thus, consequences on the fetal CNS development

of the BPA-induced thyroid disruption evidenced in our study in the dams remain plausible.

The global impacts of the BPA treatment on the developmental brain structures could be evidenced
by the metabolomic approach. Interestingly, the discriminant metabolites differed between the brain

regions, but for a same metabolite, switches were generally preserved between brain regions.

Modulation of the neurotransmitters and amino-acids signaling

Metabolic pathways of excitatory (aspartate, glutamate) and inhibitory (GABA, taurine)
neurotransmitters and amino-acids were affected by the BPA treatment in all structures but brainstem.
GABA, glutamate and glutamine were increased, aspartate and its acetylated metabolite N-
acetylaspartate were decreased and taurine was modulated differently between brain structures. Our
results are consistent with the increased brain concentrations of GABA, glutamate and glutamine
measured in mice perinatally exposed to BPA 0.025 ug.kg*.d(32). In the fetal ovine hippocampus, we

found an increase of the glutamine, a metabolite of glutamate (32), and a decrease of aspartate which
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are consistent with the increased ratio glutamate / aspartate revealed by NMR in the hippocampus of
mice perinatally exposed to BPA (33). A biochemical study showed that GABA and glutamate
concentrations were sex-dependently modulated in 9 brain regions of mice perinatally exposed to BPA
(500 pg/kg), notably in amygdala, hypothalamus and hippocampus (34). The metabolic pathway of
GABA was also sex-dependently affected in the hippocampus of adult mice treated by high doses of
BPA (0.4 — 4 - 40 mg/kg/d) for 12 weeks in association with emotional behaviors changes (35). The
current metabolomic data bring new evidences to affirm that BPA exposure affect, even at a low dose,

the metabolic pathway of neurotransmitters signaling.

Modulations of the neurotransmitters signaling could also be consequent to thyroid disruption.
Indeed, alterations of the glutamate / glutamine metabolism and a decreased GABA concentration
were observed on the metabolome of the cerebellum of adult rats treated with perchlorate, a thyroid
inhibitor (36). Other metabolomics studies evidenced a down-regulation of glutamate and taurine on
the plasma metabolome of adult rats treated with thyroid inhibitors (37, 38). Biochemical studies
revealed an impact of hypothyroidism on GABA and glutamate brain concentrations (39). One study
showed that GABA concentration was increased in the offspring cerebellum born to hypothyroid rats

treated by methimazole from GD1 to lactation day 21 (40).

The modulation of the neurotransmitters concentrations in the targeted brain regions might disrupt
key mechanisms of their ontogenesis as neural proliferation, differentiation and migration (41-43).
Such alterations have already been evidenced in hippocampus, prefrontal cortex and cerebellum of
animals treated by BPA (18-21, 44, 45). More specifically, the increased GABA concentrations
observed in the cerebellar vermis could impact the proliferation of the immature cerebellar granule
cells (46) and the neuritic outgrowth (47). Glutamate, modulated in the amygdala and the dorsal part
of the hypothalamus, and aspartate, affected in the frontal cortex and the dorsal part of hippocampus,
are 2 agonists of NMDA receptors (NMDA-R) which are much involved in the CNS ontogenesis. Thus,
the NMDA-R antagonism decreases the proliferation rate of striatal neuroblasts whereas the NMDA-R
activation promotes dendritic outgrowth and branching of hippocampal cells (43). In the developing
cortex, NMDA-R are involved in the neuronal migration and in the morphological changes into a bipolar
shape (48). Activation of AMPA/KAR receptors (2 other types of glutamate receptors) controls

oligodendrocyte precursor cells proliferation and differentiation (43).

Furthermore, modulations of taurine as observed in the frontal cortex, the ventral part of
hypothalamus and in the caudate nuclei can induce developmental brain impairments because taurine

increases the proliferation of human or mice neural precursor cells and mice cultured hippocampal
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slices (49, 50). Taurine also regulates the radial migration of neurons in the fetal mouse developing

neocortex (51).

Modulation of the choline metabolic pathway

Choline and its metabolites glycerophosphorylcholine and phosphorylcholine were modulated in all
brain structures except amygdala and brainstem. This is consistent with the alteration of the choline
metabolic pathway evidenced on the urine metabolome of adult rats treated by BPA (52) or on the
brain metabolome of mice perinatally exposed to BPA (24). Choline pathway alteration comforted the
hypothesis of an impact of BPA on neurogenesis because maternal choline-deficient diet disrupts
migration and differentiation of progenitor neuronal-type cells (53) and alters long-term potentiation
(54) in hippocampus of offspring. Due to the fundamental role of choline in cell membranes structure,
a disruption of the membrane integrity can also be hypothesized in affected brain regions.
Furthermore, given the direct link between choline and acetylcholine, a disruption of this
neurotransmitter might be expected, especially since a decreased activity of the choline
acetyltransferase (ChAT) in the hippocampus (55, 56) and the acetylcholine esterase (AChE) in the

cortex and striatum (57) have been evidenced in hypothyroid rats.

Impact on the energy metabolic pathway

Beside its role as agonist of NMDA receptor, aspartate is involved in the tricarboxylic acid cycle due to
its permanent balance with oxaloacetate (58). Thus, its decreased concentrations in the frontal cortex
and the hippocampus might reflect a disruption of the oxidative energy metabolism in these
structures. This hypothesis is consistent with the alteration of creatine and phosphocreatine in the
dorsal part of the hypothalamus and in the medial part of the frontal cortex. Indeed, creatine is
involved in energy metabolism through its conversion into phosphocreatine and ATP by the creatine
kinase. The impact of the modulation of the energy metabolic on CNS is furthermore reinforced by the
decreased concentrations of creatine itself which protects neuronal axons from energy depletion in

normal conditions (59).
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Alteration of the amino-acids metabolism

Expression of amino-acids (alanine, isoleucine, leucine, threonine and valine) was shown to be
modulated in the different brain regions as already observed in CNS and urine metabolome of rats

treated by BPA (24, 60).

Neurofunctional and neurobehavioral consequences

The modulations observed in the targeted brain structures can be correlated to their known functions,
bringing new elements in the identification of the neurobehavioral consequences of a prenatal BPA
exposure. Thus, the metabolome of both parts of the hypothalamus were much modulated by BPA.
The impact on hypothalamic ontogenesis reflected in particular by the neurotransmitters signaling
affection could participate on the endocrine dysregulation observed in BPA studies. Furthermore,
hypothalamus and amygdala are implicated in the emotional regulation. The modulations observed in
these brain regions could explain the behavorial changes as anxiety or hyperactivity observed in rats
perinatally exposed to BPA (16, 61, 62). Even if a direct link is difficult to establish, this hypothesis is
strengthened by the global disruption of GABA, glutamate and glutamine identified in several brain
structures consistently with alterations observed on the NMR spectra of humans suffering from
attention deficit hyperactivity disorders (63, 64). As already evidenced in monkeys or rodents exposed
to BPA (44, 62, 65), neurocognitive disorders as learning impairments can also be hypothesized in
regards to the modulations observed in hippocampus, the main structure involved in the memory
process. Given the fundamental roles of the cerebellar vermis and the frontal cortex in the control of
movements, the many metabolic pathways affected in these brain regions suggest that BPA could

induce subtle motor alterations.

In summary, our study shows impacts of a prenatal BPA exposure on the metabolome of targeted brain
regions of the ovine fetus jointly to a disruption of the maternal thyroid homeostasis. Many clues
suggest that some of these modulations are dependant of the thyroid disruption but the clear
distinction of thyroid and non-thyroid dependent mechanisms remains to establish. Globally and
consistently with results of other studies, the metabolomics data evidenced alterations of key
mechanisms of brain development potentially responsible of neurobehavioral disruptions and

neurocognitive deficits.
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Materials and Methods

All material used for the preparation of solutions, samplings, processing and analyses were either in

glass or in BPA-free plastic containers.

Chemicals

Bisphenol A 99% purity (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was dissolved in corn oil /
absolute ethanol (6/1:V/V) to obtain a concentration of 200 ug/mL A new solution was prepared

monthly.

Animal husbandry and treatments

All animal procedures were carried out in accordance with the accepted standards of humane animal
care under agreement 311155515 for animal experimentation from the French Ministry of Agriculture
and validated by the local ethical committee (project number 2016 0323 10542323). The study was
performed on adult pregnant Lacaune ewes (1-4 yr old) in the sheep research facility of the National
Veterinary School of Toulouse. Ewes were artificially inseminated with semen from a single ram.
Animals were kept under natural photoperiodic and temperature conditions, with free access to water,
hay ad libitum and vegetables pellets (Brebislac® RAGT, Rodez, France); a vitamin and iodine-enriched
mineral supplementation (Alimal gestante® Alliance Elevage, Souvigny, France) was provided to cover
the specific requirements of gestation. The quantity of pellets was regularly adjusted to pregnancy

requirements and changes in body weight.

Ewes were randomly allocated to 2 groups (n = 13 per group) balanced for total T4 serum
concentration, bodyweight and age. They received BPA (5 pg.kg™.d%; SC) or vehicle treatment from GD
28 to GD 137-138. The administered volume was regularly adjusted to the most recently recorded

body weight.

On GD 138-139, ewes were euthanized by overdose of pentobarbital (60 mg/kg IV of Dolethal®
Vetoquinol, Lure, France) and fetuses were quickly delivered by cesarean section and euthanized (60
mg/kg of Dolethal®, IV). Finally, 26 (15 males; 11 females) and 24 (13 males; 11 females) fetuses were
delivered from control and BPA-treated ewes, respectively. When the ewes were bearing more than

two fetuses, only the two first born were kept in the study.
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Monitoring of BPA and BPA-G internal exposure

Sampling

Fetal blood, cord blood and amniotic fluid were collected immediately after fetal delivery. Blood
samples were centrifuged for 20 min at 3000 g and 4°C, serum was decanted and stored at -20°C until
assay.

BPA and BPA-G concentrations measurements

BPA and BPA-G concentrations were measured in maternal, fetal jugular and cord blood and in
amniotic fluid using a previously described UPLC/MS/MS method (66). The LOQ were validated at 1
and 5 ng/mL for BPA and BPA-G, respectively.

Pharmacokinetic analyses

Given the BPA and BPA-G known pharmacokinetic parameters in the ewe and our assay LOQ, BPA and
BPA-G concentrations were likely to be non-quantifiable. A pharmacokinetic model based on a tri-
exponential equation (SI) was thus used to predict the time courses of maternal serum concentrations
of BPA and BPA-G after repeated subcutaneous administrations. To simulate the time courses, a set of

mean PK parameters obtained in 4 ewes during the courses of another experiment was used.

Characterization of maternal and fetal thyroid status

Sampling

Maternal blood samples were collected twice a week to monitor the time course of serum thyroid
hormones concentrations. The first sample was collected at GD 28 before the first BPA / vehicle

administration. Fetal jugular and cord blood were collected from the fetus right after delivery.

Thyroid hormones assays

Total T4 (TT4) concentrations were determined on maternal blood samples collected during the
treatment period using RIA kits (DE4533, Demeditec, Kiel-Wellsee, Germany). TT4, TT3 and rT3
concentrations on maternal and fetal blood collected at the delivery were measured with a
UPLC/MS/MS method. The mean intra-assay and inter-assay CV of three quality control pools were
less than 15% respectively for all assays. The LOQ was validated for TT4 at 10 and 1 ng/mL for the RIA
and the chromatographic methods respectively and at 0.1 ng/mL for TT3 and rT3 as the lowest value

with a CV and an accuracy lower than 20%.
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Statistical analyses

The effect of treatment on the time course of maternal TT4 concentrations during the treatment
period was analyzed using a two-way ANOVA with time, treatment and their interaction as fixed
factors and the animals nested in the treatment as random effect factor. Thyroid hormones
concentrations measured on samples collected at the delivery were compared between treatment

groups using an unpaired t-test. Analyses were performed with the software R (v3.2.3).

Metabolomic approach

Brain structures sampling

Whole fetal brains were immediately removed and dissected after fetal delivery. The following brain
structures were collected: the medial (MFC) and the lateral (LFC) parts of the frontal cortex, the
caudate nuclei (CN), the ventral (HypV) and the dorsal (HypD) hypothalamic parts, the amygdala
(AMG), the largest part of the hippocampus (HipD; including the whole dentate gyrus and all parts
above the fimbria) and a smallest part of the ventral hippocampus along with the enthorinal cortex
(HipV), the cerebellar vermis (CerV), the cerebellar hemispheres (CerH) and the brainstem (BS).
Samples were quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analysis. Brain

structures dissection is described more precisely in supplemental information.

Sample preparation for *H-NMR spectroscopy

Frozen brain structures were reduced to powder under liquid nitrogen preservation (Retsch MM400).
Approximately 100 mg of powdered frozen tissue was homogenized with a tissuelyser (FastPrep 24,
MP Biomedicals, Santa Ana, USA) in 400 pyL of methanol and 85 pL of distilled water. 400 uL of
dichloromethane and 200 pL of distilled water were added before centrifuging at 2870 g for 15 min at
4°C. Supernatants were collected and lyophilized. Lyophilisates were then reconstituted in 700 uL of
sodium potassium phosphate buffer (pH=7 — 0.25M) containing 1mM TMSP, as a chemical reference

at 0 ppm.

1H-NMR spectroscopy

'H-NMR spectroscopy was run as previously described (67). Briefly, all *H-NMR spectra were obtained
at 300 K using a Bruker Avance Ill HD 600 MHz NMR spectrometer (operating at 600.13 MHz for *H
resonance frequency, Bruker Biospin, Germany) equipped with a 5 mm CPQCI cryogenic probe. A

standard Bruker noesyprld (90°-t;-90°-tix-90°-FID) sequence was used to suppress signals from water
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molecules, where t; is a 4 [s delay time and tmi is the mixing time. A total of 128 transients were
collected in 32,000 data points using a spectral width of 20 ppm, a relaxation delay of 2 sec, and an
acquisition time of 1.36 sec. The Free Induction Decay (FID) obtained was multiplied by 0.3 Hz of
exponential line broadening before Fourier transformation. All spectra were manually phased and
baseline corrected and referenced to TMSP (chemical shift 0 ppm) using Bruker TopSpin 3.2 software

(Bruker, Rheinstetten, Germany).

Data pre-treatment and multivariate analysis

Using the software AMIX® (version 3.9, Bruker, Rheinstetten, Germany), the spectral region 10 - 0.5
ppm was segmented into structures of 0.01 ppm width. Spectral regions corresponding to the signal
of water and methanol were suppressed. To account for differences in sample amount, each integrated

region was normalized to the total spectral area.

The multivariate statistical analyses used to identify the discriminant variables between both
treatments groups have already been described (24, 67). Briefly, a PCA followed by a PLS-DA associated
to an OSC data filtration were performed to identify the most important variables for the separation
of the treatments groups. Percentage of the explained variance (R%Y parameter), predictive ability (Q?
parameter > 0.4 (68)) and robustness (permutation test) of the statistical models were verified. A
Kruskal-Wallis test was then performed to determine the variables significantly different between both
treatments groups. To finish, spectral assignment was based on matching data to reference spectrain
a home-made database completed by other databases (http://www.hmdb.ca), and reports in the

literature.

The data of two fetuses (one of each group) were suppressed from the dataset because they were
systematically outliers of statistical models. No explanation in terms of thyroid status and/or BPA

exposure could be found.

Identification of the modulated metabolic pathways

The web-server Metexplore (www.metexplore.fr) was used to open the way for the interpretation of
the detected modulations (69). Briefly, a global ovine metabolic network was computed from the KEGG
pathway database Ovis aries (1800 reactions) and biomarkers identified for each brain region were
mapped into. Sub-networks were then extracted to visualize the metabolic pathways linking the
biomarkers and hypothesizing on the involved mechanisms and the consequences of a prenatal

exposure to a low dose of BPA.
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Fig. 1: time course of mean (+SEM) total T4 serum concentrations in pregnant ewes treated with
vehicle or BPA (5 pg.kg'.day?; SC) from the GD28 to GD137. The time course of mean total T4

concentrations differed significantly between the two groups (interaction time X treatment: p < 0.05)
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Fig. 2: mean (+SEM) reverse-T3 serum concentration in ewes on the 138-139"" gestation day (p=0.06)
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Fig. 3: two-dimensional PLS-DA score plots of integrated *H-NMR spectra of brain structures. (LFC) PLS-
DA results for the lateral part of the frontal cortex (vehicle, n=23; BPA, n=20; 3 latent components;
R2Y=0,984 ; Q2=0,801); (HipD) PLS-DA results for the dorsal area of the hippocampus (vehicle, n=23;
BPA, n=21; 2 latent components; R2Y=0,924; Q2=0,695); (HypD) PLS-DA results for the dorsal area of
the hypothalamus (vehicle, n=23; BPA, n=19; 4 latent components; R2Y=0,978; Q2=0,855); (CerV) PLS-
DA results for the cerebellar vermis (vehicle, n=23; BPA, n=21; 4 latent components; R2Y=0,992;
Q2=0,932).
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Fig. 4: subnetwork extracted from the global ovine metabolic network after mapping of the
metabolites that discriminate treatment groups in the dorsal hypothalamus. Green-filled and red-filled
are increased and decreased, respectively (obtained from the web-server Metexplore®;

www.metexplore.toulouse.inra.fr)

Table 1: BPA and BPA-G concentrations (ng/mL) measured in the fetal blood, cord blood and amniotic
liquid in the different treatment groups: vehicle and BPA 5 ug.kg.day? (mean + SEM). BPA and BPA-

G LOQ were 1 and 5 ng/mL respectively.

Treatment Fetal blood Cord blood Amniotic fluid
group
BPA BPA-G BPA BPA-G BPA BPA-G
Vehicle <LOQ <LOQ
BPA <LOQ 245+ <LOQ 22.8% <LOQ 23.8¢+
2.3 3.1 4.8
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Table 2: endogenous metabolites variations induced by BPA exposure (5 pg.kg'.d?) in different brain
structures of fetuses compared with vehicle group: the medial part of frontal cortex (MFC); lateral part
of frontal cortex (LFC); the caudate nuclei (CN); the dorsal hippocampal area (HipD); the amygdala
(AMG); the ventral (HypV) and the dorsal (HypD) hypothalamic areas; the cerebellar vermis (CerV) and

the brainstem (BS).

1H NMR chemical

Metabolites MFC LFC CN HipD AMG | HypD | HypV CerV BS
shift 6 (ppm)
Acetate 1.91 (s) + +
Alanine 1.46 (d) +
2.66 (dd); 2.80 (dd);
Aspartate - - -
3.89 (dd)
Choline 3.19(s) - - +

Creatine, phosphocreatine 3.02 (s); 3.92 (s) - -

1.89 (m); 2.28 (t);

GABA + +
3.00 (t)
2.09 (m); 2.35 (m);
Glutamate + +
3.77 (dd)
2.13 (m); 2.45 (m);
Glutamine + + + + + + + +
3.77 (t)
Glycerophosporylcholine 3.20(s) - - - R -

0.95 (t); 0.98 (d);
Isoleucine, leucine, valine -
1.0 (d); 1.03 (d)

Lactate, threonine 1.31(d); 4.10 (q) + - - -
3.27 (t); 3.52 (dd);
Myo-inositol - - -
3.61 (t); 4.05 (t)
N-acetylaspartate 2.03 (s); 2.70 (dd) - - -
Phosphorylicholine 3.21 (s) + +
Taurine 3.25(t); 3.42 (t) + - - +

Abbreviations: +, significantly increased concentration; -, significantly decreased
concentration; GABA, y-aminobutyric acid. Chemical shifts (ppm) are relative to TMSP (1H,6).
Multiplicity of signals is indicated in parentheses: d, doublet; dd, doublet of doublet; m,

multiplet; g, quadruplet; s, singlet; t, triplet.
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Supplemental Information

Pharmacokinetic analyses

The maternal serum BPA and BPA-G concentrations obtained after repeated subcutaneous
administrations of BPA (5 pg.kgl.d?') were fitted to the following tri-exponential equation

corresponding to extravascular administrations:

C(t) = A.e %t + B.e7Pt 4 C. e KOLL

(ng/ml)
(Twybu)
Suollellusaduod paw!paJd 9-vVdd

0.0

BPA predicted concentrations

Time (h)
Fig. S1: repeated maternal dosing simulation. BPA (continuous line) and BPA-G (discontinuous line)

serum concentrations (ng/mL) simulated after subcutaneous administrations of BPA 5 pg.kgt.day?

(discontinuous line) repeated every 24 h in an adult pregnant sheep.

Brain structures dissection

Fresh brains were placed on a cold surface and cut into 0.5 to 1 cm thick coronal sections. For all
structures, left and right sides samples were pooled. Dorsomedial and laterals part of the frontal cortex
corresponding to motor areas and the caudate nucleus were collected from the same section. A section
encompassing the preoptic and hypothalamic regions was delimited by a section plan just anterior to
the optic chiasm and by a posterior plan corresponding to the anterior limit of the mammillary bodies.

The amygdala, the dorsal and ventral preoptic/hypothalamic areas were collected from this section.
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The hypothalamic areas were limited laterally by the medial border of the optic tracts and dorsally by
the dorsal border of the mammilothalamic tract and/or the roof of the third ventricle. The limit

between the ventral and dorsal hypothalamus was set at the dorsal limit of the fornix.

Brain structures discrimination

An ANOVA-Simultaneous Component Analysis (A-SCA) was first performed with brain region,
treatment and their interaction as factors. The factors brain region (p=0.0002) and treatment

(p=0.0274) were statistically significant. A PCA was then performed for each factor.
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Fig. S2: Two-dimensional PCA score plot of brain extract samples integrated 1H-NMR spectra. The
horizontal axis represents the first principal component (68.4%). The vertical axis represents the
second principal component (14.5%). Each dot represents an averaged score of a brain region. (MFC)
the medial part of frontal cortex; (LFC) the lateral part of frontal cortex; the amygdala (AMG); the
ventral (HipV) and the dorsal (HipD) hippocampal parts; the dorsal hippocampal part; (CN) the caudate
nuclei (CN); the ventral (HypV) and the dorsal (HypD) hypothalamic parts.
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Treatment group discrimination
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Fig. S3: two-dimensional PLS-DA score plots of integrated 1H-NMR spectra of brain structures. (MFC)
PLS-DA results for the medial part of the frontal cortex (vehicle, n=23; BPA, n=21; 1 latent component;
R2Y=0,984 ; Q2=0,801); (CN) PLS-DA results for the caudate nuclei (vehicle, n=22; BPA, n=21; 3 latent
components; R2Y=0,973; Q2=0,896); (AMG) PLS-DA results for the amygdala (vehicle, n=23; BPA,
n=21; 3 latent components; R2Y=0,974; Q2=0,846); (HypV) PLS-DA results for the ventral part of the
hypothalamus (vehicle, n=23; BPA, n=21; 2 latent components; R2Y=0,911; Q2=0,642); (BS) PLS-DA
results for the ventral part of the brainstem (vehicle, n=23; BPA, n=19; 3 latent components;
R2Y=0,949; Q2=0,984); (CerH) PLS-DA results for the cerebellar hemispheres (vehicle, n=23; BPA,
n=21).
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C. Conclusion

Cette étude a mis en évidence, sur le modéle ovin, que I'exposition prénatale a une faible dose de BPA
(5 ug.kg™jt; S.C.) induit une perturbation de la fonction thyroidienne maternelle et des altérations du

métabolome de structures cérébrales foetales.

La voie des neurotransmetteurs et acides-aminés excitateurs et inhibiteurs est modulée dans le cortex
frontal, les noyaux caudés, I"hypothalamus, I'hippocampe, les amygdales et le cervelet des feetus
exposés au BPA. Cette voie est fortement impliquée dans les étapes essentielles de la neurogenése
telles que la prolifération, la différenciation et la migration neuronale. Elle joue également un réle clé
dans le phénomene de plasticité neuronale dont I'altération, en particulier dans I"hippocampe, est
associée a des troubles de la mémoire et de I'apprentissage. La modulation de cette voie métabolique
dans les différentes structures cérébrales suggére que |'exposition prénatale au BPA est a |'origine de

ce type de troubles neurocognitifs.

Cette hypothese est renforcée par la mise en évidence d’une altération de la voie de la choline et de
ses dérivés dans le cortex frontal, les noyaux caudés, I’hippocampe, I'hypothalamus et le cervelet. En
effet, la voie de la choline est fortement impliquée dans la prolifération, la migration et la
différenciation des précurseurs neuronaux et dans I'angiogenése, en particulier dans I"hippocampe.
L'altération de cette voie suggére également que le BPA altére la constitution membranaire. Les
modulations du métabolome retrouvées dans le cortex frontal, 'hippocampe et I'hypothalamus

convergent aussi vers une perturbation du métabolisme énergétique dans ces structures.

Par ailleurs, les nombreuses altérations retrouvées sur le métabolome des amygdales et de
I’hypothalamus, deux centres de la régulation des émotions, sont en accord avec les troubles du

comportement (anxiété, hyperactivité) suggérés par les études épidémiologiques et animales.

Les résultats de cette derniére partie montrent donc que I'exposition prénatale au BPA, a des doses
induisant des concentrations circulantes en BPA similaires a celles décrites chez ’homme, conduit a
des altérations du développement du SNC. Certaines altérations sont susceptibles de résulter

indirectement des effets inhibiteurs du BPA sur la fonction thyroidienne maternelle.
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Les objectifs de cette thése étaient 1) de déterminer les conséquences d’une exposition gestationnelle
au BPA sur le développement du SNC conjointement aux effets sur la fonction thyroidienne et 2) de

documenter I'exposition interne au BPA inhérente a différentes voies d’administration.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons choisi de mener nos travaux sur le modele ovin. En effet,
bien que la majorité des études toxicologiques soient menées sur le modeéle rongeur, et
préférentiellement chez le rat, ce modele présente de nombreux défauts pour I'étude de la fonction

thyroidienne et du développement du SNC.

Notre étude a permis de mettre en évidence que le BPA induit, chez la brebis, une modulation de
I'noméostasie thyroidienne au cours de la gestation, caractérisée par une diminution des
concentrations circulantes de T4 libre et de T3 totale. Outre par le modéle utilisé, cette étude se
démarque par les doses de BPA pour lesquelles les effets perturbateurs thyroidiens ont été mis en
évidence. En effet, alors que ces effets avaient majoritairement été démontrées in vitro ou in vivo a
des doses élevées de BPA, les modifications ont été observées ici a des doses de BPA conduisant a des
concentrations sanguines maternelles pertinentes par rapport aux données d'exposition interne

décrites chez I'homme 182185,

Sur le plan mécanistique, la modification du ratio des concentrations maternelles sériques rT3/TT4
nous a conduits a suggérer que le BPA modifie l'activité des désiodases. Compte-tenu du réle
prépondérant des désiodases placentaires dans la régulation de la balance des concentrations T3/rT3
dans le compartiment fecetal, il convient d’explorer plus en profondeur les effets du BPA sur l'activité

de ces désiodases.

Méme si les modifications de I'homéostasie thyroidienne observées chez la mere n'étaient pas
associées a des modifications des concentrations circulantes en hormones thyroidiennes chez nos
foetus, contrairement a ce que nous avions observé précédemment sur des nouveau-nés a terme °, il
est probable que I'hypothyroxinémie maternelle n'ait pas permis de subvenir intégralement aux

besoins physiologiques du feetus.

L'application d'une méthode aussi sensible que la métabolomique *H-RMN nous a permis de révéler
des modulations subtiles du développement du SNC induites par une exposition in utero a une faible
dose de BPA. Les dimensions du SNC ovin autorisaient l'isolement de structures cérébrales en quantité
suffisante, nous permettant alors d'élaborer des pistes en termes de conséquences sur la base des
fonctions propres de chaque structure. Les profils métaboliques obtenus suggerent que le BPA est a
I'origine d'altérations de la neurogenése dans différentes structures cérébrales et impacte la plasticité

neuronale dans ces structures. Ces résultats viennent conforter les études mettant en évidence la
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survenue de troubles neurocognitifs tels que des troubles de l'apprentissage et de la mémoire chez
des animaux exposés 22229230 | e BPA semble également moduler la structure membranaire et le
métabolisme énergétique de certaines structures cérébrales. Par ailleurs, alors que I'association entre
exposition périnatale au BPA et survenue de troubles du comportement tels que l'anxiété ou
I'hyperactivité est de plus en plus étoffée par les études épidémiologiques 2°°2% et animales 228230.232)
les modulations du métabolome mises en évidence dans les amygdales et I'hypothalamus, deux

centres de la régulation des émotions, conforte cette hypothese.

Bien que certaines modulations métabolomiques puissent étre attribuées aux conséquences de la
perturbation thyroidienne maternelle sous-jacente, le protocole utilisé n'a pas permis de discriminer
les effets sur le SNC résultant d'une perturbation thyroidienne de ceux directement imputables aux

effets neurotoxiques du BPA. La discrimination de ces deux mécanismes reste donc a approfondir.

Les travaux de cette thése ont permis de proposer un schéma physiopathologique expliquant les
conséquences d'une exposition gestationnelle au BPA sur les fonctions thyroidiennes maternelle et

feetale et sur le développement du SNC (Figure 33).
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lode ?

Fonction thyro'l'dienne\ / Effets sur le SNC feetal

maternelle ! : . :
= Structures : Voies métaboliques
1
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= fT4 D amygdales, cervelet 1
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(effets sur les désiodases ?) ' l

&
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thyroidienne foetale et de la migration neuronale
Modification plus - perturbation de la plasticité neuronale et de la
tardive ? potentialisation a long terme

\ - perturbation de la structure membranaire /

Figure 33 : proposition d’un schéma physiopathologique des effets d’'une exposition prénatale au BPA sur la fonction

thyroidienne et le développement du SNC. Les travaux ont mis en évidence que I’exposition gestationnelle au BPA, a une
faible dose, altére la fonction thyroidienne maternelle et le métabolome de différentes structures du SNC feetal. Les
modulations du métabolome ont permis d’établir des hypothéses quant aux conséquences fonctionnelles d’une
exposition prénatale au BPA sur le développement du SNC. La démonstration des effets indirects de la perturbation

thyroidienne maternelle, induite par le BPA, sur le développement du SNC feetal reste a établir.
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Par ailleurs, compte-tenu des nombreuses incertitudes entourant l'exposition du BPA, et plus
généralement des contaminants alimentaires et des perturbateurs endocriniens, nous avons porté une
attention particuliere a caractériser I'exposition interne attachée aux différentes voies
d'administration (alimentaire, sous-cutanée et gavage). Les analyses pharmacocinétiques ont mis en

évidence des différences importantes entre les voies.

Comme attendu, en raison de son échappement a I'effet de premier passage hépatique, la voie sous-
cutanée conduit a une biodisponibilité 30 fois plus importante que par voie alimentaire. De facon plus
surprenante, alors que le gavage a toujours été considéré comme identique a la voie alimentaire sur
le plan pharmacocinétique, la biodisponibilité du BPA par gavage est en réalité 3 fois plus faible. De
plus, les concentrations maximales observées par voie alimentaire sont plus proches de celles
obtenues par voie sous-cutanée (concentration surestimée par un facteur 4) que par gavage (sous-

estimation par un facteur 16).

La voie alimentaire conduit donc a un profil pharmacocinétique intermédiaires entre la voie sous-
cutanée et le gavage qui s'explique par le double mécanisme d'absorption du BPA (Figure 34). Qui plus
est, le fort degré de kératinisation de la muqueuse buccale ovine, en comparaison de I'homme, suggere
que la fraction absorbée par voie sublinguale est en réalité encore plus importante chez I'homme. On
peut donc logiquement penser que chez I'homme, la concentration maximale et la biodisponibilité du

BPA obtenues par voie alimentaire se rapprochent encore davantage de celles mesurées par voie SC.

Alimentaire

Absorption buccale B ol
+ V4

Gavage 7
\ Foie k G ati
—— ——>| Circulation
BPA -' // systémique

Effetde 1¢"
passage
hépatique

Figure 34 : mécanismes d'absorption attachés aux administrations par voie alimentaire, sous-cutanée et gavage du BPA

Ces résultats mettent en évidence que sur le plan pharmacocinétique, la voie sous-cutanée est tout

aussi pertinente que le gavage. lls démontrent que, pendant des années, les agences ont retiré a tort

169



DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

de I'évaluation du risque les données obtenues suite a une exposition au BPA par voie sous-cutanée,
ne se focalisant alors que sur une infime partie des données scientifiques sur le BPA. Par ailleurs, ces
résultats soulignent une nouvelle fois la nécessité de ne pas chercher a relier en toxicologie les effets

biologiques d'un composé a la dose administrée mais a ses concentrations circulantes.

Cette discussion souléve certains points restant a élucider. Ce dernier chapitre a donc pour objectif de

mettre en perspective ce travail de thése en proposant des pistes pour compléter notre étude.
e L’exposition périphérique reflete-t-elle réellement celle au niveau du tissu cible ?

Il serait intéressant de compléter les profils d'exposition interne au BPA des foetus en mesurant les
concentrations de BPA et BPA-G dans les tissus cérébraux puisque celles-ci sont susceptibles de différer
des concentrations systémiques. En effet, suite a I'administration par voie intraveineuse de BPA a une
souris au 20°™ jour de gestation conduit, chez le foetus, la concentration tissulaire en BPA dans le
cerveau est 11 fois supérieure a celle mesurée dans le sang. A l'inverse, la concentration tissulaire en

31, Cette divergence entre

BPA-G est 200 fois plus faible que dans la concentration sérique
concentration tissulaire et concentration circulante peut probablement s’expliquer, en partie du
moins, par la forte lipophilie du BPA qui facilite son transfert a travers la barriere hémato-encéphalique

et la faible activité des enzymes de phase Il dans le SNC.

En outre, nos résultats sont cohérents avec des données antérieures montrant que le BPA-G
s’accumule fortement dans le compartiment foetal #2°7, Ceci conduit & une trés forte exposition du
foetus a ce métabolite dont on sait par ailleurs qu’un certain nombre de tissus, y compris chez le feetus
ont la capacité de le déconjuguer 3°. La question demeure donc de I’existence d’une telle possibilité au
sein du SNC feetal qui pourrait conduire a une surexposition in situ au BPA sans pour autant se traduire
par des concentrations sanguines trop importantes. Un tel mécanisme serait d’autant plus
préjudiciable que le foetus serait exposé a un stade précoce en relation avec I'ontogeneése tardive des

systemes de détoxification de phase Il chez le foetus.

Néanmoins, une telle hypothese souléve la problématique de I'exposition tissulaire et cellulaire au
BPA-G, un composé extrémement hydrophile. La barriere hémato-encéphalique est immature jusqu’a
des stades tardifs du développement et ne devrait donc pas constituer un probléme. En revanche, il
est difficile de concevoir par quel mécanisme ce conjugué peut pénétrer au sein des cellules, plus
particulierement dans le réticulum endoplasmique et les lysosomes, pour atteindre de I'équipement

enzymatique nécessaire a sa réactivation.
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La quantification du BPA et du BPA-G dans les différentes structures cérébrales permettrait par ailleurs
de voir si les concentrations retrouvées sont reliées aux modulations observées sur le métabolome.
Cela permettrait notamment de vérifier si I'absence de discrimination des groupes de traitement
(véhicule et BPA) pour les hémisphéres cérébelleux et la partie ventrale de I'hippocampe (associée a
du cortex enthorhinal) pourrait étre liée a une moindre exposition de ces structures au BPA et/ou son

métabolite. Sitel était le cas, ceci plaiderait plutdt en faveur d’une action directe du BPA sur le SNC.

e Comment discriminer les effets directs du BPA sur le développement du SNC des effets indirects

résultant d'une perturbation thyroidienne maternelle et/ou feetale ?

Bien que les effets du BPA sur le développement du SNC aient été étudiés en parallele de ses effets sur
la fonction thyroidienne maternelle et foetale, nous ne pouvons pas certifier que les effets observés
sur le SNC résultent de la perturbation thyroidienne maternelle. En effet, le BPA peut agir directement

sur le SNC, indépendamment d'une modulation de la fonction thyroidienne (Figure 35).

Perturbateurs thyroidiens

Effetssur systemes
thyroidiens maternelle
et/ou foetale

Neurotoxicité ou effets
indépendantsde la
fonction thyroidienne

Systéme nerveux central

Figure 35 : mécanismes d'action possibles des effets du BPA sur le développement du SNC

Il serait intéressant d'isoler une des deux composantes. Pour cela, on peut chercher a reproduire
artificiellement, mais sans recourir a une intervention chimique, les perturbations thyroidiennes
observées chez les méres traitées au BPA. Dans un deuxiéme temps, on détermine si on obtient des

modifications du métabolome similaires a celles retrouvées chez les foetus exposés au BPA.

On peut également envisager de supplémenter les meres en hormones thyroidiennes pour voir si on
rétablit les profils métabolomiques a la normale. Cette derniére piste est cependant difficilement
envisageable tant que le mécanisme du BPA impliqué dans la perturbation thyroidienne n'est pas
clairement défini. En effet, si le BPA agit en modulant 'activité des désiodases, la supplémentation en
hormones thyroidiennes ne permettra pas nécessairement de rétablir 'homéostasie thyroidienne et

par conséquent les perturbations du métabolome.
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e Quelles pistes peut-on envisager pour préciser les effets et les mécanismes d’action d’une

exposition gestationnelle au BPA sur la fonction thyroidienne maternelle et feetale ?

La mesure des concentrations en hormones thyroidiennes (T4, T3 et rT3) et de I'activité des désiodases
au sein des structures cérébrales peut nous aider a caractériser le mécanisme d’action du BPA sur la
fonction thyroidienne. Les résultats obtenus chez les meres suggérent un effet du BPA sur les
désiodases. Il est donc probable que I'activité des désiodases cérébrales foetales soit également
modulée par le traitement au BPA, ce qui entrainerait localement une altération des concentrations
de T3 et rT3 (Figure 36). Au cours de I'ontogenése du SNC, I'activité des désiodases cérébrales est tres
élevée. Ainsi, sur les premiers essais réalisés sur le cortex cérébelleux, la T4 est non-détectable et la T3

est présente en forte concentration alors qu’elle est indétectable dans le sang foetal.

BPA : effets sur les
Mere Placenta Foetus désiodases foetales :
variations des HT
insitu?
L
/ T?’ 1 - Y " .
- LI WA\
'%ri‘ 3 :
TTR "
T4 o T4 - T4
+ D3 HT constantes
BPAk dans le sang feetal
?
P™rT3 <«—— rT3

Figure 36 : effets probables du BPA sur I'activité des désiodases placentaires et cérébrales

L'impact du BPA sur les désiodases et sur les concentrations thyroidiennes dans le SNC pourrait étre
structure-dépendant. En effet, il existe une forte spécificité spatiale et temporelle de I'activité des
désiodases dans le SNC 7. Le blocage de I'activité d'une désiodase a un temps donné pourrait donc

affecter le statut thyroidien de certaines structures cérébrales et en épargner d’autres.

La détermination des concentrations en hormones thyroidiennes dans les structures cérébrales
permettra de voir si le statut thyroidien des structures est corrélé aux modulations du métabolome

observées et aux concentrations en BPA et BPA-G mesurées in situ.
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Une des hypothéses avancées pour expliquer chez le feetus I'absence d'effet du BPA sur les
concentrations sanguines en hormones thyroidiennes repose sur I'immaturité de I'axe thyroidien foetal
au moment de I'extraction (plus de 10 jours avant le terme). Néanmoins, il faut aussi noter que le statut
thyroidien foetal n'a pu étre évalué qu'au moment de la césarienne. On ne peut pas donc exclure que
des modifications aient eu lieu plus précocement au cours de la gestation. Il serait alors intéressant de
réaliser un protocole expérimental permettant d'obtenir une vision plus dynamique de I'effet du BPA
sur la fonction thyroidienne feetale au cours de la gestation. Cela pourrait notamment reposer sur des
prélevements répétés de sang feetal comme le permet le modéle de foetus ovin instrumenté développé

au sein du laboratoire 2°7:2%8,

D'autre part, il est possible que les hormones circulantes ne constituent pas des marqueurs
suffisamment sensibles pour mettre en évidence des modifications subtiles de la fonction thyroidienne
foetale. En effet, certains modeles de souris génétiquement modifiées présentent des perturbations
thyroidiennes sans modifications des hormones thyroidiennes circulantes. Ainsi, la mutation du gene
Thra codant pour le récepteur aux hormones thyroidiennes TRal confére un phénotype trés proche
de celui retrouvé dans un contexte d’hypothyroidie congénitale, a ceci prés que les concentrations
foetales en hormones thyroidiennes ne sont pas diminuées 2°. A 15 jours post-natals, les souris
présentent un ralentissement de la prise de poids, des anomalies de I'ossification, des troubles de
I"arborisation des cellules de Purkinje dans le cervelet et une augmentation de I'expression du gene
TSHB dans I’hypophyse. Dans une autre étude, un géne codant pour une forme mutée du récepteur
TRB1 a été intégré dans le génome de souris et placé sous le contréle d'un promoteur s'exprimant

130 Une nouvelle fois, ces souris présentaient les

uniquement dans les cellules de Purkinje
caractéristiques d’une hypothyroidie sans que les concentrations plasmatiques en T3 et T4 ne soient
modifiées. L'expression de différents genes régulés par les hormones thyroidiennes (/P3, RORa, BDNF,
NT-3 et MBP) étaient perturbée. Ces genes représentent peut-étre des marqueurs plus sensibles d'une

perturbation thyroidienne que les concentrations circulantes en hormones thyroidiennes.

De facon surprenante, nous h'avons pas reproduit avec la forte dose de BPA (5 mg.kg™.j?) la diminution
des concentrations feetales de T3 et T4 décrite a cette méme dose dans I'étude de Viguié et al. ©.
Toutefois, contrairement au protocole expérimental suivi au cours de cette these, les brebis n'avaient
pas recu de supplémentation minérale en iode. Nous avons donc suggéré que l'apport en iode
diminuait la sensibilité de la fonction thyroidienne aux effets perturbateurs thyroidiens du BPA.
Autrement dit, une carence en iode favoriserait I'action inhibitrice du BPA sur la fonction thyroidienne.
Ceci est d'autant plus préoccupant qu'une résurgence de l'incidence des carences en iode est observée
depuis quelques années dans certains pays européens 39301 Ainsi, sur des cohortes de femmes

enceintes suédoises (n=459) et britanniques (n=230), la concentration urinaire en iode était
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respectivement de 98 (interquartile : 57 — 148) 3°2 et 56,8 pg/L (interquartile : 31,1 — 104) 3%, Or, selon
les recommandations de I'OMS, les besoins en iode chez la femme enceinte sont assurés lorsque la
concentration urinaire en iode est comprise entre 150 et 249 pug/L.

Afin d'éclaircir le role de I'apport iodé sur I'effet perturbateur thyroidien du BPA, il serait intéressant
de traiter parallelement deux groupes de brebis gestantes supplémentées ou non en iode et de

comparer le statut thyroidien maternel et foetal de chaque groupe.

e Comment confirmer et enrichir les hypothéses établies a partir des données obtenues par

I'approche métabolomique ?

La métabolomique a permis d’établir un grand nombre d’hypothéses quant aux effets d’une exposition
prénatale au BPA sur le développement du SNC. Il serait désormais intéressant de tester ces
hypothéses via des approches plus ciblées. Ainsi, il a été suggéré que I'exposition prénatale au BPA
peut perturber certaines étapes de la neurogenese impliquées dans la plasticité neuronale. Pour tester
cette hypothese, il peut étre intéressant de mener une approche immunohistochimique et d’étudier

des marqueurs de la plasticité neuronale.

On peut envisager un marquage immunohistochimique de la PSA-NCAM (polysialylated-neural cell
adhesion molecule). La PSA-NCAM est utilisée comme marqueur de la migration neuronale et de la
synaptogenése dans le SNC de vertébrés en développement 3043%_Elle correspond a la forme sialylée
du facteur NCAM, un facteur impliqué dans la reconnaissance et I'adhésion cellulaire. C’'est également
un marqueur de neuroplasticité chez I'adulte impliqué dans la régulation de différents systemes
neuroendocriniens tels que la régulation du systeme ocytocinergique ou de I'axe gonadotrope, en

particulier chez la brebis 3%637,

D’autre part, les altérations de I'expression du glutamate dans les amygdales et I'hypothalamus
conduisent a s’intéresser a son récepteur spécifique : le récepteur NMDA (acide N-méthyl-D-
aspartique). L’expression de ce récepteur serait lié aux capacités de potentialisation a long terme 30839
et reste, en outre, régulé par les hormones thyroidiennes. Ainsi, son expression est diminuée dans les

régions CA1, CA2 et CA3 ainsi que dans le gyrus denté de rats adultes thyroidectomisés 32°,

Les facteurs de croissance neuronale apparaissent également comme des marqueurs d'intérét pour
tester les effets du BPA sur la neurogenése. En effet, I'exposition de rates gestantes au BPA induit des
troubles de la mémoire associés a une diminution de |'expression hippocampale de BDNF (brain-

derived neurotrophic factor) chez les ratons males agés de 21 jours 3. Par ailleurs, I'exposition
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périnatale de rats au propythioruracil, un inhibiteur de la synthése des hormones thyroidiennes,
conduit a une diminution de I'expression du géne Ngf (nerve growth factor) **° et du facteur BDNF 312

dans I'hippocampe, persistant respectivement 70 et 30 jours apreés |'arrét de I'exposition.

Par ailleurs, I'approche métabolomique a mis en évidence la modulation par le BPA de |'expression de
nombreux acides aminés et neuromédiateurs dans le SNC (GABA, glutamate, aspartate, taurine...).
Malheureusement, la sensibilité de la spectroscopie RMN n’a pas permis de détecter certains
neuromédiateurs clés présents en trop faible concentration tels que la dopamine, I'adrénaline, la
noradrénaline et la sérotonine. Or, ces neuromédiateurs semblent étre impactés lors d’une exposition
au BPA ou dans un contexte d’hypothyroidie. Ainsi, I'exposition de souris gestantes au BPA (250
ng.kgL.j’t; SC) entraine une augmentation de la dopamine et de sa métabolisation en DOPAC (3,4-
dihydroxyphenylacetic acid ) dans I'hippocampe et les amygdales des descendants males a I'age adulte
228 Chez les descendantes femelles agées de 4 mois, I'exposition périnatale au BPA est associée 3 une
augmentation dans I'hippocampe des concentrations de 5-HIAA (5-hydroxyindole-3-acetic acide ; un
métabolite de la sérotonine) et du ratio 5-HIAA/sérotonine 2?7, D'autre part, sur un modeéle de rat
génétiquement modifié pour développer une hypothyroidie congénitale, le transport nigro-striatal de

la dopamine est modifié 1%,

Dans ce contexte, nous souhaitons donc confirmer et enrichir les données obtenues en
métabolomique par un dosage ciblé de neurotransmetteurs catécholaminergiques et
sérotoninergiques et d’acides aminés en chromatographie liquide couplée a un détecteur de

fluorescence 3%3

. Ceci permettra d’affiner I'analyse des voies métaboliques, de conforter les
hypothéses avancées ou méme d’en générer de nouvelles. |l apportera aussi une dimension
guantitative. Ce dosage est actuellement en cours de développement au sein de l'unité, en

collaboration avec le plateau Axiom-Métatoul.

Par ailleurs, le SNC étant majoritairement constitué de lipides, il semblerait intéressant de compléter
le schéma physiopathologique établi a partir des données de métabolomique par une analyse en
lipidomique des structures cérébrales. Cette derniére devrait permettre de couvrir I'autre grande
partie du réseau métabolique et de mettre éventuellement en évidence la modulation de voies
métaboliques encore non explorées. Une étude pilote est d’ailleurs menée actuellement en
collaboration avec le LABERCA (Nantes, France) sur deux des structures cérébrales collectées (le vermis
médian du cervelet et la partie latérale du cortex frontal). Bien qu’encore tres peu appliqué aux
perturbateurs endocriniens, ce type d’approche semble prometteur, en particulier pour les composés

perturbant la fonction thyroidienne dont on sait qu’elle constitue un acteur clé de la régulation du
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métabolisme lipidique. Une récente étude a d’ailleurs identifié, sur le lipidome du cervelet, 23
biomarqueurs lipidiques discriminant des rats thyroidectomisés de rats contréle 314, Ces biomarqueurs
étaient impliqués dans le métabolisme des sphingolipides ou des glycérophospholipides et dans la B-
oxydation des acides gras. De facon intéressante, la supplémentation en T4 des rats thyroidectomisés

tendait a rétablir a la normale I'expression de ces biomarqueurs.

e Les modulations du métabolome observées avec le BPA sont-elles également partagées par les

analogues du BPA ?

Le durcissement de la réglementation entourant I'utilisation du BPA, en particulier en France, conduit
les industriels a se tourner vers des composés de structures chimiques légérement différentes : les
analogues du BPA (Figure 37). Bien que les données toxicologiques autour de ces composés soient
encore peu nombreuses, quelgues études stipulent que ces analogues présentent également certaines

propriétés perturbatrices thyroidiennes.

Ainsi, I'exposition au bisphénol AF d'ceufs puis de larves de zebrafish diminue les concentrations de
TT4, TT3 et fT4 a une dose de 50 pg/L et de fT3 a une dose de 5 pug/L. Cette diminution est associée

une augmentation de I'expression du géne Tsh-8 & une dose de 50 pg/L de bisphénol AF 3%,

Le bisphénol F semble aussi posséder des propriétés perturbatrices thyroidiennes puisqu'il induit, sur
des larves de zebrafish, une diminution de TT4 et une augmentation de TT3 a 200 pg/L, attribuable a

I'augmentation dés 20 ug/L de I'expression du géne codant pour la désiodase de type 2 .

L'exposition pendant 75 jours de zebrafish au bisphénol S entraine une diminution des concentrations
de T3 et T4 4 10 et 100 pg/L chez les males et a 100 pg/L chez les femelles 3!, Dans une autre étude,
le traitement au bisphénol S de zebrafish pendant le développement larvaire induit des altérations des
neurones GnRH3 bloquées par ['utilisation d'antagonistes des récepteurs aux hormones

thyroidiennes 27,
Dans ce contexte, il serait donc intéressant d'étudier si I'exposition prénatale a des analogues du BPA

induit, chez le modele ovin, des perturbations thyroidiennes et des modulations du métabolome

similaires a celles observées avec le BPA.
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Figure 37 : structure chimique du bisphénol A et de certains analogues du BPA
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TITLE AND SUMMARY

TITLE: Impacts of a prenatal exposure to bisphenol A on the thyroid function and the metabolome of

the fetal central nervous system

SUMMARY: Bisphenol A (BPA) is able to disturb the thyroid function. Given the key role of thyroid
function in the development of the central nervous system (CNS), gestational exposure to BPA is a
matter of particular concern. Our goal was to evaluate the consequences of a BPA gestational exposure
on the developing CNS jointly to its effects on the thyroid function within a context of a well-
documented internal exposure compared to BPA human exposure. BPA exposure of pregnant ewes
disrupted the maternal thyroid homeostasis and modulated the metabolome of specific fetal brain
regions. The different modulations we observed suggested that BPA might alter neurogenesis,
neuronal plasticity, membrane structure and energy metabolism. Interestingly, the BPA dose inducing
maternal thyroid disruption and fetal CNS modulations led to BPA serum concentrations similar to

those described in human biomonitoring studies.
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