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RESUME

L'exposition aux mélanges de contaminants (environnementaux, alimentaires ou
thérapeutiques) souléve de nombreuses interrogations et inquiétudes vis-a-vis des
probabilités d'interactions toxicocinétiques et toxicodynamiques. Une telle coexposition
peut influencer le mode d’action des composants du cocktail et donc de leur toxicité,

suite a un accroissement de leurs concentrations internes.

Le bisphénol A (4 dihydroxy-2,2-diphenylpropane) est un contaminant chimique répandu
de maniére ubiquitaire dans notre environnement, largement utilisé dans la fabrication
des plastiques avec 1’'un des plus grands volumes de production a 1’échelle mondiale. 11
est un perturbateur endocrinien par excellence de type cestrogéno-mimétique. Cette
molécule est biotransformée en métabolites non toxiques par un processus de
glucuronidation. L'exposition concomitante a plusieurs xénobiotiques peut induire a la
baisse le taux de glucuronidation du polluant chimique d'intérét, entre autres la co-
exposition avec des médicaments. Puisque la consommation de produits thérapeutiques
est un phénomene grandissant dans la population, la possibilité d’une exposition

simultanée est d’autant plus grande et forte.

Sachant que l'inhibition métabolique est le mécanisme d'interaction le plus plausible
pouvant aboutir a une hausse des niveaux internes ainsi qu’a une modulation de la
toxicité prévue, la présente étude visait d'abord a confirmer et caractériser ce type

d'interactions métaboliques entre le bisphénol A et le naproxeéne, qui est un anti-



inflammatoire non stéroidiennes (AINS), sur 1'ensemble d'un organe intact en utilisant le
systéme de foie de rat isolé et perfusé (IPRL). Elle visait ensuite a déterminer la cinétique
enzymatique de chacune de ces deux substances, seule puis en mélange binaire. Dans un
second temps, nous avons évalué aussi I’influence de la présence d'albumine sur la
cinétique métabolique et le comportement de ces deux substances étudiées en suivant le

méme modele de perfusion in vivo au niveau du foie de rat.

Les constantes métaboliques ont ¢été déterminées par régression non linéaire.
Les métabolismes du BPA et du NAP seuls ont montré une cinétique saturable avec une
vélocité maximale (Vmax) de 8.9 nmol/min/ mg prot de foie et une constante d'affinité de
'enzyme pour le substrat (Km) de 51.6 uM pour le BPA et de 3 nmol/min/mg prot de foie
et 149.2 uM pour le NAP. L'analyse des expositions combinées suggere une inhibition
compétitive partielle du métabolisme du BPA par le NAP avec une valeur de Ki estimée

4 0.3542 pM.

Les résultats obtenus montrent que [’analyse de risque pour les polluants
environnementaux doit donc prendre en considération la consommation des produits
pharmaceutiques comme facteur pouvant accroitre le niveau interne lors d’une exposition
donnée. Ces données in vivo sur les interactions métaboliques pourraient €tre intégrées
dans un modéele pharmacocinétique a base physiologique (PBPK) pour prédire les
conséquences toxicococinétique (TK) de l'exposition d'un individu a ces mélanges

chimiques.

Mots clés : Exposition, naproxeéne, bisphénol A, mélanges, toxicocinétique, interactions

métaboliques, IPRL.



ABSTRACT

Exposure to mixtures of contaminants (environmental, alimentary or therapeutic) poses
many questions and concerns about the probability of toxicokinetic and toxicodynamic
interactions. Such co-exposure may influence the mode of action of the cocktail of
components and therefore their toxicity, as a result of an increase of their internal

concentrations.

Bisphenol A (2,2-dihydroxy-4 diphenylpropane) is a ubiquitous chemical contaminant in
our environment, widely used in the manufacture of plastics, with one of the largest

production volumes globally. It is an endocrine disruptor of oestrogen-mimetic type.

This molecule is metabolized into non-toxic metabolites by glucuronidation process.
Several factors including the co-exposure to other xenobiotics may reduce the
glucuronidation rate of the chemical pollutant of interest, such as a co-exposure with

drugs.

Given that the consumption of therapeutic products is a growing phenomenon in the
population, simultaneous exposures of pollutants with medicinal drugs are becoming a

concern for health risk assessment.

Knowing that metabolic inhibition is the most plausible mechanism of interaction that

could result in an increase of the internal levels and a modulation of the expected toxicity,



the present study aimed at confirming and characterizing this type of metabolic
interactions between bisphenol A and naproxen, which is a non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID), on the set of an intact organ using isolated and perfused rat
liver system (IPRL). The study also served to determine the enzyme kinetics metabolism
of each substance alone and in binary mixture. In a second step, we also evaluated the
influence of the presence of albumin on the metabolic kinetics and behavior of the two

substances studied using the same in vivo perfusion model of rat liver.

Metabolic constants were determined by nonlinear regression. The metabolism of BPA
and NAP alone demonstrated saturable kinetics with maximal velocity (Vmax) and
affinity constant (Km) equal to 8.9 nmol/min/mg prot liver and 51.6 uM for BPA, and
3 nmol/min/mg prot liver and 149.2 uM for NAP. The analysis of combined exposures
suggests a partial competitive inhibition of BPA metabolism by NAP with a Ki value

estimated at 0.3542 pM.

From these results, it appears that the risk assessment of environmental pollutants must
therefore consider the consumption of pharmaceutical products as an important agent that
can increase the internal levels for a given exposure. Accordingly, these in vivo data on
metabolic interactions can be incorporated into a physiologically based pharmacokinetic
models (PBPK) to predict the toxicokinetic consequences (TK) of the exposure by an

individual to these chemical mixtures.

Keys words: Exposition, naproxen, bisphenol A, mixtures, toxicokinetics, metabolic
interactions, IPRL.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION
GENERALE



1.1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE DU PROJET

La population générale est quotidiennement exposée directement ou indirectement a de
nombreuses substances chimiques présentes dans son environnement, se retrouvant
surtout dans l'alimentation, l'eau, l'air, le sol et les produits de consommation
(thérapeutiques ou autres). Les effets potentiels de l'exposition & des mélanges de ces
substances sur I'étre humain et leur impact sur l'environnement constituent une
préoccupation majeure pour de nombreux pays dans le monde. Cette problématique peut
étre améliorée par une compréhension de la variation de la dose interne due a
I’interaction entre les produits, et le développement de nouvelles méthodologies

d'évaluation des risques (Casarett et al., 2007).

Les risques associés a des expositions concomitantes a plusieurs xénobiotiques résident
dans le fait qu’une fois dans I’organisme ces substances ont la possibilité d'interagir entre
elles et avoir une influence sur leur toxicité. Cette interaction est qualifiée de
toxicocinétique (TK) lorsque la présence d'un autre xénobiotique altére 1'absorption, la
distribution, la biotransformation ou l'excrétion de l'autre (Casarett et al., 1996). En outre,
lorsque la présence d'un xénobiotique augmente ou diminue le métabolisme des autres,

l'interaction est dite métabolique.

Le bisphénol A (BPA) est un produit chimique largement utilisé avec un éventail
d’applications dans une variété d’industries, favorisant ainsi 1’exposition de la population

générale.



Il a été démontré que le BPA peut causer des perturbations du systéme endocrinien, et
exercer des effets délétéres sur la santé des populations dans plusieurs études animales et
des lignées cellulaires humaines (N'tumba-Byn T et al.,2012). Ce perturbateur
endocrinien posséde une structure proche de celle des cestrogénes naturels, notamment
par la présence des groupements phénol (Vogel, 2009). Cette structure imitant la fonction
hormonale pourrait affecter le développement, la reproduction et méme induire

l'apparition du cancer du sein (Durando ef al.,2006).

Toutefois, la toxicit¢é de ce composé est limitée par son ¢élimination rapide par
glucuronidation, une voie métabolique conduisant a la production d'un métabolite inactif
non toxique. La pharmacocinétique du BPA est par ailleurs susceptible d'étre modifi¢e
par la coexposition avec d’autres xénobiotiques, incluant la consommation des
médicaments. Parmi ces produits thérapeutiques, on compte le naproxéne (NAP), un anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS) dont la voie métabolique principale est la
glucuronidation acyle; ce facteur peut diminuer le taux de détoxification du bisphénol A
dans I’organisme, par un phénomene d’inhibition métabolique compétitive. Selon 1'étude
de Verner et al. (2010), ce médicament présente le plus fort potentiel d’inhibition et

d’interaction métabolique avec le BPA, parmi treize autres médicaments testés.

Dans le présent projet, nous avons tenté de démontrer que la présence et la consommation
de médicament peut inhiber significativement la biotransformation du polluant en son
métabolite non toxique dans le tissu hépatique. Ceci pourrait contribuer a hausser la
toxicité du produit, tout en considérant d'autres facteurs, notamment la liaison aux
protéines plasmatiques telles que 1’albumine qui pourrait agir sur la concentration en

médicament et en polluant libre dans le sang.



Cette recherche vise donc a identifier et caractériser, dans 1’organe entier, 1’inhibition
métabolique du BPA par le NAP via la voie de la glucuronidation, et par conséquent
avoir le potentiel de moduler le risque sanitaire lié a I’exposition a ce polluant. Pour
atteindre cet objectif, des interactions métaboliques de ces deux produits pris seuls ou en
mélange binaire ont été étudiés in vivo en utilisant le modéle de foie de rat perfusé isolé,

dit systéme IPRL.

En outre, cette étude visait a produire les parameétres cinétiques nécessaires a la
conception des modeles mathématiques PBPK permettant de prédire l'impact des
interactions métaboliques au niveau des sites d'action cibles et d’avoir plus d'informations
sur le devenir spatio-temporel des xénobiotiques étudiés dans l'organisme (Haddad et al.,

2001; Tardif et al.,1997).

1.2. PROBLEMATIQUE

L’exposition aux mélanges de xénobiotiques est devenue un centre d'intérét en matiere de
sant¢ publique et d'environnement. Le probleme de la toxicité¢ des mélanges de produits
chimiques a été depuis longtemps un grand défi pour les toxicologues et les organismes
de reglementation. Des interactions métaboliques peuvent se produire lorsque deux
composés sont en coexposition, sous de telles conditions, les contaminants peuvent
interagir entre eux et moduler les effets toxicologiques auxquels chacun d'eux est

normalement associé. En effet, I'¢tat devient gravement problématique a partir du

moment ou ces interactions entrainent une élévation des doses internes.



Malgré le fait que les interactions entre polluants et médicaments peu étudiées, ce
phénoméne reste quand méme omniprésent et les chances d'interactions potentielles sont
donc plus grandes, puisque les doses de produits thérapeutiques que les gens consomment
dans certains cas au quotidien sont élevées en comparaison avec des concentrations de

polluants auxquelles ils sont exposés.

Selon le Canadian Institute for Health Information, les dépenses allouées a la
consommation de médicaments par la population générale sont en croissance continuelle
(ICIS, 2013). En effet, les produits pharmaceutiques, qui sont biologiquement actifs,
peuvent influencer le métabolisme des polluants dans le foie et ainsi affecter la
pharmacocinétique et/ou pharmacodynamique, conséquemment leur toxicité dans le tissu

cible.

Bien que les études sur les interactions polluants-médicaments soient quasi inexistantes,
des recherches ont déja démontré que l'acide acétylsalicylique (Aspirin) présente une
interaction métabolique avec le benzeéne (Kowalowka-Zawieja et al., 2003). Il a été
démontré que la biotransformation du BPA et du nonylphénol était fortement inhibée
(>50%) par le naproxene, 1’acide salicylique, la carbamazepine et 1’acide méfénamique
(Verner et al., 2010). De méme, la modulation du métabolisme in vitro du
trichloréthyléne (TCE) et de ses métabolites, trichloroéthanol, trichloroacétate (TCOH,
TCA), par une variét¢ de médicaments largement utilisés dans la population dont le

naproxene et l'acide salicylique a été prouvée (Cheikh Rouhou et a/., 2011).



Ces ¢études portent donc a croire que d'autres interactions peuvent survenir lors d'une
exposition simultanée aux médicaments et aux polluants. La présente étude visait a

confirmer et a caractériser en conditions in vivo ’interaction entre le BPA et le NAP.

1.3. BISPHENOL A (BPA)

1.3.1. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

Le bisphénol A (BPA), communément connu sous le nom de 4 dihydroxy-2,2-
diphenylpropane, est un contaminant réparti de mani¢re ubiquiste dans notre
environnement (figure 1). C'est un composé organique aromatique issu de la réaction
entre deux équivalents de phénol et un équivalent d’acétone; la réaction est catalysée par
I’acide chlorhydrique ou par une résine de polystyréne (Flint et al., 2012). Le BPA est
utilisé principalement comme monomeére dans la polymérisation de deux matieres
plastiques : le polycarbonate et les résines époxy (Vandenberg et al., 2007 ; Flint et al.,

2012).

CH3

HO C|: OH

CH3

Figure 1. Structure chimique du BPA

Le BPA est un solide blanc de faible émanation phénolique qui a été synthétisé

chimiquement sous forme de poudre, écailles ou cristaux. Il est peu a moyennement



soluble dans I’eau, soluble dans I’acide acétique, les solutions aqueuses alcalines et dans
quelques solvants (tels que 1'éthanol, 1'acétone et le méthanol), mais il est insoluble dans
le n-heptane ou le dichlorométhane (Rubin, 2011; Hoekstra et al., 2013). Sa structure
s’apparente a celle des cestrogénes naturels, notamment par la présence de groupements
phénols, ce qui lui confére une activité cestrogénomimétique de par sa capacité a se lier

aux récepteurs des cestrogeénes (Rubin, 2011).

La molécule en question est chimiquement stable dans les conditions normales et se
décompose lentement en phénol et isopropénylphénol a forte température. Le BPA réagit
vigoureusement avec les bases fortes ainsi qu'avec les chlorures anhydrides d’acides. La
réaction est exothermique, en outre possiblement violente (incendie, explosion, etc.) en

coexposition avec des oxydants puissants (Mercea, 2009).

Le BPA a une certaine affinit¢ avec les graisses comme le montre son coefficient de
partage octanol : eau (log Kow), qui se situe approximativement entre 3.3 et 3.4, facilitant
ainsi son passage a travers les membranes cellulaires (INRS, 2010). Il est important de
noter que le BPA est généralement non ionis¢ a toutes les valeurs de pH, puisqu'il se
caractérise par une acidité¢ faible "pKa du BPA = 9.73" (INRS, 2010). Les propriétés

physico-chimiques du bisphénol A sont présentées dans le Tableau 1.



Tableau 1. Caractéristiques physico-chimiques du Bisphénol A (INRS, 2010; Saal et al., 2012)

Propriétés chimique Bisphénol A
Formule chimique brute CsH;60,
Poids moléculaire (g/mol) 2283
N°CAS (Chemical Abstract Service) 80-05-7
Point de fusion (°C) 150-157°C
Solubilité dans I’eau (mg/l) 120-300 a 25°C a pH=7
Log K, 3.32-34
Pression de vapeur (Pa) 5,3.10° Pa a 25°C
Densité liquide 1.1a1.2
Constante d'ionisation (pKa) 9.73 (9.6-10.2)
Coefficient de partage (sang/plasma) 0.67-1.1

1.3.2. ORIGINE ET EXPOSITION

1.3.2.1. ORIGINE

Le BPA est une substance chimique industrielle largement présente dans notre
environnement quotidien. En 2006, sa production a 1’échelle planétaire a été estimée a
environ 3,8 millions de tonnes par an, utilisées aux deux tiers pour la fabrication du

polycarbonate, et pour un tiers pour celle de résines (DHI, 2007).

Le BPA entre dans la fabrication industrielle de plastiques de type polycarbonate et de
résines époxy-phénoliques. Le polycarbonate est un plastique provient de Ila
polymérisation de 50 a 100 monomeres de BPA par trans-estérification (Calafat et
al.,2005). Le plastique obtenu possede des caractéristiques telles que la biocompatibilité,
la facilité de stérilisation, la résistance a la chaleur, la transparence, ce qui explique son
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usage a grande échelle. De ce fait, on le retrouve dans le revétement intérieur de boites
de conserves, les canettes de boissons et plusieurs emballages alimentaires en plastique,
avec la signalisation d'un logo de recyclage entourant le chiffre 3, 7 ou PC
"polycarbonate" (Lazear, 1995). De plus, il rentre dans la composition de certains
produits ¢électroniques et de 1’industrie automobile, des téléphones portables, des lunettes
et des lentilles de contact, ainsi que les tickets de caisse a encre thermique ou encore les
recus des distributeurs automatiques de billets, et quelques équipements médicaux (Maia

et al.,2009; Nam et al., 2010).

La composition des résines ¢époxy-phénoliques est issue de la condensation
d'épichlorydrine et d'une molécule de bisphénol A qui forment un enchainement de
monomeéres pour créer du BADGE ( BPA diglycidyl éther). Caractérisées par leur
stabilité thermique et leur résistance mécanique, elles sont principalement utilisées dans
I’industrie automobile, maritime et 1’industrie agro-alimentaire, permettant de protéger
les aliments et les boissons d'une contamination microbiologique, formant une barriére
étanche et jouant ainsi un role protecteur vis-a-vis du métal afin d'empécher la corrosion
(Takao et al., 2002). Minoritairement, les résines époxy contenant du BPA sont
¢galement utilisées dans des systemes de stockage et de transport de I’eau "réseau de

distribution et réservoir d'eau”" (Rudel et al., 2011).



1.3.2.2. VOIES D'EXPOSITION

L’exposition de la population humaine au BPA se fait majoritairement par la voie
digestive, soit I’ingestion d’aliments contaminés, et minoritairement par voie respiratoire,

soit I’inhalation de poussiéres, ou par contact cutané avec des matériaux a base de BPA.

Le passage du bisphénol A dans la chaine alimentaire s'effectue par la libération de
monomeéres suite & une polymérisation incompléte, ou par hydrolyse de la chaine ester
qui lie les monomeéres de BPA; cet état de libération ou rupture se déroule dans des
conditions de pH neutre ou alcalin ou encore au contact de liquides a haute température

(Vandenberg et al., 2007).

a- EXPOSITION ALIMENTAIRE

La contamination par le biais de I'alimentation se fait par migration depuis les emballages
et récipients vers le contenu en particulier au moment du conditionnement. Aussi le
chauffage de ce plastique et ces résines favorise le détachement, la libération et la
migration de molécules de bisphénol A, qui peuvent alors se retrouver dans les aliments
ou les boissons (Cao et al., 2009).

La synthése rapportée par Welshons et Nagel (2006), portant sur la contamination des
aliments par le BPA, a montré que les niveaux du bisphénol A les plus élevés étaient
détectés dans les aliments conditionnés en boite de conserve métallique. Ainsi, les taux
de migration dépendent directement des conditions de stockage et d’utilisation, du temps

et de la température de chauffage, de la durée de conservation et du pH des aliments. Il
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est aussi indirectement favorisé par des agressions physicochimiques : chaleur, micro-

ondes, détergents lave-vaisselle, solutions alcalines (Welshons et al.,2000).

b- EXPOSITION PAR INHALATION

Divers enquétes de recherches ont indiqué qu’il pouvait y avoir un risque d'exposition
humaine au BPA par I’inhalation de poussieres intérieures ou extérieures du fait de sa
large production, utilisation et distribution (Volkel et al., 2008 ; Loganathan et Kannan,
2011). L’usage du bisphénol A dans les processus de fabrications de certains revétements
de sol, certaines peintures, matériel électrique ou électronique conduit a la contamination
de I’air ambiant par des particules de BPA et constitue une autre source d’exposition de
la population humaine. Plusieurs études rapportent des concentrations moyennes de BPA
dans les échantillons de poussicres intérieurs ménageres qui varient entre 60 et 843 ng/g;
la quantité¢ inhalée reste faible par rapport a la dose journaliére admissible (DJA). Ces
résultats sont en accord avec une étude réalisée sur une population d’enfants en bas age
aux Etats-Unis, qui indique que le BPA contenu dans I’air inhalé ne contribuerait qu’a 1

% de I’exposition totale au BPA (Wilson et al.,2007).
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c- EXPOSITION CUTANE

De récents travaux de recherche ont également mis en évidence une exposition cutanée
au BPA mais qui reste faible comme source de contamination (Biedermann et al., 2010 ;
Zalko et al., 2011). Cette voie d’exposition pourrait concerner des milieux
professionnels, en particulier chez les ouvriers de l'industrie du plastique et aussi chez les
caissieres. La quantit¢é moyenne du BPA présente dans les billets de caisse est estimée a
environ 13.3 g/kg de papier (Liao, Kannan.,2011). Dans le domaine des papeteries, le
BPA est utilisé pour produire les papiers d’impression thermique; en réagissant a la
température, il libére un colorant (lactone) qui révele 1'encre noire sur les billets de caisse,
relevés bancaires etc. L'utilisation répétitive de 10 heures par jour approximativement et
la manipulation fréquente de ces billets de caisse causerait une absorption quotidienne de
71 nug du BPA par le seul passage transcutané, ce dernier étant facilité par des mains
humides et type de peau grasse. Néanmoins, la possibilit¢é d'une exposition par un
transfert percutané ne dépasserait pas les 3 % de la DJA (Biedermann et al., 2010),
participant trés minoritairement a I’exposition totale au BPA de la population générale

(Marquet et al., 2011; Kaddar et al., 2008 ).
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1.3.3. TOXICOCINETIQUE

Pour une évaluation du risque toxicologique associé a 1'exposition au BPA, il est essentiel
de connaitre les capacités de biotransformation de ce contaminant par les organismes et
les agences de réglementations. Le métabolisme du BPA met en jeu des réactions
enzymatiques de conjugaison dites de (phase II) qui consistent a ajouter un groupement
généralement hydrosoluble, dont 1’acide glucuronique et les sulfates, au composé parent
(lipophile). Ces réactions ont principalement lieu dans le foie mais peuvent aussi se
produire ailleurs, notamment au niveau intestinal, soit au niveau des entérocytes

(Hanioka et al., 2008).

La principale réaction décrite dans la littérature est la glucuronidation qui correspond a la
formation d’un composé glucuronoconjugué, le BPA-glucuronide (BPA-G) a partir d’un
cofacteur, D’acide uridine diphosphate-glucuronique (UDPGA). Cette réaction est
catalysée par I’UDP-glucuronosyltransférase (UGT) (Volkel W et al.,2002 ; Yokota,
Inoue et al., 1999). Les UGTs sont des enzymes présentes majoritairement dans le foie
mais qui sont également retrouvées dans de nombreux autres tissus dont I’intestin
(Radominska-Pandya et al.,1998). Une variété d'isoenzymes de I’UGT sont impliquées
dans la glucuronidation du BPA selon les especes, comme I’UGT2B1 qui a été identifiée
dans le foie, les reins et les testicules chez le rat (Yokota et al., 1999) et son orthologue
I’UGT2B7 ou UGT2B15 chez I’homme (Hanioka et al., 2008; Mazur et al., 2010). Ces
enzymes de la famille des UGT2B sont aussi impliquées dans la glucuronidation des

hormones stéroidiennes, dont la 17B-estradiol (E2).
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Le métabolite conjugué BPA-G ne posséde pas d’activité oestrogénique, car il n’est pas
un ligand des récepteurs aux cestrogenes (Matthews et al., 2001). Le métabolisme de
biotransformation du BPA en BPA-G (Figure 2) représente donc un mécanisme de
détoxification de I’organisme, un moyen de limiter l'exposition interne de la molécule

libre et un role protecteur de I'organisme contre les perturbations du systéme endocrinien.

OH 0 OH
CH3 40 H HO CH
/N /N U b "
HO {H + ~
- \_ 0 ) > HO 0 N
CHy ? 0 Chy + UDP 4 H:0
BPA ol [T
H0  oH
TUDPGA BPA-G

Figure 2. Principales réactions de conjugaison du Bisphénol A. (Sulfatase, UDP- Glucuronosyl-
transférase). Les deux principaux métabolites (BPA-Glucuronide), (BPA-Sulfate).

BPA: bisphénol A; UDPGA: l’acide uridine diphosphate-glucuronique; UGT: Uridine
diphosphate Glucuronosyl-Transférase; BPA-G: bisphénol A glucuronide; UDP: Uridine
diphosphate; H,O: eau.

La sulfatation (Figure 3) est une voie secondaire dans le métabolisme du BPA, tant chez
les rongeurs que chez I’homme, avec la génération du métabolite BPA-sulfate qui ne
posséde pas d’activité oestrogénique (Shimizu et al., 2002). Les données in vitro de
Kurebayashi et al. (2010) suggérent que le BPA-sulfate (BPA-S) représente un
métabolite mineur en moyenne de 20 % chez le rat et de 9 % chez ’homme. Une autre

¢tude in vivo de 1'équipe de recherche de Pottenger et al. (2000) a montré que le BPA-S

¢était détecté dans l’urine apreés 1’administration d'une molécule organique radioactif
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carbone quatorze (["*C]-BPA). Ce métabolite sulfaté représentait entre 3 et 7 % de la
dose administrée dépendamment de la dose et de la voie d’administration chez le rat
(Pottenger et al.,2000). Toutefois, cette voie métabolique reste peu étudiée. En outre, la
biotransformation du BPA peut étre plus complexe avec la formation de diconjugués

méthylés et/ou déshydratés ainsi que des métabolites hydroxylés dont des catéchols

(Zalko et al., 2003).
CHs
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Figure 3. Réaction de glucuronidation (Glucurono-conjugaison) du bisphénol A par l'enzyme de
biotransformation UGT (uridine diphosphate glucuronosyl transférase).

L'é¢tude d’Inoue et al. (2002) indique que le BPA se caractérise par une métabolisation
plus lente chez les rongeurs et plus rapide chez I'humain, avec une demie vie longue
moyenne de 39.5 heures lorsqu'il est administré par voie intraveineuse (IV) chez le rat.
En revanche, chez I’homme, le temps de demi-vie plasmatique moyen du BPA total est

plus petit ( environ 4-6 heures). Cette différence peut étre expliquée en raison d'absence
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du cycle entéro-hépatique chez ce dernier, contribuant ainsi a une excrétion plus rapide

(Volkel et al., 2002; Volkel et al., 2005).

Chez 1'homme, le BPA est rapidement absorbé par le tractus gastro-intestinal (GI) et
conjugué dans le foie en conjugués hydrosolubles qui pourront aprés étre facilement
¢liminés de 1’organisme par voie urinaire ou fécale. Le BPA conjugué est rapidement
filtré depuis le sang par les reins (filtration glomérulaire), et excrété dans 1’urine sous
forme de BPA-G. Par contre, chez le rat, le processus d'élimination est distinct, ou une
grande partie du BPA conjugué est amené dans la bile et par la suite conduit, excrété par
voie fécale (Volkel et al., 2002). Le poids moléculaire seuil pour 1'élimination biliaire est
de l'ordre 200-300 g/mol chez le rat, alors qu’il est de 500-600 g/mol chez 'homme. Le
BPA-G ayant un poids moléculaire de 404g/mol serait principalement ¢éliminé dans les
urines chez 1'humain, alors qu'il serait éliminé en partie via la bile chez le rat (Clark et

al.,1969).

1.3.4. LIAISON AUX PROTEINES PLASMATIQUES

La majorité des substances (polluants, médicaments, etc.) sont liées a un degré variable
aux différentes protéines plasmatiques, principalement l'albumine, l'alpha-1 glycoprotéine
acide, les globulines et les lipoprotéines. La protéine porteuse est généralement
l'albumine pour les substances acides et neutres, et les autres pour les substances basiques

(Csanady et al.,2002).
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Le BPA (caractere lipophile) est trés fortement li¢ aux protéines plasmatiques chez les
rongeurs et ’homme. La partie liée représente 90 a 95 % et la partie libre, qui est
biologiquement active, entre 5 a 10 % du BPA total (Nagel et al.,1997; Teeguarden et al.,
2005). Le BPA est 1i¢ majoritairement et de fagon non spécifique a 1’albumine (Csanady

et al.,2002).

1.3.5. TOXICITE

Le BPA, caractéris€ comme un perturbateur endocrinien ayant des propriétés oestrogéno-
mimétiques, est suspecté de causer des effets indésirables sur la santé des humains en
raison de ses propriétés néfastes sur la reproduction, le développement et le métabolisme,
avérés chez 1’animal, suspectés chez I’homme, méme a des faibles niveaux d’exposition
(Vom Saal ef al.,2007). Cette molécule a la capacité d’interférer avec le fonctionnement
normal du systéme hormonal (i.e., le récepteur cestrogénique) et par conséquent d'avoir
des impacts déléteres sur un large spectre de fonctions de 1’organisme ou également sur
sa descendance (Kamrin,2004). Ces effets pourraient étre en lien avec des fenétres
d'expositions pendant les phases sensibles du développement de I’individu (phases

périnatales) (Kamrin, 2004).

Plusieurs études animales in vivo du BPA ont démontré des anomalies et des toxicités a
des doses a l'ordre de microgrammes (pg/kg) ou du nanogrammes (ng/kg), sur la fonction
de reproduction provoquant une réponse dans I’expression des genes en se liant aux
récepteurs nucléaires des cestrogenes (Richter et al., 2007). Les effets observés sont la
foeto-toxicité, l'altération de la fonction thyroidienne, I'induction de cancer, une
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perturbation du métabolisme des lipides et des sucres, une interaction avec le systeme
immunitaire du tractus digestif et des modifications comportementales (Richter et al.,

2007).

1.3.5.1. EFFET DE REPRODUCTION

Diverses études effectuées sur des modeles animaux ont montré qu'une exposition au
BPA périnatale induit depuis la naissance et jusqu'a 1'dge adulte, des troubles de la
fonction de reproduction et des anomalies développementales au niveau des organes

génitaux chez la progéniture méale et/ou femelle (Vandenberg ef al., 2007).

Certains auteurs ont rapporté que l'exposition périnatale des souris méres au BPA (0.5 a
10 mg/kg/j s.c.) entrainait, chez la descendance femelle, une puberté précoce, un
changement des cycles cestraux, une chute des niveaux plasmatiques de 1'hormone
gonadotrope lutéinisante (LH), des lésions au niveau de l'utérus et des ovaires et une
altération du développement des glandes mammaires (Nikaido et al., 2004; Zhang et al.,
2011; Ayyanan et al., 2011). D'autres auteurs ont aussi montré que 1'exposition au BPA
(2-20 pg/kg/j p.o.) des meres souris pendant la gestation, menerait chez la descendance
male a une augmentation du volume de la prostate, un développement de Iésions
néoplasiques et un déséquilibre dans 'homéostasie de la testostérone (Timms et al., 2005;
Ho et al., 2006; Prins et al., 2007). Egalement, d'autres constatations ont été faites chez

ces animaux, soit une diminution de la masse des épididymes et une baisse de la
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production spermatique journali¢re, influengant par la suite la qualité et la viabilité¢ des

spermatozoides (Zhang et al., 2012).

1.3.5.2. EFFET SUR LA FONCTION METABOLIQUE

L'action potentielle du bisphénol A sur le poids corporel et le métabolisme énergétique a
¢été observée dans des études réalisées in vivo chez des rongeurs. Celles-ci ont permis
d'explorer l'impact du BPA sur diverses fonctions vitales et les complications
métaboliques associées, dont la mise en place de l'obésité, la différenciation des
adipocytes, I'accumulation des lipides, le transport du glucose. Elles ont pu aussi associé
I’exposition au BPA avec des changement du contenu des cellules B-pancréatiques en
insuline et en sécrétion d'adiponectine et de lectine impliquées dans la régulation du
métabolisme des lipides et du glucose, cruciaux pour le maintien d'un poids corporel
adéquat (Vom Saal ef al., 2012). Une corrélation a été mise en évidence entre l'exposition
périnatale au BPA et la variation du poids corporel a I'age adulte chez des rongeurs;
l'effet obésogene remarqué montre que l'exposition périnatale au BPA (0.1 pg/kg/j et 10
ng/kg/j) augmente la masse corporelle des rats femelles et males a 1'dge adulte (Rubin et
al., 2001). Par ailleurs, une ¢lévation des niveaux plasmatiques de leptine et de
cholestérol total a été¢ observé, ce qui peut mener a des perturbations du métabolisme
glucidique des lipides et des sucres, contribuant ainsi au développement de I’obésité
générale, et présentant un risque de diabete de type 2 insulinodépendant (Vom Saal ef al.,

2012).
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1.3.5.3. EFFET SUR LA FONCTION DE LA BARRIERE INTESTINAL

Une étude réalisée par I’équipe de recherche de Braniste ef al. (2010) sur des rats révele
que le bisphénol A peut avoir des conséquences sur la fonction intestinale, en utilisant
des doses inférieures a celle définie comme dose de référence sans effet nocif observé
(NOAEL = 5 mg/kg pc/j). A travers ces recherches, en tenant compte des relations doses-
réponses, ils ont pu prouver que le colon des rats montrait une sensibilité vis-a-vis des
faibles doses du bisphénol A. II agit sur I’épithélium intestinal, diminue la perméabilité et
I’échange (eau, sels minéraux) nécessaires a 1'équilibre. De plus, il affecte la douleur
viscérale, la réponse immunitaire a l'inflammation digestive et favorise le développement
de maladies inflammatoires, puisque la barricre intestinale est affectée et le systéme

immunitaire est fragilisé suite a une exposition périnatale chez le rat.

Cette méme équipe a émis 1’hypotheése que I’exposition périnatale au BPA pourrait
bloquer le développement des défenses immunitaires intestinales a 1'age adulte, modifiant
ainsi leur capacité a reconnaitre ultérieurement les substances potentiellement nuisibles

pour I’organisme (Braniste et al., 2010).
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1.3.5.4. TOXICITE THYROIDIENNE

Une étude sur des cellules humaines in vitro a mis en évidence la capacité du bisphénol A
a perturber la fonction thyroidienne a l'intérieur des cellules en déplagant I'hormone
thyroidienne T3 (triiodothyronine) de son récepteur et en inhibant la transcription des
genes, ce qui montre un effet potentiel du BPA comme antagoniste des hormones
thyroidiennes (Moriyama et al., 2002). Une autre étude francaise de 1'Institut National
Polytechnique de Toulouse, qui s'ajoute sur la liste des enquétes scientifiques autour des
effets nocifs du bisphénol A, a montré que l'exposition du bisphénol A de brebis pendant
la grossesse entrainait des perturbations de la fonction thyroidienne chez celle-ci et
également chez leurs rejetons. Ces résultats ont été caractérisés par une diminution du
taux plasmatique de la thyroxine (T4, I'hormone thyroidienne), ce qui peut avoir des
conséquences négatives sur la croissance, le développement neuronal et cognitif du

rejeton (Viguié et al., 2012).

1.3.5.5. EFFET SUR LA GLANDE MAMMAIRE

Des liens avérés ou suspectés ont été établis entre le BPA et 'apparition de cancer du sein
(Lamartiniere et al.,2011). De plus l'exposition au bisphénol A a été associé a une
augmentation de l'incidence du cancer mammaire (Jenkins et a/.,2009). L'exposition

feetale chez les rats a 2.5, 25, 250 et 1000 pg/kg/;j de BPA par voie intraveineuse a
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conduit au développement de 1ésions pré-néoplasiques et néoplasiques dans la glande
mammaire et & une augmentation de tumeurs (Murray et al., 2007). D'autres études ont
montré ’apparition de cancers mammaires apres une exposition au bisphénol A durant la

période prénatale chez des rongeurs (Munoz-de-Toro ef al.,2005; Durando et al.,2000).

Les effets identifiés portent sur une modification de la structure de la glande mammaire
chez les nouveau-nés, un développement plus avancé des la naissance caractérisé par une
accélération de la maturation des glandes mammaires et une densité plus importante du
tissu épithélial de celles-ci. Ceci pourrait favoriser un développement tumoral et des

Iésions précancéreuses et cancéreuses ultérieurement (Macon ef al., 2013).

1.3.5.6. TOXICITE CEREBRALE ET COMPORTEMENTALE

Les fonctions cérébrales et comportementales sont également perturbées chez les rats et
les souris exposés au BPA in utero. En effet, plusieurs études ont mis en évidence une
perte du dimorphisme et de caractére sexuel primaire (organes génitaux) ou secondaire
(morphologique, physiologique, comportementale, etc.) au niveau des structures
cérébrales pour la progéniture exposée a ce contaminant (Cao J et al., 2012). Par ailleurs,
de nombreuses publications ont rapporté qu'une exposition des rats au BPA pendant les
périodes feetales et allaitantes a une dose inférieure a la dose journalicre tolérable
humaine (TDI= 50 pg/kg/j), pourrait induire une toxicité touchant et perturbant le
développement, engendrant des modifications structurelles et neurochimiques du cerveau

associées a des changements comportementaux (sociaux, sexuels, etc.) comme
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I'hyperactivité, des déficits d'apprentissage (test mémoire), comportements cognitifs et

anxiolytiques ( Kubo et a/.,2003 ; Panagiotidou ef al.,2014).

Une exposition a l'dge adulte peut conduire a une altération de la mémoire
(reconnaissance d'objets et la mémoire spatial) et du comportement exploratoire (Wang
Chong et al.,2014). Une déféminisation du comportement social et émotionnel et une
altération du comportement maternel sont également observées chez des rongeurs
femelles (Gioiosa et al.,2007). Dans I’hypothalamus et le cortex préfrontal, le BPA
antagonise 1'action de 1’oestradiol2 (E2) sur la formation des synapses (synaptogenése)

(Juraska et al., 2013; Rachel et al., 2015).

1.4. NAPROXENE (NAP)

Le NAP fait partie de la classe thérapeutique des anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS). C’est un dérivé de l'acide arylacétique sur lequel on retrouve un groupement
d’acide propanoique (Neal et al.,1997). Le nom chimique pour le naproxene est 'acide
(+)-6-méthoxy-alpha-méthyle-2-naphtaléne acétique, avec un poids moléculaire de
230,26 g/mol et une formule moléculaire brute de C4 H;4O3 (Figure 4) (FDA, 2014). Ce
médicament posséde des propriétés analgésique, anti-inflammatoire et antipyrétique en

diminuant la formation de précurseurs de prostaglandines.
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11 est prescrit pour plusieurs traitements afin de soulager une variété de douleurs aigué et
chronique y compris, l'arthrite, I’arthrose, les rhumatismes, les migraines et les maux de
téte. Il a également d'autres usages thérapeutiques mineures comme dans le traitement des
crampes menstruelles, 1’extraction dentaire ou méme contre un rhume (Rahme et al.,

2009; Todd PA et al., 1990).

1.4.1. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

Sous forme d'une poudre cristalline blanche inodore, il se caractérise par une acidité
faible, soluble dans les lipides, pratiquement insoluble dans I'eau a un pH faible et
facilement soluble dans l'eau a un pH élevé. Le logarithme du coefficient de partage
octanol : eau (Log P) du NAP a pH 7,4 approximativement est de 1,6 a 1,8 avec un

point de fusion de 152 a 158 °C (Ferreira et al., 2000; Roskovski, 1971).

CH

3
|

CHCOQOH

CH, O

Figure 4. Structure chimique du naproxéne
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1.4.2. BIOTRANSFORMATION ET TOXICOCINETIQUE

Le Naproxéne (NAP) est largement métabolis¢é dans le foie en en 6-O-désméthyle
naproxene, biotransformé principalement par les cytochromes CYP1A2 et CYP2C9
(Toothaker et al., 2000). Les deux molécules, NAP et 6-O-désméthyle naproxéne (6-
DMN), sont métabolisées en glucuronoconjugués par UDP-glucuronosyltransférases
(UGT2B7), afin de former respectivement le naproxéne acyle glucuronide ou bien le 6-
O-désméthyle- naproxéne acyle glucuronide (6-DMN-AG) en passant par une réaction
intermédiaire qui est la O-désalkylation (phase de déméthylation) (Vree et al., 1993;

Konstantianos et al., 1994).

X - A
\‘] o OH

Naproxéne acyle glucuronide

™ W o e

Naproxéne

l f
HO
/ 6-0- désméthyle naproxéne \
X i - . O
HO S0y HOY — OH

6-0- désméthyle naproxéne sulfate 6-0- désméthyle naproxéne acyle glucuronide

Figure 5. Voie du métabolisme du naproxeéne
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Le NAP est fortement lié aux protéines plasmatiques (= 99%), principalement a
l'albumine avec un volume de distribution de 0,16 I/kg. Il est rapidement et complétement
absorbé par le tractus gastro-intestinal avec une biodisponibilité in vivo de 95 % ( Moyer,
1986). Les concentrations plasmatiques maximales du médicament sont atteintes dans
deux a quatre heures apres l'ingestion, avec un état d'équilibre apres quatre a cinq doses.
Sa demi-vie chez 'hnomme varie de 12 a 17 h, avec une moyenne de 13 h (Andersen et

al., 1992).

Le NAP est principalement éliminé soit sous forme inchangée (10%) ou conjuguée
(60%). La presque enticreté des 30% restants subit une déméthylation et par la suite
excrétée sous forme de 6-DMN ou bien sous forme de 6-DMN AG, ce métabolite est
inactif, il a une activité thérapeutique moins de 1% par rapport a la molécule mere

(Sidelmann U.G ef al., 2001; Runkel R ef al.,1973).

La clairance du NAP est d'environ 0,13 ml/min/kg. Le NAP et ses métabolites sont
excrétés principalement par voie urinaire. La voie d'excrétion est presque exclusivement
dans l'urine. Suite a 'administration d'une dose radio-marquée de naproxene environ 95%
est récupérée dans les urines et 3% ou moins dans les féces (Runkel ef al.,1973). A des
doses thérapeutiques, aucun des métabolites du NAP n'était actif (Vree et al.,1993;

Kuramoto et al.,1973 ).
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1.4.3. EFFETS THERAPEUTIQUES

Le NAP est un médicament qui posseéde un ensemble d'activité anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS) avec des propriétés analgésiques et antipyrétiques qui soulage la
douleur, diminue I'enflure et la fiévre. Le mécanisme d'action de I'anion NAP, comme
celui d'autres AINS, n'est pas entiérement connu, mais peut étre associé a l'inhibition de

la prostaglandine-synthase (PGS).

Le naproxéne exerce son effet au site de la douleur, en interrompant la production des
prostaglandines (PG) et les thromboxanes (TXB), des substances qui causent de

l'inflammation, la douleur et de la fievre (Capone et al.,2004).

Le NAP inhibe a la fois la formation de la thromboxane synthase A2 (TXA2),
dépendante de la cyclo-oxygénase 1 (COX-1), ce qui réduit 1'agrégation des plaquettes et
la synthése du prostacycline (PGI2) dépendante de la de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2),
qui est un médiateur important de vasodilatateurs (Martal et a/.,2005). Le NAP est donc
considéré comme un inhibiteur double non sélectif du cyclo-oxygénase iso-enzyme 1 et 2
(COX-1/COX-2) (Brogden et al., 1979; Martal et al., 2005). La plupart des inhibitions
causées par les AINS, y compris le NAP, sont réversibles. Les AINS sont des inhibiteurs
compétitifs de la COX, et puisque l'inhibition est réversible, leur durée d'action est

dépend principalement de leur clairance rénale ou hépatique.
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1.4.4. TOXICITE

L'irritation gastro-intestinale et la néphropathie sont les effets pathologiques les plus

importants décrits par des études de toxicité préclinique ( ""Naprosyn®, 2013).

L'apparition des I1ésions gastro-intestinales, suite a I'administration de NAP, a été mise en
¢vidence au cours d’essais toxicologiques chez plusieurs especes animales (rats, souris,
cobayes, singes etc.). Certains effets ont ¢été observés allant de I'hyperémie,
lI'inflammation de la muqueuse gastro-intestinale a la péritonite. Une tolérance a été
remarqué apres la prise d'une dose orale équivalente a 30 mg/kg pc/jour chez des rats
pendant 90 jours; néanmoins la méme dose s’est avérée ulcérogene lorsqu'elle a été

administrée durant presque 6 mois (""Naprosyn®, 2013).

Une néphropathie a été remarquée a cet effet chez les rats, les souris et les lapins a des
doses ¢levées de NAP; des changements pathologiques ont été¢ produits dans le cortex et
les papilles rénaux. Chez les souris ayant recu du NAP par voie orale a une dose de 120
mg/kg pc/jour pendant 6 mois, une faible incidence de sclérose corticale et de nécrose de
l'extrémité papillaire des reins a €té notée. L'administration répétée de fortes doses de
NAP a des souris serait liée a une exacerbation d'une néphropathie spontanée (Wax et al.,

1975; Diane et al., 1980).

A propos de la reproduction, dans des études portant sur les périodes périnatale et post-

natale chez le rat, des doses orales de NAP allant jusqu'a 20 mg/kg/jour durant la derniere
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partie de la gestation jusqu'au sevrage, n'ont produit aucun effet nocif sur la viabilité des
petits, l'indice de lactation, la proportion des sexes ou les gains pondéraux de la
progéniture. Toutefois, une légére augmentation de la durée de gestation a été observée

aux doses de 10 et 20 mg/kg/j apres 21 jours de la grossesse (Csapo Al et al.,1973).

1.5. CONSIDERATION ET MECANISMES DES INTERACTIONS
METABOLIQUES ENTRE LES COMPOSANTS D'UN MELANGE

1.5.1. RISQUES LIES AUX MELANGES DE SUBSTANCES CHIMIQUES

L'homme est constamment exposé a une multitude de xénobiotiques présentes dans son
environnement. Au cours de ses activités quotidiennes, la contamination peut provenir de
l'ingestion d'eau ou d'aliments, de 1'absorption ou la consommation de médicaments, de
lI'inhalation d'air ou par contact cutané avec divers agents chimiques (Casarett et al.,

1996).

Vis-a-vis les probabilités d'interactions métaboliques et des modifications de la
toxicocinétique des composantes de mélanges, de nombreuses interrogations et
inquiétudes sont soulevées sur les possibilités que la toxicité prédite soit sous-estimee.
Les notions d’additivit¢ ou d’interactions métaboliques doivent E&tre prises en
considération dans l'application des valeurs limites. L’exposition simultanée a deux ou
plusieurs substances peut créer des impacts sur des organes cibles communs, influencer le
mode d’action des constituants du mélange, et conduire a un accroissement de leurs

concentrations internes et donc de leur toxicit¢ (Krishnan et Brodeur, 1991). La
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combinaison d'une variét¢é de substances chimiques cause souvent des réponses
toxicologiques imprévues et différentes par rapport a des réponses induites par des

substances exposées individuellement (Yang, 1994).

Ces interactions toxicologiques étant des effets différent de la somme des effets prévus
par les constituants peuvent étre de type antagonisme, synergique ou potentialisation,
donc ce concept dépend essentiellement de la nature des interactions, des mécanismes
d'action de chaque constituantes du mélange, de leurs propriétés physico-chimiques ainsi
leurs caractéristiques toxicocinétiques (y compris les voies métaboliques) et
toxicodynamiques (Beck et al.,1994). Ces facteurs nous guideront vers une bonne
compréhension et interprétation de ces interactions afin de prédire les effets toxiques d'un

mélange.

Les approches d'analyse du risque sont bien développées pour les substances prises toutes
seules. Par contre, I'évaluation et la gestion globale du risque applicables aux mélanges
sont en cours de développement. Une fois développées, elles faciliteront la prise de
décision vis a vis les mesures de protection de la santé et le bien-étre de la population

(IGHRC., 2009).
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1.5.2. CONSOMMATION DE MEDICAMENTS

La consommation des produits thérapeutiques est un phénomene grandissant au sein de la
population canadienne avec différentes classes d'age. Selon la base de données sur les
dépenses nationales de santé de I’Institut Canadien d’Information sur la Santé en 2013
(ICIS., 2013), la prise de médicaments constitue 16,3% des frais en santé au Canada, soit
un montant de 34,5 millions de dollars, une hausse de dépenses a l'achat de produits
pharmaceutiques remarquables par rapport a 'année 1975, ou elles n'ont atteint seulement
que 8 %. Cette situation favorise la possibilité d’une exposition concomitante a des
médicaments et a des polluants environnementaux, qui est d’autant plus forte qu’elle

suscite I’intérét des experts en matiére de santé publique.

La coexposition a certains produits chimiques du mélange peut causer des interactions
toxicocinétiques ou pharmacocinétiques, entrainant, par exemple, un changement du taux
de métabolisme, de toxicité et des effets sur les organes cibles communs, modifiant ainsi
les concentrations sanguines et tissulaires. Récemment une étude a démontré que certains
médicaments peuvent interagir au niveau métabolique avec le bisphénol A (BPA), un
polluant environnemental connu comme étant un perturbateur endocrinien (Verner et al.
2010). Parmi eux, on note le naproxéne (NAP) appartenant a la famille des anti-
inflammatoires non stéroidiennes (AINS) dont la consommation est courante. Ces deux
substances empruntent la méme voie métabolique et sont principalement éliminées par

voie de conjugaison a l'acide glucuronique (AG).
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La présence simultanée du médicament peut altérer 'activité enzymatique des uridine
diphosphate glucuronosyltranférase (UGT), la production ou le transport du cofacteur
acide glucuronique uridine diphosphate (UDPGA). Sachant que ces deux composants
(BPA et NAP) en combinaison pourraient avoir une compétition pour accéder au site
actif de la méme enzyme responsable du métabolisme (l'isoforme UGT2B1) (Figure 6).
En effet, cette coexposition réduirait le taux de métabolisme du polluant, inhiberait sa
détoxification et augmenterait donc le risque toxicologique (Verner et al., 2010). Cette
interaction métabolique résulte de la compétition pour la liaison au niveau des sites
catalytiques de l'enzyme métabolisant, de sorte que chaque constituant du mélange (BPA-
NAP) peut inhiber le métabolisme de ’autre et induire une élévation des doses internes

(DI).

Pour cette raison, la conception et le recours a des modeles pharmacocinétiques a base
physiologique (PBPK) constituent de nos jours des outils efficaces et adaptés pour
estimer les conséquences toxicocinétiques (TK) de l'exposition a certains mélanges de

contaminants environnementaux.

. Inhibiteur /
Lumiére

Substrat
Glucuronidé
UDPGA BPA-G

Cytosol Enzyme-UGT2B1 'l’
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Membrane
microsomale
)
m

Figure 6 . Effet inhibiteur du naproxéne sur le processus normal du métabolisme du bisphénol A



1.5.3. INTERACTIONS METABOLIQUES

Le terme métabolisme est souvent employé de facon interchangeable avec celui de
biotransformation. Dans cette phase de la toxicocinétique, les composés liposolubles sont
transformés en des substances hydrosolubles, plus facilement excrétées dans les urines,

grace a un ensemble d'enzymes clés dans I'organisme.

L'exposition simultanée a des substances, métabolisées par la méme voie enzymatique
fait en sorte que chacune inhibera la biotransformation de I'autre. L'interaction
métabolique apparait lorsque I'addition d'une nouvelle substance induit une modification
de la clairance métabolique prévue des autres constituants du mélange (Krishnan et
Brodeur., 1991). C'est le cas du NAP et le BPA qui empruntent les mémes voies

enzymatiques de biotransformation, (Verner et al., 2010).

L'interaction métabolique est un facteur pouvant changer le profil toxicocinétique des
composants du mélange, menant ainsi a une modification du risque de toxicité. Une telle
interaction peut causer une modulation des paramétres de surveillance biologique de

l'exposition.

Parmi les conséquences problématiques provoquées par ce genre de situation
d'interaction métabolique, on note I'élévation des doses internes pouvant mener a des
dommages dans les organes cibles de I'organisme. Afin de prévoir/prédire ce genre de
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scénarios, les modeles PBPK sont souvent utilisés comme des outils en évaluation du
risque. Il serait donc important de les développer pour mieux estimer la cinétique des

constituants de mélanges pouvant interagir entre eux.

1.5.4. INHIBITION METABOLIQUE

L'inhibition métabolique ou enzymatique est un mode de régulation souvent présent lors
de coexpositions, ou on observe une diminution du taux d'activit¢ des enzymes en
présence simultanée d'un substrat inhibiteur. L'inhibition peut-étre réversible ou
irréversible selon la nature et le degré d'affinité de l'inhibiteur pour l'enzyme (Marangoni,

2003).

L'é¢tude des effets inhibiteurs nous permet de mieux comprendre le mécanisme
catalytique d'une réaction enzymatique donnée, connaitre la spécificité d'une enzyme,
marquer et identifier les groupes actifs du site catalytique et déterminer les
caractéristiques physicochimiques ainsi la nature des substances mises en jeu

(Bisswanger, 2002).
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1.5.4.1. INHIBITION REVERSIBLE

a-INHIBITION COMPETITIVE

L'inhibition compétitive est un mécanisme impliquant la liaison réversible de I'inhibiteur
(I) sur le site catalytique de 1'enzyme (E); cette action va pouvoir empécher la liaison du
substrat (S) a I'enzyme, et la formation du complexe (ESI) (Figure 8). La constante de
dissociation (k) est définie selon plusieurs parametres y compris la concentration de

I'enzyme libre, de I'inhibiteur et du complexe (EI) formé (Marangoni, 2003).

E+s _ Xm gs __ K p+P
-‘—
_|_
I
Ei
EI

Figure 7. Le mécanisme réactionnel de l'inhibition compétitive
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Figure 8. Représentation de 1'inhibition compétitive. Le substrat (S) et l'inhibiteur ( 1)
qui sont en compétition pour le méme site enzymatique ont des similarités structurelles

( Casimir B.,2010).

L'équation générale de la vitesse de réaction (v) d’une substance étant inhibée

compétitivement est définit comme suit :

Vmaxx*[S]

Y= Kmx( 14+ +[5]

i

[eq. 1]

Ou la constante d'affinité de Michaelis-Menten (Km) est modulée par la concentration
de l'inhibiteur [I] et son affinité¢ pour I'enzyme (Ki). La vitesse maximale enzymatique

(Vmax) ne change pas, mais la constante Michaelis-Menten apparente sera augmentée.
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b-INHIBITION COMPETITIVE PARTIELLE

L'enzyme a la capacité de fixer le substrat et l'inhibiteur; c'est ce qu'on appelle la fixation
non exclusive. Si le complexe inhibiteur-substrat-enzyme (ESI) formé reste encore actif,
l'inhibition est dite partielle. Par contre, I'inhibition sera totale si le complexe devient
complétement inactif. L'inhibition compétitive partielle est une forme d'inhibition
réversible dans laquelle le complexe ESI peut encore générer des produits, méme a des
concentrations de saturation, quoiqu’a un rythme plus lent par rapport au systéme sans
inhibiteur. Dans ce cas ci, l'inhibiteur antagonise la liaison du substrat sans affecter la

constante de vitesse de formation de produit (Purich, 2010).

K

S+E ———— ES X | pp
K,

I I
E;]_II K;;'

S+FEI = > ESI » EI+P
K'

Figure 9. Le mécanisme réactionnel de 1'inhibition compétitive partielle.
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L'équation générale de la vitesse est définit comme suit :

Vmaxx[S]

v =

0]
1+(1<m/[5])*—(1+’“>

+[S]
ol

Ou a représente le degré d'inhibition.

c- INHIBITION INCOMPETITIVE

Ce type d'inhibition est occasionné lorsqu’une substance bloque le complexe enzyme-

substrat (ES). Quand ES se forme en premier lieu, l'inhibiteur (I) se fixe par la suite a

[eq. 2]

celui-ci pour donner un complexe ESI non productif. Dans ce type d’inhibition,

l'inhibiteur ne peut pas se fixer sur l'enzyme libre, le site de fixation de I étant induit par

celle du S (Voet et al., 1990).

Au moment ou le substrat se fixe sur I'enzyme, un changement de conformation de

l'enzyme se déclenche révélant ainsi un nouveau site de liaison pour l'inhibiteur. Ce

dernier affecte le rdle catalytique de I'enzyme sans toutefois nuire a la liaison au substrat.

Généralement, I'inhibiteur cause une déformation structurelle du site actif, ce qui diminue

l'activité de 1'enzyme (Marangoni et al., 2003).
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Figure 10. Le mécanisme réactionnel de I'inhibition incompétitive.

L'équation générale de la vitesse est définit comme suit :

Vmaxx[S]

1]
= —IE:,:-Kl) [eq. 3]

<1+%)+[S]

v

La vitesse maximale enzymatique de la réaction baisse et I'affinité apparente augmente
car l'association de l'inhibiteur avec ES diminue la concentration de ES, un complexe

binaire qui mene aux produits.
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d- INHIBITION NON COMPETITIVE

Lors d’une inhibition non-compétitive, l'inhibiteur peut se fixer a 1'enzyme libre E et au
complexe ES; de méme le substrat se lie a I'enzyme libre E et au complexe EI Les sites
de fixation du substrat et de l'inhibiteur sont différents et la fixation se fait d'une maniére
séquentielle, donc l'inhibiteur n'a aucun effet sur la fixation du substrat. Les inhibiteurs
non compétitifs n'ont pas d'homologie structurale avec les substrats; ainsi ils ne modifient
pas la facon dont se fixe le substrat mais ils empéchent les adaptations
conformationnelles du site actif qui devraient avoir lieu pour qu'il y ait catalyse. Le

complexe ESI produit est inactif et inopérant (Marangoni ef al., 2003).

F+s % , gs K | E+P
+ +
I |
‘lK] ‘l Kil
Ks'
FI+ S &—/— ESI

Figure 11. Le mécanisme réactionnel de I'inhibition non-compétitive.
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L'équation générale de la vitesse est décrite comme suit :

Vmaxx[S]

0]
_ (g
V= m+[s] leq. 4]

Dans ce cas, la vitesse maximale enzymatique (Vmax) de la réaction diminue car la
concentration du complexe enzyme-substrat (ES) baisse. Par contre, 1'affinité de I'enzyme
(Km) pour le substrat n'est pas influencée car le (S) peut se lier aussi bien sur I'enzyme

libre que sur le complexe enzyme-inhibiteur (EI) (Marangoni ef al.,2003).

e- INHIBITION MIXTE

Dans ce type d'inhibition réversible, l'inhibiteur peut interagir a la fois avec l'enzyme
libre (E) ou bien avec le complexe "enzyme-substrat" a un site autre que le site actif et

avec des pourcentages d'affinités différents (Marangoni et al., 2003).
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Figure 12. Le mécanisme réactionnel de I’inhibition mixte.

L'équation générale de la vitesse est décrite comme suit :

Vmaxx*[S] feq. 5]
se(1+1D) +km(1+0) b

v =
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1.6. OBJECTIFS DU PROJET
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OBJECTIFS ET HYPOTHESES DU MEMOIRE

L'objectif général du projet est de caractériser les interactions métaboliques entre le
polluant environnemental BAP et le NAP dans un systéme de foie de rat isolé et perfusé
in situ (IPRL), un modé¢le se rapprochant de la situation in vivo. 1l s’agit par la suite de
voir si l'addition de protéines plasmatiques (c.-a-d., albumine) module et influence la
clairance métabolique hépatique du polluant et du médicament perfusés individuellement

ou en co-exposition.

L'hypothese initiale est que la coexposition a ce mélange binaire (BPA+NAP) au niveau
de I'TPRL déclenche une interaction métabolique qui pourrait perturber le processus
normal du métabolisme des substrats dans notre organe cible perfusé qui est le foie de rat.
Une réduction de la biotransformation, augmentation des doses internes et une
modification de la toxicité du polluant pourraient survenir suite a ce genre de mélange

simultané de xénobiotiques choisi.

Les objectifs spécifiques de cette étude sont donc de :

(1) Déterminer la clairance métabolique et la cinétique enzymatique hépatique de
chacune de ces substances seules (Vmax et Km) ou en mélange binaire (Ki) en fonction
de temps dans 1’organe entier en présence et en absence de l'albumine; (ii) caractériser
I'impact de I'ajout de I'albumine sur la cinétique enzymatique et la clairance métabolique
du BPA et NAP dans le foie de rat isolé et perfusé; (iii) identifier la nature d’inhibition

enzymatique causée par la coexposition; (iv) comparer les paramétres métaboliques de

44



I'TPRL avec les valeurs obtenues en condition in vitro. Ceci sera fait en utilisant diverses
approches d’extrapolation de in vitro a in vivo (IVIVE) pour prédire la clairance
métabolique hépatique du bisphénol A et celle du naproxéne, permettant ainsi une

¢valuation quantitative de leur pouvoir prédictifs..
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CHAPITRE 2: Study of Bisphenol A
and Naproxen metabolic interactions
in isolated perfused rat liver model
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2.1 RESUME

Le naproxeéne (NAP), un médicament anti-inflammatoire non stéroidien, peut inhiber de
maniére compétitive chez le rat et aussi au niveau des microsomes hépatiques humain la
glucuronidation du bisphénol A (BPA) qui est un perturbateur endocrinien omniprésent
dans notre environnement. Il pourrait en résulter une augmentation des niveaux internes
du BPA lors d’une consommation chronique du NAP.

Cette étude visait a caractériser ce type d'interaction métabolique sur l'ensemble d'un
organe intact qui conservait l'architecture lobulaire en utilisant le systéme de foie du rat
isolé perfusé (IPRL), et a déterminer la cinétique enzymatique du métabolisme de
chacune des substances seules ou en mélange binaire en présence et en absence
d'albumine. Nous avons par ailleurs mis en évidence l'influence de la liaison aux
protéines plasmatiques sur le comportement et le profil cinétique des constituants du
cocktail, en utilisant le méme modé¢le des foies perfusés exposés aux mémes doses. Les
données de clairance mesurées ont servi a comparer le pouvoir prédictif des méthodes
d’extrapolation in vitro-in vivo (IVIVE) dans les conditions testées.

Des foies de rat ont été canulés et perfusés avec le tampon physiologique Krebs-Henseleit
contenant du BPA seul, NAP seul ou en combinaison a des concentrations différentes.
Les taux d'¢limination du BPA et du NAP ont été calculés a partir des mesures de leurs
concentrations dans le perfusat a ’entrée et a la sortie de l'organe. Les constantes
métaboliques ont €té déterminées par régression non linéaire. Les métabolismes du BPA
et du NAP seuls ont démontré une cinétique saturable avec un Vmax et Km de 530
nmol/min/g de foie et 51.6 uM pour le BPA, ainsi que 178.5 nmol/min/g de foie et 149.2
uM pour le NAP. L'analyse des expositions combinées suggere une inhibition
compétitive partielle du BPA par le NAP avec une valeur de Ki estimée a 0.3542 uM.

Par ailleurs, le taux de disparition a été précisé pour ces deux composés en présence
d'albumine (30g/l). La présence d’albumine induit clairement une diminution de la
clairance et l'extraction hépatique du bisphénol A (Vmax = 1,3 nmol/min/ mg prot de
foie, Km = 3,6 uM) et du naproxéne. (Vmax = 2 nmol/min/ mg prot de foie, Km = 1979

uM). Les algorithmes permettent d’appuyer I’hypothese que la forte liaison aux protéines

48



plasmatiques perturbe et diminue la biotransformation du polluant et du médicament
perfusés individuellement ou en coexposition. Parmi, les méthodes prédictives IVIVE
testées, celle de Poulin et al. permettait la meilleure prédiction en présence ou absence
d’albumine. Ces données in vivo sur les interactions métaboliques pourront étre intégrées
dans un mod¢le pharmacocinétique a base physiologique (PBPK) pour prédire la dose

interne résultant d'une exposition a ces mélanges chimiques.

Mots clés : Bisphenol A, Naproxene, perfusion, inhibition, interaction métabolique, co-

exposition, biotransformation, IPRL.
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2.2 ABSTRACT

Naproxen (NAP), an anti-inflammatory nonsteroidal drug, has been shown to
competitively inhibit the glucuronidation of bisphenol A (BPA) in rat and human liver
microsomal. Chronic consumption of NAP could result in increased internal levels of

BPA, which is a ubiquitous endocrine disruptor in our environment.

This study aimed to determine if this interaction could be reproduced in the whole organ
using the isolated perfused rat liver system (IPRL), and characterize the enzyme kinetics
of each substance alone or in binary mixtures, in the presence and absence of albumin,
highlighting the influence of the plasma protein binding (i.e. albumin) on the behavior

and the kinetic profile of cocktail constituents.

Rat livers were cannulated and perfused with physiological buffer containing only BPA,
NAP or a combination of both xenobiotics. The BPA and NAP elimination rates were
calculated from measurements of their concentrations in the perfusate at the inlet and the
outlet of the organ. The metabolic constants were determined by nonlinear regression.
The measured clearance data is served to compare the predictive power of extrapolation

methods in vitro-in vivo (IVIVE) under the conditions tested.

The metabolism of BPA and NAP alone showed a saturable kinetics with Vmax and Km
equivalent to 530 nmol/min/g liver and 51.6 uM for the BPA and 178.5 nmol/min/g liver
and 149.2 uM for NAP. Analysis of combined exposures suggests a partial competitive
inhibition of BPA by the NAP with a Ki estimated 0.3542 uM. The presence of albumin
induces a decrease in clearance and hepatic extraction of bisphenol A (Vmax = 1.3
nmol/min/mg prot liver, Km = 3.6 uM) and naproxen. (Vmax = 2 nmol/min/mg prot
liver, Km = 197.9 uM). The algorithms allow to support the hypothesis that the high
plasma protein binding disrupts and reduces the metabolism the pollutant and the drug
perfused individually or in co-exposure. Among the predictive methods IVIVE tested, the

method by Poulin et al. gave the best predictions in the presence or absence of albumin.
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These in vivo data on metabolic interactions can be incorporated in physiologically based
pharmacokinetic models (PBPK) to predict the internal dose resulting from exposure to

chemical mixtures.

Keywords: Bisphenol A, Naproxen, perfusion, inhibition, metabolic interaction, co-

exposure, biotransformation, IPRL.
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2.3 INTRODUCTION

Le bisphénol A (BPA) (2,2-bis (4-hydroxy-phényle) propane), produit chimique
synthétique, est un contaminant répandu de manic¢re ubiquitaire dans notre
environnement, avec l'un des plus grands volumes de production dans le monde
(supérieure a 3,8 millions de tonnes annuellement). Le BPA est utilis¢ comme monomere
dans la fabrication de matiéres plastiques de polycarbonate, des résines époxy, des
matériaux composites et des papiers thermiques et, par conséquent, a des applications
importantes dans une variété d’industries (alimentaire, dentisterie, plasturgie, équipement

¢lectroniques) (Le ef al., 2008; Hoekstra et Simoneau, 2013).

L’exposition de la population humaine au BPA a lieu majoritairement par I’ingestion
d’aliments. L’exposition se fait aussi par inhalation de poussiéres ou par contact cutané
avec des matériaux contenant du BPA mais ces contributions a son exposition totale
seraient mineures. La migration du BPA par le biais du réseau alimentaire se fait soit par
la libération de monomeres causée par une polymérisation incomplete, ou par une
hydrolyse de la chaine ester qui enchaine les monomeres de BPA dans des conditions de
pH neutre ou alcalin ou au contact de liquides a température intense (Kang et al., 2006 ;

Brede et al., 2003).

Le BPA est un perturbateur endocrinien bien connu au sein des organismes de protection

de la santé¢ et du bien-Etre. Il a démontré une activité oestrogénique ayant des effets
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néfastes sur le systeme reproducteur (Kim et al., 2001; Chen et al., 2002). Il a été
démontré que le BPA peut provoquer des effets indésirables chez les animaux de
laboratoire exposés a des doses plus faibles que la prise de la dose tolérable
recommandée (TDI 50 pg/kg/j) (Vom Saal et Hughes. 2005). D'ailleurs, il a été prouvé in
vitro qu’il pourrait favoriser la formation de cancer du sein (Hoyer, 2001; Stéphane,
2013) et avoir des impact sur d’autres récepteurs non-oestrogéniques pouvant mener a
des effets hépatotoxiques, immunotoxiques, mutagénes et cancérigenes (Jaromir

Michalowicz et al., 2014).

La toxicité du BPA est limitée par son élimination rapide par glucuronidation, une voie
métabolique conduisant a la production d'un métabolite inactif non toxique. Les données
in vitro montrent que le substrat est largement métabolis¢ dans le foie de rat par des
microsomes hépatiques et aussi dans les tissus de l'intestin, majoritairement par la voie de
la glucuronidation. Cette réaction est considérée comme un mécanisme de détoxification
puisque le BPA glucurono-conjugué a une tres faible activité cestrogénique (Snyder R.W.
et al., 2000) et une capacité réduite de liaison au récepteur oestrogénique (Matthews et
al.,2001). La conjugaison du BPA a l'acide glucuronique uridine diphosphate (UDPGA)
est catalysée par l'uridine diphosphate glucuronosyltransférase 2B1 (UGT2B1) chez le rat
(Yokota et al., 1999) et UGT2B15 et/ou UGT2B7 (orthologue de UGT2BI1) chez
I'homme (Hanioka et al., 2008). Des études in vivo supplémentaires en utilisant les
hépatocytes ou le foie du rat perfusé isolé (IRPL) confirment la formation d’un composé
B-glucuronoconjugué (BPA-G), ce qui limite grandement la biodisponibilité systémique
du produit mére, en plus d’étre par la suite excrété principalement dans la bile (Pottenger

et al., 2000; Upmeier et al., 2000).
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La coexposition aux médicaments est un facteur susceptible de réduire le taux
d’élimination de ce polluant. Etant donné que la consommation de produits
thérapeutiques est un phénoméne grandissant dans la population, la possibilité d’une
exposition simultanée est d’autant plus forte. Par exemple, de nombreux médicaments,
tels que le naproxéne (NAP), sont connus pour étre glucuronidés par le UGT2BI1
(Toothaker et al., 2000) chez le rat ou UGT2B7 chez I'humain ( Kiang et al., 2005) et

sont donc des inhibiteurs compétitifs potentiels de cette réaction de conjugaison.

Le NAP est un produit thérapeutique a usage répandu et fait partie des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS). Il se caractérise par des propriétés antalgiques et
antipyrétiques. Ce médicament a présenté des interactions métaboliques avec certains
contaminants chimiques dont le trichloréthyléne, n-nonylphénol et le bisphénol A dans
des études in vitro utilisant des microsomes hépatiques (Cheikh. Rouhou et al., 2012 ;
Verner et al., 2010). L'étude menée par Verner et al. (2010) a montré que la
biotransformation du BPA par le processus de glucuronidation était inhibée a plus de
50% de fagon concurrentielle par la présence simultanée du médicament (i.e., NAP). Ce
scénario d'inhibition a ét¢ déclenché puisque les deux composants du mélange testés
empruntent la méme voie enzymatique pour leur biotransformation et élimination,
métabolisés par le méme isoforme de I’'UGT2BI1 et cofacteur UDPGA. C'est ainsi que la
liaison de l'inhibiteur (NAP) a changé le processus normal de la biotransformation du
substrat (BPA), produisant a cet effet un risque d'interaction métabolique et une réduction
du taux de métabolisme du polluant. L'activité inhibitrice a été traduite par un

croissement de l'exposition interne conduisant a une augmentation du risque

54



toxicologique. La caractérisation métabolique observée lors de cette étude a été réalisée a

l'aide de microsomes hépatiques de rats.

Ces ¢études in vitro suggerent que des expositions concomitantes aux médicaments
comme le NAP et au BPA pourraient affecter 1’extraction hépatique quasi-compléte du
bisphénol A et ainsi changer la toxicité des composants du mélange et augmenter la dose

interne tissulaire du polluant. Or, ceci nécessite une confirmation dans un organe entier.

Une méthode permettant d’étudier la clairance dans un organe entier est le foie de rat
perfusé et isolé (IPRL). L’IPRL est une technique largement employ¢ pour les études des
fonctions hépatiques (De Bandt JP et al., 1995), 1l permet d'isoler I’organe et de maitriser
complétement les facteurs susceptibles d'agir sur le métabolisme hépatique en faisant
abstraction de la contribution des autres organes viscéraux contrairement au systéme in
vitro. Par ailleurs, il conserve l'architecture du foie et surtout respecte la coopération
entre les différentes populations cellulaires hépatiques. Ceci permet ainsi a obtenir une
description plus réaliste, plus physiologique et plus exacte des évenements biologiques se

produisant dans 1'organe intact.

Afin de mieux comprendre le phénomene d’interaction entre le BPA et le naproxene et
pour approfondir nos connaissances pour une bonne analyse de risque aux expositions
mixtes, la présente étude visait a i) confirmer les interactions entre le polluant
environnemental, BPA, et le médicament, NAP, dans le systtme IPRL, ii) caractériser
dans l'organe entier la clairance métabolique et la cinétique enzymatique hépatique de
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chacune de ces substances seules ou en mélange binaire, iii) caractériser l'impact de
l'ajout de 1'albumine sur la cinétique enzymatique du BPA et NAP et de leur interaction
dans le foie de rat isol¢ et perfusé, et iv) comparer ces valeurs avec les valeurs obtenues

en condition in vitro (Verner et al., 2010).
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2.4 MATERIELS ET METHODES

2.4.1 Produits chimiques

Le BPA (pureté >99%), le NAP (pureté > 98%) et le bis (4-hydroxyphenyl) méthane
(pureté + 98 % ; standard interne) ont été achetés chez Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA). L'isoflurane, USP (pureté 99%) utilis¢ pour 'anesthésie des rats a été fourni par
Abbott Animal Health "Laboratories" (North Chicago, USA). Le charbon actif Omnicon
(f7air) a été délivré par Veterinary Product (Bickford INC, NY, USA). L'héparine
sodium, l'acétonitrile et l'acide acétique glacial (HPLC-grade) ont été obtenus chez
Fisher-scientific (St. Louis, MO, USA). L'albumine de sérum bovin (BSA) (Frac V,

pureté 98%) a été achetée chez Bioshop (Burlington, Ontario, Canada).

2.4.2 Animaux

Des rats Sprague-Dawley males (250-300g) ont été achetés chez Charles River
laboratories (St-Constant, Québec, Canada), avec la permission du comité de déontologie
de l'expérimentation sur les animaux (CDEA-DV) de ['Universit¢ de Montréal. Une
période d’acclimatation de 72 h minimum a été respectée pour les rats avant le
déroulement des expériences chirurgicales. Ainsi, les rats ont été entretenus avec soins
durant leur hébergement a la division d'animalerie (DV), conformément aux lignes
directrices du conseil canadien de protection des animaux (CCPA), en contrdlant la
température de la piece (a 20°C), I'humidité relative (45%), 1'éclairage (cycle jour-nuit;

12h de lumiére, 12h d'obscurité), avec une nourriture et de 1'eau ad libitum (certifiés et
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stérilisés). Les animaux ont été traités en accord avec les lignes directrices dictées par le

comité déontologique institutionnel.

2.4.3 Technique chirurgicale

Sur une table chauffante réglée a 37°C, les rats (n=3) ont été anesthésiés par inhalation
d’isoflurane (3%). L'effet sédatif survient apres 40 secondes et le gaz anesthésiant qui
s'échappe par exhalation est piégé par le charbon actif. Briévement, aprés 1'anesthésie de
I'animal, 1'abdomen est ouvert, le foie, la veine porte (VP), la veine cave supérieure
thoracique (SVC), et la veine cave inférieure abdominale (IVC) sont exposés. La veine
porte (l'entrée) et la veine cave inférieure (la sortie) sont ensuite canulées avec des
cathéters 18 et 14 GA, respectivement. Immédiatement apres la canulation, le diaphragme
est perforé et coupé et la SVC était immédiatement localisée et ligaturée avec un fil de
suture 3/0. Le foie n'était pas excis€; toutes les expériences ont été réalisées in situ. Le rat
meurt rapidement par exsanguination. Les cathéters sont rincés avec de I'héparine sodium
avant la canulation des veines empéchant ainsi la coagulation sanguine et la formation de

caillots (Bessems et al., 2006; Ferrigno et al., 2013).
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2.4.4 Systeme de foie de rat perfusé et isolé (IPRL : isolated perfused rat liver)

Les perfusions de foie sont effectuées a 1’aide du systéme de perfusion d’organe HSE
Uniper UP-100, type 834 (Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus, Germany) (Figure
1). A I’aide d’une pompe péristaltique, le foie est perfusé a débit constant de 20 ml/min
avec une solution physiologique de Krebs-Heinselet & pH 7,4 (Krebs et Henseleit. 1932)
maintenue a 37°C par un thermocirculateur et saturée de carbogéne (95% O, 5% CO,).
La solution contenait soit du bisphénol A, du naproxéne, ou un mélange des deux. Avant
I’exposition aux xénobiotiques, le systéme est mis en équilibre avec le tampon Krebs
seule en perfusant pendant 30 min. Le perfusat entre par la canule de la veine porte et la
collecte des échantillons se fait a la sortie par la canule de la veine cave inférieure. Un
réservoir d’air ainsi qu'un pi¢ge a bulles sont placés sur le circuit pour réduire la pulsation
(action d'amortissement) provoquée par la pompe péristaltique et empécher les bulles

d'air engendrées par I'oxygénation de rentrer dans le foie.

2.4.5 Détermination de la clairance hépatique du polluant (bisphénol A) et du
médicament (naproxeéne) en utilisant le modéle IPRL - Préparation des échantillons.

Afin d'évaluer la clairance hépatique du BPA et du NAP, et pour déterminer les
parametres métaboliques du polluant et du médicament (Vmax, Km, et Ki), nous avons
effectu¢ des perfusions a diverses concentrations de substances, en présence et en
absence d'albumine, pour caractériser ’impact de la liaison des protéines plasmatiques

sur le taux de métabolisme dans I’IPRL.
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Trois séries de perfusions ont été effectuées (n=3 rats). La premicre consistait a perfuser
le foie en cinq phases. La premiére consistait en une phase d’équilibrage avec un tampon
physiologique de Krebs-Heinselet durant 30 min. Les quatre phases subséquentes avaient
une durée totale de 2 h ou le foie a été perfusé a 4 différentes concentrations de
xénobiotique grandissantes graduellement. Les concentrations de la série d’exposition au
BPA seul étaient 15, 45, 80 et 180 uM; celles au NAP seul étaient de 60, 120, 250 et 750
uM. Les concentrations utilisées durant les combinaisons BPA-NAP étaient de 15 ou 20
uM pour le BPA, et 60, 120, 250, ou 750 uM pour le NAP. A la fin de la perfusion, le

poids du foie perfusé a été mesuré.

Dans des vials, des échantillons de 300 ul de perfusat ont été récoltés : dans le réservoir a
la 5°™ min aprés le changement de concentration, et 4 la sortie de la veine cave inférieure
a 10, 15, 20 et 25 min. A ces échantillons, 700 ul d’acétonitrile contenant le standard
interne (4-hydroxyphenyl méthane) ont été ajoutés. Les aliquots (1000 pl) ont été
centrifugés pendant 2 min a 9000 g (Eppendorf Minispin Ultracentrifuges, On. Canada).
Le surnageant a été prélevé pour l'analyse. Les échantillons ont été conservés a -20°C

jusqu'au moment d'analyse par la chromatographie en phase liquide a haute performance-

détecteur de fluorescence ( HPLC-FD).
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2.4.6 Dialyse a I’équilibre et détermination de la fraction libre ( Fup) de NAP et
BPA

La fraction libre du BPA ou du NAP dans le perfusat (Fup) en présence des protéines
plasmatiques (i.e. albumine), a été mesurée expérimentalement en utilisant la procédure
de Rapid Equilbrium Dialysis (RED). Les cartouches ont été placés dans des puits au
niveau de la plaque téflon de base. Chaque pair de cartouches RED est séparé en deux
compartiments par une membrane semi-perméable, avec un seuil de coupure de poids
moléculaire (MWCO) d'environ 8 kDa. Dans I'un compartiment est déposé 1’échantillon
de perfusat (chambre rouge), et dans l'autre y est introduit le tampon physiologique
(chambre blanche). La plaque de base, les cartouches, ainsi que tous les accessoires de

RED, ont ét¢ obtenus a partir de Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA.

Les compartiments rouges des cartouches ont été¢ remplis par un volume de 500 pl a des
concentrations prédéfinies de BPA et NAP, mis individuellement ou en mélange binaire
en présence de I'albumine. Cependant, dans le compartiment blanc de la cartouche, 750
ul de tampon physiologique Krebs-Henseleit ont été ajoutés. Par la suite, la plaque téflon
de base a ¢été placée dans un agitateur orbital de FisherBrand (150 RPM) et incubée a
37°C pendant 6 heures. Aprés le passage du temps d'incubation afin d'atteindre
I'équilibre entre les deux chambres, les échantillons ont été collectés a partir des deux

compartiments et analysés par HPLC couplé a un détecteur de fluorescence (FLD). La
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courbe standard de BPA et de NAP a ét¢ utilisée pour quantifier les concentrations totaux
(Ct) trouvées dans la chambre de perfusat et les concentrations libres (Cu) identifiées et
mesurées dans la chambre de tampon, et ce pour les deux composés d'intérét. Enfin,
l'analyse des concentrations Ct et Cu a permis de calculer la fraction libre (Fup) en

divisant Cu/Ct.

2.4.7 Analyses HPLC du BPA et du NAP

Les échantillons ont été analysés en les injectant dans un systtme HPLC Agilent
technologies série 1100 couplé a un détecteur de fluorescence (FLD, G1321A). En bref,
les échantillons ont été €lués par une solution de phase mobile acétonitrile/H,O/acide
acétique (70:30:0,1 v/v/v) a un débit constant de 1 ml/min, et en utilisant une colonne
chromatographique Supelcosil ™ (LC18) (25 cm x 4.6 mm, 5 pM). La température de la
colonne était fixée a 20°C. Les longueurs d’onde pour la fluorescence étaient de 227 nm
(excitation) et 313 nm (émission). Les temps de rétention pour bisphénol A, naproxene et

bis (4-hydroxyphenyl) méthane étaient de 3.45, 3.72 et 3.17 min, respectivement.

2.4.8 Analyses des données et statistiques

Pour quantifier le processus d'élimination et bien décrire les phénomenes se déroulant
lors de la perfusion de foie de rat isolé in vivo, les concentrations a l'entrée (Cp) ont été
définies comme étant celles qui ont été prélevées dans le réservoir et celles a la sortie

(Cp) de l'organe comme ¢€tant celle prélevées a la veine cave inférieure. La différence
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entre Ca et Cb représente ainsi la capacité globale d’épuration du foie en fonction du
temps. Ainsi, les parameétres suivants ont été calculés : le coefficient d'extraction (E), la

clairance (Cl), la clairance intrinséque (Cl;y) et le taux de métabolisme (V) (Tableau 1).

Les constantes cinétiques enzymatiques (Km, Vmax et Ki) des constituants du mélange
en présence ou en absence d'albumine ont été estimées par des régressions non linéaires
sous forme des représentations graphiques de Michaelis-Menten et Dixon, en utilisant le
logiciel d'analyse (Sigma-plot) version 13 module d'analyse en cinétique enzymatique

(Systat software, Inc., San Jose, CA, USA).

2.4.9 Méthodes de calculs d’extrapolation in vitro in vivo (IVIVE)

La méthode IVIVE utilisée lors de cette étude consiste en ’utilisation d’algorithmes
mathématiques, pour obtenir de bonnes estimations de clairances hépatiques du BPA seul
et en mélange. (Voir €quations décrites en bas, Tableau 4) publiés par; Poulin et al.,
2012, Rowland et al.,2011, Obach, 1999 et Wilkinson, 1987. Afin de calculer la clairance
métabolique hépatique du bisphénol A, les mesures de Fup ont été utilisées (voir plus
haut) et la fraction libre dans le foie (Fu liver) ainsi que la fraction libre d'incubation ont
¢té déterminés (Fu inc). Ces valeurs ont été intégrées soigneusement dans des €équations
de prédiction. De plus, d'autres parametres dont la Pma (coefficient de partage milieu :
phase aqueuse), Pnla (coefficient de partage lipide neutre : phase aqueuse) et Fnlm

(fraction volumique d’équivalent de lipides neutres dans le milieu d'incubation) ont été
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pris en considération dans ces calculs; les équations développées sont indiqués dans le

Tableau 3.

Les estimations de la clairance (CL) ont été calculées comme suit :

__ Q@XRBPxClint

CL = -
QXRBP+Clint

Eq. 1

Ou : Q représente le débit de la perfusion de foie; Clint représente la clairance
intrinseque; RBP représente le ratio de concentration entre sang et le perfusat. La Clint

est estimé en utilisant les équations présentées dans le Tableau 4.

2.5 RESULTATS

Cinétique enzymatique des substances seules

Une analyse par régression non lin€aire a été effectu¢e pour le métabolisme du BPA et le
NAP au niveau du modele du foie de rat isolé et perfusé en présence et en absence des
protéines plasmatiques. Les Figures 2 et 3 rapportent ces résultats de perfusions du BPA
et du médicament testés séparément sous forme d'une courbe de Michaelis Menten ou le
foie a été perfusé a différentes concentrations graduellement croissantes pendant deux
heures de temps. Avec les vitesses du métabolisme obtenues en fonctions des
concentrations du perfusat, les Vmax et les Km pour chacun des deux composés ont été

calculés (Tableau 5). Sans albumine, le BPA était rapidement biotransformé avec une
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Vmax = 9 nmol/min/mg et un Km= 51,6 uM, alors que le naproxéne démontrait une
biotransformation beaucoup plus faible avec une Vmax = 3 nmol/ min/mg et un Km=

149,2 uM (Figure 2A et 3A).

Un autre facteur déterminant a été introduit dans les conditions de perfusions, soit
l'addition de l'albumine, une protéine plasmatique ayant une forte liaison avec le
bisphénol A ou le naproxene. Les Figures 2B et 3B représentent I'impact de la forte
liaison de l'albumine sur la cinétique enzymatique, la clairance hépatique et le profil
global des graphes de Michaelis Menten du taux de métabolisme en fonction de la

concentration en substrat.

Cinétique enzymatique des substances en mélange binaire

La Figure 4 rapporte les courbes de Dixon en absence et en présence d'albumine
respectivement (1/vitesse de biotransformation en fonction de la concentration de
l'inhibiteur) des interactions métaboliques du naproxeéne sur la biotransformation et
I'élimination du bisphénol A obtenues lors des perfusions de foies de rat isolés. Les
résultats des expositions en mélanges binaires ont montré que le médicament interfere
avec le métabolisme du BPA par une inhibition compétitive partielle, avec un Ki de
0,3542 puM. L’ensemble des constantes métaboliques estimées pour le BPA sont

présentées dans le Tableau 6.
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Extrapolation in vitro-in vivo de la clairance hépatique, profils pour les composés

seuls

L'ensemble de données des parametres métaboliques (Tableau 2 et 3), traités par des
équations mathématiques proposées (Tableau 4), a montré une estimation satisfaisante de
la clairance hépatique par rapport a celle observée a partir du systéme de foie de rat isolé
et perfusé in vivo (Tableau 7). Les résultats de CL prédits par toutes les méthodes sont
comparables avec les valeurs de la CL prédites dans les conditions ou il n’y avait pas
d’albumine dans le perfusat. Par contre, on observe que la justesse de prédiction de la CL
par les équations 2 et 5 diminue avec l'addition de I'albumine dans le milieu, et plus
particulierement au niveau des équations 3 et 4. L’équation 5 est celles qui donne de
meilleures prédictions, sauf pour la concentration la plus forte de BPA (180 uM), ou la

clairance se rapproche plus des résultats des équations 3 et 4.

Extrapolation in vitro-in vivo des interactions métaboliques

Dans I'ensemble des résultats pour les mélanges binaires (Tableau 8), le profil des
clairances hépatiques du bisphénol A était bien prédit en utilisant les méthodes de calcul
IVIVE de Poulin ef al. (2012) dans les expériences sans l'albumine. En revanche, apres
'addition des protéines plasmatiques (BSA), l'estimation de la clairance métabolique du
substrat (BPA) était moins précise aux fortes concentrations de l'inhibiteur (250 et 750
uM) pour l'équation 2 et 5, tandis que les deux équations 3 et 4 ont bien prédits la

clairance hépatique par comparaison a la clairance observée en IPRL.
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2.6 DISCUSSION

Les interactions métaboliques peuvent survenir lors d'une exposition simultanée a un
mélange de xénobiotiques, ce qui cause souvent des altérations dans le profil cinétique de
chaque substance mise en jeu et aussi des variations de la dose interne due a 1’interaction
entre les produits. Or, il est courant que des interactions soient mises en évidence par des
tests in vitro, mais est-ce que ces informations recueillies se reflétent in vivo ? Et les
valeurs de constantes métaboliques mesurées in vitro peuvent-elles nous informer
quantitativement sur 1’impact de la coexposition in vivo ? Afin de bien comprendre les
particularités de cette situation assez fréquente, nous avons réalisé dans la présente étude
des modéles de foies de rat isolés et perfusés in vivo afin d'évaluer et caractériser 1'impact
de la coexposition au naproxéne sur la clairance du bisphénol A, qui a précédemment fait
le sujet d’une étude in vitro (Verner et al.,2010), en présence et en absence de protéines
plasmatiques (I'albumine). Dans la présente étude, nous avons démontré la présence
d’interactions entre ces deux xénobiotiques dans 1’organe intact perfusé et caractérisé
celles-ci en présence et absence d’albumine. Finalement, nous avons comparé des
estimations de 4 algorithmes pour prédire la clairance hépatique du BPA (seul et en

mélange).

Les résultats obtenus sur la cinétique enzymatique du métabolisme du BPA seul et en

absence d'albumine démontrent que le bisphénol A est rapidement éliminé par une Vmax
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= 9 nmol/min/mg de protéines de foie ainsi avec une grande affinité envers l'enzyme
métabolisant dont le Km= 51,6 puM, tandis que le naproxéne est moins rapidement
biotransformé par comparaison au bisphénol A, avec une Vmax = 3 nmol/ min/mg de
protéines de foie et un Km = 149.2 uM. En faisant une comparaison direct des Vmax et
Km du BPA mesurée in vitro (i.e., Vmax= 23.4 nmol/min/mg et Km = 114.4 uM), on
s’apercoit que les valeurs en Vmax et Km in vitro de BPA sont trés comparables aux

valeurs de cette étude en IPRL (Tableau 5).

Les données expérimentales de clairances intrinséques et de vitesses maximales
enzymatiques obtenues en IPRL démontrent une activité¢ d'inhibition compétitive du
médicament sur le taux de biotransformation du polluant, quand ces deux substances se
trouvent en concomitance au niveau du foie. A I’aide d’une série d'expériences d’IPRL,
des profils de cinétiques enzymatiques ont été construits pour les deux xénobiotiques en
mélange pour pouvoir dériver les paramétres métaboliques (Vmax, Km, Clint et Ki) dans
l'organe entier. Les analyses par régression non-linéaires des effets inhibiteurs du
naproxene sur l'activité métabolique (représentée par des courbes de Dixon a la Figure 4)
indiquent la présence d'une inhibition compétitive partielle avec la valeur estimée de Ki =
0,3542 uM et un a = 2049,7. Ceci differe légerement des observations in vitro qui
indiquaient plutét une interaction purement compétitive. Une explication plausible pour
cette différence pourrait étre la présence d’autres voies métaboliques (e.g. oxydation par
les cytochromes P450) qui n’auraient pas ¢été sollicitées durant les incubations

microsomes et 1’utilisation d’UDPGA comme cofacteur.
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Dans une seconde perspective de recherche, on avait rajouté un autre facteur qui était
I'albumine de sérum bovin (BSA) pour identifier l'effet de la forte liaison aux protéines
plasmatiques des substrats sur leur processus de clairance hépatique. Les résultats
cinétiques obtenus nous indiquent que la forte liaison a l'albumine diminue Ia
biotransformation du bisphénol A et du naproxeéne perfusé individuellement, une baisse
par un facteur de 7 pour la vitesse enzymatique du BPA et d'un facteur de 1.5 pour celle
du NAP (Tableau 5). Selon la méme tendance, 1'ajout du BSA en mélange a mené a une
baisse, de la constante d'inhibition (Ki) d'un facteur de 1.25, et du degré d’inhibition
alpha (o) par un facteur de 6 (Tableau 6). Ceci était prévisible puisqu'on s’attend a ce
qu'une forte liaison aux sites spécifiques de I'albumine entraine une chute des
concentrations libres des substrats qui doivent se rendre au niveau de l'enzyme. Ceci
aurait comme conséquence, comme nous 1’observons ici, une baisse des valeurs des

parametres métaboliques Vmax et Ki.

L'évaluation comparative de la clairance hépatique pour le BPA se trouvant seul ou en
mélange (Tableau 7 et 8) démontre la nécessité de tenir compte de la liaison a I’albumine
et de la liaison non-spécifique dans le milieu d’interaction. En absence d’albumine, tous
les algorithmes ont bien performé dans la prédiction de la clairance hépatique. Ceci était
prévisible car elle ne different que par la considération de la liaison aux macromolécules.
Or, en présence d’albumine, il est clair que d’utiliser simplement Fup pour prédire la

fraction de substrat disponible a I’enzyme n’est pas suffisant puisque les équations 2 a 4
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ne permettent pas une prédiction adéquate comparativement a 1’équation 5 dont la marge
d’erreur était la plus prés de 1. Il est difficile d’expliquer la surestimation observée a la
plus haute concentration de BPA seule. Il y a deux possibilités : 1) la description
provenant de la caractérisation in vitro est inadéquate a cette haute concentration; 2) un
processus d’interaction entre le complexe albumine-substrat et les hépatocytes serait non-
linéaire et donc jusqu’a maintenant pas considéré dans les algorithmes utilisés. Cet effet

est moins évident dans exposition mixte.

Par la présente étude, nous avons réussi a confirmer la présence des interactions
métaboliques entre le bisphénol A et le naproxene dans le systéme IPRL, en se basant sur
les parameétres métaboliques. Ainsi, la clairance et la cinétique enzymatiques sont
trouvées et identifi¢es pour chacune de ces substances prises seules ou en mélange
binaire, en prenant en considération l'effet de l'albumine comme facteur déterminant.
Egalement grice aux données expérimentaux de clairances intrinséques obtenues par
I’IPRL, nous avons pu valider les différentes équations algorithmiques pour I’estimation
de la clairance hépatique a partir de valeurs obtenues en condition in vitro (Verner et al.,
2010) et celles observés en IPRL et ceci en condition d’exposition mixte et a différentes

concentrations (condition saturante et non-saturantes).

Selon ces résultats, nous supposons que la présence d'albumine peut engendrer des
interactions entre le BPA et NAP au niveau des sites de liaison. Un phénomeéne de

saturation de ces sites pourrait aussi étre présent surtout lorsque la concentration de
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l'inhibiteur (NAP) est ¢levée. Ainsi, une variation des concentrations libres de BPA est
remarquée dans nos expériences. Cette variation est due probablement a la présence
compétitive du NAP soit au niveau de BSA, soit au niveau de I'enzyme. Deux types
d'interactions seront donc a envisager : au niveau de l'enzyme et au niveau des sites de
liaison ou d'affinité aux protéines plasmatiques. Ces interactions affectent le niveau des
concentrations libres du BPA supposément disponibles pour la biotransformation et
I'élimination. Désormais, les interactions au niveau des sites de liaison devraient aussi

étre prises en considération dans des ¢tudes futures.

2.7 CONCLUSION

Au terme de ce projet, nous avons réussi a confirmer, dans un organe entier, les
interactions métaboliques entre 1’anti-inflammatoire NAP et le polluant BPA auxquels la
population est quotidiennement exposée et qu’il y a des quelques différences entre cette
interaction et celle précédemment observée en condition in vitro (i.e., inhibition
compétitive partielle vs inhibition purement compétitive). La présence d'albumine a
aussi un effet sur la cinétique enzymatique des substrats, et 1’algorithme de Poulin et al.
(2012) permet la meilleure estimation de la clairance in vivo des substances seules et en
mélange a basses concentrations. Des interactions possibles entre le NAP et le BPA au
niveau du site de liaison a l'albumine peuvent étre une des causes principales derricre la
variabilité des concentrations libres du BPA qui doivent se rendre aux hépatocytes.

Enfin, ces équations pourraient étre adaptées pour mieux évaluer non seulement les
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interactions métaboliques mais aussi les interactions au niveau des protéines plasmatiques

pour ces deux substances chimiques.
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2.11 Tab

leaux et Figures

Tableau 1. Parameétres d'élimination métaboliques au niveau de 1'l[PRL.

Pa

ramétres Equations

C1 IC1=QXE

E

2 = (Ca-CE)
Ca
(Qx E)

Clint 3l = ————

Vo

1-E
Vo= Clmt X Ca

leg:
leq:

Tableau

C1 estla clairance (ml'mmin), Q le débit sanguin (mml'mmin) et E le coefficient d'extraction.
Cy estla concentration du substrat a lentrée de l'organe du foie perfusé (phf).
Cpestla concentration du substrat a la sortie de l'organe du foie perfusé (uh).

: Clint est la clairance intrinséque ou métabolique propre a l'organe du foie perfusé (mlmin).

Vo est le taux de métabolisme ou la vitesse de biotransformation (nmol'min'g foie).

2. L'ensemble de données de BPA perfusé seul en présence et en absence

d'albumine chez le rat, utilisés pour la prédiction de la clairance hépatique (Cl).

[BPA] total (uM) Fu inc** Fup** Fu liver** ‘ Protéine de liaison
15 0,8139 1 1 sans Alb
45 0,8139 1 1 sans Alb
80 0,8139 1 1 sans Alb
180 0,8139 1 1 sans Alb
15 0,8139 0,0450 0,291 avec Alb
45 0,8139 0,0450 0,291 avec Alb
80 0,8139 0,0365 0,248 avec Alb
180 0,8139 0,0365 0,248 avec Alb
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Tableau 3. L'ensemble de données de BPA et du NAP en coexposition binaire chez le

rat, utilisés pour la prédiction de la clairance hépatique (Cl).

[BP(ﬁ]l\:lt))tal Fuinc** | Fup** Iiv::el:** [NAP] total (LM) Fuinc Fup Ii::/:r Prt:itaéiir;ide
15 0,8139 1 1 60 0,995 1 1 sans Alb
15 0,8139 1 1 120 0,995 1 1 sans Alb
15 0,8139 1 1 250 0,995 1 1 sans Alb
15 0,8139 1 1 750 0,995 1 1 sans Alb
15 0,8139 0,0365 0,248 60 0,995 0,12 0,543  avecAlb
15 0,8139 0,0365 0,248 120 0,995 0,12 0,543  avecAlb
15 0,8139 0,0365 0,248 250 0,995 0,12 0,543  avecAlb
15 0,8139 0,0365 0,248 750 0,995 0,12 0,543  avecAlb
20 0,8139 1 1 60 0,995 1 1 sans Alb
20 0,8139 1 1 120 0,995 1 1 sans Alb
20 0,8139 1 1 250 0,995 1 1 sans Alb
20 0,8139 1 1 750 0,995 1 1 sans Alb
20 0,8139 0,0365 0,248 60 0,995 0,12 0,543  avecAlb
20 0,8139 0,0365 0,248 120 0,995 0,12 0,543  avecAlb
20 0,8139 0,0365 0,248 250 0,995 0,12 0,543  avecAlb
20 0,8139 0,0365 0,248 750 0,995 0,12 0,543  avecAlb

** Pma (= 1,229) : Milieu phase aqueuse PC; Fwm (= 1) : volume fractionnel de I'équivalent en eau dans

un milieu d'incubation; Pnla ( = 1905,46) : lipide neutre de la phase aqueuse PC pour le milieu

d'incubation; Fnlm (= 0,00012) : le volume fractionnel de I'équivalent en lipide neutre dans un milieu

d'incubation; Im (= 0) : terme d'ionisation pour le milieu d'incubation; RBP (= 1) : ratio concentration

sang-plasma; PLR : rapport de concentration de l'albumine du plasma au foie entier ( PLR = 1 sans

ALB; PLR= 8,7 avec ALB) ; Fu inc : fraction libre d'incubation dans le foie; Fup : fraction libre dans le

perfusat, mesuré et calculé expérimentalement en utilisant la procédure du dialyse a lI'équilibre de RED

( rapid equilibrium dialysis) Device inserts; Fu liver : fraction libre dans le foie; débit : Q= 20 ml/min;

Cp ' concentration des protéines microsomales' = 0,25 mg/ml (Verner. M et a/.,2010); Facteur d'échelle '

quantité des protéines microsomales dans le foie' = 60 mg/g liver ( Poulin.P et a/.,2010).
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** Pma = Fwm +[( Pnla . Fnlm) / (1+Im)]
** Pnla = 10~ (log Pow25°C + 0.009/°C x 4°C)

** Fnlm = 4,8¢”* x Cp
*%* Fu inc = 1/Pma

** Fu liver = [(PLR x Fup)/((1+(PLR-1) x Fup))]

** Fup = (concentration total du substrat / concentration libre du substrat), ou % Libre =
concentration dans la chambre tampon/ concentration dans la chambre de perfusat) x 100
et % de liaison = 100% - % libre.
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Tableau 4. Mod¢les d'estimation de la Cl int in vivo a partir des constantes métaboliques obtenues in vitro.

Equation Présomption Formule* Référence
2 Aucune considération . Vmax Wilkinson
Clint = X SF X LW
de liaison M= Kmx a) + Ctot (1987)
iai . Vv XF
3 LlalSOIlS. Clint = max XFup X SF X LW Rowland et al.,
plasmatiques (Kmxa)+(CtotxFup) (2011)
considérées
4 Liaisons Clint = Vmax xFup x SF X LW Obach (1999)
. (KmXxaxFu inc)+(CtotxFup)
plasmatiques et dans
le milieu d’incubation
considérées
5 Liaisons tissulaires et . Vmax X Fu liver Poulin et al.
Clint = SF

dans le milieu
d’incubation
considérées

X
(Km X a X Fuinc) + (Ctot X Fu liver)

X LW

(2012)

* Ou, Vmax représente la vitesse enzymatique maximale; Km représente la constante

d'affinité¢ de Michaelis-Menten [i], concentration d'inhibiteur; Ki représente la constante

d’inhibition, Ctot représente la concentration total du substrat dans le perfusat; Fup
représente la fraction libre dans le perfusat; Fu inc représente la fraction libre
d'incubation; Fu liver représente la fraction libre dans le foie; LW représente : poids du
foie; Scaling factor ( SF) représente la quantité des protéines microsomales dans le foie

(mg/g liver) ; a représente la constante d’ajustement pour inhibition compétitive (a =1+

k)
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Tableau 5. Comparaison in vitro-IPRL des constantes métaboliques du bisphénol A et du
naproxene respectivement en présence et en absence d'albumine dans un mod¢le de foie

de rat isolé perfusé.

Condition Bisphénol A Naproxéne
Vmax Km Vmax Km
(nmol/min/mg prot) (M) (nmol/min/mg prot) | (uM)
Sans albumine 8,9 51,6 3 149,2
Avec albumine 1,3 3,6 2 197,9
In vitro* 23,4 1144 N.D. N.D.

* Verner et al.,2010.

N.D : information non disponible.

Tableau 6. Constantes métaboliques du bisphénol A dans le cas du mélange binaire

(BPA-NAP), en présence et en absence d'albumine

Condition

Constantes métaboliques

Vmax Km Ki a
(nmol/min/mg prot) (1M) (M)
Sans albumine 3,71 44,6 0,35 2049,7
Avec albumine 2,85 78,7 0,28 322,6
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Tableau 7. Evaluation comparative de la clairance hépatique prédite versus observée du BPA seul.

Clairance hépatique (ml/min)

Observée Prédite*

[BPA] total

( pM) Protéine IPRL Eq 2 Eq 3 Eq4 Eq5
15 sans Alb 13,93 15,85(1,1) 15,85(1.1) 16,34(1.2) 16,34 (1.2)
45 sans Alb 14,28 14,50 (1,0) 14,50 (1.0) 14,91 (1.0) 14,91 (1.0)
80 sans Alb 12,62 13,19(1,0) 13,19(1.0) 13,52(1.1) 13,52(1.1)
180 sans Alb 10,45 10,47 (1,0) 10,47 (1.0) 10,68 (1.0) 10,68 (1.0)
15 avec Alb 12,4 15,34 (1.2) 3,18 (3.9) 3,76 (3.3) 11,58 (1.3)
45 avec Alb 8,11 13,88 (1.7) 3,11 (2.6) 3,66 (2.2) 10,73 (1.3)
80 avec Alb 6,23 12,50 (2.0) 2,53 (2.5) 3,02 (2.1) 9,36 (1.5)
180 avec Alb 2,86 9,73(3.4) 2,36(1.2) 2,83(1.0) 7,71(2.7)

* marge d’erreur entre parentheses
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Tableau 8. Evaluation comparative de la clairance hépatique prédite versus observée du BPA en mélange binaire.

Clairance hépatique (ml/min)

Observée Prédite*

[BPA] total | |[NAP] total

(M) WM Protéine IPRL Eq 2 Eq 3 Eq 4 Eq 5
15 60 sans Alb 17,079 14,87 (1.15) 14,87 (1.15) 15,45 (1.11) 15,45(1.11)
15 120 sans Alb 14,889 14,67 (1.01) 14,67 (1.01) 15,28 (1.03) 15,28 (1.03)
15 250 sans Alb 12,22 14,27 (1.17) 14,27 (1.17)  14,92(1.22) 14,92 (1.22)
15 750 sans Alb 10,12 12,89 (1.27) 12,89 (1.27) 13,68 (1.35) 13,68 (1.35)
15 60 avec Alb 8,02 15,00 (1.87) 2,42 (3.31) 2,89 (2.78) 10,34 (1.29)
15 120 avec Alb 6,95 14,8 (2.13) 2,29 (3.03) 2,73 (2.55) 10,05 (1.45)
15 250 avec Alb 5,88 14,4 (2.45) 2,04 (2.88) 2,45 (2.40) 9,46 (1.61)
15 750 avec Alb 3,18 13,05 (4.10) 1,45 (2.19) 1,76 (1.81) 7,73 (2.43)
20 60 sans Alb 17,08 14,73 (1.16) 14,73 (1.16) 15,28 (1.12) 15,28 (1.12)
20 120 sans Alb 14,89 14,55 (1.02)  14,55(1.02) 15,12 (1.02) 15,12 (1.02)
20 250 sans Alb 12,22 14,16 (1.16) 14,16 (1.16) 14,78 (1.21) 14,78 (1.21)
20 750 sans Alb 10,13 12,85 (1.27)  12,85(1.27) 13,60 (1.34) 13,6 (1.34)
20 60 avec Alb 8,03 14,6 (1.82) 2,34 (3.43) 2,79 (2.88) 10,06 (1.25)
20 120 avec Alb 6,95 14,41 (2.07) 2,21 (3.14) 2,64 (2.63) 9,77 (1.41)
20 250 avec Alb 5,89 14,02 (2.38) 1,98 (2.97) 2,37 (2.49) 9,19 (1.56)
20 750 avec Alb 3,81 12,69(3.33) 1,41 (2.70) 1,70 (2.24) 7,5 (1.97)

* marge d’erreur entre parentheses
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Gaz de Carbogéne (95%0:,5% CO2)

Thermocirculatenr

Echangeur de chaleur
Amortisseur

3rec

A | \ ) i . .
ave inférienre Réservoir du perfusat

Controleur

homéotherme

Table d'opération chauffée i 37°C Pompe péristaltique

Figure 1. Systéme de perfusion du foie de rat isolé in vivo. L'appareil de perfusion est constitué
de: a. un contréleur homéotherme pour la table d'opération, b. une table d'opération chauffée a
37°C, ¢. une pompe péristaltique réglé a une débit constant de 20 ml/min, d. un réservoir a double
paroi contenant le perfusat qui est aérée par du carbogéne (95% O,, 5% CO,) et thermostatée a
37°C, e. un thermocirculateur qui pompe l'eau dans le circuit de thermorégulation, f. un
windkessel, qui réduit la pulsation provoquée par la pompe et agit comme piége a bulles d'air, g.
un manometre réglable indiquant la pression de perfusion maintenu a 8 et 10 mm Hg (Gores et al.
1986), h. un échangeur de chaleur et piege a bulles d'air qui réchauffe le liquide de perfusion,
compense la perte de la température, et amortit la pulsation. Ce dernier est raccordé a la canule de

cathéter 18 GA et la perfuse le foie par la veine porte.
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Figure 2. Cinétique enzymatique du bisphénol A en absence d'albumine (A) et en présence d'albumine (30 g/L) (B) dans

un modéle de foie de rat isolé et perfusé (n=3 foies). La perfusion in situ a été effectuée pendant 2 h a 37 °C. Quatre

concentrations du substrat graduellement croissantes (20, 45, 80 et 180 uM) ont été testées. Quatre mesures par foie ont été

utilisées. La barre d'erreur représente 1'écart type (SD).
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Figure 3. Cinétique enzymatique du naproxéne en absence d'albumine (A) et en présence d'albumine (30 g/L) (B) dans
un modele de foie de rat isolé et perfusé (n=3 foies). La perfusion in situ a été effectuée pendant 2 h a 37 °C. Quatre
concentrations du substrat graduellement croissantes (60, 120, 250 et 750 uM) ont été testées. Quatre mesures par foie ont

été utilisées. La barre d'erreur représente 1'écart type (SD).
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Figure 4. Graphique de Dixon montrant l'effet du naproxene sur le taux de biotransformation du
BPA en absence d'albumine (A) et en présence d'albumine (B). Les symboles mma représentent les
concentrations du bisphenol A testés dans le modele IPRL en présence de l'inhibiteur (n=3 foies). La
barre d'erreur représente I'écart type (SD).
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CHAPITRE 3: DISCUSSION
GENERALE

88



La population générale, adulte comme enfant, est exposée a des mélanges de
contaminants présents dans son environnement. Certaines substances peuvent agir sur
d'autres, de facon a augmenter leur toxicité surtout lors d'une exposition a une multitude
de composés simultanément. L'analyse de risque toxicologique des mélanges complexes
doit donc tenir compte des probabilités d'interactions métaboliques potentielles possibles
entre les composants d'intéréts. Afin de prévenir les effets sur les organes cibles des
polluants et des médicaments en mélange, il est indispensable de bien connaitre et décrire
les interactions métaboliques existantes entre les constituants du cocktail. La présente
¢tude avait pour objectifs de caractériser les interactions métaboliques entre le polluant
environnementale connu, le bisphénol A (BPA) et le naproxéne ( NAP), de décrire
l'impact de la consommation du médicament sur le métabolisme et le comportement du
polluant, tout en déterminant la cinétique enzymatique de chacune de ces substances
seules ou en mélange (Km, Vmax, Ki) en présence et en absence d'albumine, et de
déterminer 1’adéquation entre les observations in vitro et celles dans le foie entier perfusé

1n situ.

Pour tracer le profil toxicocinétique du BPA et du NAP seul ou en mélange, une série de
tests de perfusions de foie de rat in vivo a été réalisée en vue de déterminer les vitesses
initiales du métabolisme et de la capacit¢ globale du foie a éliminer ces deux

xénobiotiques en fonction du temps ce qui signifie la clairance métabolique.

89



En ce qui concerne la biotransformation du bisphénol A, plusieurs perfusions en série ont
¢été menées pour investiguer son taux de métabolisme dans un modele de foie de rat isolé
et perfusé. Une analyse et le traitement des données obtenues ont été réalisés grace au
logiciel Sigma plot (versionl3, module d'analyse en cinétique enzymatique), qui nous a
permis d'obtenir une régression non linéaire sous forme de graphe de Michaelis Menten,
apres une perfusion du foie a différentes concentrations croissantes (20, 45, 80 et 180
uM) pendant deux heures. La cinétique enzymatique du métabolisme du polluant nous a
montré que le bisphénol A est rapidement éliminée avec une Vmax = 9 nmol/min/mg de
protéines de foie, ainsi qu’une grande affinité envers I'enzyme métabolisant dont le Km=

51,6 uM.

De la méme fagon, le taux du métabolisme du médicament test¢ (NAP) a été¢ décrit sous
forme d'une cinétique enzymatique et une régression non linéaire de Michaelis Menten
suite a une perfusion du foie a différentes concentrations croissantes (60, 120, 250 et 750
uM) en fonction du temps. Le NAP est donc moins rapidement biotransformé par rapport
au bisphénol A, avec une Vmax= 3 nmol/ min/mg de protéines de foie, et une constante

d'affinité avec 1'enzyme responsable de 1'ordre Km= 149,2 uM.

Les ¢études rapportées par la littérature dévoilent que le BPA et le NAP empruntent la
méme voie enzymatique pour leur métabolisation et 1'élimination, catalysés par le méme
isoforme, l'uridine diphosphate glucuronosyltransferase 2B1 ( UGT2B1), chez le rat
(Yokota et al.,1999; Toothaker et al.,2000) ou UGT2B7 chez I'hnomme (Hanioka et al.,
2008; Kiang et al., 2005), et conjugué par le méme cofacteur, I'acide glucuronique

uridine diphosphate (UDPGA).
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Le fait que les deux substances chimiques (bisphénol A et naproxéne) sont des substrats
pour le méme site catalytique de l'enzyme de biotransformation, 1'isoforme UGT2BI,
I’exposition concomitante des deux risquaient certes de mener a une inhibition
enzymatique au niveau du foie. De plus, la réduction de la glucoroconjugaison du
polluant entraine I’accroissement de son exposition interne du produit mere et pourrait
augmenter une production des métabolites par d’autres voies métaboliques mineures.

Cela augmenterait le risque toxicologique prévu en lien avec le polluant.

L'é¢tude des mélanges binaires, lors de ce projet de recherche, a confirmé que le taux de
biotransformation du bisphénol A peut étre influencé par la présence simultanée du
médicament (NAP). Ce dernier a été constaté comme étant un inhibiteur compétitif. Dans
ce cas de coexposition en mélange binaire, les résultats de nos analyses des données
expérimentales ont été représentés par des graphiques de Dixon. La courbe de régression
non linéaire a montré une interférence métabolique du NAP sur la clairance hépatique du
bisphénol A par une inhibition compétitive partielle avec une constante d'inhibition de
Ki= 0.3542 uM. Cette interférence a causé une réduction du taux de métabolisme du
bisphénol A en présence concomitante d'inhibiteur pendant la perfusion du foie de rat

isol¢ et perfusé (IPRL).

Nos résultats in vivo convergent vers ceux obtenus par Verner et al. (2010) au niveau des
microsomes hépatiques du rat, dans le sens que le NAP interfere considérablement avec

la biotransformation du bisphénol A par une inhibition métabolique. Toutefois, le type
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d’inhibition, les valeurs de Ki ou le degré d'inhibition entre les deux études in vitro-in
vivo ne concordent pas, puisque l'interaction métabolique est décrite comme partiellement
compétitive a partir du systéme d'organe entier et complétement compétitive a partir des
essais microsomales. Les différences observées entre les deux approches métaboliques
pourraient étre dues a plusieurs causes, notamment 1'hétérogénéité des enzymes et la
multitude des voies métaboliques qui ne seraient pas prises en considération dans les
essais des microsomes, de méme que les conditions d'exposition et la procédure

analytique du foie qui étaient différentes entre les deux études.

Dans un second temps, nous avons ajouté I'albumine sérique bovine (fraction V, Sigma) a
3%, dissous dans le perfusat (tampon physiologique de Krebs-Heinselet), pour identifier
Iimpact de la liaison aux protéines plasmatiques sur le processus d'élimination des
substrats perfusés, en plus de faire une comparaison entre les deux profils cinétiques du
bisphénol A et naproxene seul ou en mélange, avec ou sans albumine. La méme approche
méthodologique a été respectée (souche, genre d'animale choisie, parametres du modele

de perfusion (IPRL) et concentrations ainsi les volumes expérimentales de la perfusion).

Le contaminant environnementale BPA se lie fortement aux protéines plasmatiques,
majoritairement a l'albumine (fraction liée de 95%), mais également a la SHBG (Sex
Hormone-Binding Globulin) (Csanady G.A. et al., 2002; Dechaud H et al.,1999). De plus
le NAP a une fraction liée a l'albumine de 97%. Habituellement, les AINS sont trés

fortement fixés aux protéines plasmatiques (Verbeeck et al.,1983).
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La liaison a des protéines plasmatiques, telles que l'albumine peut influencer la
concentration en médicaments et en polluants libres dans le foie du rat isolé et perfusé,
sachant que seule la fraction libre (non liée) est disponible pour la diffusion dans I'organe
cible, et par conséquent pour le métabolisme hépatique. Les résultats obtenus apres 1'ajout
de l'albumine durant les perfusions des foies, indiquent que la clairance métabolique et
l'extraction hépatique du bisphénol A ainsi que celle du naproxéne ont diminué par
rapport aux expositions sans albumine. L’analyse des données expérimentales de
clairances intrinséques obtenues par I'lPRL nous a permis de tracer des courbes de
régressions non linéaires sous forme de Michaelis Menten et de Dixon pour le cas
d'exposition seul et en mélange. De la méme manicre, les paramétres d'élimination
métaboliques ont été identifiés (Vmax = 1,3 nmol/min/ mg protéines de foie, Km = 3,6
uM) pour le bisphénol A, (Vmax = 2 nmol/min/ mg protéines de foie, Km = 197,9 uM)

pour le naproxene.

L'analyse des expositions combinées en présence de l'albumine suggere fortement que le

mécanisme du métabolisme du BPA est inhibé de facon partiellement compétitive en

présence du médicament NAP avec une valeur Ki estimée a 0.28 uM et a0 a 322,6.

Les résultats obtenues permettent d’appuyer 1’hypothese que la forte liaison a I'albumine
diminue la biotransformation ou la métabolisation du bisphénol A et du naproxene seul
ou en mélange en diminuant la fraction disponible des substrats. Il est aussi possible que

la présence du médicament (NAP) interagisse avec la liaison du bisphénol A sur
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l'albumine et par conséquent induit & une augmentation de la fraction libre et

conséquemment a un impact sur la clairance.

Par le recours a I’extrapolation IVIVE avec des algorithmes déja publiés (Poulin et al.,
2012, Rowland et al.,2011, Obach, 1999 et Wilkinson, 1987) et des données in vitro des
constantes métaboliques et d’interactions (Verner et al, 2010), nous avons réalisé une
¢valuation comparative et quantitative des algorithmes pour déterminer lequel est le plus
prédictif de la clairance métabolique hépatique du BPA en présence ou en absence

d'albumine.

La meilleure méthode de prédiction IVIVE testée lors de cette étude est celle publiée par
Poulin ef al. (2012). Avec cette approche et comme toutes les autres d’ailleurs, nous
avons obtenu des bonnes estimations de clairances hépatiques quand aucune albumine a
¢été ajouté au perfusat. Par contre, lors de I'addition des protéines plasmatiques (BSA), le
degré d'estimation de la clairance hépatique du substrat (BPA) par 1’algorithme de Poulin
et al., (2012) était nettement supérieure aux 3 autres. C'est seulement dans la condition
d’exposition seule au BPA, a la plus haute concentration (180 uM), que cette méthode a
généré de moins bonnes prédictions. Une explication plausible serait que le métabolisme

du BPA peut étre différent aux fortes doses et aux faibles doses (Krishnan et al.,2002).

En somme, ce projet ouvre plusieurs portes pour des études futures avec d'autres
polluants environnementales et médicaments et sera d'une grande utilit¢ pour la

prédiction des interactions métaboliques, grace a 1'expérience que nous avons menée qui
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était encourageante et satisfaisante. Par la suite, il serait de plus intéressant d'incorporer
ce modele de clairance et d'interaction dans des modeles de PBPK qui permettraient de
mieux prédire la pharmaco/toxicocinétiques de constituants de mélanges, en prenant en
considération plusieurs variables qui peuvent moduler, altérer le métabolisme dans
l'organisme. Les résultats de cette étude nous amene donc a conclure que le risque associé
a l'exposition en mélange peut étre différent de celui observé lorsqu'un polluant est

considéré seul.
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CHAPITRE 4: CONCLUSION
GENERALE
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Au terme de ce projet, nous avons pu mettre en évidence les interactions métaboliques de
mélanges de bisphénol A (BPA), un polluant environnemental ubiquiste, et de naproxene
(NAP), un médicament largement utilis¢ comme un anti-inflammatoire non stéroidien
dans la population générale. De plus, il a ét¢ démontré que le NAP a le potentiel
d'inhiber la biotransformation du bisphénol A, ce phénomene va affecter la cascade et le
déroulement normal des éveénements biologiques (détoxification, comportement, dose
interne et toxicité prévue, ect.). Il est donc primordial d'inclure la consommation
médicamenteuse en tant qu'un facteur pouvant influencer le métabolisme lorsqu'on
effectue une analyse du risque liée a l'exposition simultanée a des polluants
environnementaux tels que le BPA. En outre, il serait trés important d'investiguer et de
poursuivre les études dans le sens d'identification et de caractérisation des interférences
métaboliques avec d'autres médicaments et polluants afin d'adapter les limites
d'exposition a la réalité de la consommation répandue de produits pharmaceutiques, ainsi
que pour la mise a jour et la correction des parameétres de surveillance biologique dans le

cas d'une exposition a une substance unique.

Dans le cadre de ce projet, nous avons également mesuré les parametres métaboliques des
deux substances d'intérét (Km et Vmax) ainsi que leurs constantes d'inhibition (Ki) en

présence et en absence des protéines plasmatiques (albumine). La compréhension de ce
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genre d'interactions entre ces xénobiotiques permettrait d'améliorer la prédiction des
conséquences toxiques d'une substance, le développement de nouvelles approches pour la
surveillance de l'exposition et un positionnement plus éclairé. Par conséquent,
I'évaluation des risques associés a I'exposition aux mélanges de produits chimiques par
voies multiples peut étre améliorée par une compréhension de la variation de la dose
interne due a Iinteraction métabolique entre les produits a l'aide des modeéles
pharmacocinétiques a base physiologique (PBPK) qui sont des bons outils de référence

pour prédire 1'ampleur de ces variations suivant différents scénarios d'exposition.
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