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Résume
Durant la derniére décennie, la problématique de santé liée aux migrants d’emballages

s’est étendue a des nouvelles pathologies autres que les problemes de la reproduction.

L’objectif de ce travail était de définir les conséquences d’une exposition continue au
Bisphénol A, a des doses faibles et définies comme «non nocives » par les autorités

réglementaires.

Une exposition continue au BPA, fera I’objet d’une étude intégrative chez le rat Wistar
qui prendra en compte le métabolisme énergétique, le comportement alimentaire (préférences

gustatives et prise alimentaire).
Notre protocole va nous permettre de déterminer les effets sur :
e Le développement de la masse corporelle, de tissu adipeux.
e [’évolution des parametres sanguins (HDL, LDL, Glu, leptine, insuline...).

En conclusion, ce protocole expérimental, va nous permettre de chercher des
corrélations entre une exposition aux migrants d’emballages et le développement des

maladies métaboliques telles que le diabéte et 1’obésité.

Mots clés : migrant d’emballage, tissu adipeux, obésité, intolérance au glucose, cholestérol.



Abstract
During the last decade, the issue of health-related chemical migrants includes

Bisphenol A (BPA) has been extended to new diseases other than reproductive problems.

The objective of this study was to define the effects of lifelong exposure to BPA, at

low doses defined as "non-harmful” by the authorities.

In this aim, the effects of BPA will be investigated in the Wistar rat by using an
integrative experimental approach which takes into account feeding behavior (food intake and

food preferences) and development.
Our protocol will allow us to determine the effects on:

e Body weight development and adipose tissue differentiation.

e Changes in blood parameters (HDL, LDL, Glu, leptin, insulin ...).

In conclusion, this experimental protocol, will allow us to look for correlations
between exposure to chemicals migrants from food packaging and the development of

metabolic diseases such as diabetes and obesity.

Keywords: chemicals migrants, adipose tissue, obesity, glucose tolerance, cholesterol.
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Introduction

Le développement de I'industrie depuis le 18°™ siécle a profondément transformé le
mode de vie de nos civilisations. Cela a permis d’améliorer notre confort, de consommer une
nourriture sans dangers biologiques, d’augmenter fortement 1’espérance de vie, de lutter de

maniére plus efficace contre les maladies.

Depuis une vingtaine d’années, des recherches sont menées afin d’évaluer 1’innocuité
de ces produits pour la santé humaine. En effet, ils contiennent de nombreuses molécules
issues de la chimie n’existant pas dans le monde vivant : les migrants d’emballage. Dans cette
catégorie entrent notamment des substances contenues dans les plastiques, les pesticides, des
médicaments. Certaines de ces molécules peuvent potentiellement étre toxiques pour

I’organisme.

De nombreux composés comme des produits de la plasturgie sont soupgonnés d’étre
des perturbateurs endocriniens, c'est-a-dire « des agents exogénes qui interferent avec la
production, la libération, le transport, le métabolisme, la liaison, 1’action ou 1’élimination des
hormones naturelles responsables du maintien de 1’homéostasie et de la régulation du

développement de 1’organisme ».

L’interaction de ces migrants d’emballage alimentaire avec les hormones de
I’organisme pourrait avoir des effets néfastes sur la santé humaine puisque celles-ci jouent un
role essentiel dans I’organisme (, métabolisme cellulaire, apport de I’énergie aux cellules,

fonction de reproduction, fonctionnement cardiaque...).

Parmi les composés les plus étudiés se trouve le Bisphénol A qui a été 1’objet de notre
mémoire. C’est un migrant d’emballage considéré comme perturbateur endocrinien ; il est
issu de la plasturgie, de type cestrogéno-mimétique, qui a ce titre peut interférer avec la

fonction de reproduction et d’autres fonctions de systéme endocrinien.

Plusieurs études épidémiologiques sur le sujet suggérent I’implication des migrants
d’emballage cestrogéno-mimétiques environnementaux (ou xéncestrogeénes) dans 1’incidence
accrue de I’obésité, des troubles métaboliques, la puberté précoce, de pathologies de la
reproduction comme les cancers du sein, de la prostate et des testicules, ou encore de

diminution de la qualité et de la quantité du sperme.

Malheureusement et par de moyens, la réalisation de ce projet n’était pas possible.
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1. Définition

1.1. Structure chimique du bisphénol A

Le bisphénol A (BPA) est un composé chimique contient deux groupements

fonctionnels hydroxy-phénols et fait partie des composés organiques aromatiques.

Cette famille comprend au moins des dizaines de composeés, les plus frequemment

rencontrés (Cabaton et al 2011).

CH,

HO OH

CH,

Figue 1 : structure chimique du Bisphénol A

1.2. Utilisation du bisphénol A
Le bisphénol A [(2,2-(4,4-Dihydroxydiphenyl) propane] est synthétisé pour la

premiéere fois en 1891, cette molécule est utilisée dans la synthese de polycarbonates
plastiques destinés a la confection d’emballages alimentaires (bouteilles de plastiques), de

boftes de conserves (Bonefeld-Jorgensen et al 2007).

Le Bisphénol A (BPA) est notamment utilisé dans le polycarbonate, un type de
plastique rigide et transparent qu'on trouve donc dans de tres nombreux emballages

alimentaires, récipients alimentaires (les biberons, les récipients de conservation, etc).

Il existe autre utilisation tel que les produits dentaires (des ciments dentaires) qui

contenant des polymeres a base de BPA (Folia et al 2012), également le BPA peut étre utilisé

dans les formulations de fongicides.

1.3. Caractéristiques du bisphénol A (BPA)

> Propriétés physico-chimigues




Tableau 1 : propriétés physico-chimigues du Bisphénol A

. - Valeurs expérimentales ou
Constantes physico-chimiques Valeur P

modélisées
Solide blanc pouvant se
. N présenter sous
Forme physique (& T forme de poudre, écailles ou Valeur expérimentale
ambiante . .
cristaux, avec une faible odeur
phénolique
Poids moléculaire (g/mol) 228,3 Non précisé

250-252°C sous 1,7 kPa

Point d’ébullition (°C) 360°C sous 101 3 kPa

Valeur expérimentale

Pression de vapeur (Pa) 5,3.10-6a 25°C Valeur expérimentale
Densité vapeur Non précisé Non précisé
Densité liquide 1,1a1.2 Non précisé
Solubilité dans ’eau (mg/L) 120 - 300 & 25°C Valeur expérimentale

1.4. La consommation de BPA

La consommation de BPA a nettement augmenté (37%) au sein de 1’Union
Européenne entre les périodes 1996-1999 (685 000 tonnes/an) et 2005-2006 (1 084 870

tonnes/an).

La consommation mondiale a augmenté a un taux moyen annuel d’environ 10% de

2003 a 2006 : cette hausse s’explique principalement par la forte demande en polycarbonate.
La demande de BPA est supposee atteindre les 5,5 millions de tonnes en 2011.

En 2006, les Etats Unis et le Japon sont les plus gros consommateurs mondiaux de
BPA. Les pays de 1’Asie et I’Europe de 1’ouest sont également de gros consommateurs (plus

de 50% de la consommation mondiale).

1.5. La réglementation

Il n’y a pas de réglementation particuliere en vigueur de limitation de mise sur le
marché du BPA au niveau de I’Union Européenne ou en Amérique du nord. Néanmoins, le
récent rapport d’évaluation des risques de cette substance conclut a 1’absence actuelle de

recommandation de mesure de réduction (EFSA 2014).




A ce jour, dans le cadre de REACh (Enregistrement, évaluation, autorisation et
restriction des produits chimiques), le BPA ne fait pas partie des substances dites « Very High
Concern = substance extrémement préoccupante », ni des substances pour lesquelles une
intention de déposer un dossier de restriction a ét¢ manifestée. A ce jour, d’apres la directive
cadre sur I’eau, le BPA n’est pas listé (liste des substances prioritaires dans le domaine de
I’eau) mais est inscrit au sein de 1’annexe III (liste des substances soumises a révision pour
leur possible identification comme substance prioritaire ou comme substance dangereuse

prioritaire).

En France, la loi n° 2010-729 du 30 juin 2010 a suspendu la commercialisation de
biberons produits a base de bisphénol A en attente d’un avis de I’ANSES. Néanmoins,
antérieurement a ce texte, un grand nombre d’industriels frangais avaient décidé de fagon

unilatérale de se passer de BPA pour la production de certains articles dédiés a 1’alimentation

des nourrissons (JORF 2012) (Arnich et al 2011).

A Paris ainsi que dans d’autres villes francaises (Besangon, Toulouse,...), par mesure
de précaution, la mairie de Paris ne commande plus pour ses créches des biberons contenant
du BPA depuis plusieurs mois I’Agence Norvégienne de Contrdle de la Pollution (SFT) a
proposé en 2007 (et confirmé cette proposition en 2008 aprés une phase de consultation) de
restreindre la teneur maximale autorisée en BPA des produits de consommation a 0,005% en

poids.

1.6. Le mode d'action

Le BPA est un migrant d’emballage alimentaire considéré comme perturbateur
endocrinien, c'est a dire une substance étrangere a l'organisme qui produit des effets délétéres
sur l'organisme ou sa descendance, a la suite d'une modification de la fonction hormonale. De
manicre générale, il s’agit de substances chimiques d’origine naturelle ou artificielle qui
peuvent interférer avec le fonctionnement des glandes endocrines, organes responsables de la

sécrétion des hormones. Cette action peut passer par différentes voies (Riu et al 2011) :

» Le perturbateur endocrinien peut mimer [’action d 'une hormone naturelle et entrainer

ainsi la réponse due a cette hormone.

> La substance peut empécher une hormone de se fixer a son récepteur et ainsi

empécher la transmission du signal hormonal.

> Enfin la substance peut perturber la production ou la régulation des hormones ou de

leurs récepteurs.



Par ses similitudes structurales a 1’cestradiol, le bisphénol A est capable d’agir sur les
récepteurs d’cestrogénes : ERa et ERP. Il est considéré comme un cestrogéne faible parce que

son affinité pour ces récepteurs est 10 000 fois inférieure a celle de du 17p-cestradiol.

Récemment des indications se sont accumulées suggérant que le BPA pourrait agir sur
dautres types de récepteurs. Il pourrait ainsi agir par lintermédiaire du récepteur
transmembranaire de I'cestradiol GPR30. Des effets via d'autres récepteurs nucléaires
d'’hormones tels que le récepteur de I'normone thyroidienne, le récepteur des androgenes, et
les récepteurs des glucocorticoides, ont également été suggéré. Plus récemment, le récepteur

nucléaire orphelin (ERRy) A été montré pour capable de lier BPA avec une affinité mille fois

plus forte que celle des récepteurs des cestrogénes (Riu et al 2011).

L’¢étude de Pascal Phrakonkham et al, sur les cellules 3T3-L1 montre qu’un traitement
précoce avec des xéno-cestrogénes (BPA, génistéine et apigénine) peut augmenter 1’expression
des genes de différenciation ainsi que ’activité endocrine de I’adipocyte (synthése de leptine),

sans modification du niveau d’expression des récepteurs auX cestrogenes (Phrakonkham et al

2008). Dans le méme sens, Anne Riu et al, montrent que les retardateurs de flamme, qui sont des
analogues de BPA [Tetrabromobisphenol A (TBBPA)] et [Tetrachlorobisphenol A (TCBPA)]
peuvent se lier au PPARY et induire I’adipogenése dans les cellules 3T3-L1 (Riu et al 2011).

Mécanisme d’action des hormones stéroidiennes

Voie Voie
génomique non-génomigque
Hormone Hormone
BPA stéroidien BPA stéroidien BPA

\

Membrane
plasmatique

i \-Récepteurs orphelins
- MAPK / -Métabolisme etla
w @ i iiice dégradationdes
{

| récepteurs stéroidiens
translocation I - Méthylation d’ADN

Membrane dimérisation -PPARYy....

nucléaire i lp ; Q

gene

Figure 2 : mode d’action des hormones stéroidiennes, et du bisphénol A
[D’aprés avec modification (Furukawa & Kurokawa 2007)]




1.7. Migration de composants de I’emballage vers I’aliment

Les monomeres des matériaux de base ou les additifs incorporés au plastique peuvent
se transférer dans 1’aliment (figure 3), avec des conséquences sur les plans organoleptique ou
toxicologique. Ce phénomene de migration dépend de la composition de 1’emballage (nature,
volatilité, concentration des molécules) mais également de celle de I’aliment, puisque la
migration est fonction des affinités entre le migrant et le produit emballé. La plupart des
monomeres et des adjuvants etant lipophiles, la migration est généralement plus importante

dans un milieu gras que dans un milieu aqueux.

4 ™

Aliment 1

- J

Migration

TRANSFERTS

U MIGRATION

Fiqure 3 : Echanges de matiéres entre les matériaux et leur environnement
[D’aprés (Endrizzi et al 2009)]

Certains constituants de I’aliment, susceptibles de passer dans I’emballage et d’en
modifier la structure, peuvent aussi activer la migration de composés du plastique.
L’emballage peut enfin étre perméable a des contaminations provenant de I’environnement
(encre utilisée sur sa face externe, odeurs du lieu de stockage...), qui peuvent également
altérer 1’aliment. En régle générale, la migration augmente avec la durée et la température de

stockage.

Au cours du processus chimique de polymeérisation, le BPA réagit et se lie
indissolublement a la structure, devenant ainsi une partie constituante du matériau polymeére

Plus de 99% de la production globale de BPA est immédiatement convertie en polymeres.

Toutefois, comme pour toute procédé chimique, il est possible de retrouver des traces
inévitables de BPA (appelé «BPA libre » ou résiduel de BPA) dans le polymeére final. La
quantité de BPA libre dans le polymére ne joue cependant pas un réle fondamental dans la

migration du BPA. Cela vient du fait que le mécanisme principal responsable de la migration



du BPA du polymére au liquide en contact avec lui est I'nydrolyse, et pas la quantité de BPA
libre (BPA résiduel).

De nombreuses études sur la migration du BPA, qui incluent aussi des conditions
d'usage quotidien comme le réchauffement, le réchauffement aux micro-ondes, le lavage au
lave-vaisselle, 1’essorage, la stérilisation, ont montré de facon répétée que la migration du
polycarbonate a base de BPA est bien inférieure aux niveaux de sécurité établis par les

autorités.

Par exemple, un personne qui pese 60 kg devrait consommer chaque jour de sa vie
plus de 600 kg the nourriture ou boissons qui a été en contact avec le polycarbonate, pour

atteindre les limites de sécurité établies par 'EFSA.

1.8. Voies d’exposition

Selon les agences sanitaires internationales, la principale source d’exposition de la
population générale est alimentaire. Elle résulte du passage du bisphénol A dans I’aliment ou
la boisson a partir des polymeéres plastiques et résines époxy utilisés pour les surfaces des
contenants / Emballages. En effet du BPA résiduel peut migrer des divers contenants
alimentaires qui contiennent le polymere et contaminer la nourriture ou la boisson qui est

contenue.

C'est le cas lors d'un chauffage prolongé, aprés exposition a des produits acides ou lors
de lavage avec des détergents agressifs et rincage insuffisant. Les travaux de I'équipe de
Pierre-Louis Toutain a Toulouse suggerent que le BPA peut entrer dans l'organisme par la
mugueuse située sous la langue et non pas seulement par voie intestinale. On suspecte

également des sources d'exposition par contact, a travers la peau.

Wilson enquéte donc sur I'exposition potentielle de 257 enfants d'age préscolaire a la
maison et dans les creches, dans I'Ohio, aux Etats-Unis. Il étudie des échantillons de
nourriture, de boisson, d'air intérieur, d'air extérieur, de poussiére intérieure, de sol, de la
surface des mains des participants et des échantillons d'urines sur une période de 48 heures.
Dans cette étude, I'exposition au bisphénol A survient principalement par l'alimentation
(Contribution de 99%) (Wilson et al 2007).

1.9. Niveau d'exposition chez I'homme

Les mesures de BPA effectuées dans le sang, 1’urine, le lait maternel et d’autres tissus
indiquent que plus de 90 % des personnes vivant dans les pays occidentaux sont exposées a

des niveaux detectables de bisphénol A. Chez I’adulte, on estime que la consommation de



laits contenus dans des bouteilles en polycarbonates, d’aliments en conserve ou de denrées
chauffées au four microondes dans leur emballage, entraine une ingestion moyenne de BPA
de 0,1 pg/kg PCIj.

Des taux supérieurs la limite de détection de 0,5 pg/l ont étés retrouves dans le
placenta, le liquide amniotique et le foetus chez les rongeurs et dans 1’espéce humaine. Le
BPA est donc capable de passer la barriere placentaire et d’atteindre le feetus. L'Agence
francaise de sécurité sanitaire a mis en évidence des risques potentiels de I’exposition au BPA
pour la santé des femmes enceintes et de leur feetus notamment, elle confirme la nécessité d'en

réduire I'exposition (Arnich et al 2011).

1.10.Les conséquences d’une exposition au BPA

L’exposition au BPA pendant la phase de constitution des organes au cours de la
gestation (e.g. au cours du développement) semble particulierement critique (Boudalia et al
2014). De nombreuses études mettent en effet I’accent sur les conséquences d’une exposition
au BPA in utero et pendant la lactation car elle est susceptible d’interférer directement avec le
développement de 1’embryon, puis du nouveau-né et d’engendrer des effets a long terme sur
la reproduction du jeune et de I’adulte (méle ou femelle). Chez le rat et la souris méle, apreés
exposition pendant la gestation et la periode postnatale, plusieurs études réveélent des effets du
BPA sur I’appareil génital. La transmission a la descendance de certains de ces effets chez les
rongeurs exposes suggere que le bisphénol A peut induire des altérations de 1’information
épigénétique et perturber I’expression de génes. Chez les femelles aprés exposition pendant la
gestation et la période postnatale, le BPA peut induire une puberté précoce, des altérations de
I’utérus, du vagin, de I’ovaire, et de I’endométre. Par ailleurs, aprés une exposition in utero,
des anomalies du comportement maternel et du comportement sexuel sont observées dans les

deux sexes (Della Seta et al 2005). Des effets métaboliques ont également été observés. Les

cellules pancréatiques semblent directement touchées par le BPA entrainant des variations
dans les sécrétions d’insuline et de glucagon, deux hormones qui jouent un rble dans

I’apparition du diabéte de type 2 (Alonso-Magdalena et al 2010).

Une étude menée en Chine entre 2004 et 2008 a montré, chez des travailleurs
fabriquant des produits a base de BPA, que cette exposition (avec des niveaux environ 50 fois
plus élevée qu’en population générale) était associée a une augmentation des troubles déclarés
de leur fonction sexuelle. Par ailleurs, certains travaux ont montré une diminution de la

concentration spermatique en association avec les taux urinaires de BPA. Cependant ces



résultats ne sont pas retrouvés systématiquement et il demeure de nombreuses incertitudes sur

I'importance de ce lien.

En 2008, le programme national de toxicologie aux Etats-Unis (National Toxicology
Program) exprime son inquiétude face au BPA qui serait susceptible d’engendrer des
troubles « du cerveau, du comportement, de la prostate chez les feetus, les nourrissons et les
enfants ». Le programme a également exprimé sa préoccupation quant a un déclenchement

précoce de la puberté chez les filles.

Une étude sur des rats montre que le BPA peut avoir des effets sur I’intestin en
utilisant des doses journalieres de BPA inférieures a celles admises par ’AFSSA (I’Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, devenue ANSES) qui sont de 0,05 mg/kg PC, il
a été « démontré qu’il agit sur 1’épithélium intestinal. Il diminue la perméabilité de cette voie
d’échange de 1’eau et des sels minéraux et occasionne des rétentions d’eau. D’autre part, chez
les rats nouveau-nés, une exposition au BPA augmente le risque de développer une

inflammation intestinale sévere a 1’age adulte » (Braniste et al 2010).

«» Les troubles métaboliques

Dans la littérature, les études se contredisent sur les effets du BPA, cependant la
majorité conclut a I’existence d’effets a de trés faibles doses sur la balance énergétique et
I’homéostasie générale. Une étude épidémiologique menée par The National Health and
Nutritional Examination (NHANES) 2003-2008 aux Etats-Unis montre 1’existence d’une
corrélation entre I’augmentation des concentrations de BPA dans les urines et ’apparition du

diabete chez 3967 participants (51,7% femmes) (Shankar & Teppala 2011).

Chez le modéle animal, une exposition in utero & partir du 6°™ jour de la gestation
jusqu’au sevrage dans 1’eau de boisson a des faibles doses (0,1 mg/kg PC/j et 1,2 mg/kg PC/j)
montre une augmentation de poids corporel a 1’age adulte chez les deux sexes avec un effet
plus prononcé chez les femelles. L’effet également est dose-dépendant car c’est la faible dose

qui a le plus d’effet (Rubin et al 2001). Ces effets sont plus prononcés chez la femelle d’ou

I’implication des hormones sexuelles (Somm et al 2009).

Chez des souris males adultes, 1’exposition au BPA via des injections sous-cutanées
(pendant 8 jours), a des doses relativement faibles (100 pg/kg PC/j) diminue le métabolisme
énergétique ce qui se traduit par une déficience dans la signalisation d’insuline au niveau

périphérique (surtout au niveau musculaire). Le poids corporel n’a pas été affecté alors qu’on
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observe une diminution de prise de nourriture, une diminution de la température corporelle et
de I’activité locomotrice, ce qui laisse penser que le BPA peut étre considéré comme un

facteur de risque dans le développement du diabete (Batista et al 2012). Chez des femelles

Sprague-Dawley adultes, ovariectomisés une exposition au BPA a des doses de 4 mg/j ou 5
mg/j via des mini pompes implantées au niveau dorsal pendant 15 j montre une diminution de
gain de poids, avec une accumulation préférentielle au niveau du tissu adipeux brun (Nunez et
al 2001). Malgré les effets du BPA sur la balance énergeétique, les mécanismes restent encore
peu élucidés. Xu et al, 2011 montrent une variation dans la préférence au sucré (saccharine et
sucrose) apres une exposition in utero a des faibles doses de BPA (0,1 mg/kg PC/j, 1 mg/kg
PC/j). Cette augmentation de consommation de sucré signifie une augmentation de prise

d’énergie qui se traduit par une augmentation de poids corporel (Xu et al 2011a). Des

interactions au niveau du systéme neuroendocrinien qui contrdle la balance énergétique d’une
part et d’autre part la reproduction peuvent étre la cible de perturbateur endocrinien, ce qui

peut expliquer ces effets (Bourguignon et al 2010).

In vitro notre équipe a montré que le BPA affecte 1’expression des génes de la
différenciation adipocytaire dans 3T3-L1, sans modifier ’accumulation des triglycérides
(Phrakonkham et al 2008). L’équipe d’Angel Nadal, montre que le BPA a faible dose (1 nM)

diminue I’activit¢ du canal potassique, augmente la sécrétion d’insuline dans les cellules
pancréatiques B de souris ou humaines, avec un effet plus prononcé sur les cellules
pancréatiques humaines. Cela signifie que le BPA a des tres faibles doses peut altérer
I’homéostasie du glucose (Soriano et al 2012).

Cette analyse nous laisse supposer que le BPA peut avoir d’autres effets a des doses
plus faibles, mais également une possibilit¢ d’amplification d’effet ou non en présence

d’autres perturbateurs endocriniens.

Aujourd’hui I’impact du BPA sur les troubles métaboliques et cardiovasculaires se
confirme. Trois études, deux réalisées dans le cadre de la grande enquéte de la National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES, USA), campagne 2003-2008, et une en

Chine pointent les liens entre les niveaux de BPA urinaire et le phénotype obese.

Ce lien est décrit chez les enfants et adolescents avec une spécificité ethnique et chez

les adultes. Les niveaux urinaires de BPA seraient également liés a I’existence de troubles du

11



métabolisme glucidique (diabéte, résistance a 1’insuline) dans ’enquéte NHANES et ’étude

chinoise.

L’action insulinotrope du BPA est démontrée in vitro sur des cellules pancréatiques ce
qui pourrait étre rapproché des résultats observés chez la souris indiquant que le BPA perturbe
la signalisation insulinique et le métabolisme énergétique (Ropero et al 2008).

Alors que des études précédentes et récentes sur cellules préadipocytaires murines
isolées ont montré un effet adipogénique du BPA, une étude réalisée sur des cellules souches

humaines en culture montre a I’inverse un effet inhibiteur du BPA sur la lipogénése.

Le BPA apparait également comme un facteur de risque cardiovasculaire comme le
montrent plusieurs études épidemiologiques qui décrivent une association statistique entre les
niveaux de BPA urinaire et le degré de sténose de I’artére coronaire, les maladies artérielles

périphérique, la survenue de maladies coronariennes et I’hypertension.

Des effets cardiaques arythmogenes rapides du BPA sont décrits sur le cceur de rate

impliquant les récepteurs aux cestrogénes ERa and ER.

«» Troubles neuro développementaux et neurocomportementaux

Les effets en lien avec une exposition au BPA pré ou peérinatale sur le développement
cérébral sont confirmés par plusieurs études qui montrent, notamment, des modifications du
profil de neuro-différenciation, des altérations des systémes aminergique et glutamatergique,
des modifications de 1’expression des récepteurs aux cestrogénes a et B, et du nombre de
neurones sensibles a ’ocytocine et a la sérotonine. Ces effets sur la neurogénése sont

considérés comme avérés.

Des perturbations anatomo-fonctionnelles s’observent dans le cerveau aprés exposition

prénatale au BPA.

Une étude épidémiologique montre que I’exposition prénatale au BPA entraine chez
les garcons une augmentation significative de la réactivite émotionnelle et du comportement
agressif et chez les filles une tendance anxieuse et dépressive ainsi qu’a un comportement

plus agressif.

L’impact néfaste du BPA sur le processus de mémorisation régulé par 1’cestrogéne E2
est montré dans deux études chez le rat femelle et méle altérant les fonctions des cellules

cérébrales (Farabollini et al 2002).
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Chez I’homme comme chez I’animal, la capacit¢ du BPA a traverser la barricre
placentaire est établie : Zalko et al, évaluent a 4% de la dose administrée par voie sous-

cutanée le passage du BPA a travers le placenta chez les souris CD1 (Zalko et al 2003). Chez

I’homme, une étude montre la présence de BPA (non conjugué) dans les cordons ombilicaux

de 152 bébés garcons (Fenichel et al 2012).

Le passage du BPA a travers le placenta indique une exposition du cerveau durant
I’embryogéneése qui pourrait expliquer les altérations observées a 1’adge adulte. Cette
hypothése a été confortée lors des autopsies réalisées a 1’hopital Antwerp (Belgique), ou
I’équipe de Geens, a pu doser le BPA au niveau cérébral (n=8, concentration= 0,91 ng/g)

(Geens et al 2012). Palanza et al, décrivent des altérations dans le comportement maternel

chez la souris aprés des expositions (péri- et post-) natales au BPA a 10 pg/kg PC/j, qui sont
plus prononcées que celles obtenues apres une exposition continue. Ces changements peuvent
étre dus a un effet local du BPA sur des secrétions neuroendocriniennes qui gouvernent le

comportement maternel (Palanza et al 2002).

Dans le méme sens, le comportement maternel, évalué sur plusieurs paramétres tels
que D’allaitement (Nursing), la construction du nid (Nest building) ou bien le léchage des
petits (Pups-licking), est altéré aprés une exposition in utero de 40 pg/kg PC chez le rat

Sprague-Dawley (Della Seta et al 2005). En outre des injections sous-cutanées de 20 pg/kg

PC de BPA pendant une période de six semaines (3 semaines de gestation + 3 semaines de
lactation) perturbent le comportement suite a des “Open Field Test” dont le but est d’évaluer

I’activité locomotrice, et le pouvoir d’exploration chez la souris (Nakamura et al 2011).

Le BPA peut aussi altérer le dimorphisme sexuel par une masculinisation du

comportement social et émotionnel de la femelle (Yu et al 2011) et aussi, il peut altérer le

comportement maternel et les préférences gustatives (Boudalia et al 2011). Xu et al, montrent

une importante perte de dimorphisme chez des souris méles et femelles exposées au BPA en
période postnatale (PND 32 - PND 87) a une dose de 40 pg/kg PC/j et I’auteur avance
I’hypothése que le BPA peut agir comme un cestrogéne ou un anti-cestrogéne sur certaines

régions du cerveau (Xu et al 2011b).
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«» Effets sur le systéme reproducteur

Chez homme :

Les effets du BPA sur le systéme reproducteur masculin sont controversés. Les experts
soulignent la difficulté de conclure sur la base des études épidémiologiques car celles-ci ne
convergent pas totalement, les populations ¢tudiées n’étant pas toujours identiques dans les

études analysées (hommes fertiles, hommes infertiles, travailleurs).

Chez ’animal :

L’altération de la production spermatique en lien avec une exposition de 5 semaines a
I’age adulte au BPA, est averée. Les effets observés par voie orale dans 1’étude de Chitra et al.
et ceux observés par voie sous-cutanée dans 1’étude d’Herath et al. sont convergents pour ce
parameétre uniguement pour une exposition survenant a 1’dge adulte (Chitra et al 2003)
(Herath et al 2004).

Les effets sur le systeme reproducteur male (diminution des concentrations

plasmatiques de testostérone, modification du comportement sexuel), dus a une exposition

pendant la période pubertaire, sont suspectés. (Kalfa et al 2011).

Chez la femme :

L’effet du BPA sur la maturation ovocytaire chez la femme (diminution du nombre
d’ovocytes apres stimulation ovarienne et altération de la qualite des ovocytes collectés)
(Mok-Lin et al 2010).

Les autres études épidémiologiques sont peu nombreuses. Les données humaines sont
donc a considérer avec prudence et ne sont en rien conclusives d’un effet du BPA sur les

parameétres étudiés.

Les experts considérent, qu’en 1’état actuel des connaissances, les données humaines
relatives aux effets du BPA sur I’endometre (endométriose, hyperplasie), sur les ovaires
(syndrome des ovaires poly kystiques) et I’issue de la grossesse (fausse-couches et

prématurité) chez la femme ne permettent pas de conclure.

Chez I’animal, sur la base de la convergence de résultats d’études effectuées au cours
du développement (expositions pré et post-natales) dans différentes conditions et sur

différents modeéles, les effets suivants peuvent étre considérés comme averés :

o Augmentation de la survenue de kystes ovariens,
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o Apparition d’hyperplasies de |’endometre,
o Avancement de l’dge de la puberté lors d’expositions prénatale et post-natale,

o Effets sur ’axe hypo thalamo-hypophysaire-gonadotrope due a une exposition in utero
ou post-natale précoce entrainant des variations des taux d’hormones sexuelles et de

[’expression des récepteurs de ces hormones.

Les effets liés a une exposition a 1’age adulte (ex. nombre de sites d’implantation,
remaniement histologique de la paroi utérine, morphologie du tractus génital,) sont observés

mais pour des doses bien supérieures au NOAEL retenu par I’EFSA.

« Effets trans-générationnels et altérations épigénétiques

Les migrants d’emballage comme le BPA peuvent agir selon 1’une ou 1’autre voie pour
transmettre des effets néfastes vers les générations suivantes. Anway et al montrent qu’une
exposition & un perturbateur endocrinien peut s’étendre jusqu'a la 3°™ génération aprés une

exposition in utero de la F1 (Anway et al 2005).

La méme équipe montre qu’une exposition a un perturbateur endocrinien affecte le
transcriptome du cerveau dans deux régions : I’hippocampe et I’amygdale. Cela se traduit par
une diminution dans le comportement d’anxiété chez les males et une augmentation du méme

comportement chez les femelles & la 3°™ génération (Skinner et al 2008).

Chez la souris, I’exposition feetale au BPA provoque des effets persistants, immédiats
et trans-générationnels sur le comportement social qui sont associés a des altérations de
I’expression de certains geénes dans le cerveau. Des altérations de la morphologie des

neurones hippocampaux par de faibles doses de BPA sont décrites.

Dans certains des travaux cités ci-dessus sont mis en avant I'existence de marques épi
génétiques (altération chimique de ’ADN sans altération de la séquence nucléotidique)
précoces et permanentes dans le temps caractérisant I'exposition néonatale au bisphénol A.
Cela est démontré expérimentalement chez 1’animal et commence a étre étudié chez

I’Homme.
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Ces marques sont la conséquence d’une modification persistante de 1’expression de
certaines enzymes impliquées dans le processus de méthylation/dé-méthylation des génes et

rendent compte des effets trans-génerationnels observés.
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PROJET D’ETUDE
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2. Les objectifs du projet

Le bisphénol A est donc un migrant d’emballage qui se distingue par son affinité pour les
récepteurs aux cestrogénes et aux androgenes. Plusieurs études illustrent des effets du BPA le
développement de la masse grasse et le métabolisme énergétique (Ruhlen et al 2008) (Boudalia et
al 2014).

Dans ce contexte, il était légitime de retenir cette molécule pour explorer et évaluer les effets

d’une exposition au BPA sur le métabolisme énergétique.

L’objectif principal de cette étude sera donc d’identifier les effets d’une exposition continue
(de la conception a 1’age adulte) au BPA sur le comportement alimentaire et de prendre en
considération des cibles périphériques (tissu adipeux), des parametres métaboliques (dosages

sériques) et des parametres développementaux (puberté, distance ano-génitale).

Le choix de ce type d’exposition (de la conception a 1’age adulte, et le choix de cette dose
(BPA=5 pg/kg PC/j) permet de se rapprocher le plus de ce qui se passe dans notre environnement.

L’objectif a terme est de pouvoir relier les effets de ce type d’exposition a des problémes de

santé publique telle que 1’obésité et le développement des troubles métaboliques.

3. Matériels et méthodes
3.1. Matériel biologique et réactifs chimiques

3.1.1. Molécule étudiée

Le bisphénol A (CAS : 80-50-7, ré f 239658) de chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France) et sa pureté est > 99%. Tous les produits sont conformes aux normes exigées par la
DEQM (Direction Européenne de la Qualitt du Médicament & Soins de Santé)
(http://www.edgm.eu/en/Homepage-628.html).

3.1.2. Animaux, produits et matériels spécifiques a ’expérimentation animale
3.1.2.1.  Animaux et hébergement

Origine : Les rats qui seront utilisés sont des rats Wistar Han. Ils seront regus a 1’age de 6
semaines et seront hébergés a 1’animalerie de I’université de Guelma, en conditions controlées

(22°C, 55% d’humidité relative, cycles jour/nuit de 12h/12h).
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Nature des cages et biberons: Toute utilisation de plastiques et consommables en

polycarbonate sera écartée pour éviter des contaminations en bisphénol A ou phtalates. Les
animaux seront hébergés en cages de polypropylene (4 animaux/cage) et les biberons seront en

verre ou en polypropyléne.

Régimes : A leur arrivée, les animaux seront alimentés avec un régime low phyto-estrogénes
2018 (Harland Teklad, figure 1), c'est-a-dire avec le méme régime qu’ils regoivent depuis le
sevrage chez le fournisseur. Ce régime a une teneur réduite en phyto cestrogénes (250 mg/kg) par
rapport & un régime standard, donc il contient moins d’isoflavones (dont la génistéine). Bien qu’il
soit préconisé pour 1’étude des migrants d’emballage, il n’est pas totalement dépourvu de phyto-
estrogénes. Avant toute expérimentation, les animaux seront donc adaptés pendant 15 jours a un
régime de croquettes semi-synthétique, “le régime L5” (INRA, Jouy-en-Josas, France) (Figure 1)]
pendant les 11 semaines. Ce régime permet de s’affranchir de la présence de phyto-cestrogenes.

Les régimes seront donnés ad libitum et les cages sont réapprovisionnées tous les deux jours.

Régime L5  meenge Régime 2018 Harland
1%

meélange minéral
5%
cellulose en
poudre

5%\
huile de mais

5%

sels minéraux
fibres 6%
4%

saccharose
6%

Figure 4 : Composition du régime L5 et du régime Harland 2018

Eau de boisson : L’eau de boisson qui sera utilisée est de ’eau de ville filtrée sur charbon

actif pour éliminer toute trace de contaminant (pesticides, détergents) pouvant avoir des effets

endocriniens.

Les litieres : Les litieres seront composées de sciures de peuplier, qui ne dégageront pas de
poly-phénols ni de terpénes susceptibles d’agir aussi comme phyto-estrogénes. La litiere sera
auto-clavée a 134°C pendant 10 min, elle sera changée une fois par semaine.
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3.1.2.2. Matériel de mesures

Les régimes et les animaux seront peseés avec une balance électronique couplée a un systeme
informatique qui permettra une acquisition directe des données sur des fichiers EXCEL. Ce

dispositif permettra d’éviter des erreurs lors de la prise de données et assurera une tragabilité.
- Réactifs pour analyses d’histologie

Les réactifs Shandon Rapid-Fixx™ (réf : 230014), Shandon Cryomatrix™ (réf : 230125) de
chez Thermo Scientific (Courtaboeuf, France). L’Hémalun de Mayer (réf : 1.09242.0500) de chez
Merck Chimie (Fontenay-sous-Bois, France). Le Fuchsine-Ponceau (réf: C0443),
phosphomolybdique (réf: GO0012) et le Vert Lumiere (réf: CO702) de chez Diapath
(Francheville, France). L’isopentane de chez Carlo Erba (Val de Reuil, France). L’Optimal
Cutting Temperature OCTTM (réf : 004511241), le Safesolv (réf : 00699464), le Safemount (sans
xyléne) (réf : 00647520), et le formaldéhyde 40% de chez Labonord (Templemars, France).

- Réactifs de biochimie

Tous les produits chimiques qui seront utilisés pour les analyses immunologiques seront livrés

par Sigma-Aldrich et seront de la meilleure pureté.
3.1.3. Expérimentations animales

Toutes nos expérimentations animales seront soumises a I’approbation du comité d’éthique de
I’Université de Guelma. Les animaux seront traités avec soins et respect. Tout animal souffrira
sera euthanasié avec du gaz carbonique, a basse concentration (jusqu'a 10%) dans une enceinte a
CO..

< Conditions d’élevage et de traitements

3.1.4. Exposition continue au BPA chez le rat

Cette étude sera basée sur un modele d’exposition continue a des migrants d’emballage
précédemment etabli pour réaliser des études sur la fertilité, le développement et le comportement

et donc compatible avec des études sur le métabolisme énergétique.

Un total de 20 femelles et 20 méles gés de 14 semaines seront mis en couple en appariant un
male pour une femelle. L’accouplement sera contr6lé tous les matins : il sera validé par la
présence d’un bouchon vaginal ou de spermatozoides dans un prélévement qui sera effectué par
lavage vaginal avec 50 pL de sérum physiologique. Les femelles positives seront immediatement

isolées et réparties en 2 lots (10 femelles/lot).
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A partir de ce jour (Gestation Day 0), elles recevront quotidiennement la molécule d’intérét
jusqu’au sevrage. Seules les femelles prises dans les 3-4 premiers jours de la mise en couple
seront retenues pour 1’étude de maniére a constituer des lots homogeénes (Figure 5). Le composé
sera mis en solution dans I’huile de mais (0,4 mL/kg PC/j) et déposé dans la bouche a I’aide d’une

micropipette.
Parmi ces deux lots, un lot sera exposé au BPA. Le lot témoin sera gavé avec I’huile seule
(ttmoin négatif).

A la mise bas, les portées seront pesées, sexées et alignées en 10 animaux par portées : 5
males et 5 femelles dans la mesure du possible. Le cas échéant, des adoptions croisées le jour de

la naissance seront réalisées au sein d’un méme lot.

Au sevrage, les meres seront sacrifiées et les jeunes rats seront identifiés par une puce
électronique introduite sous la peau au niveau dorsal ou une bague avec un numeéro

d’identification. Les rats sevrés seront exposes per os jusqu'a 1’age adulte avec le méme produit

[12 rats/sexe/groupe (1 male et une femelle par portée pour chaque groupe)], ils seront sacrifiés

vers a I’age adulte.
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Exposition aux BPA
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Figure 5 : Protocole d’exposition continue (conception-age adulte) de rats au BPA. GD : (gestational day), PND : (post natal day)




A 1’age adulte, le gavage sera arrété a PND 100 pour les deux lots.

Etudes de développement

3.1.5. Gestation et développement prénatal

Les meres seront observées quotidiennement pour déceler toute trace de comportement
anormal ou tout signe de toxicité dés le début de la gestation jusqu’au sevrage : des pesées
bihebdomadaires de la nourriture et de 1’eau consommée et des pesées hebdomadaires des
animaux permettent de s’assurer de 1’état de santé. Une modification brutale de la courbe de poids
au cours des deux derniers tiers de la gestation sera considérée comme symptomatique d’un
avortement spontané. Pour chaque femelle, le moment de la mise bas dans la journée (matin ou
apres-midi) sera noté pour calculer précisément la durée de la gestation, tout avortement sera

enregistre.

Au sevrage, les meres seront sacrifiées et ’examen de ['utérus permettra de compter les
boutons embryonnaires (ensemble de cellules qui est 1’origine de tous les tissus de feetus). Le
nombre de boutons embryonnaire - le nombre total des ratons nés (vivants et morts) permettra de

compter les pertes post-implantatoires.
3.1.6. Naissances et caractérisation de la portée

A la naissance, la portée sera caractérisée par le nombre d’animaux et le poids global tout

animaux confondus, puis les animaux seront pesés et sexés.

Le sexe ratio sera défini par le rapport du nombre total de males sur le nombre total de rats
males et femelles au sein d’un méme lot, toutes portées confondues. Ce rapport est tres stable sur
une population sauvage et sa valeur normale est généralement de 102 a 108 males pour 100
femelles (Hood 2005), soit 50, 4 & 51,9% de méles nouveau-nés. Une diminution de ce rapport
traduit une influence cestrogénique pendant la gestation. Tous les ratons seront examines afin

d’enregistrer des éventuelles malformations.
3.1.7.Croissance et prise alimentaire

Tous les animaux seront quotidiennement observes des la naissance pour déceler toutes
malformations. Durant toute 1’expérimentation, le poids corporel sera mesuré une fois par
semaine pour suivre la croissance des animaux. La consommation de nourriture et celle d’eau
seront mesurées deux fois par semaine. Le contr6le journalier des animaux permettra de détecter

toute anomalie du comportement et tout signe de toxicité ou de pathologies.
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A partir du sevrage, la croissance des animaux sera suivie par pesees individuelles une fois par
semaine jusqu’au sacrifice. Le comportement alimentaire des animaux est également Sera suivi
par mesure bihebdomadaire de la nourriture et de la consommation d’eau. Tout comme pour les
meéres, les animaux seront observés lors des soins pour déceler tout symptéme susceptible
d’indiquer un état pathologique ou des troubles du comportement propres aux migrants
d’emballage (apathie, anxiété, agressivité ou hyperactivité). Une attention particuliére sera portée

a la santé buccale (croissance des dents) qui conditionne pour partie la prise alimentaire.
3.1.8. Distance ano-geénitale

C’est la distance entre I’anus et la base de la papille génitale (pénis ou vagin) ; elle est
considérée comme une méthode non invasive pour déterminer le degré d’exposition aux migrants
d’emballage de type androgéniques durant la période néonatale. Elle sera mesurée au sevrage

(J21) selon la méthode précédemment décrite par Boudalia et al (Boudalia et al 2014). Les rats

seront maintenus immobiles dans un cylindre de rétention (Figure 6), puis des photos seront prises
avec un appareil photo numérique. La distance est déterminée a partir des photos traitées grace au
logiciel de traitement d’image Visilog 6.9 (Noesis, Crolles, France), qui prend en compte le

diameétre du cylindre comme mesure de référence (5 cm).

anus

DAG

Papille génitale

anus

DAG

Papille génitale

femelle

Figure 6 : Dispositif de mesure de la distance ano-génitale
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Elle est étroitement liée au développement pondéral de 1’animal. C’est pourquoi les résultats
seront généralement exprimés en valeurs relatives par rapport au poids du corps. Cependant, il
existe un dimorphisme sexuel : chez les rats males, I’AGD est de 0,26 mm/g de poids corporel
tandis que chez la femelle I’AGD est seulement de 0,13 mm/g de PC.

Selon I’étude de Gallavan, normaliser I’AGD en divisant par le poids du corps ne suffit pas a
compenser les différences de poids entre animaux, alors que si on exprime I’ AGD par rapport a la
racine cubique du poids du corps, on obtient une valeur constante de 2,8 chez les males et de 1,8
chez les femelles. Nous calculerons donc I’AGD index (AnoGenital Index), qui est le rapport
AGD/Poids corporel 13 (Gallavan et al 1999).

3.1.9. Apparition de la puberté

Elle reflete I’apparition des caracteres sexuels sous I’effet des cestrogénes et androgenes, elle

est déterminée a partir de J23 sur la base de :

- La séparation du prépuce chez les males: a un stade immature (jusqu’a 1’age de J25
environ) le pénis a une forme en V. A I’apparition de la puberté, vers 1’age de J25-J30, il
passe par un stade intermédiaire, et son extrémité prend la forme d’un W lorsque le rat
atteint 1’age adulte (au-dela de J80), c'est-a-dire quand il est finalement mature, la forme
du peénis s'apparente a un U (Figure 7).

- L’ouverture vaginale chez les femelles : celle-ci apparait entre J33 et J42 et correspond a la
disparition de la membrane vaginale (ouverture vaginale), elle est le signe précurseur de la
puberte. Les cycles apparaissent environ une semaine aprés 1’ouverture vaginale (Figure
8).
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gland

prépuce

¥

Début de la séparation

Séparation presque accomplie

Séparation totale du prépuce

Figure 7 : Détermination du stade de séparation du prépus chez le rat

Figure 8 : Détermination du stade de I’ouverture vaginale chez la ratte femelle au stade
pré-pubertaire (A), apparition de la puberté (B) (Nah et al 2011)
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3.1.10. Durée des cycles cestrals

Chez le rat, la durée du cycle est de 4 jours. Elle peut augmenter sous 1’effet des cestrogenes.
L’aspect des frottis vaginaux varie au cours du cycle, le pourcentage de cellules vaginales
cornifiées étant maximal au moment de 1’ovulation, les frottis vaginaux seront réalisés chaque
matin durant deux semaines pour évaluer I’impact sur les différentes étapes des cycles et sur la

durée totale des cycles.

Frottis vaginaux : Le cycle cestral de la ratte comporte 4 phases classiques de durée bien
définies : le proestrus [constitué de deux phases : early proestrus d’une durée de 55-57 heures et
late proestrus 12-14 heures], est suivi de 25-27 heures d’cestrus au cours desquelles la rate accepte

le méle pour accouplement.

En cas de non fécondation, suivent le Métoestrus (6 a 10 heures) et le Dioestrus (6 heures), au
cours de ces différentes phases, 1’utérus et le vagin présentent des modifications cellulaires, dont
une hypertrophie marquée au moment de I’cestrus. Au niveau du vagin, ces modifications se

traduisent par une kératinisation de 1’épithélium vaginal qui est visible sur le frottis (Figure 9).

Réalisation du frottis : Les lames seront soigneusement lavées a 1’alcool puis séchées et
numérotées (n° de lame correspondant au n° de I’animal). L’extrémité d’un coton tige sera
humidifiée dans du sérum physiologique puis introduit doucement dans le vagin en le tournant
lentement, tout en maintenant bien 1’animal immobile contre soi. Le prélévement Sera ensuite

¢talé sur la lame sans trop appuyer sur le coton tige et séché a I’air libre.

Les lames sechées seront déshydratées quelques secondes dans deux bains d’éthanol a 70% et
50% puis un bain d’eau distillée, les lames seront plongées dans un bain d’hématoxyline stabilisée
durant 3 minutes. Apres deux ringages a 1’eau distillée et deux minutes de révélation des noyaux
au liquide bleuissant, les lames seront déshydratées par bains successifs d’eau distillée et
d’éthanol a 70% et 95% respectivement. Apres 3 minutes de bain de colorant de Shorr, les lames
seront fixées par deux bains successifs d’éthanol a 100%. Les coupes colorées seront ensuite

montées entre lame et lamelle et observées avec un microscope.

Interprétation : la chromatine des noyaux cellulaires sera colorée en bleu violet ou noir. Le
cytoplasme des cellules malpighiennes éosinophiles sera rose orange, les cellules cynophiles
apparaitront en vert foncé et les cellules orangéophiles en orangé tres brillant. Les leucocytes
présents dans le frottis se caractérisent par un noyau bleu foncé et un cytoplasme bleu trés clair.

Le stade de chaque phase du cycle (La phase Dioestrus n’est pas colorée).
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Cellules cornifiées

Figure 9 : Interprétation des frottis chez la ratte
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3.1.11. Sacrifice et prélevements
3.1.11.1. Recueil de données avant le sacrifice

Au stade adulte, les animaux seront mis a jetn la veille du sacrifice. Au matin les rats seront
pesés, puis la glycémie sera mesurée grace a un glucomeétre (Accu-chek) par ponction d’une

goutte de sang a I’extrémité de la queue.

Test de tolérance au glucose : Il permettra de détecter la capacité de normaliser rapidement
I’épisode hyper-glycémique induit par un bolus de glucose. Cette capacité dépend de I’intégrité
d’une réponse métabolique qui inclut d’une part la sécrétion d’insuline en réponse au glucose par
les cellules B pancréatiques, et d’autre part 1’action hypoglycémiante de 1’insuline dans le foie et

les organes péripheériques.

Une injection intra péritonéale de glucose (1 g/kg) sera réalisée (rats a jeun depuis 12h) le
matin. La glycémie sera mesurée a 1’aide d’un glucométre par ponction d’une goutte de sang au
bout de la queue (Accu-Check) a différents temps pour établir une cinétique: -30 min, 0 min, 30

min, 60 min, 120 min. Les résultats seront exprimés en (mg/dl) dans le sang.

Mesure de la masse grasse : La mesure de la masse grasse sera realisée avec un Impédance-
metre. C’est un appareil utilis€ pour déterminer la composition corporelle en masse grasse et
maigre, grace un courant alternatif de faible tension appliqué par des électrodes sous la peau, ces
électrodes sont reliées a 1’appareil de mesure qui analysera les données a I’aide d’un logiciel de

modélisation (Smith et al 2009).

L’animal sera anesthésié a I’isoflurane (AErrane”®, Baxter SA, Marepas, France) & 2,5% (v/v)
dans 1’oxygene, puis placé a plat sur I’abdomen sur une planche, les membres supérieurs et
inférieurs a coté du corps, et la queue en prolongement vers le bas ; quatre électrodes seront
placées sous la peau selon un axe antéro-postérieur (2 électrodes au niveau supérieur, 2 électrodes

au niveau inferieur) (Figure 10).

Expression des résultats : L’ impédance électrique mesurée sera rapportée a la masse du sujet

(poids du corps le jour du sacrifice) et a sa taille (de la base de la téte au bout de la queue).

Le résultat sera calibré en fonction de 1’dge et du sexe, pour donner, en pourcentage, la

proportion de graisse dans I’organisme.
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Fiqure 10 : Dispositif de mesure de la masse grasse

3.1.11.2. Modalités des sacrifices et prélevements sanguins

Les rats anesthésiés a I’isoflurane (AErrane®, Baxter SA, Marepas, France) a 2,5% (v/v) dans
I’oxygene seront euthanasiés par exsanguination. Le sang sera prélevé par ponction a 1’aorte
abdominale et recueilli dans des tubes heparinés, le serum sera obtenu par centrifugation (9000 g,
10 min). 1l sera aliquoté par fraction de 500 pL dans des tubes Eppendorfs et puis stocké a -20 °C

pour les dosages sériques.
3.1.11.3. Préléevements d’organes et conditions de stockages

- Le tissu adipeux blanc (péri-gonadique, périrénal, viscéral, sous-cutané) sera preleve,
pesé, et puis conditionné pour les analyses : un échantillon du tissu périgonadique sera
immédiatement conservé dans une solution tamponnée de formaldéhyde 4% (Labonord,
Templemars, France) pour 1’analyse histologique (étude morpho-métrique de tissu

adipeux blanc).

- Le foie, le cerveau seront également prélevés, pesés et immédiatement congelés a —80°C

pour des analyses histologiques et/ou moléculaires ultérieures.
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3.2. Analyse histologique et biochimique des organes

Etude du tissu adipeux

3.2.1. Analyse histologique (coloration a I’Hemalun/Eosine)

Les échantillons du tissu adipeux périgonadique préalablement inclus dans de la paraffine
seront découpés au microtome (5 um d’épaisseur) selon un axe antéro-postérieur, et coloré a

I’Hemalun/Eosine.

- Principe de coloration : elle est basée sur une coloration nucléaire des substances basophiles
par I’hématoxyline, et une coloration cytoplasmique (rose) par 1’éosine (colorant acide). Cette
coloration permet d’avoir une vue général et globale du tissu adipeux blanc péri-gonadique. Elle
permet également de conclure si les cellules sont en hyperplasie et/ou hypertrophie par mesure de

diamétre (um) et d’aire (um?) (Figure 11).

Pour cela les lames seront observées sous microscope au grossissement x10 et des images
seront prises avec une caméra. Différents paramétres morphomeétriques seront mesurés : 1’aire de

’adipocyte, la surface, le volume et la densité.

' < Adipocyte
i € Noyau de
-~ I'adipocyte

Figure 11 : Coupe histologique de tissu adipeux péri-gonadique
(grossissement x20-Coloration Hemalun/Eosine)

Pour chaque échantillon, 5-7 coupes seront réalisées, et pour chaque coupe 8-15 photos
seront prises. Le diamétre (r), ’aire et le volume des adipocytes seront calculés & partir de 10

mesures d’adipocytes prises au hasard pour chaque photo.

Le volume sera calculé on utilisant la formule 4/3r° [r: rayon ou le diamétre de

I’adipocyte (Penza et al 2006)], tandis que la densité sera calculée a partir du nombre des

adipocytes par champ (10 non chevauchant), et les résultats seront exprimés en nombre

d’adipocyte/um®.
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Les résultats seront exprimés en pm pour le diamétre de ’adipocyte, en pm? pour Iaire de
I’adipocyte, en pm® pour le volume de I’adipocyte et en nombre d’adipocytes/mm? pour la densité

adipocytaire.
3.3. Dosage biochimiques
3.3.1. Dosage de leptine

La leptine est une cytokine principalement synthétisée par le tissu adipeux, mais aussi le

placenta (pas dans toutes les especes) (Hassink et al 1997) (Laivuori et al 2006), la glande

mammaire (Smith-Kirwin et al 1998), et d’autres tissus comme la glande salivaire et 1’épithélium

lingual (De Matteis et al 2002). Elle est impliquée dans le contréle de la réserve adipeuse et de la

satiété, mais également elle peut affecter les préférences gustatives telles qu une modulation de la

préférence au sucré (Kawai et al 2000). Elle agit également sur le systeme limbique qui régule la

motivation, et les circuits de récompense de la prise alimentaire. La leptine peut aussi affecter des
fonctions neuroendocriniennes au niveau cérébral, qui se traduisent par des effets au niveau
périphérique sur la sécrétion des hormones de reproduction et des hormones thyroidiennes

(Mantzoros et al 2011). Elle agit aussi sur le métabolisme lipidique et glucidique, et sur le systeme

gastro-intestinal (Vatier et al 2010).

La leptine sérique sera dosée par spectrophotométrie a 1’aide du kit ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay). Une quantité de 20-80 L de sérum sera ajoutée aux puits de la
microplaque qui seront déja tapissés avec un anticorps de capture capable de lier spécifiquement
I’antigéne recherché selon les instructions du fabricant (Mediagnost, Allemagne). La
concentration de leptine sera mesurée par spectrophotométrie (A= 450 nm, filtre de référence >590

nm). Les résultats seront exprimés en (pg/mL).
3.3.2. Dosage des margueurs métaboliques

Le cholestérol, Cholestérol-HDL (high-density lipoprotein), Cholestérol-LDL (low-
density lipoprotein), Glu PAP seront mesurés a 1’aide d’un analyseur biochimique. Une petite
quantité de sérum (2,4-3 uL) est nécessaire pour chaque type de dosage qui est basé sur une

méthode spectrophotométrique. Les résultats seront exprimés en (mmol/L).
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3.4. Analyses statistiques des données

Dans toutes les analyses statistiques des études in vivo, la portée sera considéree comme
I'unité de base (donnée expérimentale). Autrement dit, chacune des données analysées se réféerera
a une portée N, qu'il s'agisse de la moyenne des valeurs obtenues pour chaque animal d'une méme
portée, ou de la valeur obtenue pour un animal pris au hasard dans chaque portée (les données des

femelles non prises seront éliminées lors des tests statistiques).
Les résultats seront exprimés sous forme des moyennes = SEM (Standard Error Mean).

Suivi de la gestation et de la lactation : Le poids corporel, consommation de nourriture et
prise d’eau pour les meéres et la descendance seront analysés au moyen de modéles mixtes pour
prendre en compte la nature des données : mesures répétées. Dans toutes les analyses, la partie
aléatoire du modele inclut au moins un effet portée (ou mere) aléatoire pour tenir compte de la
variabilité liée a la portée (respectivement la mére par ex). La partie fixe du modeéle comprend les
effets des facteurs « groupe de traitement » et « jour d‘observation », ainsi que l'interaction groupe

X jour. D'autres effets aléatoires seront envisagés (Pinheiro et al 2012).

La durée de gestation, le nombre de nouveau-nés par portée, le nombre dimplantation
embryonnaire, les pertes post implantatoires, le cannibalisme (%) et le sex-ratio feront 1’objet
d’une analyse de variance (ANOVA) suivi d’une comparaison des moyennes (test de Dunnet)
quand les conditions de normalité et d’homogénéité¢ des variances sont respectées, et le cas
¢échéant d’une analyse de variance non paramétrique (Kruskal-Wallis) suivi du test de Mann-

Whitney. L’effet sera considéré significatif pour des valeurs de p<0,05.

Données d’observations et de mesures du sevrage a [’dge adulte (F1): Les données de
croissance et développement relevées du sevrage a 1’age adulte, de méme que toutes les données
relatives aux analyses d’échantillons biologiques seront exprimées en valeur moyenne +SEM
pour chaque groupe ; elles seront analysées indépendamment pour chaque sexe (un animal par
portée/sexe). Lorsque les données prennent en compte plusieurs individus par portées (distance
ano-génitale, ouverture vaginale), les analyses statistiques seront établies sur la moyenne + SEM

de la valeur moyenne obtenue au sein de chaque portée (1’'unité = portée).

L’index de la distance ano-génitale (AGD), et I’apparition de la puberté seront analysés
séparément pour les méles et les femelles sur la base d’une analyse de variance (Anova) suivie
d’une comparaison des moyennes (test post-hoc : dunnet ou newman Keuls) quand les conditions
de normalité et d’homogénéité des variances seront respectées, ou par une Anova non

paramétrique de Kruskal-Wallis suivi du test de Mann-Whitney le cas échéant. 1l en est de méme
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pour I’analyse des données morphométriques (tissu adipeux, glandes salivaires), 1I’impédance-

meétrie ainsi que les données issues des analyses biochimiques (dosages sériques).

Les analyses de variances (Anova) et les comparaisons de moyennes (Dunnett, Mann-
Whitney etc) seront été réalisées a I’aide du logiciel Minitab [version 16]. Le logiciel R sera utilisé
pour les analyses au moyen d'un modele linéaire mixte (nlme, Linear and Nonlinear Mixed
Effects Models. R package version 3.1-103).
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4. Résultats attendus

Malheureusement pour des raisons techniques, on n’a pas pu mettre en place note

experimentation animale.

Cependant les résultats de cette expérimentation devraient nous permettre d’évaluer
I’impact de contaminants alimentaires hormonaux sur 1’adipogenése. En tout premier lieu, ils
identifieront les effets d’un migrant d’emballage cestrogeomimétique sur la différenciation

adipocytaire, et sur la synthése de leptine.

En second lieu, ils permettront peut-étre de corréler un effet sur les préférences

gustatives avec un effet sur le tissu adipeux, en particulier sur la synthése de leptine.

Dans le méme sens, et d’apres la littérature une exposition aux migrants d’emballage
peut altérer I’homéostasie glucidique, en agissant sur les taux sériques de leptine (Alonso-

Magdalena et al 2010) (Wei et al 2011). Ces résultats sont également en accord avec des

études épidémiologiques, ou des corrélations entre les concentrations de BPA dans des fluides
biologiques avec 1’augmentation de poids corporel ont été enregistrées (Carwile & Michels
2011).

Néanmoins, le suivi de 1’évolution de poids corporel et la détermination de la masse
grasse permettront de vérifier I’hypothése de «programmation feetale» : qui suggére qu’une
exposition périnatale puisse étre a I’origine des problémes de santé a 1’age adulte en lien avec
I’influence périnatale des migrants d’emballage sur la différenciation et le développement de

la masse grasse (Heindel 2003).

Aussi, plusieurs études montrent une augmentation significative du poids corporel
corrélée a une augmentation de la masse adipeuse suite a des expositions aux migrants
d’emballage (Lassiter & Brimijoin 2008) (Miyawaki et al 2007) (Newbold 1995) (Penza et al
2006) (Rubin et al 2001) (Somm et al 2009).
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En conclusion, et malgré que la réalisation de ce projet n’était pas possible par manque
de moyens, I’accomplissement de ce protocole expérimental va nous permettre d’étudier les
effets d’une exposition continue a un migrant d’emballage sur le développement du poids
corporel, et puis faire le lien entre 1’évolution du poids corporel avec le développement de la
masse adipeuse. Et aussi chercher des corrélations entre le bilan sérique et 1’activité endocrine

ainsi que la différenciation de I’adipocyte.
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