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Avant-propos

Ces travaux de thése ont fait I'objet, a I'heurtualle, de la communication suivante :

LEGHAIT J., GAYRARD V., PICARD-HAGEN N., PELISSIE.EPUEL S.,
TOUTAIN P. L., VIGUIE C.

Evaluation of fipronil-induced thyroid disruption & TBG-expressing species
ENDO2008 The Endocrine Society's 90th annual mg€2d08), San Francisco, USA.
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Introduction

L'incidence des tumeurs thyroidiennes a signifiestient augmenté depuis quelques
années. Aux Etats-Unis par exemple, 2 a 4 fois ghuges tumeurs ont été diagnostiquées en
2002 par rapport a 1973 [16]. En France, l'augntiemt@st continue, avec une évolution du taux
d'incidence standardisé de l'ordre de 6 % par tne 4980 et 2005 [16]. Cette observation peut
étre due a I'amélioration des techniques médiadediagnostic, ou bien a une réelle évolution

due a l'action de différents facteurs, environnga@nnotammenir6, 79].

Différents perturbateurs endocriniens sont susskystid'affecter la fonction thyroidienne.
D'apres le Comité européen de stratégie sur lemirpateurs endocriniens, un perturbateur
endocrinien est "une substance ou un mélange ezagéraltére une/des fonction(s) du systeme
endocrinien, a l'origine par conséquent d'effefasiés sur la santé d’'un organisme intact, sur sa
progéniture, ou sur une/des (sous) population@].[Un tel produit peut interférer avec la
synthese, la sécrétion, le transport, I'action'@inlination d'une hormone dans un organisme. Si
la plupart des études portent sur des substantesdaait la fonction de reproduction, tres peu
d’études s'intéressent aux perturbations de latifondhyroidienne, ce qui est d’autant plus
regrettable que ces altérations peuvent avoir deségjuences multiples et graves. Les hormones
thyroidiennes jouent en effet un role capital densaintien de I'homéostasie. Une altération du
statut thyroidien peut ainsi affecter le métabotisbasal de I'organisme, le métabolisme des
lipides, mais aussi le systeme cardiovasculairspl@&re gastro-intestinale, et les muscles [34].
Les conséquences les plus alarmantes en matiesanti® publique résident probablement dans
les effets sur le développement du systeme nergenixal. Ainsi, les données épidémiologiques
suggerent que des altérations méme subtiles denletidn thyroidienne pendant la grossesse

peuvent avoir des répercussions sur le développerognitif et sensoriel de I'enfant [66].

Plusieurs molécules peuvent altérer la fonctiomdidyenne chez 'Homme et I'animal.
Certaines agissent sur les récepteurs des hormthnesidiennes [24], dautres sur les
concentrations plasmatiques dg el de TSH [36, 57, 60]. Parmi elles se trouveigeohil, un
pesticide largement utilisé depuis 1993 pour letrébm des cultures, et comme anti-parasitaire
externe vétérinaire, d'ailleurs le plus vendu amdeo Une relation serait clairement établie, chez
le rat, entre I'exposition au fipronil et l'appemit d'hyperplasie et/ou d'hypertrophie de la
thyroide, voire d'adénomes et carcinomes thyro&d[@d, 37]. Ceci s'expliquerait plus par un
déseéquilibre de la fonction thyroidienne que paeffiet directement génotoxique.
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On peut cependant s'interroger sur l'effet du fipreur la thyroide chez I'Homme.
L'extrapolation d'une espece a une autre est et &ftijours difficile, d'autant plus que la
physiologie des hormones thyroidiennes differeeetitfomme et le rat. Ainsi le temps de demi-
vie de la T, est-il bien plus élevé chez 'Homme, de quelquoassj contre quelques heures pour
le rat [19]. Cette différence s'explique principaént par I'expression continue de la thyroxine-
binding globulin (TBG) dans lI'espéce humaine, abp&lle est quasiment absente chez le rat
adulte. La présence de cette protéine pourraityglt@éger les hormones thyroidiennes du
processus de clairance, et ainsi limiter l'impagat fgbronil, chez 'Homme, sur la fonction
thyroidienne ? Afin d'évaluer au mieux la toxidigroidienne du fipronil chez 'Homme, il a été
décidé d'étudier son impact sur les profils thyieid chez une espece exprimant elle aussi la

TBG, telle que I'espéce ovine.

Cette these s'inscrit dans un programme de rechemiené par I'UMR 181
Physiopathologie et Toxicologie Expérimentales INRRVT, étudiant I'impact du fipronil sur
la fonction thyroidienne.

L'étude du fipronil et de ses interactions avepHgsiologie thyroidienne fait ressortir la
nécessité d'étudier l'impact de ce pesticide ssirhiemones thyroidiennes dans un modéle
animal physiologique, possédant un métabolismeoitlign proche de celui de I'Homme. Nous
avons ainsi d'une part suivi les profils thyroidiede béliers a thyroide intacte, et d'autre part

étudié la clairance de la thyroxine chez des bretisyroidiennes.
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CHAPITRE I - Etude bibliographique

1. Le fipronil

Le fipronil, membre de la famille des phénylpyra=glest le principe actif de différents
produits phytosanitaires, notamment le pesticidgeRé TS, et d'antiparasitaires externes
vétérinaires, dont le Frontlifiede Mérial. Ce produit est ainsi largement utilidéns un cadre
domestique aussi bien que professionnel. Son kpgetre lui permettant d'agir sur de nombreux
parasites tels que les criquets, les fourmis, &dards, les puces et les tigyad], il est utilisé
comme produit de désinsectisation, de traitemensdmences, et de traitement des sols.

Découvert en 1984 et mis sur le marché en 1994iptenil reste largement utilisé
actuellement, méme si les produits qui en contiehdeivent posséder une autorisation de mise
sur le marché. Sa possible implication dans la aligftdes abeilles a conduit au retrait des
autorisations de mise sur le marché de plusiemdyits phytosanitaires en 2004. Une évaluation
communautaire l'a finalement inscrit a 'annexeel ld directive 91/414/CEE des substances
actives autorisées dans la composition des proghbitopharmaceutiques en tant qu'insecticide

destiné au traitement des semences [2].

1.1. Aspects moléculaires

[
CF,

Figure 1 : Structure moléculaire du fipronil
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Le fipronil, ou 5-Amino-1-[2,6-dichloro-4-(triflu@methyl)phenyl]-4-
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1H-pyrazole-3-carbonite, se présente sous forme d'une poudre
blanche. Il est soluble dans les solvants oxygéaésavoir les alcools, les cétones et les
ester§9]. Dans le Régefitpar exemple, il est ainsi dilué dans du propyigigeol. Il s'agit d'une

molécule photodégradable

1.2. Toxico-cinétique

1.2.1. Absorption
L'absorption par voie cutanée est faible, de 0,02ag/cnf/h in vivo chez 'Homm49].

Elle serait bien plus élevée par voie digestivieiginant 90% chez le rat [2, 21].

1.2.2. Métabolisme
Le fipronil, comme tout xénobiotique, va subir desactions de biotransformations
destinées a I'éliminer de l'organisme. Ce processticlassiquement formé de trois grandes
étapes : la phase |, d'oxydation, réduction ou dlyde, destinée a rendre le xénobiotique
polaire; la phase I, réaction de conjugaison a l'origihen composé hydrosoluble ; et enfin la

phase Il d'élimination.
Le métabolisme du fipronil, essentiellement hépagjggonduit a la formation de plusieurs

métabolites, retrouvés dans le sang, la bile aetifiegs chez 'Homme [9]. La figuBreprésente

les voies métaboliques caractérisées chez le rat.
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Figure 2 : Schéma métabolique du fipronil chez le rafd'aprés TINGLEet al, 2003]

La phase | est essentiellement assurée par leshegtnes P450 (CYP), qui sont des
hémoprotéines localisées préférentiellement dansmkimbrane plasmique du réticulum
endoplasmique lisse. Si 70% de ces cytochromes esgimés dans le foie, on en retrouve
eégalement dans les reins, les poumons, les indedipeau et le placenta.

Le fipronil sulfone, ou 5-amino-3-cyano-1-(2,6-dmto-4-trifluoromethylphenyl)-4-
trifluoromethylsulfonylpyrazole, est le principaétabolite tissulaire chez 'Homme et le [&8].

I s'agit du produit de [l'oxydation de la fonctiosulfoxyde du fipronil par le
cytochromeP450[29]. Il semble que le sous type CYP 3A4 réaliseirem 78 % de ces
réactions, soit une activité cing fois plus élegée celle du sous type CYP 2C19 chez I'Homme,
d'aprés une expériencen vitro. L'activité du CYP 3A4 nécessiterait la présenace d

cytochromeb5, co-exprimé dans la membrane microsomiale [83].
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La phase Il du métabolisme du fipronil correspondseatiellement a une
glucuronoconjugaison des métabolites, permettantlpauite une excrétion majoritairement

biliaire, mais aussi urinaire.

1.2.3. Distribution
Le fipronil et ses métabolites se distribuent pefiéellement dans la graisse, et a
moindre mesure dans le muscle, le rein et le Das résidus sont également présents dans les

surrénales, le pancréas, la thyroide et les ovidgs

1.2.4. Elimination

L'élimination du fipronil et de ses métabolites, eiez le rat, essentiellement biliaire (de
45 & 75%) avec une élimination fécale, et urindreéd 25%) [2]. Une partie importante des
conjugués sécrétes dans la bile est réabsorbéeeaurde l'intestin gréle, a savoir jusqu'a 74 %
chez les rats.

Le temps de demi-vie plasmatique du sulfone esinésh environ 204 h dans l'espéce
ovine [10]. Le temps de demi-vie du fipronil chez houton, quant a lui plus faible, est
d'environ33 h.

1.3. Effets délétéres du fipronil chez les mammifes ?

Le développement de résistances crée continuellel®dresoin de trouver de nouveaux
pesticides, efficaces et sélectifs. Lors de sa misde marché, le fipronil répondait en grande
partie a ces critéres, assurant a faible dose rotegtion de longue durée des cultures, et ayant
'avantage d'étre particulierement sélectif. Laedde sécurité de ce produit, basé sur la forte
différence d'affinité entre les récepteurs des utadl nerveuses des invertébrés et des

mammiféres, s'était en effet avéré particulierendéaé.

1.3.1. Mécanisme d'action du fipronil

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est le prindipaurotransmetteur inhibiteur du
systeme nerveux central. Il diminue en effet Ratdi nerveuse des neurones sur lesquels il se
fixe, par l'intermédiaire de trois types de récae les récepteurs métabotropes GABét les
ionotropes GABA et GABAc, ces derniers étant principalement situés dan®klle épiniére.
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Les récepteurs GABAsont des polyméres formant un pore de conductium |@s ions
chlorures. lls sont formés de cing sous unitéscuh@ étant composée d'un domaine extra-
membranaire présentant des sites de liaison aretifiés molécules, notamment au GABA, et
d'un domaine hydrophobe membranaire. Ces protépeasrtenant a difféerentes familles, il existe
de nombreuses possibilités d'assemblage. De magéeérale, ces récepteurs sont plutdt homo-
oligomeres chez les insectes, et hétéro-oligonares les mammiféres [39].

La fixation de deux molécules de GABA a ce typeréeepteur est a l'origine, par
réaction allostérique, d'une augmentation de lanpabilité aux ions chlorures, conduisant ainsi
a une hyperpolarisation du neurone. Le seuil datitin de la cellule est alors augmenté, rendant
le passage d'un potentiel d'action plus difficile.

Le fipronil, en se fixant de facon réversible ses fécepteurs GABA est un inhibiteur
non compétitif du GABA. Il va ainsi diminuer I'eef de chlorures dans les cellules, parfois
jusqu'a engendrer une dépolarisation cellulairejolle donc un rdle de neuro-excitateur,
conduisant a une paralysie tonique puis a la nededtains invertébres.

Par ailleurs, une action du fipronil sur les canahlorures activés par le glutamate a
récemment été mise en évidence. Ces canaux seesieaffet bloqués par le pesticide. Or, ce
type de récepteur n'étant présent que dans lesome=urdes invertébrés, ce mécanisme
expliquerait au moins en partie la toxicité sélextiu fipronil pour les insectes, et son indice de

sécurité important envers les mammiferes [58, 95].

1.3.2. Neurotoxicité chez les mammiféres
1.3.2.1. Signes cliniques suite a I'expositioniprohil

D'aprés une enquéte rétrospective, entre décendi9 dt octobre 2003, 182 personnes
ont été intoxiquées en lle de France avec des fisochintenant du fipronil [9].

1.3.2.1.1. Toxicité aigué
Expérimentalement, une bradypnée, une diarrhée, tartbles de [I'équilibre, des
tremblements et des convulsions peuvent étre oesetvez les animaux. La Rlpar voie orale
est estimée a 97 mg/kg chez les rats [84]. Suiteedévaluation toxicologique, la dose sans effet
(DSE) chez le rat a été fixée a dn/kg/j en ce qui concerne la neurotoxicité [2].
Chez les humains, plusieurs cas d'intoxication @axiuits contenant du fipronil ont été
décrits, avec différents symptémes selon la voipéletration. On retrouve majoritairement des
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signes neurologiques modérés, et des irritatiogestives, respiratoires, cutanées, et oculaires.
Le pronostic est favorable et les symptomes disgseat le plus souvent en 3 a 4 jours.
Toutefois, une étude menée au Sri Lanka rapportaded'un homme de 23 ans décédé 17 jours
aprés avoir ingéré 100 mL de Régent 50°Sébit 5 g de fipronil, suite & plusieurs crises
convulsives tono-cloniques [55].

Dans de nombreux cas, il s'avere que la symptoogébbservée peut étre expliquée
par les solvants et/ou les adjuvants, le fiprondtant a l'origine de convulsions qu'en cas
d'exposition importante.

Cependant, d'apres le travail de Szegedil, des rats exposés a une administration intra-
gastrique unique a 100 mg/kg de fipronil, dose lpeode la Dky déterminée par une autre
eéquipe [84], présentent une excitabilité neuroraigmentée. Cet effet, |léger et passager, a été
mis en évidence par I'étude d'enregistrementsrefdugsiologiquesn vitro etin vivo, et par des
observations comportementales. Le fipronil et/os re@tabolites pourraient donc interagir avec
le systeme nerveux des mammiferes, a l'originehdeagements d'humeur et d'activité [82].

Le fipronil est par ailleurs a l'origine de plusieunétabolites [84]. Dans beaucoup
d’espéces étudiées, le fipronil sulfone semble létmmétabolite majoritaire. Des étudasvitro
sur la capacité du fipronil et du fipronil sulfoedéplacer ou inhiber la liaison d’agonistes
spécifiques, tel que 'EBOB, de leur site de liamisau récepteur GABAdu systeme nerveux
central des mammiféres indiquent que 4g@u fipronil serait approximativement 10 fois plus
importante que celle de son métabolite sulfonddtabl, 28, 95]. Ces résultats suggérent donc,
en ce qui concerne les effets neurotoxiques l@dssanteractions avec les récepteurs GABA, que

le fipronil sulfone serait potentiellement plus ggant que le fipronil lui-méme.

1.3.2.1.2. Toxicité a long terme
Expérimentalement, chez les rongeurs, le fiproaihsle étre cause d'hyperexcitabilité
neurologique, d'’hépatomégalie et de cytolyse h@patimodérée. Il favoriserait également
I'apparition de carcinomes hépatocellulaires clezsouris, et d'’hyperplasies et de tumeurs
thyroidiennes chez le rat [2].
La dose journaliere admissible, c'est a dire lantjtéade fipronil qu'un individu moyen de
60 kg peut théoriquement ingérer quotidiennemeuttda long de sa vie sans risque appréciable

pour la santé, a été fixée chez 'Homme auQ/Rg/j [21].
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1.3.2.2. Mécanismes : interaction entre le fipretile systeme GABA des
mammiféeres

Le fipronil se fixe de fagcon bien plus spécifiquexaécepteurs GABA des insectes qu'a
ceux des mammiferes. Il existe de nombreux sousstyge récepteurs GABA classés en
fonction de la nature de leur sous unités, et factire de ces récepteurs differe de facon
importante entre les invertébrés et les mammifdrasstructure des récepteurs conditionne la
capacité du fipronil a se lier a eux [68]. Aingi, vitro, l'affinité avec le récepteur homo-
oligomeref3 des insectes est bien supérieure a celle avecépteur hétéro-oligomef8 des

mammiféres [68, 69].

1.3.2.3. Neurotoxicité des métabolites du fiprahiéz les mammiferes
Le fipronil désulfinyl, résultant de la photodégatidn du fipronil, est essentiellement
retrouvé dans I'environnement [28]. La liaison ghudnil désulfinyl et du sulfone aux récepteurs
GABA présents dans les cellules de la moelle émngst moins sélective des invertébrés que
pour le fipronil [29]. En effet, le taux de liaisalu sulfone aux récepteurs GARAle la moelle

épiniere serait 7ois plus élevé que celui du fipronil chez les mafares [95].

Cependant, la composition des récepteurs estrelitie entre les récepteurs GABA
présents dans la moelle épiniére, et ceux préskams le cerveau. Une étude portant sur les
récepteurs GABA présents dans le cerveau des mammiféres metedtsilen évidence une
toxicité plus faible du sulfone par rapport au dipit [49], considérant ainsi la biotransformation

en fipronil sulfone comme un processus de détatifim pour l'organisme.
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des affinités relatives du ipronil et du fipronil sulfone sur les récepteurs
GABA des mammiféres et des invertébrés, et sur leécepteurs glutamate des invertébrés.

Mammiferes Invertébrés
Récepteurs GABA hétéro- Récepteurs GABAhomo- .
. R : . Récepteurs glutamate
oligomeres oligomeres
Récepteurs de mouche domestique :
_| Récepteurs GABA, de moelle ICsp=3-12nM ®
‘€| épiniere de rat : IC5,=1103nM ©
o Récepteurs homo-oligoméres Affinité élevée.
2| Récepteurs natifs du cerveau recombinants, avec sous-unités f3; :
L1 chez I'Homme : 1C5,=2470nM © IC50=0,5-2,4nM ©
Récepteurs non | Récepteurs | Récepteurs non Récepteurs Récepteurs non Récepteurs
g activés activés activés activés activés activés
O 1Cs0=70,2£3,9nM  1C5,=20nM Récepteur de Récepteur de Récepteur de Récepteur de
= (n:5)(a) (n=4-7) @ cafard : cafard : cafard : cafard :
wn Récepteurs GABA, de moelle IC50=53,748,0nM | 1C50=15,4+£2,1nM | 1C5,=31,244,1nM | 1C5,=8,8%1,1nM
épiniére de rat : 1C5,=175nM © (n=4-5)® (n=5)® (n=3-5)@ (n=3-5)@

@: Etude selon la technique de patch-clamp, sur cellules nerveuses de cafard et de rat (moelle épiniére)
[95].
®): Etude selon le déplacement [*H]EBOB, sur cellules de mouche domestique, souris, chien, poulet,

saumon [29].
©: Etude selon le déplacement [*H]EBOB, sur cellules cérébrales humaines, et sur récepteurs
recombinant [68, 69].

1.3.3. Fipronil et métabolisme hépatique

Il a été montré que le fipronil était capable d'agir la synthese de certaines enzymes
hépatiques. Chez I'Homme, il induirait ainsi langeription de I'ARNm de différents
cytochromes, tels que les CYP 3A5 et CYP 2B6, d¢erfdaible, mais aussi du CYP 1Al avec
un effet dose-dépendant jusqu'a|idd, et du CYP 3A4 jusqu'ayM, concentration au-dela de
laquelle 'induction diminue [14]. Or les CYP 3A84@YP 2B6 sont souvent co-régulés par une
activation du récepteur hPXR (human pregnane Xptecg ce qui laisse suggérer une activation
de ce dernier par le fipronil. Il s'agit d'un rémep nucléaire, se dimérisant le plus fréquemment
avec un retinoid X receptor, ce qui lui permet d'amu niveau des genes codant pour
différentsCYP.

Le sous type CYP 3A4, le plus abondant dans le faieain, intervient dans la
biotransformation de nombreux composés, dont ckllépronil lui-méme. Le métabolisme du
fipronil pourrait ainsi interagir avec celui d'aegr molécules, soit en jouant un role de
compétiteur aupres des cytochromes, soit en augmelet catabolisme de ces molécules du fait

de son effet inducteur. Le fipronil inhibe ainsiarpexemple, la [B-hydroxylation de la
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testostérone, ainsi que la n-déméthylation du g@xe[83]. Par ailleurs, le fipronil étant lui-
méme un substrat du CYP 3A4, il induirait ainsi poopre catabolisme.

Le fipronil présenterait de plus un effet cytotaxég dose et temps-dépendant, sur les
hépatocytes [14]. Ceci pourrait étre médié pamghaentation de l'activité des caspases 3 et 7
dans les hépatocytes humains, ces caspases éanmtotiases jouant un rdle essentiel dans les

phénomenes d'apoptose et de nécrose.

Le sulfone, principal métabolite du fipronil, esti laussi cytotoxique. Il est en effet
capable d'induire l'activité des caspases danséestocytes humains, de facon plus rapide que
le fipronil [14].

Le fipronil, pesticide provoquant une paralysieigqole et ainsi la mort de certains
invertébrés, serait donc capable d'affecter le Iboditane des mammiferes. Si l'action
neurologique semble assez spécifique des invegébné impact au niveau du foie, ainsi que sur
I’équilibre des systemes endocriniens dont les looes sont métabolisées au niveau hépatique,
parait plus inquiétant. Ainsi une toxicité thyr@idne a été rapportée chez le rat, avec une

possible implication dans I'apparition de tumewasgicette espéce.
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2. Perturbation thyroidienne et xénobiotiques

2.1. Différents mécanismes possibles de la perturti@n thyroidienne

Différentes molécules, issues de lindustrie chimicet de l'agriculture notamment,
peuvent interagir avec la fonction thyroidienneceta tous les niveaux de I'axe hypothalamo-
hypophyso-thyroidien.

Le 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), apgpnant a la famille des dioxines,
entraine une diminution des concentrations de Xiyeo (T;) chez les rats, régulierement
accompagnée d'une augmentation de la concentrgiasmatique en thyroid-stimulating
hormone (TSH), ce qui favoriserait I'nyperplasie laghyroide [59]. De nombreux composés
seraient, de méme, responsables d'une diminutiola deyroxinémie, tels que le diutyl
phtalate ou l'acétate de cyprotérone chez le 1@} [exachlorobenzene [57], ou encore le
phénobarbital [36]. Certains médicaments, commgligsocorticoides, la rifampicine et certains
anti-inflammatoires non stéroidiens, alterent égelet la fonction thyroidienne chez le
chien[13].

2.1.1. Effets directs sur la thyroide

La synthese des hormones thyroidiennes nécessitmportant apport d'iode, prélevée
dans le sang par un systéme de symportetil Ni@ natrium iodide symporter (NIS), situé sur la
membrane des cellules folliculaires de la thyroRlasieurs substances peuvent interférer avec la
capture de liode, telles que le perchlorate (JJOle thiocyanate (SC\N le 2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), et le PCB-186i inhibent le NIS [65, 88].

D'autres molécules sont capables d'affecter la héget méme des hormones
thyroidiennes, par action sur la thyroperoxydaseQ)l Cette enzyme joue en effet un role
majeur dans la synthése des monoiodotyrosine (Midiiodotyrosine (DIT), ainsi que dans la
formation des hormonesz;Et T, par fusion de ces composés. Certaines substahoagjaes
inhibent l'activité de la TPO, telles que le prapyuracil et le méthimazole, deux molécules

d'ailleurs utilisées dans le traitement de I'hypgdidie.
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2.1.2. Interaction avec les protéines de transport
2.1.2.1. Les protéines de transport

Dans les conditions physiologiques, du fait de learactére apolaire, la plus grande
partie des hormones thyroidiennes circule dansldengm en étant liée a des protéines de
transport. La concentration plasmatique en hormdibess, notée fJ pour la thyroxine et fJ
pour la triiodothyronine, représente ainsi pourHomme respectivement environ 0,03 % de la

concentration plasmatique totale en thyroxine, edt&, et 0,3% de T9[73].

Difféerents transporteurs existent, les principau&ne la thyroxine-binding globulin
(TBG), la transthyrétine (TTR) encore appelée tkiyre-binding prealbumine (TBPA), et
I'albumine, notée HSA pour human serum albuminenBjue d'autres protéines soient capables
de se lier avec les hormones thyroidiennes, tetiee les apolipoprotéines ou les
immunoglobulines M, leur contribution est négligeabque ce soit dans des conditions

physiologiques ou pathologiques [5].

L'albumine est la protéine de transport la plusndbote dans le plasma, puisque sa
concentration est égale a 100 fois celle de la TéER, 000 fois celle de la TBG chez 'Homme.
Cependant la TBG a une constante d'affinité avelylieoxine bien supérieure a celle des autres
transporteurs, 50 fois plus élevée que celle deETRA et 7 000 fois plus importante que celle de
I'albumine. C'est pourquoi, malgré sa plus faildacentration, la TBG lie environ 75 % de la
thyroxine plasmatique, tandis que la TTR et I'almeme fixent que respectivement 20 % et 5 %

chez un homme sain [70]. Le Tableau 2 récapitida@tmnées pour ces trois transporteurs.
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TBG TTR HSA
Poids moléculaire
(k daltons) o4 o9 66,5
Concgntratlon 16 250 40 000
plasmatique (mg/L)
_N_ombre de sites de 1 2 Grand nombre
liaison pour T4 et Tg
Constante ; .
. . (Valeurs données pour le site ayant la plus grande
d aSS((I?T:I(I)?:EI)OH Ka affinité pour T)
Avec T, 1.10° 2.10 1,5.10
Avec Ts 1.10 1.10 2.10
Pourcentage
d'hormones
plasmatiques liees
Ty 75 20 5
T3 75 <5 20

Tableau 2: Quelques propriétés et parametres des principalegatéines de transport des hormones
thyroidiennes dans le plasma chez 'HommEREFETOF, Thyroid hormone serum transport profeins

L'équilibre entre la fraction d’hormone libre {f&t fT,) et la fraction liée aux protéines
dans le plasma est régi par les constantes dtéffaes différentes protéines de liaison aux
hormones. Le maintien de cet équilibre permet dsgrver une concentration en £t fT, a peu
prés constante, et ainsi protége l'organisme ¢édamvariations de sécrétion d'’hormones.

L'action biologique des hormones thyroidiennes diterminée par la concentration
intracellulaire en T disponible pour lier les récepteurs nucléaires hermones thyroidiennes
non liées a des protéines plasmatiques sont dinectedisponibles pour les différents tissus, par
diffusion membranaire passive : il s'agit de l&fi@n dite active.

En outre, des protéines de transport membranaireeoemment été mises en évidence,
constituant un systeme actif pour le passage tramdranaire des hormones thyroidiennes liées
a l'albumine, et du complexe TBG-T62, 63]. Différents transporteurs membranaires &g
caractérises, et leurs localisations, finement I&sgau sein de l'organisme, permettraient une
distribution plus spécifique des hormones au nivdalcertains tissus, notamment le foie et le

cerveau [33].
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2.1.2.2. Perturbateurs endocriniens et protéingsadsport

Par analogie structurale, certaines molécules peuestrer en compétition avec les
hormones thyroidiennes pour la fixation sur lesgnes de transport, la TTR notamment. C'est
le cas des PCB et de leurs dérivés hydroxylésestpihtalates, conduisant chez le rat a une
diminution des concentrations plasmatiques totdésshormones thyroidiennes [87]. La liaison
de la T, a la TBG ne semble pas, en revanche, étre modiifiggro par la présence des dérives
hydroxylés des PCB [43].

2.1.3. Effet sur les récepteurs aux hormones ttigoines

La T3 aprés passage de la membrane plasmique, sedis aécepteurs cytosoliques.
L'ensemble Frécepteur est alors capable de se dimériser anesecond récepteur, le plus
souvent un "retinoid X receptor"”, et agit directetnsur 'ADN par liaison au niveau de sites
spécifiques, les thyroid response element (TRE).

Certains xénobiotiques sont capables de se fixet wcepteurs des hormones
thyroidiennes, tels que les dérivés hydroxylésRIEB, qui exercent alors des effets similaires a
la T3 [41]. Le bisphenol-A (BPA) jouerait quant a lui uble d'antagoniste suite a sa liaison aux
récepteurs [98]. Le PCB, en revanche, ne semblecppable d'interagir lui-méme avec ces
récepteurs [25], mais favoriserait I'expressionceetains genes codant pour des récepteurs

d'’hormones thyroidiennes [24].

2.1.4. Effet sur le métabolisme des hormones thigoines

Les hormones thyroidiennes vont subir plusieurssframations, d'une part dues a
l'action des désiodases qui vont pouvoir activerTiaen T3 ou désactiver les hormones
thyroidiennes en forme peu active. D'autre pargld@uronoconjugaison et la sulfoconjugaison

vont permettre I'excrétion des ces molécules.

2.1.4.1. Les désiodases

Les désiodases sont des sélénoprotéines répariies kkensemble de I'organisme,
permettant de réguler l'activité des hormones ftldieanes. Elles sont capables d'activer ou
d'inactiver ces hormones selon leur site d'actiosein de la molécule, respectivement le noyau

phénolique ("externe") ou benzénique (“interneBuiLaction est loin d'étre négligeable, puisque,
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dans l'espece ovine, au moins 50 % dejalasmatique et 97 % de lasrproviennent de la
monodéiodination de laydans les tissus périphériques [3, 85].

On distingue trois types de désiodases, chacum éeactérisée par son mode d'action
et sa répartition parmi les différents tissus. ygetl (D1), présent dans le foie, le rein et la
thyroide, est capable d'agir sur le noyau phéneligermettant la production dg, Tnais aussi
dans une certaine mesure sur le noyau benzénigathétisant ainsi de la gTa partir de la
thyroxine. Elle intervient également dans le calisbwe de la 3. L'activité de cette enzyme est

inhibée par le 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) [7].

Le type Il se retrouve plus particulierement dahgplophyse, le cerveau, et le tissu
adipeux [7]. Chez I'Homme, il s'agit de la prindgpaource de formation de; & partir de la
T4[51]. Chez le rat, elle participe a la synthése78 % de la T présente dans le tissu

cérébral75]. Cette enzyme est localisée dans la membranétatulum endoplasmique.

Le type I, quant & lui, inactive lazTet peut également prévenir I'activation depa@r
formation de r%. Il se situe en plus grandes concentrations daneetveau, la peau et le

placenta, et serait la principale voie d'éliminatite la E [7].

L'expression des désiodases serait contrblée réie par les hormones thyroidiennes, la
T3 principalement [4, 40]. La thyroxine et lazréiccélérent la dégradation de la désiodase de
typell [40]. L'expression du gene de la désiodase Haisepar ailleurs contrélée par la
photopériode, au moins chez la chévre [94].

Les activités relatives de ces désiodases, finendgulées par action sur leur synthese et
leur dégradation, permettent d'agir localement lsuratio T3/rT3, et ainsi de modifier la

concentration plasmatique de §ans faire intervenir I'axe thyréotrope [85].
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Figure 3 : Structures et relations entre les principales iodiyronine activées ou désactivées par les désiodsase
(d'apres BIANCCet al, 2002)

L'activation de la T4 en Ts est catalysée majoritairement par la D2, et aussi par la D1. Cette derniere est
également capable d'inactiver la T, en rT3, bien que la D3 soit I'enzyme principale de cette voie.

2.1.4.2. Le catabolisme hépatique [11]

La production quotidienne de thyroxine, chez I'Hosprast estimée entre 82 et 9§.
Diverses études ont conclu que, par désiodationiran 40 % est transformé erng,Tet en
moyenne 3% en r'k. Il existe donc d'autres voies cataboliques, ssiyar les 20 % de

thyroxine restants.

2.1.4.2.1. Glucuronoconjugaison

Si elle se déroule majoritairement dans le foiggllecuronoconjugaison peut également
avoir lieu dans les reins et les intestins. Elld eatalysée par I'uridine diphospho-
glucuronosyltransférase (UDPGT), enzyme microsorhalgatique située dans la membrane du

réticulum endoplasmique. Trois isoenzymes ont égesnen évidence chez le rat [88]. Chez
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I'Homme, lisoenzyme UDPGT 1A1 semble fortementppr@érante, et particulierement
importante dans le catabolisme de Ig[22].

Toutes les iodothyronines -, T3, T3, diiodothyronines et monoiodothyronines- peuvent
subir cette réaction, mais cette voie serait mi@euour la § chez 'Homme. Les conjugués

produits sont excrétés par la bile principalement.

Chez le rat, le phénobarbital, la pregnenolone-dd&bonitrile (PCN) et le 3-
méthylcholanthrene, induisent la glucuronoconjugaisie la thyroxine, et conduisent a une
diminution de la concentration plasmatique en[35]. De méme, le TCDD est inducteur de
'UDPGT 1 [78].

2.1.4.2.2. Sulfoconjugaison

Comme la glucuronoconjugaison, elle facilite I'étmn biliaire et se déroule
principalement dans le foie, ou elle est en revancdtalysée par les phénolsulfotransférases
cytosoliques. Les diiodothyronines, 3-3' notammeetaient majoritairement catabolisées par

cette réaction de sulfoconjugaison.

Cette voie catabolique est en étroite relation descdésiodations. En effet, il a été
démontré, chez le rat et 'Homme, que les iodothiyes sulfatées sont plus facilement
désiodéefll].

Les polychlorobiphényles (PCB) sont reconnus corgtaat de puissants inhibiteurs des

sulfotranférasem vitro, leur activité aurait cependant peu d'impaactivo[91].

2.1.4.2.3. Autres voies cataboliques

D'autres voies ont été décrites, telles que laatkgion en analogues d'acide acétique, ou
la dégradation oxydative qui permet de rompre &sdin éther des iodothyronines. Leur

importance semble limitée.

2.1.4.3. Le cycle entéro-hépatique
Les thyronines sulfo- et glucuronoconjuguées, dgeme dans la bile, peuvent étre
hydrolysées par des bactéries de la flore intdstindes thyronines produites sont ainsi plus
facilement réabsorbées, et sont retrouvées dgriadma.
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De nombreux xénobiotiques interagissent donc amefoiction thyroidienne, et ce a
différents niveaux de production, d'action et diétiation ces hormones. Parmi eux, le fipronil,
objet de notre étude, a été identifié suite auxu@timns toxicologiques réglementaires conduites

chez le rat, comme un perturbateur thyroidien pizlen

2.2. Cas du fipronil : schéma physiopathologique @posé chez le rat

Chez le rat, un traitement au fipronil, a 17mg/lag jour pendant 91 semaines, est associé
a une diminution de la concentration plasmatiquel gnconcomitamment d'une augmentation
plasmatique de la concentration en TSH, et assacine augmentation significative de
I'incidence des tumeurs thyroidiennes [21]. Uneelypphie cellulaire et une augmentation de la
masse de la thyroide sont d'ailleurs décrites suixposition a ce pesticifig7].

2.2.1. Fipronil et métabolisme hépatique des hosadhyroidiennes chez le rat

L'évolution de la thyroxinémie suite a une expositau fipronil s'expliquerait par une
augmentation de la clairance de lg plutét que par une diminution de sa production].[Ra
demi-vie de la 7, totale et libre, s'avere en effet significativernglus faible chez les rats traités
au fipronil (14 mg/kg par jour pendant 14 joursgglans le groupe témoin [47].

Le fipronil serait capable d'induire des enzymepatigues, et ce a plusieurs niveaux.
Ainsi, la clairance de l'antipyrine, biomarqueurmettant d'évaluer l'activité des enzymes de
phasd, est-elle significativement plus élevée chez dds traités au fipronil [47]. Ce pesticide
augmenterait donc l'activité des CYP, et ce possibht par action directe sur I'expression de
leurs genes [14]. Par ailleurs, une action surWD®GT a également été mise en évidence chez
le rat: le fipronil augmenterait I'activité de la 4-nipteénol UDPGT, elle-méme représentative
de l'activité des UDPGT envers la[R7].

Le fipronil serait donc capable d'agir sur plussegystemes hépatiques, dont 'UDPGT
responsable du catabolisme d'une grande partiehdesones thyroidiennes. Une action a
d'autres niveaux du catabolisme de ces hormonds, dae les désiodations ou la

sulfoconjugaison, ne peut par ailleurs étre exclue.
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2.2.2. Fipronil, concentration plasmatique en T$Hation au niveau de la
thyroide

L'augmentation des concentrations plasmatiquesSt Juite a l'exposition au fipronil
serait une conséquence de I'évolution des contcemsaen hormones thyroidiennes. La
diminution des concentrations en &t T, conduit en effet a une diminution du rétrocontréle
négatif, par ces hormones, sur l'axe thyréotrope.

Lors d'exposition chronique au fipronil, la conaatibn en TSH reste donc élevée sur du
long terme. Cette stimulation prolongée de la tfdgopourrait étre a l'origine d'hypertrophie
et/ou d’hyperplasie cellulaire. Ce phénomene estrséle, au moins au début, si I'exposition au
pesticide cesse. Si le stimulus persiste, il peatdaire a I'apparition de tumeurs bénignes puis
malignes de la thyroide. Ceci peut s'expliquer yrar'emballement” du cycle cellulaire sous
l'action de la TSH, augmentant la probabilité detations spontanées, potentiellement
carcinogenes. Une relation a d'ailleurs été sigaiftement établie, chez 'Homme, entre une
concentration plasmatique élevée, méme faiblemdat, TSH, et lincidence des cancers
thyroidiens. Il y aurait également un impact dectmcentration en TSH sur le degré de
différenciation de ces tumeurs [32].

2.3. Remise en question du modele rongeur : TBG ptotection
2.3.1. Structure et fonction de la TBG

La thyroxine-binding globuline (TBG) est la prinalp protéine de transport plasmatique
des hormones thyroidiennes chez I'Homme et lesofdlte joue ainsi un réle important dans le
métabolisme et l'action de ces hormones iodées.

La TBG possede une affinité particulierement élean la thyroxine. Elle est cependant

capable de lier, a une moindre mesure, les iodotliyes T et rT3, I'acide tétraiodoacétique,
ainsi que d'autres molécules telle que l'acidegajue [44].

2.3.1.1. Structure
La TBG est un monomere synthétisé dans le foie,posd de 395 acides aminés et
4 hétéro saccharides, chacun porteur d'acides stalitprminaux. Cette molécule appartient a la
superfamille des serine protease inhibitors (SERPHdgroupant des protéines avec des

structures similaires, liées a une séquence gautdabord été caractérisée par ses propriétés
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inhibitrices de protéases. Il s'avere finalemerd tputes les SERPINs ne sont pas inhibitrices,
c'est le cas de la TBG.

Cette sialoglycoprotéine lie;ans une "poche", par une série d'interactionsadpyobbes
et de ponts hydrogenes. Elle est capable de lide eelacher le ligand sans étre clivée, par un
changement de conformation, d'apres le modeéle dsb@rger [25]. Cette transition réversible
d'une forme de haute affinité a une forme de b#g@té serait due a la présence d'une proline
dans le site réactif, I'empéchant de rentrer cotaplént et irréversiblement au coeur du feufllet

principal, comme c'est le cas pour la plupart desea SERPINs [96].

(B)

Figure 4 : Schéma de I'équilibre de conformation "en flip-flop" de la TBG [d'aprés ZHOUkt al, 2006]
La TBG, grace a une modification de conformation, peut lier réversiblement la thyroxine.
(A) : TBG non liée a la T, (B) : La T4 est liée avec la TBG par des interactions hydrophobes et des ponts

hydrogénes. La présence d'une proline dans le site réactif permet la réversibilité de cette liaison.

Une forme désyalisée de la TBG a été plus récemmed en évidence, il s'agit de la
"slow TBG" (STBG). L'affinité de cette molécule pda T, est 10 fois inférieure a celle de la
TBG, et sa concentration dans le sérum est bies fdible [74]. En cas de cirrhose, sa
concentration augmente, di au fait que son élindnagst principalement hépatique [52]. La
STBG serait un premier catabolite de la TBG, rapielet éliminé par le foie [71]. Son temps de

demi-vie est donc inférieur a celui de la TBG, gsii de 5 jours chez 'Homme [72].
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2.3.1.2. Réles

La TBG est la principale protéine de liaison cHeloinme, a I'origine d'un ratio T/fT4
élevé. Il est couramment admis que ce fort taukadgon aux protéines plasmatiques permettrait
de limiter la clairance de lasTet pourrait ainsi expliquer son temps de demiél&vé, a savoir
d'environ 6 jours chez I'Homme [77] et 1,5 jourssifiespece ovine [23]. Ce temps de demi-vie
est bien plus faible chez des especes dépourvu@8@e au moins a I'age adulte. Il est ainsi

estimé a 14 heures chez le rat [62], etree@res chez le lapin [8].

La concentration totale de; Hans le plasma aurait tendance a étre plus élee2 les
especes possédant une TBG a haute capacité dm]igise chez celles sans TBG ou avec une
TBG de moindre capacité, comme illustré dans léetabci-dessous [46]. Ceci peut s'observer
chez 'Homme également, au travers de personrestatt de déficience héréditaire en TBG. Ces
patients sont pourtant cliniquement euthyroidiet.[On observe chez eux des concentrations
en fT; et fT, semblables a celle des personnes présentant noentmation usuelle en TBG, mais
des concentrations plasmatiques totales diminuAessi, malgré les différences intra- et
interspécifigues de concentration et daffinité d#fférentes protéines de transport, les
concentrations en hormones libres restent relatwvegmmonstantes entre les especes (Tableau 4).

L'équilibre entre les hormones liées et les hormditwes, régi par la loi d'action de
masse, est rapide. La TBG permettrait donc la ioat'un "réservoir" de jJdans le plasma,

stabilisant ainsi la concentration en hormonesdiuyennes libres au niveau des tissus.

Iac':s?nnact?nutreag(r)\nTT Capacité de liaison T,lieealaTBG
P d 4| de la TBG (nmol/L) (%)
(nmol/L)

Homme 93 600 72
Brebis 83 - 86
Singe 56 450 59
Cheval 22 250 61
Chien 29 150 60

Tableau 3 : Concentration plasmatique en TT, chez différentes espéces, en fonction de la capgéde liaison
de la TBG envers la thyroxing[D'aprés LARSSONMt al, 1984]
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Nombre |Protéines totales TT4 fT4 Fraction

d'individus (g/L) (ng/mL) (pg/mL) libre de T4

Homme 1 74 62 25 0,04%
Ovin 2 62,552-73] 36,5[32-41] 17,5[13-22] 0,05%
Rat 4 6662-72] 37,8[34-43] 24[21-26] 0,06%

Tableau 4 : Profils thyroidiens chez 'Homme, les ovins et let [D'aprées REFETOFEt al, 1970]

De plus, la TBG peut libérer une quantité importaghe T,, indépendamment du contrdle
homeéostatique des hormones thyroidiennes, soti®ttiade protéases libérées par les leucocytes
au niveau des sites d'inflammation. L'action deeseymes va ainsi permettre une concentration
localement élevée en thyroxine, a une valeur tpllelle pourrait avoir une action bactéricide et

cytotoxique [77].

2.3.1.3. Régulation

La concentration plasmatique de la TBG dépendemitadle des hormones thyroidiennes.
Ainsi des tendances se dégagent selon le statuidign : un hyperthyroidisme serait associé a
une diminution de la concentration en TBG, de u82472mg/L chez les femmes
euthyroidiennes a 15,5 + 2,5mg/L chez les femmeeftlyyroidiennes, et un hypothyroidisme a
une augmentation de cette concentration, & 20Dmg/L [66, 80]. Il a d'ailleurs été montre, chez

le rat, que la Texerce un contrdle négatif sur la synthese deBla 7 7].

Les hormones sexuelles ont également une influenicela concentration en TBG,
puisque, chez I'Homme, elle est augmentée par éstragenes [15] et diminuée par les

androgénes.

Par ailleurs, la concentration plasmatique en TR@even fonction de I'age du sujet : elle
est plus élevée chez le feetus et le nouveau-n&hlipe 'adulte. Ce phénoméne serait di a une
diminution de synthése plutét qu'a une augmentat@nlairance. Chez le rat, cette évolution est
particulierement importante, la TBG disparaissaiiage adulte et réapparaissant chez le rat

sénescent [74, 90].
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2.3.2. Différences interspécifiques d'expressiotadeBG

La TBG n'a pas été mise en évidence chez toutegdpéces, méme chez certains
mammiféres : le chat, le lapin, et le rat en setai&pourvus, au moins a I'age adulte [46]. Dans
certaines especes, des transporteurs proches T™Qaexistent, comme par exemple chez le
poulet, ou une protéine de transport comparakdeT®BIG humaine, haute affinité faible capacite,
a été mise en évidence [6], bien que LARSSEIEI. I'apparentent plutét & un complexe TBPA-
RBP. Dans d'autres espeéces, la TBG présente dastérstiqgues plus proches de celle de

I'Homme. C'est notamment le cas des bovins etwdas {/3].

Ces différences interspécifiques ne s'observesitspalement pour la TBG, mais aussi
pour les autres protéines de transport des hornmiodéss. Comme présenté dans le Tableau 5,
les protéines de transport chez I'Homme sont ploshgs de celles des ovins que de celles des

rats.

TBG TTR Albumine
Constante de dissociation pour 7 (Kd)
(nmol/L)
Homme 0,105 6,25 2780
Ovins 0,112 7,14 2860
Rat - 2,78 1540
Capacité de liaison maximale pour § x 16
(Bmax) (nmol/L)
Homme 266,6 3229,6 51,3
Ovins 160 4494 35,2
Rat - 1968,2 30,2
Pourcentage de T, liée (%)
Homme 73,3 18,9 7,8
Ovins 53,1 35,6 11,3
Rat - 85,1 14,8

Tableau 5: Caractéristiques des protéines de transport chezois espéce$D'aprés SUHERLAND, 1975]

La TBG, principale protéine de transport des haresathyroidiennes chez I'Homme, joue
donc un rdle prépondérant dans l'organisme, pédiement en tant que réservoir, et en
tamponnant les variations brutales des concenmtiatjasmatiques en hormones libres. Sa
lisison aux hormones thyroidiennes va par ailleuirfluencer leurs paramétres
pharmacocinétiques.

Cette protéine n'étant pratiquement pas présée le rat adulte, cet animal semble peu

adapté en tant que modele expérimental pour 'Hamme
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2.4. Effet du fipronil sur un modele ovin : premiees études

Afin d'étudier l'effet du fipronil sur la physiolag thyroidienne dans un modéle plus
proche de celui de I'Homme, il a été décidé deathav sur des ovins. La clairance de la
thyroxine suite a I'exposition au fipronil a puedtnesurée en dosant la cinétique de Jur des
animaux thyroidectomisés. Elle ne semble d'apriégs éaude nullement affectée par le traitement
au fipronil.

Les résultats obtenus peuvent toutefois étre bizasde modéle animal choisi, puisqu’il
est probable que le statut hypothyroidien de céwmaarx ait été de nature a influencer leur
métabolisme. En effet, les hormones thyroidienggslent le métabolisme basal de I'organisme.
En cas de déséquilibre, de multiples conséquendesgues ou subcliniques, vont étre
observées.

En ce qui concerne le métabolisme des hormonesoitlignnes, |'expression des
désiodases est en partie controlée par les hornmbpexidiennes elles-mémes. L'expression du
géne de la désiodase de type Il, notamment, vditasescription inhibée par lagTLa rTs, au
contraire, va légerement augmenter la transcript®moe gene, mais diminuer fortement l'activité
de cette enzyme en favorisant son élimination [E@].cas d'hypothyroidie, l'inhibition par la T
étant moins marquée, la désiodase de Hypmatalyse une fraction plus importante des
désiodisations extra-thyroidiennes de e T; : de 66 % chez un euthyroidien, & 70 % chez un
hypothyroidien [51]. Ce rapport tombe a 30 % enddagperthyroidie.

Les hormones thyroidiennes, la Jarticulierement, réguleraient par ailleurs I'eegsion
des genes codant pour les UDPGT 1 chez le rat E58Effet, la triiodothyronine stimulerait la
synthése de leur ARNm. Il s'agirait ainsi d'uneoeggulation des hormones thyroidiennes,
puisqu'une augmentation de la concentration plagoeten T favoriserait le catabolisme de
laT,[53,88].

Outre les effets potentiels du statut thyroidienles voies métaboliques des hormones
thyroidiennes chez ces animaux, on peut s'interregeles effets potentiels sur le métabolisme
du toxique, et partant sur I'exposition de ces anknau fipronil et a ses métabolites. D'apres
plusieurs études cliniques, le métabolisme oxyd#tg médicaments et des stéroides, réalisé
majoritairement par les cytochromes P450 dansié $erait perturbé lors de déséquilibre de la
concentration plasmatique eg. En effet, la § exercerait un contréle négatif sur I'expression de
certains géenes CYP. L'expression du CYP 3A4, lacpal cytochrome P450 dans le foie
humain, serait particulierement sensible a cetgelation, contrairement a d'autres tels que les
CYP 2C9 et 2E1 [50, 61]. Or il a été vu précéedentngre le CYP 3A4 est le principal
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cytochrome intervenant dans la biotransformation fghwonil. Une modification de son
expression pourrait alors avoir des conséquenaee snétabolisme de ce pesticide, et donc sur

le schéma d'exposition des animaux.

3. Objectifs de travall

Des études menées au laboratoire de 'UMR 181 mettttement en évidence, chez le
rat, une augmentation de la clairance de4l&fs d'exposition au fipronil [47]. Cette obseroat
ne peut toutefois pas étre extrapolée a I'Homnaet éonné les fortes différences au niveau de la
physiologie thyroidienne entre ces deux espécemddele ovin, exprimant la TBG, semble plus
adapté, mais les résultats obtenus jusqu'alordesianimaux thyroidectomisés sont a considérer
avec précaution compte tenu du statut hypothyroides animaux.

Ces observations ont conduit a développer un nauveslele, dans le but d'étudier I'effet
du fipronil chez des ovins euthyroidiens. Ce treaaionsisté a évaluer I'impact du fipronil, d'une
part sur les profils thyroidiens d'animaux a thgeointacte ; et d'autre part sur la clairance de la
T4 chez des ovins euthyroidiens. Cette derniere mbatipn nécessite la mise en place d'un
modéle physiologique, malgré la suppression de éeréson des hormones thyroidiennes
endogenes.
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CHAPITRE II. Partie expérimentale

Les expériences présentées ici ont pour objectifédgaluer la toxicité thyroidienne du
fipronil chez l'ovin, plus pertinent que le rat ea qui concerne la régulation de la fonction

thyroidienne.

1. Matériels et méthodes communs aux deux experiences

Toutes les expériences ont été réalisées conformtémue standards (agrément 31-242)

de I'expérimentation animale du Ministere de I'Aqiture.

1.1. Animaux et préléevements sanguins
Des brebis de race Lacaune et des béliers croméstd achetés au Domaine de la Fage,
INRA, France. Tous ces animaux ont entre 1 et 2 ains de s'affranchir de tout biais lié a la

croissance, la puberté ou le vieillissement.

Les animaux sont restés en photopériode naturelenierecu des rations d’entretien
quotidiennes de concentré. lls ont eu accés aidude la paille et de I'eaad libitum

Les prélevements sanguins ont été realisés partipordirecte a la veine jugulaire, le
sang étant collecté dans des tubes héparinés (imgjeade lithium). Les prélevements ont été
centrifugés a 3000 g pendant 10 min a 4°C, etdbardillons de plasma ont été stockés a -
20°C jusqu’aux dosages.

1.2. Produits chimiques et préparations des solutins
Tous les produits chimiques ont été achetés chggneSAldrich (Saint-Quentin Fallavier,

France) a moins que ce ne soit spécifié autrement.

Le fipronil (lot N° B20050318, pureté 95.6 %) a été acheté chez 3BchleBlystems Inc.
(Libertyville, IL, USA). Il a été administré par sdage naso-oesophagien aux animaux, dans une
solution de méthyl cellulose (0.5 % p/p) et de Tv80 (0.01 % p/v). Le fipronil a été mis en
suspension par mélange énergique a I'abri de leetamafin d'obtenir une suspension homogéne

de émg/mL.
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1.3. Dosages

1.3.1. Dosages hormonaux
Les concentrations plasmatiques des hormones thgroies libres et totales ont été
mesurées & l'aide de kits radioimmunologiques (RT®gat-A-Count de Diagnostic Products
Corporation (Los Angeles, Californie, USA). Tous ldosages ont été réalisés suivant les

instructions des fournisseurs.

Le dosage de TSH a été réalisé en utilisant legtif@alu National Institute of Health
(Bethesda, Maryland, USA).

Tous les échantillons ont été mesurés en dupligataxception des échantillons des

cinétiques de Jqui ont été dosés en simple.

Les coefficients moyens de variation intra- et mesage pour les dosages hormonaux
ont été inférieurs a respectivement 10 % et 15 %r gous les dosages. La limite de
quantification (LOQ) de T7a été déterminée a 5 ng/mL ; celle du dosage tear&eé validée a
0,5 ng/mL. La limite de détection des autres dosagéte fixée a celle du plus faible point de
gamme soit respectivement 11 pg/mL, 0.52 pg/mL.2tn@/mL pour les dosages de,fTT3
etTTs.

1.3.2. Dosages de fipronil et de fipronil sulfone

Le fipronil et le fipronil sulfone ont été dosésrpa high performance liquid
chromatography " (HPLC) suivie d'une détection Bétte méthode se réalise apres extraction
sur phase solide du plasma avec 75 ng de standtethe (4-chlorophényl 5-méthyl 2-H-
pyrazole, 1 pg/mL) sur cartouche SPE (Bond Elut\@8an® 100 mg, Les Ulis, France). La
cartouche a été lavée avec 1 mL de solution eao@tde (95/5, v/v) et I'élution s’est faite
avec 1 mL de méthanol. Aprés reconstitution soysewea d’azote a 40°C, I'extrait sec a été
reconstitué avec 75 pL d’eau-méthanol (50/50, gk analyses ont été réalisées sur une chaine
HPLC Kontron (Paris, France). La phase mobile (lsuédhacide acétique 0.005 N, (67/33, v/v))
a été pompée a un débit de 0.4 mL/min. La colohhelgosif C18, 3 um, 125 x 4 mm avec
une pré colonne C18 10 um, Bischoff, Allemagneléndaintenue a 40°C. La détection UV
s’est faite & 275 nm. La gamme étalon s'étenda®é@ 2500 ng/mL. L’équation de la courbe
d’étalonnage a été obtenue par ajustement des e@eninépport de I'aire du pic/ l'aire du
standard internevs. les concentrations théoriques) suivant une eéquatioéaire avec

1/(concentrations théoriquésomme facteur de pondération.
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L'extraction a été réalisée sur un volume de plade&00 ul. Trois QC de 80, 800 et
1500 ng/mL ont été utilisés pour la validation.dcefficient moyen de variation intra-dosage des
trois QC a été inférieur a 7 % pour le fipronilée®o pour le fipronil sulfone, et le coefficient
moyen de variation inter-dosage a été inférieuf &dL.pour le fipronil et 9 % pour le fipronil
sulfone. L'exactitude a été de 84 + 17 % pour [@dinil et le fipronil sulfone. Avec cette
méthode, la LOQ est de 50 ng/mL pour le fipronil@® ng/mL pour le sulfone.

1.4. Analyses pharmacocinétiques

Toutes les analyses PK ont été réalisées en utilisdogiciel WinNonliff (WinNonlin®
5.2, Pharsight Corporation, CA, USA). L’évolutioanporelle des concentrations plasmatiques
des différentes substances administrées «fT fipronil) a été ajustée avec la méthode des
moindres carrés selon une équation polyexponentigdbrrespondant a un modele

pharmacocinétique.

1.4.1. Analyses pharmacocinétiques de la thyroxine
L'évolution temporelle des concentrations plasmesq de fF et de T, apres
I'administration intra-vasculaire de,Ta été calculée sur la base d'un modéle tricompamtal

mamillaire, représenté par la Figure 5.

Figure 5 : Modéle compartimental de la cinétique de la 7, administrée par voie IV, chez le mouton

Le compartiment central, ou compartiment plasmatiqest représenté par le

rectanglen®l. Toute I'élimination se fait a partir de ce gartiment. Les rectangles n°2 et n°3
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représentent des compartiments périphériqgues, ghangent de la thyroxine avec le

compartiment plasmatique.

Dans ce type de modele, I'équation représentambliion de la concentration

plasmatique au cours du temps, C(t), s'écrit :
C(t) — Y]_ . e-)\l.t + Y2 . e-)\2.t + Y3 . e-)\3.t (Equatlon 1)

Ou C(t) est la concentration plasmatique au temp¥;t(ng/mL pour TT, pg/mL pour

fT4) le coefficient de ["®terme exponentiel); (h?) la constante de temps de I'iéme phase.

L’AUC a été calculée de t=0 a la derniére concéioimadétectable en utilisant la méthode

des log trapézes.

. ‘s , ose
La clairance a été calculée par le rapport : %U__E .

In(2)

Le temps de demi-viey(t) a été défini par ;14 = F
3

Le volume de distribution a I'état d’équilibre (\Yssst égal a% , avec le temps

moyen de résidence (MRT) égal—% , ou 'AUMC est l'aire sous la courbe du premier

moment statistique, observée apres l'administrdiibde T,.
Les données ont été pondérées par l'inverse dé das valeurs ajustées.

1.4.2. Analyses pharmacocinétiques du fipronil
L'évolution temporelle des concentrations plasmasgde fipronil tout au long du
traitement au fipronil, administré PO chez les maogt a été ajustée a une équation
triexponentielle, correspondant a un modéle bicatipantal avec une phase d’absorption

d’ordre 1 représenté par la Figure 6.
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Figure 6 : Modele compartimental de la cinétique du fipronil,administré PO, chez le mouton

Le compartiment plasmatique est représenté ici lparectangle n°l, alors que le
rectanglen®2 représente un compartiment périphérique quiagd du fipronil avec le
compartiment central. La totalité de I'éliminatida fipronil s'effectue a partir du compartiment
central.

L'équation représentant I'évolution de la concdiotnaplasmatique au cours du temps,

C(t), s'écrit alors :

C(t) — Y]_ ) e-)\l.t + Y2 ] e-)\z.t + (Y]_ + Y2) . e-KOl.'[ (Equatlon 2)

Les données ont été pondérées par l'inverse dé das valeurs observeées.

Les équations sur lesquelles repose le calcul @eametres pharmacocinétiques du
fipronil sont similaires a celles décrites pourclcul des parameétres pharmacocinétiques de
IaT4.

1.5. Analyses statistiques

L'effet du traitement au fipronil sur les concetitnas moyennes sur 24 h des hormones
thyroidiennes, ainsi que sur les parameétres phamia&tiques moyens de fEt de TT, ont été
analysés avec une ANOVA avec comme facteurs asefifeds le traitement, la période (avant
traitement et apres une certaine durée de traitgn@mteraction traitement/période et le facteur
animal niché dans le facteur traitement comme facdeeffets aléatoires. Ces analyses ont été
réalisées avec le logiciel SYSTATversion 10, Chicago, IL, USA). Les résultats sorsentés
sous forme de moyennes * écarts types (ET).

45



2. Expérience 1 : Effet du fipronil sur les profils thyroidiens de
béliers a thyroide intacte

Chez le rat le traitement par le fipronil est agso& des perturbations des profils
thyroidiens avec notamment une augmentation deédaétson de TSH. L'objectif de cette
expérience a donc été de veérifier si de telles fioadions pouvaient étre reproduites chez I'ovin.
Cet effet semblant plus marqué chez le male [, ldgiers plutbt que des brebis ont été choisis
pour cette étude.

2.1. Plan expérimental

2.1.1. Animaux et administration du fipronil
2.1.1.1. Détermination de la dose de fipronil a edistrer

La concentration plasmatique de fipronil a attegndr I'état d'équilibre a été fixée
a50ng/mL.

L"équation PK suivante a été utilisée pour calcldedose de fipronil a administrer par
voie IV pour obtenir une concentration plasmatidedipronil & I'état d’équilibre de 50g/mL :

D=CIxCssxP

avec D, la dose de fipronil & administrer par udidmg/kg), Cl, la clairance du fipronil
chez la brebis, Css, la concentration plasmatiguipdonil a I'état d’équilibre (5g/mL) et P,
la période d’administration (24 h).

Des cinétiqgues de fipronil menées a I'UMR 181 cllerx brebis ayant recu une
administration 1V de fipronil a 1 mg/kg ont permgs'aide d'un modeéle tricompartimental, de
déterminer la clairance du fipronil dans cette esge 7,6 mL/min/kg. A partir de cette valeur, la
dose de fipronil a administrer pour atteindre dascentrations plasmatiques de fipronil voisines
de 50 ng/mL a I'état d'équilibre a été calculégbanty/kg par voie IV [10].

Afin de calculer la dose de fipronil a administpar voie orale, la biodisponibilité du
fipronil PO a été estimée a l'aide d'une cinéticgadisée sur deux brebis traitées PO. Elle serait
d'environ 40 %.

La fréquence d'administration ayant été fixée autg, la dose de fipronil a administrer

tous les 4 jours est donc égaIeD:gSe quotidienre 1V x 4, soit 5 mg/kg.

biodisponbilité
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2.1.1.2. Modalités d'administration du fipronil

L"expérience a été realisée sur 10 béliers despoiiporel moyen de 48 + 8 kg, répartis
aléatoirement en deux groupes : un groupe témeifh) (et un groupe traité au fipronil (n=6). Le
groupe traité a recu 5 mg/kg de fipronil en susfmentus les 4 jours pendant un mois a l'aide
d’'une sonde naso-oesophagienne, le groupe témoavaet un volume équivalent de solution
témoin. Le volume administré aux animaux a étégubasemaine, ajusté au poids corporel

mesuré.

2.1.2. Prélevements sanguins pour les profils emilens

Des prélevements de sang ont été effectués taeged h pendant 24 h, a trois périodes
différentes : 1 semaine avant le début de I'adtnatisn de fipronil, puis a 4 et 11 semaines de

traitement. La T et la T, (libres et totales) et la TSH ont été dosé par.RIA

Afin d’éviter toute perturbation des rythmes horraox, les prélevements nocturnes de

sang ont éteé réalisés sous lumiére rouge.

2.1.3. Prélévements sanguins pour les dosagepraaifiet fipronil sulfone

Les concentrations plasmatiques de fipronil et ideofiil sulfone ont été déterminées
dans des échantillons collectés 3, 5, 7, 9, 1248472 et 96 h apres la premiere et la derniere
administration de fipronil, ainsi que dans des guéments collectés juste avant chaque

administration de fipronil.

Le traitement au fipronil a été poursuivi jusquéasemaines.
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Dosages de T,, T,
et TSH

Dosages de fipronil
et de sulfone

Aolt 2006
Jo

Septembre 2006
Jo+4sem Jo+113em

Jo+ 14 28m

5 ma/kg per os de fipronil ou solution témoin, 1 jour sur 4

r1

Prélévements
seriés 1

Prélévements
series 1

Prélévements Prélévements
seriés 2 Seriés 3

Prélevement avant chagque administration de fipronil
(1 jour sur 4)

Figure 7 : Plan expérimental de I'expérience 1 (béliers THI)

Prélévements
SEries 2

Les hormones thyroidiennes et la TSH ont été dosées par RIA. Les prélevements sériés correspondent a
un prélévement toutes les 3 heures, pendant 24h.

Le fipronil et le fipronil sulfone ont été dosés tout au long du traitement, avant chaque administration de
fipronil. Les prélévements sériés ont été collectés a 3, 5, 7, 9, 12, 24, 48, 72 et 96 h aprés 'administration

de fipronil.
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2.2. Résultats

2.2.1. Expositions au fipronil et au fipronil sutt®

Béliers, 5 mg/kg tous les
4 jours, PO

Série de Série de
10000 prélévements prélévements
a 4 semaines a 11 semaines

1000 ££$$$55 5@&%

ﬁ%i“'”‘ i.‘.{z’ 1]

10 - T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Temps (j)

100

Concentrations plasmatiques
(ng/mL)

Figure 8 : Concentrations plasmatiques moyennes + ET de fipnil (m) et de fipronil sulfone )

Les concentrations plasmatiques de fipronil (m ) et de fipronil sulfone (<) ont été suivies tout au long du
traitement au fipronil chez les béliers (5 mg/kg tous les quatre jours, PO, pendant 11 semaines, n=6).

1000 ¢
8
g
]
0n
2 & 100 5
w =
5§
£
8 ©
§ 10 : : : : : :
0 20 40 60 80 100 120
Temps (3)

Figure 9 : Modélisation de I'exposition au fipronil chez un Iglier

Evolution des concentrations plasmatiques de fipronil observées (x) et de celles ajustées (-) chez un bélier
traité a 5 mg/kg tous les 4 jours, PO, pendant 90 j.
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L'évolution temporelle des concentrations plasmasgde fipronil et de fipronil sulfone
est représentée dans la Figure 8. Suite a l'auétraitement au fipronil, la concentration

plasmatique en fipronil sulfone décroit plus lereatue celle en fipronil.

La concentration plasmatigue moyenne de fipronil'édat d'équilibre est d'environ
375ng/mL. Les paramétres PK du fipronil, déterminé&ai@e d'un modéle bicompartimental
avec une phase d'absorption d'ordre 1, sont pesselains le Tableau 6 (page 59). Le temps de
demi-vie a ainsi été calculé a 132 £ 39 h, et &rahce apparente a 3,0 £ 0,8 mL/min/kg. La

concentration maximale ((zy) est de 249 + 49 ng/mL, a up,kde 17 £5 h.

La concentration plasmatique en sulfone, principétabolite du fipronil, est rapidement
supérieure a celle du fipronil. Le rapport des emi@tions plasmatiques moyennes de fipronil

sulfone / fipronil a I'état d'équilibre s'éleve 8.2

2.2.2. Profils endocriniens

Les dosages des prélevements sériés, sur 24 hT4elT; et fT;, ne révelent pas de
variation significatives sur 24 h des concentraiptasmatiques de ces hormones. Nous avons

ainsi travaillé sur leurs concentrations plasmasjgquotidiennes moyennes.

Ces concentrations, dans le groupe témoin et darggdupe traité au fipronil, avant
I'administration de fipronil et a 4 et 11 semaidestraitement, sont représentées dans la Figure
10. Les concentrations plasmatiques de TSH sontestéerieures a la limite de détection du

dosage (0,5 ng/mL) tout au long de I'expérience.

Excepté un effet période significatif pour les cemications plasmatiques de,fTles
effets traitement, période et leur interaction watssignificatifs pour aucune des hormones

thyroidiennes.
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Figure 10 : Effet du traitement au fipronil sur les concentraions plasmatiques moyennes (+ET) sur 24 h de
TTa, TT4et fT, chez des béliers

Des groupes de 4 béliers témoins (O) et 6 béliers exposés au fipronil (M) ont été respectivement traités
avec une solution témoin ou du fipronil (5 mg/kg tous les 4 jours, PO). Les concentrations plasmatiques
de TT;3 (A), TT,4 (B) et fT4 (C) ont été mesurées dans des prélevements collectés toutes les 3 h pendant
24 h avant le début du traitement au fipronil, puis a 4 et 11 semaines de traitement.
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2.3. Discussion

2.3.1. Exposition au fipronil et au fipronil sulien

Les béliers ont un rapport des concentrations @égoes de fipronil sulfone/fipronil
de0.6, 24 h apres la premiere administration. Apngestion accidentelle de fipronil, ce rapport
a 24 h post ingestion chez 'Homme était compriseed.25 et 0.5 [55]. Ces données suggerent
gue le modéle ovin serait pertinent vis-a-vis dtohme non seulement en termes de régulation
de la fonction thyroidienne, mais également en ésrrd’exposition au fipronil et a son
métabolite principal.

A I'état d'equilibre, ce rapport de concentratisiédeve a 2,6 chez les béliers. Or il a été
montré, chez le rat soumis a la méme expositiob0deg/mL de fipronil a I'état d'équilibre, que
ce rapport était au minimum de 20 [47]. Le cataboé du fipronil et sa transformation en
sulfone seraient donc plus intenses chez le ratfiprenil sulfone, auquel le rat est plus
fortement exposé que le mouton, pourrait alorsétrpartie responsable des effets perturbateurs

thyroidiens du fipronil clairement reconnus cherale

2.3.2. Effet de I'administration de fipronil sus lprofils thyroidiens

Aucun effet du traitement au fipronil n’a été ob@esur les concentrations plasmatiques
moyennes sur 24 h de JTiT4 et TT3 chez les béliers. Le fipronil, administré par vorale a
5 mg/kg, une fois tous les 4 jours, pendant 11 seesaine semble donc pas modifier le profil
thyroidien des béliers. Ce résultat differe airscdlui obtenu sur les rd#7].

Le fipronil pourrait ainsi ne pas avoir d'effet uadeur enzymatique, et donc ne pas
affecter le métabolisme des hormones thyroidiemhez le mouton. Mais d'autres hypothéses
peuvent expliquer cette absence d'effet appareresyprofils thyroidiens. En imaginant que le
fipronil est réellement un inducteur enzymatiquawimente a ce titre la clairance des hormones
thyroidiennes, la concentration plasmatique de dersiéres pourrait étre maintenue par des

mécanismes compensateurs.

En outre, la TBG, absente chez le rat adulte, pduouer un rble protecteur face a une
augmentation de clairance de lachez les ovins. La forte liaison de Ia& cette protéine permet
en effet la formation d'un réservoir, qui pour@ite mobilisé suite a I'exposition au fipronil, et

maintenir ainsi les concentrations plasmatiques hemmones thyroidiennes libres. Les
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concentrations en TTet TT; étant bien plus élevées que celles en hormonesslikce
déplacement d'équilibre aurait peu d'impact sprddil thyroidien.

Enfin, par activation de I'axe thyréotrope, la ééon de T, par la thyroide pourrait étre
augmentée. On observerait dans ce cas une augioent®ss concentrations de TSH. Dans
I'expérience actuelle, cette hormone restant &eais indétectables pour les tests utilisés, on ne
peut connaitre I'évolution de sa concentration resiie cependant de maniere générale faible.

Cette étude montre clairement une absence d’eftet ttaitement au fipronil sur les
profils en hormones thyroidiennes circulantes. @dpat, il ne peut étre exclu a ce niveau que le
fipronil ait eu un effet sur la clairance des homes thyroidiennes, des mécanismes
compensateurs ayant pu conduire a masquer cetsffele long terme. Afin de tester cette
hypothése nous avons alors étudié les effets dwniipdirectement sur la clairance de la

thyroxine.
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3. Expérience 2 : Effet du fipronil sur la clairance des hormones
thyroidiennes dans un modele euthyroidien

La mesure de la clairance de la thyroxine, défp@e le volume de plasma épuré de T
par unité de temps, nécessite de pouvoir anali&sallition de la concentration plasmatique en
T, exogéne au cours du temps, suite a l'apport (paction ou ingestion) de thyroxine. Il s'agit
alors de différencier la sTexogéne de la sTendogéne, provenant de la thyroide. Pour cela, la
méthode la plus classique consiste a utiliser umosr radioactif, le plus souvent avec de
l'iode '®. Cette méthode permet ainsi de suivre I'‘évolutians le plasma de liode radioactif
présent dans lasTexogene, par mesure de la radioactivité totale piéevements sanguins.
Cependant différentes molécules vont étre produitgmrtir de la 7, telles que de la 3] de
larTs, ou de l'iode libre. Au final, ce n'est pas sewata T, qui est dosée, mais également tous
ses métabolites restant dans le secteur plasmakgue un dosage spécifique de laekogene,

il faut alors détecter la thyroxine radiomarquée lgBLC. Par ailleurs, cette méthode ne permet

pas de différencier la TTet la fT,.

Une autre méthode consiste a supprimer touje efidogéne, en effectuant une
thyroidectomie sur les animaux. La concentrati@siplatique en jlest alors indétectable deux
semaines apres la chirurgie [80]. Cette secondhadétintroduit cependant un biais lié au statut
hypothyroidien des animaux thyroidectomisés (THEh effet, comme vu précédemment,
I'absence de sécrétions thyroidiennes peut avar rdpercussions sur le métabolisme des
hormones thyroidiennes, et sur le métabolisme lgmaten général. Cette méthode pourrait
donc avoir un impact sur le catabolisme des hormdhgroidiennes, et masquer l'effet du

fipronil sur les enzymes hépatiques.

Afin d'éviter ce biais, il a été décidé de dévekppn modéle euthyroidien, en injectant
quotidiennement de lasgTaux animaux THX. Ces animaux (THXgTn'ont ainsi pas de ;T
endogene, sans pour autant présenter de déséguiijmoidien. Le maintien de concentrations
physiologiques en sTest en effet primordial, puisque la fiégule d'une part les CYP, dont le
CYP 3A4 qui est un acteur crucial du métabolismdighonil chez I'Homm450], et d'autre part

les UDPGT, qui jouent un role important dans lelalisme de la 1
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3.1. Matériel et méthodes

3.1.1. Modele animal

La thyroidectomie est pratiguée sur des animayjeua depuis 24 h. L'anesthésie est
induite par du thiopental sodique (15 mg/kg, IV,shenaf, Mérial, France), et maintenue

avecl.5 % d’isoflurane-@(Aérane, Baxter SA, Maurepas, France).

La thyroidectomie est réalisée par une voie d'abemirale, par incision médiale de
10 cm caudalement au larynx. La thyroide est sectierméniveau de l'isthme connectif, puis

chacun des deux lobes est disséqué séparément.

La couverture antibiotique est réalisée jusqu'ao@rg apres l'opération avec un
antibiotique a large spectre : amoxicilline et acaavulanique (respectivement 17 mg/kg/j et
4 mg/kglj, SynuloX, Pfizer, Paris, France).

En phase post-opératoire, il est important de d#ievetout signe d'état général
témoignant d'une Iésion nerveuse, tels que deblesude la déglutition ou de la toux, mais aussi

tout symptébme d'hypocalcémie, de type coma vitelair

En cas d'hypocalcémie, il est possible d'adminigt@® mL d'un soluté phosphocalcique
tiédi (Bioveine gluconate de calcium) en IV lente par voie sous-cutanée, ou bien 150 mL
d'une suspension orale concentrée en calcium esppbeoe (Calform phosphore). De la
vitamineD3 (Vitamine AD3E NOE) est de plus injectée parevebus-cutanée, a raison de
0,15millions d'UL.

3.1.2. Préparation des solutions

3.1.2.1. Solution desl
La solution mére, dosée a 3 mg/mL, a été prépaedipsolution dans du NaOH4M-
éthanol 60%. La solution a injecter, a Lx@mL, est obtenue en diluant la solution mere au
20°™ dans du sérum physiologique contenant 49,4 mg/enhichrbonate de sodium.
La solution obtenue, a 15@/mL de triiodo-L-thyronine, a été conservée a 48Cabri

de la lumiére.
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3.1.2.2. Solution de T
La L-thyroxine (Throxine |-T4) a été dissoute, paume concentration de 4 mg/mL, dans
une solution NaOH 0,4M-éthanol 60%. La solutionlisge pour les cinétiqgues, dosée a
200pg/mL, a été préparée en diluant 20 fois cette mrlutnere dans une solution saline de
pH 7,4, tamponnée par 10mM de phosphate de sodiurogrgenant 0,1% de bovine serum
albumine (BSA).

3.1.3. Plan expérimental

3.1.3.1. Animaux et administration du fipronil
Dix brebis, réparties aléatoirement en deux grougks cing brebis, ont été
thyroidectomisées, et traitées a la (L.5 pg/kg/j, SC) des le lendemain de linterventi

chirurgicale.

Pour permettre la comparaison des effets potentiiservés sur les paramétres
pharmacocinétiques des hormones thyroidiennes @ansodele a ceux observés sur les bilans
thyroidiens des béliers, les mémes modalités dtertrant au fipronil que précédemment ont été
appliguées. Les brebis THX+tDnt ainsi recu 5 mg/kg de fipronil, administré gande naso-
oesophagienne, tous les 4 jours pendant un moigaltement au fipronil a débuté 3 semaines

apres la thyroidectomie.

3.1.3.2. Prélévements sanguins et pharmacocinédiggi@ormones thyroidiennes
Afin d'évaluer les paramétres pharmacocinétiquedadéhyroxine chez ces animaux
THX+T3, un apport de Jexogene est nécessaire, réalisé a la dose dg/&g. L'injection est

réalisée par voie intraveineuse, a l'aide d'unétattplacé dans la veine jugulaire gauche.

L'évolution des concentrations plasmatiques endfl TT, est alors suivie a partir de
prélevements réalisés 0, 1, 2, 4, 8, 15, 30 mih, &, 3, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144 et
168h aprés I'administration de,.T

Deux cinétiques ont été realisées : la premieresengine avant I'exposition au fipronil,
la seconde apres un mois de traitement. Les caatiems plasmatiques moyennes de; it
été mesurées sur les préléevements témoins prélevgsur des cinétiques, juste avant

I'administration de F, pour chacune des deux périodes.
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3.1.3.3. Prélevements sanguins et dosage de fiproni
Les concentrations plasmatiques de fipronil et igeohil sulfone ont été déterminées
dans des échantillons collectés juste avant chadoenistration de fipronil et 0.75, 1.25, 1.75,

2.25, 3,4, 5 et 6 jours apres la derniére admatish de fipronil.

Movembre 2007 Décembre 2007
Jo—3sem Jo—1sem e Jo+dzem
| 1. ____
H—T[}{ 5 mg/kg PO de fipronil ou solution témoin, 1 jour sur 4
1,5ug/kg/j SC de T

! |

Dosages des hormones T T
thyroidiennes Cinétique 1 Cinétique 2
Dosages de fipronil Prélévement avant chaque administration de fipronil ) TTT

(1 jour sur 4) Frelevements

et de sulfone Vel
SEles

Figure 11 : Plan expérimental de I'expérience 2 (modéle THX+J

La TT; a été dosée avant chaque cinétique. Lors des cinétiques, la TT,4 et la fT, ont été dosées sur des
prélévements réalisés 30 min et 0 min avant l'injection de T, (10ug/kg 1V), puis 1, 2, 4, 8, 15, 30 min et
1,2,3,4,6,8, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144 et 168 h apreés.

Le fipronil et le fipronil sulfone ont été dosés avant chaque administration de fipronil. Les prélévements
sériés ont été effectués 0.75, 1.25, 1.75, 2.25, 3, 4, 5 et 6 jours aprés la derniére administration de

fipronil.
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3.2. Résultats

3.2.1. Expositions au fipronil et au fipronil suit®
Les moyennes des concentrations plasmatiques emifigt fipronil sulfone, dosées chez
5 brebis traitées au fipronil a raison de 5 mgfkgstles 4 jours, par voie orale, sont représentées

dans la figure ci dessous, en fonction du temps.

Brebis THX+T3
5 mg/kg tous les 4 jours,
PO

§ 1000 - g%

(=2

2 3

: R

B2 l.,;, &
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0 5 10 15 20 25 30 35

Temps (j)

Figure 12 : Concentrations plasmatiques moyennes en fiproniisj et fipronil sulfone (&) £ ET

Les concentrations plasmatiques en fipronil et fipronil sulfone ont été suivies tout au long de
I'administration de fipronil, chez des brebis THX+T3 recevant 5 mg/kg de fipronil tous les quatre jours,
PO, pendant quatre semaines (n=5)

—
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Figure 13: Modélisation de I'exposition au fipronil une brelis THX+T 3

Evolution des concentrations plasmatiques de fipronil observées (X) et ajustées (=) chez une brebis
THX+T; traitée a 5 mg/kg tous les quatre jours, PO, pendant 30 jours.
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Comme il a été observé chez les béliers, la coratgort plasmatique en fipronil sulfone

décroit plus lentement a la fin du traitement geléecen fipronil.

A l'état d'équilibre, les concentrations plasmagunoyennes de fipronil atteignent

100 ng/mL, et le rapport des concentrations plasmasiqueyennes de fipronil sulfone/fipronil

s'éleve a 3,3.

Sur la base d'un modéle bicompartimental avec hasgyd'absorption d'ordre 1, le temps

de demi-vie a été calculé a 73 £ 10 h, et la al@eaapparente a 4,4 £ 1,2 mL/min/kg. La.f&st

égale a 588 + 220 ng/mL, pour upfde 5 + 2 h (tableau 6).

Tableau 6 : Paramétres PK moyens de fipronil chez les bélieet les brebis THX+T;

Béliers THI Brebis THX+T 3
(n=6) (n=5)
Cmax (ng/mL) 249 + 49 588 + 220
Tmax (h) 17 +5 5+2
AUC (ng.h/mL) 28893 + 6906 20362 + 5633
t12 () 132 + 39 73+10
((:r'n"i‘_?rﬁ’]?r:fkrgf 30408 44+1,2

Chaque groupe a regu 5 mg/kg de fipronil, tous les quatre jours, PO. Les paramétres PK du fipronil ont
été déterminés a I'aide d'un modéle bicompartimental avec une phase d’absorption d’ordre 1.

3.2.2. Evolution des concentrations plasmatiquebsen

Les concentrations moyennes de; BVant traitement sont respectivement de 0.6 £0.1
0.7 £ 0.2 ng/mL pour le groupe témoin et le groupeté au fipronil. Ces concentrations
atteignent respectivement 1.0 £ 0.2 et 1.2 + O/dnhgoour le groupe témoin et le groupe traité
au fipronil a la fin du traitement. Si l'analysatsgtique ne révele aucun effet du traitement au
fipronil sur les concentrations plasmatigues deg T{p=0,67), leffet période est
significatif (p=0,0002).
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3.2.3. Clairance de la,T

Les concentrations plasmatigues moyennes @nefTTT,;, mesurées chez les brebis
traitées a 5 mg/kg de fipronil tous les 4 jourestbrebis témoins, sont présentées dans la Figure
14. Les cinétiques ont été réalisées d'une part deahdébut du traitement, d'autre part endis

de traitement.

L'analyse statistique révele un effet période $icatif pour la plupart des parameétres
pharmacocinétiques de TE&t de fT,, a savoir I'AUC, la clairance, le temps de dergi-gt le
MRT (p<0,012), et ce chez le groupe témoin et le growgigetau fipronil. Cela s’est notamment
traduit par une diminution plus rapide des conegiuins plasmatiques moyennes de, BTun
mois de traitement, ainsi que par une diminutioiAldC, le MRT et le t,, (Tableau 7).

Par ailleurs, une interaction traitement/périodgnificative a été détectée pour la
clairance de fT (p=0.01), signe d'une augmentation significatieelal clairance de filchez le

groupe traité au fipronil.

TT, fT,4
(A) (B)
51000 - T_émoi|_1 avant traitement ~ 100 —O— Témoin avant traitement
£ —O—Fipronil avant traitement T —o— Fipronil avant traitement
S #—Temoin un mois de traitement = —&— Témoin un mois de traitement
£ —e—Fipronil un mois de traitement @ —e— Fipronil un mois de traitement
9 «
g S
s 100 g 10
£ ®
; :
3 8
< o
F i
10 T T ] L 1 T T ]
0 50 100 150 0 50 100 150
Temps aprés administration (h) Temps apres administration (h)

Figure 14 : Concentrations plasmatiques moyennes =ET en T {A) et en T, (B)

Des brebis THX+Ts (1.5 pg/kg/j, SC) ont été traitées soit avec une solution témoin (n=5), soit au fipronil
(5 mg/kg tous les quatre jours, PO ; n=5). Les concentrations plasmatiques de TT4 (A) et de fT, (B) ont
été déterminées dans des échantillons collectés 1, 2, 4, 8, 15, 30 min et 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72,
96, 120, 144 et 168 h aprés une administration IV unique de T4 (10 pg/kg), avant le début du traitement
au fipronil et un mois aprés.
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Tableau 7 :Parametres PK de la TT, et de la fT, chez les brebis THX+E, avant et un mois aprés
I'administration de fipronil (5 mg/kg tous les 4 jaurs, PO) ou de solution témoin

Groupe témoin (n=5)

Groupe traité au fipronil (n=5)

TT, Avant Aprés 1 mois de Avant Aprés 1 mois de
traitement traitement traitement traitement
AUC (ng.h/mL)| 8460 + 2147 6742 + 131F 1086 + 279 5890 + 805"
Cl (mL/min/kg)| 0,021 +0,006 | 0,025+ 0,008 | 0,021 + 0,007 | 0,028 + 0,005
t12() 55+ 107 46 + 7° 65 + 23° 43 + 6°
MRT (h) 76 +14° 63 + 10° 87 + 27° 58 + 72
Vss(L/kg) 0,091 + 0,007 0,092 + 0,007 0,101 =+ 0,020 0,097009
Groupe témoin (n=5) Groupe traité au fipronil (n=5)
T4 Avant Apres 1 mois de| Avant Aprés 1 mois de
traitement traitement traitement traitement
AUC (pg.h/mL)| 955 + 129 883 + 922 1086 + 279 776 + 88
Cl (mUmin/kg)| 177 +23*° 185 + 13" 160 + 33" 213 + 3P
ti2(h) 44 + 77 36 + 32 52 +13° 38 +8°
MRT (h) 57 +9° 48 + 52 67 + 16° 47 + 82
Vss(L/kg) 596 + 67 533+ 35 621 £ 90 595+ 24

Des brebis THX traitées a la Ts (1.5 pg/kg/j, SC) ont également été traitées avec une solution témoin
(n=5) ou avec du fipronil (5 mg/kg tous les quatre jours, PO ; n=5). Les concentrations plasmatiques de
TT, (figure 14 A) et de fT, (figure 14 B) ont été déterminées dans des échantillons collectés 1, 2, 4, 8, 15,
30minetl, 2, 3,4,6,8, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144 et 168 h aprés une administration IV unique de T4
(10 pg/kg) avant et a un mois de traitement. Les paramétres PK de TT,4 et fT, ont été calculés avec un
modéle tricompartimental pour chaque animal.

2 Effet période significatif (p<0.012) ; ® Interaction traitement/période significative (p=0.01)
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CHAPITRE III. Discussion globale

1. Effet période significatif : quel mécanisme ?

L'analyse statistique des parametres pharmacogigstimoyens de Tlet T, révéle un
effet significatif de la période. En effet, au cowdlu temps, la clairance a augmenté, et 'AUC et
le temps de demi-vie ont diminué, et ce de facamlaire entre le groupe témoin et le groupe

traité au fipronil.

Cette évolution au cours du temps pourrait étrerétéde a l'augmentation des
concentrations plasmatiques efp du long de I'expérience (de 0,6 a 1,0 ng/mL peugrbupe
témoin). En effet, le statut thyroidien peut maatifie métabolisme des hormones thyroidiennes
chez le rat [93], et notamment |g qui favoriserait, chez le rat, I'expression dORGT 1 [53],
et ainsi le catabolisme de la thyroxine, expliquéauigmentation de la clairance de la Ru

cours du temps.

On peut également s'interroger sur un effet dehlatgpériode, la premiére cinétique
ayant été réalisée au mois de novembre, et la decen décembre. D'aprés les données
bibliographiques, la concentration plasmatique ermiones thyroidiennes diminuerait lorsque
les jours raccourcissent. Contrairement aux conggoms en § qui évolueraient rapidement
suite aux variations de photopériode, celles gnelserait modifiées que quelques semaines plus
tard [85], c'est a dire pendant I'hiver. Dans nqséeences, ceci n'est observable que pourja fT
chez les béliers, et non pous &t T.

Par ailleurs, I'augmentation de la photopériodaiapour conségquence une diminution de
I'expression la désiodase Il chez la chevre, raisartt ainsi la désiodation de &n T; [94].
L'expérience sur les brebis THX3Tayant été menée alors que la photopériode dintinuai
I'expression de la désiodase Il aurait alors ét@lde en plus importante, ce qui est en accord

avec des clairances plus élevées glapres un mois d'observation.
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2. Le fipronil affecte la clairance de la thyroxine |, sans
modifier la thyroxinémie : quel mécanisme ?

L'étude des profils thyroidiens, chez les béliea, mis en évidence aucun impact du
fipronil. Cette stabilité pouvant étre due a desamésmes compensateurs visant a maintenir des
concentrations circulantes en dépit d'une augmiemtaidu catabolisme des hormones
thyroidiennes, nous avons par la suite étudié phésisément le mécanisme primaire de la
perturbation thyroidienne mis en évidence cheaie Faugmentation de la clairance de la T
Une augmentation modérée mais significative deldaamce de la thyroxine libre a alors été

observée chez le groupe exposé au fipronil, aprésais de traitement.

2.1. Hypothése d'un mécanisme compensateur

2.1.1. Lié a I'expression de la TBG
Un rble protecteur de la TBG a été suspecté cloemnl'et chez 'Homme, partant du
principe que la réserve de liée a la TBG pouvait compenser une éliminatiocrae de fT. Si
cette hypothese avait été veérifiée, et si le fipravait augmenté la clairance de la thyroxine chez
le mouton, nous aurions pu nous attendre a ce epiedncentrations plasmatiques dg g
soient pas modifiées grace a I'apport du pool JBEE a la TBG, contrairement a celles en, TT
qui auraient diminuées, ce qui differe completem@atnos résultats. L'hypothése d'un role

protecteur de la TBG semble alors peu probabile.

2.1.2. Lié a une augmentation de synthese
Les résultats de nos expériences révelent un efdeteré du fipronil sur la clairance de
lafT4, sans toutefois affecter sa concentration plagmeti L'hypothése d'un mécanisme de
compensation basé sur une augmentation de la sgntteés hormones thyroidiennes peut alors
étre émise. Il semble en effet que le fipronil s@pable d'agir au niveau de la thyroide elle-

méme, induisant I'augmentation de la capture d&dke I'activité de la TPO chez le jaT].

2.2. Absence d'induction enzymatique chez le moutch

L'absence d'effet de I'exposition au fipronil 8 profils thyroidiens pourrait s'expliquer
par une absence d'induction des enzymes hépatigspsnsables du catabolisme des hormones
thyroidiennes. Cette hypothése implique une difféeeinterspécifique quant a l'induction des
enzymes hépatiques par les xénobiotiques, puisguigtonil a clairement un effet sur le

catabolisme des hormones thyroidiennes chez Il Tat L'effet du fipronil sur la clairance de
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I'antipyrine, et donc sa capacité a induire ceemianzymes de phase I, est d'ailleurs en accord
avec une spécificité d'action. En effet, si le digt augmente significativement la clairance de
I'antipyrine chez le rat [47], aucun impact n'a &tis en évidence sur cette clairance chez la
brebis d'apres une étude menée a 'UMR 181.

Le fipronil est un des nombreux ligands du "humaegpane X receptor” (hPXR38],
récepteur inducteur de certaines enzymes ditedétexification", responsables du métabolisme,
de la désactivation et du transport de nombreuxobiétiques, ainsi que des hormones
thyroidiennes. L'impact du fipronil sur la clairendes hormones thyroidiennes observé chez le
rat pourrait étre lié a une activation du PXR. Qejamt, les importantes différences
interspécifigues au niveau du domaine de liaisos d&cepteurs PXR impliquent qu'un
xénobiotique, ligand des récepteurs CAR/PXR darmsaspéece, ne l'est pas forcément dans une
autre [42]. L’'absence d'effet inducteur enzymatiquépatique du fipronil chez le mouton

pourrait donc s’expliquer par I'absence de liaidarfipronil au récepteur PXR du mouton.

2.3. Absence d'induction enzymatique aux doses usiées dans l'expérience?

D'apres ces résultats, il n'est pas possible delwen quant a l'effet perturbateur
thyroidien du fipronil chez le mouton, puisque smpact est tres modéré (a 5 mg/kg, PO, un
jour sur quatre), et n’est visible que sur la daage de la fJ Ces résultats contrastent fortement
avec ceux obtenus chez le rat, espéce dans laqueligitement au fipronil est associé a une
augmentation de 200 % de la clairance glébFe et totale [47]

Le métabolisme du fipronil differe cependant emdieovins et les rats, ces derniers étant
exposés de maniere plus importante au sulfone [A&st donc Iégitime de s’interroger sur les
réles respectifs du fipronil et de son métabolitdfame dans les troubles de la fonction
thyroidienne observés chez le rat. Les divergersigse les deux especes en terme de
perturbation thyroidienne pourraient donc trouveurl source dans des différences de

toxicocinétiques, résultant en différentes exposgiau fipronil sulfone.
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3. Influence du statut physiologique sur le métabol iIsme du
toxique

Les béliers et les brebis THX+Dnt recu les mémes doses de fipronil, par voiéeotha
s'avere cependant que les concentrations plasreataqufipronil et en sulfone différent entre ces
deux groupes.

Les concentrations plasmatiques moyennes de fipidigtat d'équilibre sont plus faibles
pour les brebis THX+3 que pour les béliers, respectivement de 100 ngtmB75ng/mL. Cet
écart pourrait en partie étre expliqué par uneramaie du fipronil plus élevée chez les
brebisTHX+T3 que chez les béliers, comme il est indiqué dafisabdeau 6. Par ailleurs, d'apres
le Tmaxdes brebis THX+T inférieur a celui des béliers, I'absorption dudipl serait plus rapide

chez les brebis.

Dans les deux groupes, la concentration en sulftéwoit plus lentement en fin de
traitement que celle en fipronil. Cette concentratest plus élevée que celle en fipronil, avec un
rapport des concentrations plasmatiques moyennéprdail sulfone/fipronil tendant a étre plus
important chez les brebis THX4T(3.3 chez les brebis vs. 2.6 pour les béliers)etteC
observation pourrait s'expliquer par une clairgoics lente du sulfone chez les brebis, et/ou par
une production accrue de ce métabolite, qui skéaita une différence au niveau du métabolisme

hépatique.

Deux hypothéses peuvent étre émises concernantdifftirence apparente dans le taux
de transformation métabolique du fipronil. D'unetpi pourrait exister un dimorphisme sexuel
dans l'activité et l'efficacité des systéemes enzijquees impliqués dans la transformation de
I'insecticide en fipronil sulfone ; d'autre part $¢atut thyroidien, n'étant pas rigoureusement
identique entre les béliers et les brebis, pouraaibir des répercussions sur l'activité des

enzymes hépatiques.
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3.1. Influence du sexe

Les xénobiotiques, dont le fipronil, sont majorganent métabolisés dans le foie par les
CYP. Chez le rat, les males présentent généralemmentlairance des xénobiotiques plus élevée

que les femelles, liée a une différence d'actés CYP entre les deux sexes.

Il s'avere que I'expression des géenes codant pmaidauzaine d'isoformes des CYP est
régulée par les variations de la concentrationnpédisjue en hormone de croissance (GH). Cette
hormone, sécrétée par I'nypophyse de facon pwsatieragirait sur I'expression de ces génes
selon la fréquence des pics de sécrétion, leuriamdp| et la concentration plasmatique en GH
entre ces pics de sécrétion [92]. Ce profil, desatnt lié a I'action des hormones sexuelles de
I'animal, présente un dimorphisme sexuel marquéduisant ainsi a une différence d'expression
des CYP entre males et femelles, et ce de facomtitptave, mais aussi qualitative. Ainsi, chez le
rat, les femelles expriment-elles préférentielletmies cytochromes CYP 2C12, -2C6, -2A1,
alors que les cytochromes CYP 2C11, -3A2 et —2AR peedominants chez les males [18, 61].

Parmi les CYP, la sous famille des CYP 3A de I'Hamoue un réle particulierement
important dans le métabolisme des xénobiotiquesstlla noter que la grossesse, la ménopause,
et les cycles menstruels, peuvent interagir aaetiVité des CYP 3A [97]. Une isoforme de cette
sous famille, le CYRBA4, est majoritairement responsable du catabolisrépatique du
fipronil [83]. Or il semblerait que cet isoforme ait uneiaté plus élevée chez les femmes que
les chez les Hommes [31], alors que ce seraitelfs® pour la plupart des autres enzymes
impliquées dans le catabolisme des xénobiotiquete ©bservation, par extrapolation a I'espéece
ovine, serait en accord avec nos résultats, leglfesnprésentant un métabolisme plus efficace

du fipronil.

3.2. Influence du statut thyroidien

Le modéle THX+TE a été développé pour pouvoir étudier la clairadeda thyroxine
chez un animal euthyroidien. Les concentrationsrpédiques en sl aprés 4 semaines de
traitement au fipronil s'avérent toutefois difféeshentre les béliers THI et les brebis THX+T
respectivement d'environ 0,5 ng/mL et 1,2 ng/mLite€différence de statut thyroidien, bien que

minime, pourrait peut étre modifier le métabolishépatique.
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Comme évoqué précédemment, le statut thyroididiaienal affecte le métabolisme des
hormones thyroidiennes elles-mémes, par inhibipanla & de la désiodase de tyfid40], et
I'induction de 'UDPGT 1 chez le rat [53]. De mértactivité des systemes enzymatiques de
type cytochromes est dépendante du statut thyroidiénsi, I'expression du CYP 3A4 chez
I'Homme et de différentes autres familles cheateserait négativement modulée par d50].

Si une telle régulation existe chez les ovins, oarmit s'attendre a ce que l'activité des CYP
hépatiques et partant la métabolisation du fipraoient plus faibles chez les brebis THX+T
([T3lplasmad'environ 1,2 ng/mL) que chez les bélierssffiksmad'environ 0,5ng/mL). Les résultats
de notre étude ne vont cependant pas dans ce méngue les brebis semblent présenter un
métabolisme hépatique supérieur a celui des béliees différences de concentration
plasmatiques de sTobservées entre les brebis et les béliers n'axgigent donc pas une

exposition différente au fipronil entre les deurwgpes.
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Conclusion

Si le fipronil ne semble présenter qu'un effet médgur la fonction thyroidienne des
ovins, on peut toutefois s'interroger sur les resgpour I'Homme, objectif final de notre étude.

De facon générale, les concentrations plasmatigpesduites dans les études
toxicologiques seraient bien supérieures a celidésnpiellement retrouvées chez 'Homme, chez
qui la dose maximale théorique — hors ingestiondaatelle - d’exposition au fipronil calculée
suivant des scénarios maximalistes par TAFSSAevdd 18 % de la DJA pour les adultes a plus
de 900 % de la DJA pour les enfants en bas aget s maximum
1.8 ug/kgde poids.corporel/i[2]. Cette dose maximale reste en effet 1000 foiigrieure a celle
administrée aux moutons dans les expériences eecdans cette étude. De plus, les
concentrations plasmatiques cumulées de fipronibdestfipronil sulfone chez le personnel
travaillant dans les usines de production ou daas stations de semence, population
particulierement exposée, sont majoritairementriefiées a 50 ng/mL [2], alors qu'elles sont
supérieures a 500 ng/mL chez les ovins dans cesierpes.

La comparaison des travaux réalisés chez le rapegésents travaux chez le mouton met
en exergue l'existence de profondes différencesntifaives entre espéces concernant le
métabolisme du fipronil. La question de la pertreedes modeles animaux pour I'évaluation du
risque pour la santé humaine des perturbateursittigns potentiels se pose donc non seulement
en termes de schéma physiologique de régulatida denction thyroidienne, mais également en
termes de toxicocinétigue et donc de métabolismetaduque. L'étude comparative du
métabolisme du fipronil par des hépatocytes deis gepeces devrait permettre d’évaluer ce

dernier point.
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TITRE : LE FIPRONIL, AGENT DE PERTURBATION THYROIDIENNE ?XPOSITION ET
REEVALUATION DE SA TOXICITE THYROIDIENNE DANS L'ESECE OVINE,
MODELE POUR LA REGULATION THYROIDIENNE DE L'HOMME

RESUME : Si le fipronil est reconnu comme perturbateur thyroidien et inducteur de tumeurs
de la thyroide chez le rat, sa toxicité thyroidienne envers 'Homme reste inconnue. Ce travail
consiste a étudier limpact du fipronil dans l'espéce ovine, sur des animaux de statut
euthyroidien, ce qui nécessite 1'élaboration d'un modeéle physiologique pour le suivi des
concentrations des hormones endogénes. Les profils thyroidiens ne semblent pas affectés par
l'exposition au fipronil, alors que la clairance de la thyroxine libre est modérément mais
significativement augmentée aprés un mois de traitement. L'extrapolation a 1'Homme reste
cependant délicate, du fait de la différence potentielle de toxicocinétique entre les différentes
espéces.

MOTS-CLES : FIPRONIL / PERTURBATEUR ENDOCRINIEN / FONCTION THYROIDIENNE /
THYROXINE-BINDING GLOBULIN / THYROXINE / OVIN.

ENGLISH TITLE : FIPRONIL, AGENT FOR THYROID DISRUPTION ? EXPOSUREND
REASSESSMENT OF ITS THYROID TOXICITY IN SHEEP, MODH-OR REGULATION
OF HUMAN THYROID

ABSTRACT : If fipronil is recognized as a thyroid disruptor and inducing thyroid tumors in
rats, thyroid toxicity toward humans remains unknown. The aim of this work is to study the
impact of fipronil in sheep, on euthyroid status animals, which requires developing a
physiological model for monitoring concentrations of endogenous hormones. The thyroid
profiles appear unaffected by exposure to fipronil, whereas the clearance of free thyroxine is
moderately but significantly increased after one month of treatment. Extrapolation to human
remains delicate because of the potential difference in toxicokinetics between species.

KEYWORDS : FIPRONIL / ENDOCRINE DISRUPTER / THYROID FUNCTION / THYROXINE-
BINDING GLOBULIN / THYROXINE / OVINE.
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