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Toxicocinétique

Du point de vue du toxicologue, le parcours d'un xénobiotique dans 1'orga-
nisme peut se schématiser selon quatre étapes majeures (figure 14.1). La
premiere correspond a 'absorption, c’est-a-dire le passage du milieu extérieur
vers le milieu intérieur. La seconde est la distribution du composé dans les
différents compartiments de I'organisme, les compartiments se traduisant par
un ou plusieurs sites de stockage, des organes ou des tissus cibles, et des sites de
biotransformation de la substance absorbée (3¢ étape). Enfin, I'étape d’élimi-
nation consiste a rejeter dans le milieu extérieur le xénobiotique préalable-
ment absorbé.

ABSORPTION

[DOSE|———— | DISTRIBUTION |- >

METABOLISME

%
N

Facteurs histologiques CONCENTRATION dans le TISSU CIBLE
Facteurs génétiques (xénobiotique ou métabolites)
Facteurs physiopathologiques =

Facteurs environnementaux

Multi-exposition @

EFFETS
Figure 14.1 : Principales étapes pharmacocinétiques

Certes, ce schéma est simplifié et de nombreux xénobiotiques peuvent étre
stockés dans différents tissus ou subir des modifications chimiques dans plu-
sieurs organes, mais il reflete la réalité de deux processus que 'on a coutume de
distinguer mais qui sont intimement liés : la toxicocinétique et la toxico-
dynamie. La toxicocinétique couvre les phénomenes d’absorption, de distri-
bution tissulaire, de métabolisme et d’excrétion, c’est-a-dire qu’elle a pour
principal objectif de déterminer la quantité de substance toxique susceptible
d’atteindre sa cible et de préciser sous quelle forme (composé initial ou
métabolites) elle y parvient. La toxicodynamie se préoccupe de l'interaction
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du xénobiotique avec sa cible et de leffet toxique que cela produit. Les
interactions entre ces deux domaines déterminent la toxicité d’une substance.
De facon générale, plus la forme toxique d’un xénobiotique est capable
d’atteindre la cible et plus cette derniére est sensible a I'agent exogéne et plus
Ieffet toxique sera important.

Dans la mesure ot la toxicocinétique est un élément critique de la caractéri-
sation du danger d’'une substance chimique, il convient de la prendre en
compte dans toute évaluation du risque. Dans ce chapitre, nous traiterons des
différentes phases prises en compte dans les approches de toxicocinétique
telles qu’elles sont définies dans la ligne directrice 417 de TOCDE qui vient
d’étre adoptée (OECD, 2010). Comme il est souligné dans ce document, les
données toxicocinétiques peuvent aider a évaluer I'adéquation et la perti-
nence des données de toxicité animale, a des fins d’extrapolation des dangers
pour ’homme, et peuvent apporter des informations utiles pour déterminer
les effets liés a la voie d’administration, la biodisponibilité et autres aspects
relatifs a la conception de I'étude. En outre, les données sur le métabolisme
peuvent fournir des informations utiles pour évaluer I'importance de la prise
en compte sur le plan toxicologique, de I'exposition a des métabolites exo-
génes du xénobiotique. Des données toxicocinétiques adéquates aideront 2
confirmer I'acceptabilité et 'applicabilité des méthodes fondées sur les rela-
tions quantitatives structure-activité et les prévisions établies a partir de
données croisées sur des substances analogues. Les données toxicocinétiques
peuvent également servir a évaluer la pertinence toxicologique d’autres étu-
des et par exemple aider a 'extrapolation in vivo/in witro.

Les exemples chargés d’illustrer les différentes parties seront principalement
issus de données relatives aux substances perturbatrices endocriniennes repro-
toxiques.

Absorption

Labsorption est le processus par lequel une substance péneétre dans 1'orga-
nisme. Deux éléments de ce processus sont importants a prendre en compte :
la quantité absorbée et la vitesse d’absorption. Bien qu'il existe des différences
liées a la barriere a franchir (peau, poumon, paroi intestinale), I"absorption
des petites molécules revient pour la plupart d’entre elles 2 un mécanisme de
franchissement passif d’'une ou plusieurs membranes (Lehman-McKeeman,
2008). Ce phénomene dépend donc en premier lieu des propriétés physico-
chimiques de la substance elle-méme, c’est-a-dire sa masse moléculaire, son
degré d’ionisation, sa réactivité, sa solubilité. Les agents chimiques lipophiles
sont mieux 2 méme de traverser une membrane dont les constituants sont
pour l'essentiel des lipides. En revanche, les molécules ionisées ont tres peu de
chances de franchir cet obstacle sous cette forme, sauf pour les trés petites
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molécules qui peuvent dans certains cas diffuser au niveau des pores membra-
naires. Il existe généralement une bonne corrélation entre le caractere lipo-
phile d’un xénobiotique et son degré d’absorption. Toutefois, en particulier au
niveau de l'intestin, cette relation n’augmente plus, ou méme décroit pour les
substances tres lipophiles (log Kow!? > 4), en raison de la difficulté a former
une solution ou une émulsion dans la lumiére intestinale (Walsh et coll.,
1997). Ainsi, I'absorption digestive chez le rat du BDE 153, un hexabromodi-
phényléther qui a un log Kow = 6,4 (ATSDR 2004), est d’environ 75 % de la
dose (Sanders et coll., 2006 ; Hakk et coll., 2009), alors que pour une dose
équivalente et un log Kow = 8,6 (ATSDR 2004), le décabromodiphényléther
(BDE 209) n’est absorbé qu’a environ 25 % (Riu et coll., 2008). La relation
entre la dose externe et interne dépend donc en grande partie du niveau
d’absorption, qui peut étre lui-méme affecté par le caractere lipophile de la
substance ou encore, pour certains composés, de 'efficacité des systemes de
pompe 2 efflux tels que les P-glycoprotéines.

I1 faut signaler que biodisponibilité et absorption ne sont pas synonymes. La
différence, par exemple, entre I"absorption orale (c’est-a-dire la présence dans
la paroi intestinale et la veine porte) et la biodisponibilité (c’est-a-dire la
présence dans le sang systémique et dans les tissus) peut, entre autres facteurs,
provenir de la dégradation chimique liée au métabolisme de la paroi intesti-
nale, a lefflux vers la lumiere intestinale ou encore au métabolisme présysté-

mique dans le foie (OECD, 2010).

Distribution

La distribution tissulaire est le processus selon lequel une substance absorbée
(ou ses métabolites) se répartissent dans les différents organes et tissus. Bien
que certaines barriéres membranaires soient moins perméables que d’autres,
les mécanismes de diffusion obéissent, de facon générale aux mémes régles que
celles qui régissent I'absorption et dépendent en premier lieu des caractéris-
tiques physico-chimiques du xénobiotique. Cependant, en matiere de pertur-
bation endocrinienne, le franchissement de certaines barrieres telles que la
barriere placentaire est 2 examiner avec attention car il peut conduire a une
exposition du feetus pendant une période particulierement sensible du déve-
loppement. Si I'exposition du feetus aux cestrogénes maternels est limitée en
raison de leur liaison a I'o foetoprotéine, nombre de perturbateurs endocri-
niens sont beaucoup moins affins a cette protéine et se retrouvent de ce fait
facilement dans la circulation feetale. Cest ce que rapportent Ikezuki et coll.

(2002) et Vandenberg et coll. (2007) a propos du bisphénol A.

13. Coefficient de partage octanol/eau, mesure de I'hydrophobicité de la molécule
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Métabolisme et élimination

Si les mécanismes d’absorption et de transfert dans les tissus favorisent le
passage des molécules non ionisées lipophiles, I’élimination de ces derniéres
implique au contraire qu’elles soient hydrosolubles afin de pouvoir étre excré-
tées dans l'urine ou dans la bile. Dans la plupart des cas, cela nécessite la
transformation chimique du xénobiotique qui a pénétré dans l'organisme et
ces réactions sont essentiellement catalysées par des enzymes qui fonc-
tionnent avec des co-facteurs endogénes. Conceptuellement, ce processus a
été séparé en deux phases au cours desquelles le xénobiotique est oxydé, réduit
ou hydrolysé (phase 1) et/ou conjugué a l'acide glucuronique, a un groupe-
ment sulfate ou acétate, au glutathion ou encore a un acide aminé (phase II).
Ces réactions prennent en charge non seulement les xénobiotiques, mais
également les composés endogénes comme les stéroides, les prostaglandines
ou encore certaines vitamines (figure 14.2).

4 PHASE | N

Cytochromes P450
. ( \
Hydroxylation PHASE Il
Epoxydation Transférases
Réduction | o
Désalkylation Glucuronidation
Sulfatation

Hydrolyse Méthylation
Oxydation Acétylation

Flavine-MO Conjugaison au
Oxvdati glutathion, acides

Xydation aminés
Peroxydase
Alcool deshydrogénase

Aldéhyde réductase
N 4

Xénobiotique Fonctionnalisation Métabolite
Stéroide » éliminé

(lipophile) (hydrophile)

Figure 14.2 : Systemes enzymatiques impliqués dans le métabolisme des xéno-
biotiques

Les monooxygénases a cytochrome P450 (CYP) jouent un role majeur dans le
métabolisme des xénobiotiques. Ce sont des enzymes membranaires localisées
dans le réticulum endoplasmique. On dénombre une soixantaine de CYP
différents chez 'homme et une douzaine d’entre eux sont utilisés dans le
métabolisme des xénobiotiques, parmi lesquels les formes 1A1/2, 2C9, 2C19,
2D6 et 3A4 sont les plus fréquemment impliquées (Guengerich, 2008). Ces
différentes formes peuvent étre inhibées, activées ou induites par les xénobio-
tiques, ce qui affecte non seulement le temps de séjour de la substance dans
'organisme, mais peut également se traduire par une modification des taux de
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synthése ou de dégradation de certaines hormones lorsqu’elles sont prises en
charge par ces enzymes. C’est ainsi que 'on explique, par exemple, leffet
féminisant de I'atrazine, herbicide longtemps utilisé dans la culture du mais.
Ce pesticide est un inducteur du<YP219 (aromatase), favorisant une sur-
production d’cestrogénes et des effets féminisants (Holloway et coll., 2008). Il
existe un polymorphisme génétique important pour plusieurs CYP, en par-
ticulier les formes 2C9, 2C19 et 2D6, conduisant a des niveaux d’expression
enzymatiques tres différents selon les individus (Genguerich, 2008). Ce poly-
morphisme se traduit par des différences interindividuelles de susceptibilité a
I'action des toxiques (Hatagima, 2002).

Les réactions de phase Il les plus fréquemment utilisées par I'organisme sont la
glucuronidation et la conjugaison au glutathion et au groupement sulfate.
Alors que la conjugaison a I'acide glucuronique et au sulfate intervient sur des
substrats nucléophiles, celle faisant intervenir le glutathion concerne les
molécules électrophiles. L'uridine-diphosphate glucuronosyl transférase
(UGT) est une famille d’enzymes capable de catalyser le transfert d’un acide
glucuronique sur une molécule possédant une fonction alcool, amine ou thiol.
Il existe pres d’une vingtaine 'UGT différentes chez ’lhomme (Shipkova et
Wieland, 2005), localisées dans la membrane du réticulum endoplasmique. La
plupart des substrats pris en charge par les UGT peuvent également étre
métabolisés par les sulfotransférases qui, pour celles impliquées dans le méta-
bolisme des xénobiotiques, sont des enzymes cytosoliques qui utilisent le
phospho-adénosine-phosphosulfate comme co-facteur. Chez les vertébrés, les
UGT, comme les sulfotransférases sont impliquées dans le métabolisme des
hormones stéroidiennes. Les glutathion-transférases sont des enzymes homo-
ou hétéro-dimériques qui sont principalement cytosoliques mais qui peuvent,
pour certaines classes, é&tre membranaires. Les conjugués au glutathion peu-
vent étre éliminés sous cette forme dans la bile, ou subir d’autres étapes de
biotransformation conduisant a la formation d’'un conjugué a la cystéine,
lui-méme pris en charge par les acétyltransférases pour former un conjugué
mercapturique finalement éliminé dans l'urine.

Les enzymes de phase II peuvent étre induites ou inhibées par des xénobioti-
ques, mais dans une moindre mesure que les cytochromes P450. Leffet des
xénobiotiques sur ces enzymes est un des mécanismes impliqués dans la pertur-
bation endocrinienne. Il a ainsi été montré que les polychlorobiphényles
(PCB), les polybromodiphényléthers (PBDE) ou les dérivés halogénés du bis-
phénol A, qui sont trois familles de perturbateurs endocriniens ayant des
propriétés cestrogéniques, ont une affinité limitée pour ER (récepteurs aux
cestrogenes), mais qu'en revanche, ils (ou leurs métabolites) ont une puissante
capacité a inhiber la sulfotransférase 1E1, enzyme chargée d’inactiver I'cestra-
diol (Kester et coll., 2002). La méme observation a été faite pour les alkylphé-
nols et les phtalates (Waring et coll., 2008). Les récepteurs AhR, CAR et PXR
jouent un rdle prépondérant dans I'induction des enzymes de phase [ et II. AhR,
qui est activé par les dioxines et les hydrocarbures aromatiques polyhalogénés
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ou non, est surtout impliqué dans I'induction des CYP1A et 1B ainsi que des
UGTI1AL, 1A3, 1A4 et 1A6 et de la sulfotransférase 1A1 (Jana et Paliwal,
2007 ; Tolson et Wang, 2010). Lactivation des récepteurs CAR et PXR pro-
voque l'induction des CYP 2A, 2B, 2C, 3A, de 'TUGT1AL1, de la sulfotransfé-
rase 2A1 et de la GST al. CYPIA est également régulé par CAR, alors que
PXR induit spécifiquement CYP7A (Tolson et Wang, 2010).

Méme si un grand nombre de tissus peuvent exprimer des enzymes de
biotransformation, c’est le foie qui est 'organe principal du métabolisme. Il
est toutefois possible que certaines isoformes particulieres soient spécifi-
quement exprimées dans un tissu extra-hépatique. C'est par exemple le cas de
'aromatase qui chez I’adulte est exprimée dans les ovaires, le placenta, le tissu
adipeux, 'os ou dans une moindre mesure, le testicule, mais pas dans le foie,
alors que les niveaux d’expression sont tres élevés dans le foie feetal (Simpson

et coll., 2002).

Métabolites et effets toxiques

Si ces réactions de phase I et II jouent un role essentiel dans I'inactivation des
composés exogenes, elles sont également a l'origine des effets toxiques de
plusieurs substances (Dekant, 2009). En effet, le processus de biotransforma-
tion peut donner lieu & des métabolites réactifs capables de se lier de facon
irréversible 2 des macromolécules endogenes telles que ’ADN ou les pro-
téines et entrainer des effets génotoxiques ou immunotoxiques (figure 14.3).

| Xénobiotique F———

Biotransformation —l

Détoxication <«——— [UAEEIINE

réactif
l v
Elimination Liaison a des macromolécules: (ADN, protéines)

Interaction avec: - les récepteurs
- les protéines de transport
- le métabolisme des hormones

Figure 14.3 : Voies de bioactivation/détoxication des xénobiotiques

La toxicité d’hydrocarbures aromatiques polycycliques comme le benzo(a)-
pyreéne ou le diméthylbenzanthraceéne qui sont métabolisés dans un premier
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temps par les P450 releve de ce phénomene et conduit aux effets cancérigénes
de ces polluants. Pour ce qui concerne les mécanismes de perturbation endo-
crinienne, les voies de bioactivation ne passent pas nécessairement par la
formation d’un intermédiaire réactif capable de se lier de fagon covalente a
une molécule endogene, mais le plus souvent par la production d’'un métabo-
lite ayant une affinité ou une activité bien plus forte que la substance initiale
vis-a-vis d’'une protéine de transport ou d’un récepteur nucléaire. Kitamura et
coll. (2008) ont ainsi identifié une trentaine de substances qualifiées de
pro-cestrogénes parmi les composés naturels ou les contaminants. Ces sub-
stances, inactives dans leur état initial, nécessitent l'intervention d’une
enzyme, généralement un P450, pour devenir cestrogéniques. Parmi les exem-
ples cités figurent des pesticides (biphényle, DDT, métoxychlore, bifénox),
des produits industriels (benzophénone, phtalates, PCB, PBDE, oligomeéres du
styréne, diphényle méthane et diphényle propane), des polluants (B(a)P,
2-nitrofluoréne), des phyto-cestrogénes (chalcone).

Une fois formés, les métabolites sont excrétés dans l'urine par le rein ou
éliminés dans les feces via la bile. Lexcrétion dans le lait maternel peut
également intervenir de fagon substantielle, comme cela a été montré pour les
PBDE, les phtalates ou le bisphénol A. Généralement, les rongeurs excrétent
davantage de métabolites par voie biliaire que le chien, le singe ou ’homme.
Cela est di a des différences entre especes dans le seuil d’excrétion biliaire des
métabolites. Ce seuil, qui dépend de la masse moléculaire du métabolite est
d’environ 250 Da chez le rat, alors qu'il est de 400-600 Da pour le chien et
I’homme (Dybing et coll., 2002). Apres avoir été éliminés dans la bile, les
conjugués glucuronides et sulfates peuvent facilement étre hydrolysés dans le
tube digestif. Les produits de biotransformation ainsi libérés sont ensuite
réabsorbés par 'intestin et de nouveau métabolisés au niveau du foie. On
parle alors de cycle entéro-hépatique, dont la conséquence premiere est une
augmentation du temps de séjour du xénobiotique dans I'organisme.

Des modeles plus complexes

Le terme « toxicocinétique » prend en compte la répartition du xénobiotique
dans les différents compartiments de I'organisme au cours du temps. Le pas-
sage de la circulation générale vers les organes se fait généralement par
diffusion passive et de ce fait la concentration du composé dans la circulation
générale reflete la concentration dans le tissu cible. La relation entre dose
externe et dose interne ne peut étre obtenue a partir d’études traditionnelles
qui mesurent I'absorption, la distribution, le métabolisme et 'excrétion du
composé et de ses métabolites dans I'urine et les feces. Elle repose sur la
connaissance de I'évolution au cours du temps des concentrations plasma-
tiques et urinaires des substances que 'on souhaite étudier. A partir des
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concentrations mesurées, ces analyses permettent, par des modeles comparti-
mentaux, de déterminer plusieurs variables telles que la clairance, la biodispo-
nibilité, la demi-vie et d’extrapoler des données provenant d’une dose unique
A une situation d’exposition chronique (Dybing et coll., 2002). Une telle
approche ne permet cependant pas d’appréhender les cinétiques locales (tis-
sulaires) ni d’effectuer des extrapolations interspécifiques car les modeles
compartimentaux sont définis a partir des données plasmatiques et non 2
partir de considérations anatomiques, physiologiques ou métaboliques. Pour
répondre au besoin d’extrapolation des modeles animaux a ’lhomme ou de l'in
vitro a I'in vivo, ou encore pour connaitre plus précisément I'exposition feetale,
des modeles plus complexes ont été élaborés, les modeles physiologiques ou
PBPK (pour physiologically-based pharmacokinetic models). Ces modeles inte-
grent des données multiples parmi lesquelles les sites de distribution tissulaire,
les enzymes impliquées dans le métabolisme, les cinétiques enzymatiques
déterminées in witro, les débits sanguins dans les principaux organes, les
coefficients de partage tissu-sang, les constantes de liaison... (Leung, 1991,

Clewell et Andersen, 1994).
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