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De nombreuses études de toxicologie ont été publiées sur les phtalates,
notamment le DEHP et le DBP. Des études de référence ont permis la
définition de la dose journaliere tolérable (DJT) pour ces substances. La
plupart des études ont été menées avec des doses élevées, sur des périodes
d’exposition variables et par voie orale (gavage) chez le rat. Des effets ont été
recherchés pour de nombreux parametres phénotypiques. Quelques études
ont été réalisées chez des primates non humains.

Etudes de références pour détermination de la DJT

Quatre études de références ont servi pour les évaluations de risques liés au
DBP et au DEHP par la CPSC et PEFSA (David et coll., 2000 ; Wolfe et
Layton, 2003 ; Lee et coll., 2004 ; Mahood et coll., 2007). Pour le DBP,
Pétude de Lee et coll. (2004) et celle de Mahood et coll. (2007) ont adressé
les effets d’'une exposition in utero et/ou postnatale respectivement chez le rat
Sprague-Dawley et Wistar. Pour le DEHP, ’étude de David et coll. (2000) a
utilisé des rats Fisher 4gés de 4 semaines et exposés pendant 2 ans, et celle de
Wolfe et Layton (2003) a documenté les effets du DEHP sur plusieurs généra-
tions chez le rat Sprague-Dawley.

Dans I'étude de David et coll. (2000), les rats sont exposés a des doses de
DEHP de 100 a 12 500 mg/kg de nourriture a partir de la puberté et pendant
104 semaines. Seule la dose la plus forte diminue le poids testiculaire et induit
une aspermatogenése bilatérale (dés 78 semaines). La dose de 500 mg/kg
augmente la survenue d’aspermatogenése chez les animaux agés (104 semai-

nes). La dose de 500 mg/kg (29-36 mg/kg/j) est considérée comme NOAEL.

Létude multigénérationnelle de Wolfe et Layton (2003) identifie une toxicité
testiculaire dés la dose de 300 mg/kg (23 mg/kg/j pour FO et 14 mg/kg/j pour
F1 et F2) de DEHP dans la nourriture. A cette dose, une atteinte testiculaire
est notée chez les animaux des générations F1 et F2. Une pathologie des
organes sexuels males accessoires (vésicules séminales, prostate, épididyme)
est également associée a cette dose. Une baisse de la fertilité n’est rapportée

que pour les doses de 7 500 mg/kg (F1, F2 et F3) et 10 000 mg/kg (FO et F1)
selon les parametres analysés (spermatogenése, sex ratio des descendants,
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nombre de petits par portée...). La dose sans effet pour la toxicité testiculaire
proposée est de 100 mg/kg (8 mg/kg/j en FO et 5 mg/kg/j en F1 et F2).

Létude de Lee et coll. (2004) concerne les effets d'une exposition au DBP de
20 a 10 000 mg/kg de nourriture pendant la période périnatale du 15 jour de
gestation au sevrage, au 21¢ jour postnatal. A la dose de 2 000 mg/kg, une
agrégation des cellules de Leydig et une perte de cellules germinales sont
notées respectivement au 21° jour et 2 11 semaines (adulte). Une atteinte
épididymaire est également rapportée. Ces effets se retrouvent chez quelques
animaux dés la dose de 200 mg/kg. Un retard de développement des sperma-
tocytes est évident au 21¢ jour des la dose de 20 mg/kg. A 11 semaines, le
poids du testicule, de I’épididyme, de la prostate ou des vésicules séminales ne
semble pas affecté.

Létude du groupe de Sharpe (Mahood et coll.,, 2007) recense différents
parametres précédemment quantifiés dans les travaux de ce groupe et affectés
par une exposition strictement foetale (du jour 13 a 21) tout au long de
I'organogeneése testiculaire en réponse a différentes doses de DBP de 4 a
500 mg/kg/j administrées par gavage. Les parameétres précoces tels que la
formation d’agrégat de cellules de Leydig, 'apparition de gonocytes multinu-
cléés et la sécrétion de testostérone analysés en fin de vie feetale (jour 21) sont
altérés significativement des la dose de 100 mg/kg/j. Des parametres mesurés
plus tardivement (adulte) tels que les mesures de fertilité et le taux de
cryptorchidisme ne sont affectés qu’a la dose de 500 mg/kg/j. Cette étude
révele également que la disparition de I'épithélium germinal dans certains
tubules et 'apparition de foyer dysgénésique (agrégat mal ordonné de plu-
sieurs types cellulaires différents) est retrouvée dans des testicules scrotaux des
la dose de 100 mg/kg/j. Pour plusieurs parameétres, une tendance (non signifi-
cative) est observée a la dose de 20 mg/kg/j peut-étre du fait du nombre
modéré de portées analysées (5 a 9). Cette étude est tres détaillée et axée
spécifiquement autour du développement testiculaire. Les auteurs proposent
que les parametres mesurés en fin de vie fcetale soient les meilleurs indices
reflétant une exposition aux phtalates.

Etudes chez les rongeurs et lagomorphes

La plupart des études chez les rongeurs ont été menées avec des doses élevées.
De nombreux effets ont été recherchés sur des périodes d’exposition variables
et avec différents phtalates. Les tableaux 35.1 et 35.11 résument les principaux
parametres phénotypiques affectés avec les deux phtalates DEHP et DBP.

La trés grande majorité des études chez I'animal ont été réalisées par gavage
par voie orale durant la gestation et rapportent des effets sur les trois princi-
paux types cellulaires du testicule : cellules de Leydig, cellules de Sertoli et
cellules germinales.
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Tableau 35.1 : Parametres phénotypiques affectés dans les études pour le DEHP

Paramétres phénotypiques Especes/Lignée Doses (mg/kg/j)/Périodes Références
Modifications des parametres ~ Rat 10-900 Gray et coll., 2000
morphologiques Sprague-Dawley  Gestation/postnatal Higuchi et coll., 2003
Poids testicules, épididymes, Lapin Dutch-belted Botelho et coll., 2009
prostate, vésicules séminales Rat Wistar Gray et coll,, 2009
Rat Long-Evans Noriega et coll., 2009
Rat Sprague- Vo et coll., 2009b
Dawley' castre + Lee et Koo, 2007
testostérone
Modification des paramétres Rat 10-900 Higuchi et coll., 2003
spermatiques Sprague-Dawley  Gestation/postnatal Vo et coll., 2009a
Concentration Lapin Dutch-belted Noriega et coll., 2009
Rendement
Mobilité %
Anomalies Rat 10-1 250 Gray et coll., 2000
Distance anogénitale Sprague-Dawley  Gestation/postnatal Howdeshell et coll.,
Cryptorchidie Rat Long-Evans 2007
Hypospadias Lin et coll., 2008
Age & la séparation du prépuce Culty et coll,, 2008
Vo et coll., 2009a
Gray et coll., 2009
Noriega et coll., 2009
Vo et coll., 2009b
Altérations des taux Rat 10-1 250 Akingbemi et coll., 2001
hormonaux Sprague-Dawley  Gestation/postnatal Higuchi et coll., 2003

Testostérone
LH, FSH, E2, InsI3

Rat Long-Evans
Rat Wistar
Lapin Dutch-belted

Borch et coll., 2004
Akingbemi et coll., 2004

Howdeshell et coll.,
2007

Lin et coll., 2008
Culty et coll., 2008
Vo et coll., 2009a

Vo et coll., 2009b
Noriega et coll., 2009

391

ANALYSE



Reproduction et environnement

Tableau 35.11 : Parametres phénotypiques affectés dans les études pour le DBP

Paramétres phénotypiques Especes/Lignée Doses (mg/kg/j)/Périodes Références

Modifications des paramétres
morphologiques

Poids testicules, épididymes,
prostate, vésicules séminales

Modification des paramétres
spermatiques

Concentration
Rendement

Mobilité %
Anomalies

Distance anogénitale
Cryptorchidie
Hypospadias

Age & la séparation du prépuce

Altérations des taux
hormonaux

Testostérone
LH, FSH, InsI3

Rat Long-Evans 50-750

(ORL) Gestation/postnatal
Rat Wistar

Rat

Sprague-Dawley

Rat Sprague-

Dawley

(hypothyroi-dien/PTU)

Rat Sprague-

Dawley castré +

testostérone
Rat Wistar 500-1 500
Adulte
Rat Wistar 100-750
Rat Sprague- Gestation
Dawley
Rat Wistar 100-500-1 500
Rat Sprague- Gestation/postnatal
Dawley Adulte

Johnson et coll., 2008
Zhu et coll., 2009
Drake et coll., 2009

Martino-Andrade et
coll., 2009

Welsh et coll., 2009
MacLeod et coll., 2010
Saillenfait et coll., 2008
Lee et coll., 2008

Lee et Koo, 2007
Boekelheide et coll.,
2009

Nair et coll., 2008

Fisher et coll., 2003

Howdeshell et coll.,
2007

Saillenfait et coll., 2008
Scott et coll., 2008

Martino-Andrade et
coll., 2009

Welsh et coll., 2009
Struve et coll., 2009
Zhu et coll., 2009
Scarano et coll., 2009
Drake et coll., 2009
MacLeod et coll., 2010

Fisher et coll., 2003

Howdeshell et coll.,
2007

Scott et coll., 2008
Nair et coll., 2008
Johnson et coll., 2008
Drake et coll., 2009
Struve et coll., 2009

Martino-Andrade et
coll., 2009

Alam et coll., 2010
MacLeod et coll., 2010
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Effets in utero sur le testicule foetal

De nombreux travaux signalent de maniére cohérente : une agrégation des
cellules de Leydig et la diminution de la production de testostérone et d’Insl3
de ces cellules ; une augmentation du diameétre des cordons testiculaires ;
I’apparition de gonocytes (cellules germinales feetales) multinucléés. Notons
immédiatement que le mode typique d’administration des phtalates, sous
forme de bolus quotidiens par gavage par voie orale ou intubation gastrique,
produit a peu prés les mémes effets que 'exposition via la nourriture a dose
équivalente, au moins pour le DBP (Struve et coll., 2009). Par ailleurs, il a été
démontré que le DEHP passe efficacement la barriere placentaire et atteint les
gonades chez le rat en administrant du DEHP radioactif par voie orale aux
rates gestantes (Stroheker et coll., 2006). On estime que de 2 a2 5% de la
radioactivité totale du foetus se retrouvent au niveau des gonades.

Effets sur les cellules de Leydig

Concernant les cellules de Leydig, une diminution de la production de testosté-
rone testiculaire en fin de vie feetale est rapportée de maniere quasi-
systématique chez le rat. Ainsi, chez le rat de lignée Wistar, 'administration de
500 mg/kg/j de DBP a la femelle gestante diminue la testostérone intra-
testiculaire du feetus de maniere drastique (Fisher et coll., 2003 ; Scott et coll.,
2008 ; Drake et coll., 2009 ; Martino-Andrade et coll., 2009 ; MacLeod et coll.,
2010). Lexposition in utero au DINP (750 mg/kg/j), au DEHP (750 mg/kg/j),
ou au DIBP (600 mg/kg/j) induit un effet semblable (Borch et coll., 2004 ;
Boberg et coll., 2008). Des doses moindres de DBP (<100 mg/kg/j) ou de
DEHP (150 mg/kg/j) n’inhibent pas de maniere visible la production de
testostérone durant la vie feetale (Drake et coll., 2009 ; Martino-Andrade et
coll., 2009). Cependant, 'administration simultanée de DBP (100 mg/kg/j) et
de DEHP (150 mg/kg/j) induit des effets semblables & une forte dose de DBP
(Martino-Andrade et coll., 2009). Chez le rat de lignée Long-Evans, le DEHP
(750 mg/kg/j) administré du 2¢ au 20° jour de la gestation inhibe également la
sécrétion de testostérone feetale au jour 21 (Lin et coll., 2008). Vo et coll.
(2009a) indiquent un effet semblable chez le rat de lignée Sprague-Dawley
lors d'un gavage au DEHP (500 mg/kg/j) du 11¢ au 20° jour de la gestation.
Des doses plus faibles de DEHP (deés 117 mg/kg/j) diminuent également la
sécrétion de testostérone et de DHT chez le rat Sprague-Dawley. De méme,
Struve et coll. (2009) démontrent que le DBP mélangé a 'alimentation des
femelles gestante du 12° au 19° jour de la gestation diminue la testostérone
intra-testiculaire deés les doses équivalentes 2 100 mg/kg/j chez le rat Sprague-
Dawley. Toujours dans cette lignée, le DBP ou le DEHP a la dose de
500 mg/kg/j chacun diminuent la sécrétion de testostérone et leurs effets
peuvent se cumuler lorsqu’ils sont administrés du 14° au 18° jour de gestation
(Howdeshell et coll., 2007). Il semble donc largement prouvé que le DBP
et/ou le DEHP administré aux rates gestantes inhibe I’activité stéroidogene du
testicule feetal dans diverses lignées de rats. La lignée Sprague-Dawley appa-
rait comme plus sensible que la lignée Wistar.
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Le groupe de Richard Sharpe a longuement étudié le modele du rat Wistar
gavé avec 500 mg/kg/j de DBP pendant la gestation. Ces auteurs ont ainsi
précisé la fenétre pendant laquelle le DBP réduit la production de testosté-
rone feetale. Ainsi, la testostéronémie chute fortement a partir du 17° jour de
gestation et cette diminution se maintient jusqu’au 21 jour de gestation lors
d’une exposition du 13¢ au 21°¢ jour (MacLeod et coll., 2010). Ils ont égale-
ment montré qu'une courte exposition du 19 au 20 jour est suffisante pour
inhiber la sécrétion de testostérone au jour 21 (Scott et coll., 2008). Cepen-
dant, lors d’'une exposition de du 13 au 15 ou du 15° au 17¢, on n’observe pas
de diminution de la testostéronémie au jour 21. Il apparait donc que les effets
sur la production de testostérone foetale disparaissent rapidement apres 'arrét
du gavage. D’autres auteurs (Akingbemi et coll., 2001) ont gavé des rates de
lignée Long Evans pendant la gestation (du 12€ au 21 jour) avec 100 mg/kg/;
de DEHP et observent une diminution de testostéronémie des méales nés de
ces animaux pendant la puberté (21-35 jours) mais cet effet est transitoire
puisqu’a I'age adulte (90 jours) le taux de testostérone est restauré. La plupart
des études ayant suivi la production de testostérone pendant la vie postnatale
semble s’accorder sur ce dernier point : a 'Age adulte, les taux plasmatique de
testostérone des male traités in utero sont comparables a ceux d’animaux non
exposés (Gray et coll., 2000 ; Fisher et coll., 2003 ; Borch et coll., 2004 ; Gray
et coll., 2009 ; Scarano et coll.,, 2009). Une baisse de la testostéronémie
pendant la période pubertaire a également été rapportée par Lin et coll.
(2009) chez le rat pour une exposition a des doses relativement faibles de
DEHP (10 mg/kg/j) pendant la gestation. Cependant, cet effet inhibiteur
pendant la période pubertaire n’est pas retrouvé systématiquement (Borch et

coll., 2005).

Les mécanismes responsables de la diminution de la synthése de testostérone
suivant immédiatement une exposition in utero aux phtalates chez le rat ont
été décrits dans plusieurs études et des résultats concordants décrivent une
diminution de I'expression des enzymes de transport du cholestérol et de
biosynthese des hormones stéroides. Les génes dont 'expression est diminuée
de maniere cohérente avec les effets rapportés et indépendamment de la
nature du phtalate ou de la lignée sont : P450scc (Cypllal), StAR, Cypl7al
et Srbl (Boberg et coll., 2008 ; Johnson et coll., 2008 ; Drake et coll., 2009 ;
Lin et coll., 2009 ; Struve et coll., 2009 ; Vo et coll., 2009a). Notons que la
diminution de I'expression de la 17BHSD, de SF1 ou du récepteur a LH a
également été notée dans certaines études (Boberg et coll., 2008 ; Lin et coll.,
2008 et 2009). Ce blocage des différentes étapes clefs de la stéroidogenese du
testicule foetal explique probablement I'effet net sur la production de testosté-
rone foetale mais il n’a pas été démontré que les phtalates ou leurs dérivés
agissaient directement sur 'expression de ces génes.

Les conséquences d’une inhibition de la synthése de testostérone feetale sont
clairement visibles et encore plus fréquemment rapportées chez les rats traités
durant la gestation. Ainsi, différents défauts de masculinisation sont décrits :
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une diminution de la distance anogénitale, la rétention d’aréoles mammaires
ou de mamelons chez le male, la diminution de la longueur du pénis, une
baisse du poids de la prostate, une augmentation des hypospadias et du taux de
cryptorchidie. Une diminution marquée de la distance anogénitale est décrite
dans les jours qui suivent la naissance (Gray et coll., 2000 ; Ema et Miyaki.,
2001 ; Borch et coll., 2004 ; Howdeschell et coll., 2007 ; Lin et coll., 2008 ;
Saillenfait et coll., 2008 ; Scott et coll., 2008 ; Drake et coll., 2009 ; Gray et
coll., 2009 ; Lin et coll., 2009 ; Mac Leod et coll., 2009 ; Martino-Andrade et
coll., 2009 ; Saillenfait et coll., 2009 ; Vo et coll., 2009a ; Yamasaki et coll.,
2009 ; Zhu et coll., 2009). De trés nombreuses études ont utilisé ce parametre
qui représente un marqueur fiable de 'imprégnation androgénique du fcetus et
ne nécessite pas le sacrifice de I’animal. Il a ainsi été montré que ce parametre
est diminué par divers phatalates, DEHP, DBP, MBP, BBP, DIBP, DnHP
(di-n-hexyl-phtalate) et DCHP (dicyclohexyl-phtalate) et a des doses qui
concordent généralement avec les effets observés sur la sécrétion de testosté-
rone (de 250 2 750 mg/kg/j) chez les trois lignées de rats précédemment citées.
Notons ici que si les doses de I'ordre de 10 mg/kg/j semblent clairement
inefficaces, certains auteurs rapportent un effet du DEHP deés 100 mg/kg/j (Vo
et coll., 2009a) et d’autres auteurs n’'indiquent pas d’effet & une dose proche
(Martino-Andrade et coll., 2009). Une explication plausible serait que les
premiers auteurs utilisent la lignée de rat Sprague-Dawley et les seconds, la
lignée Wistar, lignée qui semble moins sensible aux effets des phtalates sur la
stéroidogenese. D’autres phtalates (DEP, DMP et dioctyl terephtalate (DEHT
ou DOTP)) a la dose de 750 mg/kg/j chez le rat Sprague-Dawley semblent
inefficaces sur ce parametre (Gray et coll., 2000). De maniére trés intéres-
sante, deux études ont délimité finement la période d’exposition minimale
induisant une diminution de la distance anogénitale (Ema et coll., 2001 ;
Scott et coll., 2008) ; cette période du 15 au 17° jour de gestation correspond
a la « fenétre de programmation méle », un concept proposé par R. Sharpe.
Ainsi chez le rat Wistar, une exposition au DBP (150-500 mg/kg/j) durant
toute la fin de la vie feetale (du 13° au 21° jour) ou uniquement pendant la
fenétre du 15 au 17° jour diminue sensiblement également la distance ano-
génitale bien que dans le second cas la chute de la sécrétion de testostérone
ait été tres transitoire. La différenciation et le développement de nombreux
organes du tractus reproducteur méale sont androgéno-dépendants. Ainsi, une
diminution a la puberté ou a I’Age adulte du poids des vésicules séminales, de
la prostate ventrale et du muscle levator ani-bulbocaverneux sont couram-
ment signalés dans ces études. Un retard de I'Age de la séparation du prépuce,
un indice de la puberté chez le mile, est parfois rapporté. Une diminution du
poids testiculaire ou épididymaire est également fréquemment décrite mais il
est peu clair si celle-ci fait suite 2 une atteinte directe du testicule ou est
secondaire a la cryptorchidie.

Une autre hormone produite par les cellules de Leydig durant la vie feetale,
I'InsL3 (relaxin/insulin like 3) apparalt comme inhibée lors d’une exposition in
utero aux phtalates. La diminution de 'expression de ce géne pendant la vie
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foetale ou néonatale a été décrite pour des doses de 200 a 750 mg/kg/j chez les
trois lignées de rats en réponse a une exposition in utero au DIBP, au DEHP ou
au DBP (Howdeshell et coll., 2007 ; Boberg et coll., 2008 ; Culty et coll.,
2008 ; Johnson et coll., 2008 ; Lin et coll., 2008 et 2009). Rappelons que cette
hormone permet entre autre la croissance du gubernaculum, un ligament
responsable de la descente des testicules. Il semble donc logique d’attribuer au
moins en partie la cryptorchidie induite par une exposition in utero aux
phtalates a I'inhibition de la sécrétion de cette hormone leydigienne. Notons
ici que pour des doses voisines de 'ordre de 500 mg/kg/j (13-21°¢ jour de
gestation), des taux de presque 100 % de cryptorchidie sont décrits chez le rat
de lignée Wistar alors que seuls 7 2 8 % des rats de lignées Sprague-Dawley
sont atteints (Howdeshell et coll., 2008). Une explication possible a cette
différence serait le taux basal d’Insl3 qui est plus important chez les rats
Sprague-Dawley en comparaison aux animaux de lignée Wistar.

Enfin, des cas drastiques d’agénésie épididymaire sont rapportés en réponse
aux phtalates in utero. Ici, c’est au contraire les rats de lignées Sprague-Dawley
qui semblent plus atteints que les lignées Wistar, respectivement 82 % contre
12 % en réponse a 500 mg/kg/j de DBP (Howdeshell et coll., 2008). Ceci peut
également étre expliqué par une sécrétion de testostérone basale plus impor-
tante chez les animaux de lignées Wistar. Il est intéressant de noter ici que
I’épididyme dérive des canaux de Wollf, structure embryonnaire dont le main-
tien et la croissance dépend du taux d’androgénes pendant la vie feetale. Les
groupes de P. Saunders et R. Sharpe (Welsh et coll., 2009) se sont intéressés a
la croissance de ces canaux en traitant des rats Wistar avec une dose de
flutamide, un anti-androgéne (100 mg/kg) et de DPB (500 mg/kg) a partir du
14° jour de gestation. Les auteurs rapportent que la combinaison de ces deux
anti-androgénes induit la régression complete de ces canaux alors que la
flutamide seule n’a que peu d’effet. Leffet décrit est comparable a celui de
souris déficientes pour le récepteur aux androgenes. Il semble donc que le DBP
en combinaison avec la flutamide puisse totalement bloquer la signalisation
androgénique.

La question de la dose sans effet de phtalates a été abordée par la plupart des
études décrivant une exposition in utero et comme décrit ci-dessus, trés peu
rapportent un effet 2 des doses inférieures a 150 mg/kg/j. Notons cependant
que des effets cumulatifs de différents phtalates ont été rapportés. Ainsi
Howdeshell et coll. (2007) montrent des effets du DBP et du DEHP seuls a la
dose de 500 mg/kg/j chez le rat Sprague-Dawley pendant la gestation (14-18°
jour de gestation). Ces effets apparaissent amplifiés lorsque ces deux phtalates
sont administrés simultanément, une augmentation du taux d’hypospadias et
des effets persistant chez 'adulte étant alors notée de maniére significative.
Martino-Andrade et coll. (2009) ont adressé une question similaire en utili-
sant cette fois des doses plus faibles de DBP (100 mg/kg/j) et de DEHP
(150 mg/kg/j) chez le rat Wistar. Les auteurs rapportent que seuls ces phtalates
n’ont pas d’effet sur la sécrétion de testostérone ou la distance anogénitale
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mais qu’en combinaison, ils ont des effets similaires a une dose de 500 mg/kg/j
de DBP, diminuant ces deux parametres. Cependant, aucun effet persistant
chez 'adulte n’est décrit dans cette derniére expérience. Enfin, citons I’étude
tres détaillée de Gray et coll. (2009). Dans leurs travaux, les auteurs ont
exposé au cours de la gestation et au début de la vie postnatale, des rats
Sprague-Dawley a des doses allant de 11 a 300 mg/kg/j de DEHP et ont
analysé I’Age de la séparation du prépuce, la persistance d’aréoles mammaires,
les anomalies testiculaires (Iésions), les anomalies de I'épididyme, des vésicu-
les séminales du ligament du gubernaculum et rassemblé toutes ces lésions de
'appareil reproducteur male sous 'appellation de « syndrome des phtalates ».
Les auteurs ont également analysé tous les animaux issus de toutes les portées
(en général un effectif de plus 70 rats issus d’au moins 10 portées) alors que
dans la plupart des autres études seuls quelques animaux par portée sont
analysés (en moyenne 10 au total). Gray et coll. (2009) rapportent alors un
effet statistiquement significatif du DEHP sur ce syndrome dés la dose de
11 mg/kgfj. A cette dose, environ 10 % des animaux présentent des malfor-
mations du tractus reproducteur male (8/71) et pres de 50 % des rats a la dose
de 300 mg/kg (38/74) mais aucun des animaux temoins (0/83) n’est atteint.
Dans ces travaux, les auteurs ont dosé le MEHP, un métabolite du DEHP, dans
le fluide amniotique et observent des taux de 7,2, 68 et 2 324 ng/ml respecti-
vement chez les animaux témoins et les animaux exposés a 11 et 300 mg/kg/;
de DEHP. Il semble donc que chez le rat, une partie des animaux soit affectée
par des doses relativement faibles correspondant a un équivalent de 68 ng/ml
de MEHP circulant. Cette étude pousse a l'extréme la notion d’analyse
statistique mais dans plusieurs autres travaux une exposition in utero a des
doses de 10 a 100 mg/kg/j de phtalates ne modifie pas significativement un
parametre mais augmente sa dispersion spécifiquement chez les animaux
traités. Bien qu'il soit difficilement concevable de réaliser régulierement des
études aussi détaillées, il semble que certaines sous-populations puissent étre
plus sensibles.

De maniére intéressante, le groupe de R. Sharpe a identifié un parameétre
pouvant accroitre la sensibilité in utero aux phtalates (Drake et coll., 2009).
Dans cette étude, les auteurs ont gavé des rates gestantes (lignée Wistar,
13-21¢ jour de gestation) avec 100 ou 500 mg/kg/j de DBP et/ou 0,1 mg/kg/j
de dexaméthasone. La dexaméthasone seule n’a aucun effet en elle-méme sur
les parametres étudiés mais amplifie ou révele les effets du DBP notamment
sur la distance anogénitale et le poids testiculaire. Les effets de ce glucocorti-
coide suggeérent que le stress pourrait sensibiliser & I'action des phtalates. Une
autre étude propose que des facteurs génétiques puissent accroitre la sensibilité
aux phtalates (Johnson et coll., 2008). Les auteurs ont utilisé une sous-lignée de
rat dérivée des rats Long-Evans, la lignée ORL. Cette sous-lignée présente 2
I’état basal un taux de 60 % de cryptorchidie due a un défaut polygénétique, mal
caractérisé, et affectant la croissance du gubernaculum. Dans cette sous-lignée,
une exposition in utero au DBP réduit 'expression des enzymes de synthese des
androgenes (P450scc et StAR) et de I'InsL3 et diminue le poids testiculaire
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des la dose de 50 mg/kg/j alors que cette dose n’a pas ou peu d’effet chez des
rats Long-Evans normaux. Les auteurs proposent donc ce modéle comme un
exemple d’interaction géne-environnement ; le fond génétique ORL sensibi-
liserait aux effets des phtalates favorisant la survenue de malformations des
organes reproducteurs en réponse a des doses plus faibles.

Notons enfin qu’en plus de la fonction endocrine, 'aspect histologique des
cellules de Leydig fcetales est altéré par une exposition in utero aux phtalates
chez le rat. Ainsi plusieurs groupes rapportent 'agrégation des cellules de Leydig
et la formation de clusters hétérogenes chez les males exposés (Gray et coll.,
2000 ; Fisher et coll., 2003 ; Borch et coll., 2005 ; Culty et coll., 2008 ; Lin et
coll., 2008 et 2009). Cette hyperplasie leydigienne sous forme de clusters ne
semble pas étre due a une augmentation de la prolifération des cellules de
Leydig différenciées. L'apparition de foyers hyperplasiques est rapportée pour de
fortes doses (500 a 938 mg/kg/j) mais une hausse du volume leydigien global est
détectée des 234 mg/kg/j (Culty et coll., 2008). Ces foyers hyperplasiques sont
détectables des la vie foetale (17° jour de gestation) et semblent se maintenir
chez 'adulte (90 jours) tout au moins pour les fortes doses (Fisher et coll.,
2003). En réalisant une étude fine du nombre de cellules de Leydig par cluster,
Lin et coll. (2008 et 2009) ont détecté une augmentation des clusters conte-
nant de 6 a 30 cellules pour des doses de I'ordre de 10 mg/kg/j de DEHP alors
que les agrégats contenant plus de 30 cellules n’apparaissent que pour de fortes
doses (750 mg/kg/j) en fin de vie feetale. Enfin, les foyers de cellules de Leydig
ont été décrits comme trés hétérogénes contenant également des cellules de
Sertoli ou des gonocytes mal localisés. Les cellules de Leydig apparaissent
elles-mémes parfois mal localisées puisque Fisher et coll. (2003) rapportent la
présence de cellules positives pour 3bHSD au sein méme des cordons tes-
ticulaires (alors qu’elles se situent normalement entre les cordons) en réponse
aux phtalates. Le LIF (Leukemia Inhibiting Factor) a été identifié comme une
cytokine qui peut induire I'agrégation des cellules de Leydig in wvitro et
I'expression de cette cytokine est augmentée dans le testicule feetal en
réponse au DEHP (Lin et coll., 2008) ; il est ainsi possible que cette cytokine
soit un des médiateurs des effets des phtalates sur les cellules de Leydig
feetales. Il semble donc que la différenciation des cellules de Leydig fcetales
soit globalement affectée chez le rat sur le plan cellulaire et fonctionnel.

En comparaison de la bibliographie abondante chez le rat, tres peu d’études
ont abordé les effets des phtalates in utero dans d’autres modeles animaux.
Higuchi et coll. (2003) ont évalué les effets du DEHP administré par voie
orale a la dose de 400 mg/kg/j chez le lapin Dutch-belted pendant la gestation
(15-29¢ jour de gestation). Les effets présentés par les auteurs sont alors trés
semblables a ceux décrits chez le rat. La testostéronémie chute en période
prébubere (6 semaines) puis revient a la normale chez I’adulte et une diminu-
tion du poids testiculaire et du poids des glandes annexes des animaux exposés
in utero est observée. Gaido et coll. (2007) ont étudié en détail les effets des
phtalates chez la souris. Trois lignées de souris différentes, CD1, C57Bl/6] et
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C3H/He], ainsi que trois phtalates ont été utilisés, DBP, MBP et MEHP. Les
gavages ont été réalisés pendant la gestation (18 jour, 15-16° jour, 15-17¢ jour
et 14-17¢ jour) avec des doses de 250 a 1 500 mg/kg/j. Les protocoles utilisés
sont semblables a ceux décrits chez le rat. Cependant, aucune diminution de
la testostérone testiculaire feetale n’a pu étre observée par ces auteurs, quelle
que soit la dose, la nature du phtalate ou la lignée de souris. Par exemple, une
exposition a 1 500 mg/kg/j de DBP (14-16° jour) ne diminue pas la produc-
tion de testostérone dans la lignée C57BIl/6]. Par ailleurs, aucune diminution
des ARNm de StAR, P450scc, Cypl7al ou Srbl n’est observée. Les auteurs
ont également mesuré le taux de MBP, lors d’'une exposition au DBP, dans le
plasma fcetal et maternel et observent des doses similaires a celles décrites
chez le rat. Ce point indique donc que la métabolisation du phtalate ne
semble pas étre différente chez ces deux especes. Il apparait donc que chez la
souris, les génes impliqués dans le transport du cholestérol et la biosynthese de
la testostérone, ne sont pas affectés par une exposition in utero aux phtalates.
Ce travail pose la question de savoir si les effets observés chez le rat sont
spécifiques de cette derniere espece.

En résumé, de trés nombreux travaux ont démontré qu’une exposition in utero
a des fortes doses d'un phtalate altére de manieére importante la morphologie
et la fonction des cellules de Leydig de rat. Celle-ci inhibe la sécrétion des
deux principales hormones, InsL3 et testostérone, pendant la vie fcetale chez
le rat et donc la masculinisation ou le développement des organes reproduc-
teurs androgéno-dépendant. Cet effet semble, au moins en partie, conservé
chez le lapin mais est absent chez la souris, posant ainsi la question de savoir
quel est le modele animal le mieux adapté pour prédire les effets chez
I’homme. Chez le rat, d'importantes différences ont été observées en fonction
de la lignée ou sous-lignée suggérant une composante importante du fond
génétique. Enfin, il est encore incertain si ces effets anti-androgéniques sont
uniquement dépendants d’une exposition a de fortes doses ou si ces effets
peuvent se manifester a des doses beaucoup plus faibles chez certains animaux
ou lors d'une exposition a2 un mélange de divers phtalates ou/et de facteurs
anti-androgéniques. Quelques travaux suggérent que tel pourrait étre le cas
mais ceux-ci sont encore a confirmer.

Effets sur les cellules de Sertoli

Concernant les cellules de Sertoli, plusieurs études du groupe de R. Sharpe
ont décrit des effets sur ce type cellulaire lors d’'une exposition in utero. Le
modele utilisé par ce groupe est essentiellement le rat Wistar gavé au DBP
(500 mg/kg/j) pendant la gestation (Fisher et coll., 2003 ; Scott et coll.,
2008 ; Auharek et coll., 2010). Dans ce modele, un gavage pendant toute
I'organogenese testiculaire (13° au 21° jour de gestation) induit une chute
importante, de I'ordre de 50 %, du nombre de cellules de Sertoli en fin de
gestation mais des la puberté (25 jours) et a 'Age adulte (90 jours) ce nombre
est restauré (Fisher et coll., 2003). Les cellules de Sertoli apparaissent donc
comme un second type testiculaire sensible aux effets des phtalates in utero. Le
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méme groupe a démontré que la prolifération des cellules de Sertoli est
réduite en réponse 4 une exposition aux phtalates in utero (Scott et coll.,
2008). En faisant jouer la fenétre d’exposition, les auteurs indiquent qu’une
exposition en toute fin de vie feetale (19°-20° jour de gestation) suffit pour
diminuer le nombre de cellules de Sertoli alors qu'une exposition plus précoce
(15°a 17° jour de gestation) est sans effet sur ce parametre. Il semble donc que
la fenétre de sensibilité des cellules de Sertoli se situe un peu apres celle
décrite pour la distance anogénitale. De plus, I'inhibition de la prolifération
des cellules de Sertoli apparait corrélée a I'inhibition de la synthése de
testostérone induite par le DBP. Récemment, ce groupe a démontré que
pendant la période postnatale, la prolifération des cellules de Sertoli est
accrue chez les animaux exposés in utero expliquant ainsi la compensation
observée du nombre de ces cellules des la puberté. Cette compensation
postnatale semble étre due a I'action des androgenes puisqu’elle peut étre
bloquée par 'administration de flutamide apres la naissance (Auharek et coll.,
2010). Notons ici que dans la méme étude les auteurs décrivent également
une diminution du nombre de cellules de Sertoli persistant a la puberté si
I’exposition aux phtalates in utero est poursuivie par une exposition via la
lactation jusqu’au 15° jour postnatal. Pensemble de ces données apparait globa-
lement cohérent puisque 'on sait qu’en fin de vie feetale les cellules de Sertoli
acquiérent le récepteur aux androgénes et que ceux-ci stimulent la prolifération
de ces cellules. Rappelons que les cellules de Sertoli sont les cellules de soutien
des cellules germinales et que leur prolifération s’arréte avant la puberté. Cette
diminution de la prolifération des cellules de Sertoli semble étre la cause de la
diminution du poids testiculaire 2 la naissance lors d'une exposition aux phta-
lates pendant la gestation rapportée par de nombreux auteurs (Fisher et coll.,
2003 ; Jonhson et coll., 2008 ; Boekelheide et coll., 2009) et également retrou-
vée chez le lapin (Higushi et coll., 2003). En effet, les cellules de Sertoli sont le
type cellulaire majoritaire dans le testicule en fin de vie feetale. D’autres auteurs
ont également rapporté une atteinte sertolienne avec notamment l'existence de
foyers dysplasiques contenant des cellules positives pour '’AMH, un marqueur
sertolien, mélangées avec des cellules de Leydig et des cellules péritubulaires
(Borch et coll., 2005). Ces cellules de Sertoli sont décrites par les auteurs
comme des cellules ayant échoué a former des cordons testiculaires. Cette
hypothese d’'une malformation des cordons induite par une exposition in utero
induisant des foyers dysgénésiques dans le testicule apparait logique mais n’a
pas formellement été prouvée. Cependant, Fisher et coll. (2003) rapportent
également l'existence de foyers de cellules de Sertoli immatures qui persistent
a l'age adulte (90 jours). Les auteurs identifient ces cellules immatures de par
leur absence d’expression de P27, un inhibiteur du cycle cellulaire. Enfin chez
le rat et le lapin, il a également été rapporté I'induction de foyers dits « Sertoli
Cell Only » (SCO) qui correspondent a des zones contenant des tubules
dépourvus de cellules germinales (Fisher et coll., 2003 : Higuchi et coll.,
2003). Fisher et coll. (2003) rapportent de surcroit une diminution du nom-
bre de spermatocytes par cellule de Sertoli a la puberté (25 jours), interprétée
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par les auteurs comme une diminution de la capacité des cellules de Sertoli a
soutenir les cellules germinales.

En résumé, le nombre et la prolifération des cellules de Sertoli peuvent étre
inhibés transitoirement lors d’'une exposition in utero aux phtalates chez le rat.
Il est encore incertain si cet effet des phtalates résulte d’une atteinte directe de
ces cellules mais un effet indirect via I'inhibition de la synthése d’androgenes
est probable. Le modele murin, qui ne présente pas d’inhibition de la produc-
tion de testostérone, n'a que peu été étudié vis-a-vis des cellules de Sertoli lors
d’une exposition gestationnelle aux phtalates. Seule une augmentation du
diametre des cordons testiculaires est rapportée en fin de vie feetale (Gaido et
coll., 2007). Cet effet a également été décrit chez le rat mais bien qu’attribué
aux cellules de Sertoli, cet effet pourrait également étre le fait d’une atteinte
germinale ('autre composante des cordons).

Effets sur les cellules germinales

Concernant les cellules germinales, le phénomene le plus visible immédiate-
ment aprés une exposition in utero aux phtalates est I'apparition de cellules
germinales anormales, multinucléées. Ces cellules ont été décrites chez le rat
et la souris dans toutes les lignées précédemment citées et principalement en
réponse au DBP et au DEHP (Fisher et coll., 2003 ; Borch et coll., 2005 ;
Gaido et coll., 2007 ; Jonhson et coll., 2008 ; Boekelheide et coll., 2009 ;
Martino-Andrade et coll., 2009). Il semble que des doses supérieures ou égales
a 100 mg/kg/j soient nécessaires pour induire I'apparition de ces gonocytes
multinucléés. Ces cellules sont observées en fin de vie feetale et disparaissent
peu apres la naissance vers 10 jours (Fisher et coll., 2003). A cet 4ge, une
diminution du nombre des cellules germinales est observée. Les mécanismes
moléculaires impliqués sont totalement inconnus mais un lien avec la chute
du taux de testostérone peut clairement étre exclu puisque cet effet est
retrouvé chez la souris. Notons ici que peu d’études ont détaillé la proliféra-
tion ou I'apoptose des cellules germinales feetales. Dans ce cadre, I'étude de
Ferrara et coll. (2006) revét un intérét particulier car elle décrit un retard de
la différenciation méale des cellules germinales feetales chez le rat en réponse a
une exposition au DBP. Une étape importante du développement de la lignée
germinale male chez les rongeurs est 'apparition d'une phase de quiescence
caractéristique en fin de vie foetale. C'est durant cette phase que 'empreinte
parentale se met en place. Les auteurs ont gavé des rates Wistar avec 500 mg/
kg/ij de DBP a partir du 13€ jour de gestation et rapportent alors une augmen-
tation de I'expression 'OCT4, de pRb, de Ki67 dans les cellules germinales,
des marqueurs de « multipotence » et de prolifération qui disparaissent en
temps normal lors de 'entrée en quiescence. Ce maintien de cellules indiffé-
renciées s’accompagne également d’une hausse de 'apoptose (d’un facteur 2 a
4) des cellules germinales des le 15¢ et 17° jour de gestation. Les auteurs
rapportent que I'apparition de gonocytes multinucléés (augmentation d'un
facteur 10) est plus tardive, des le 21° jour de gestation, et dissociable du
phénomene du retard de différenciation. En effet, une exposition au DBP,
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pendant la phase de quiescence, (19-20° jour de gestation) suffit a induire
I'apparition de cellules multinucléées. Les auteurs identifient également que
seul Peffet précoce du DBP (13-20° jour de gestation) retardant I'entrée en
quiescence réduit le nombre de cellules germinales de maniére conséquente :
37 % au jour 21 de gestation, 53 % au 4° jour postnatal et 80 % entre le 8 et
15° jour postnatal mais de maniére transitoire puisque ce nombre est restauré
entre 25 et 80 jours postnatals du fait d'une augmentation de la prolifération
des cellules germinales postnatales. Cet effet précoce d’une exposition aux
phtalates est particulierement intéressant car il est actuellemment admis
qu’une non-différenciation de certains gonocytes pourrait étre a I'origine des
carcinomes in situ (CIS) testiculaires avec lesquels ils partagent de nombreux
marqueurs communs. Notons cependant qu’aucun CIS n’a été décrit chez le
rat adulte aprés une exposition in utero aux phtalates. A long terme, quelques
rares études rapportent une augmentation de cellules germinales dégénéres-
centes ou l'apparition de SCO sans qu’il soit certain qu’'une atteinte des
cellules germinales soit en cause (Yamasaki et coll., 2009). Chez le lapin
(Higuchi et coll., 2003), une diminution du nombre de spermatozoides éjacu-
1és sans changement du nombre de spermatozoides épididymaires a été rappor-
tée. Une augmentation des formes anormales (anomalies acrosomiques et
nucléaires) est également décrite dans cette espece. Enfin, notons que trés peu
d’études ont analysé la fertilité, une fois adulte, des males exposés in utero.
Fisher et coll. (2003) rapportent que seuls 2 rats sur 10 sont fertiles aprés une
exposition in utero au DBP (500 mg/kg/j) mais dans cette méme étude presque
tous les animaux présentent une crytorchidie uni- ou bilatérale. Il est donc
probable que cette stérilité soit secondaire a la cryptorchidie. De maniére plus
intéressante, le poids du testicule a I’Age adulte n’est pas diminué dans les
testicules non-cryptorchides dans cette étude. Globalement, la spermatoge-
neése semble donc prendre place aprés une exposition in utero mais quelques
altérations subtiles ont été décrites.

Effets lors d’'une exposition périnatale

Plusieurs auteurs ont adressé la question de savoir si les phtalates pouvaient
également agir comme des anti-androgénes en inhibant la croissance des
organes androgéno-dépendants a travers une exposition par voie orale pen-
dant la gestation et pendant la lactation. En effet, les androgeénes sont égale-
ment importants pour la croissance postnatale des organes reproducteurs
males. Tous ces travaux ont été menés chez le rat. En regle générale, les effets
d’une exposition in utero et pendant la lactation sont supérieurs a ceux induits
uniquement pendant la gestation. Ainsi, Gray et coll. (2009) ont exposé des
rats Sprague-Dawley du 8¢ jour de gestation au 17¢ jour de vie postnatale
300 mg/kg/j de DEHP et analysé les effets chez I’adulte (65 jours). Les auteurs
décrivent alors une diminution du poids des testicules de la prostate ventrale
et des vésicules séminales qui s’accompagne d’une diminution du nombre de
spermatozoides. Un protocole similaire chez le rat Long-Evans a permis de
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mettre en évidence un effet inhibiteur sur la testostérone plasmatique et sur
'expression des enzymes de biosynthese de cette hormone pendant la puberté
(21 jours) avec des doses de 10 mg/kg/j de DEHP (Lin et coll., 2009). Cet effet
est transitoire disparaissant a 49 jours mais persiste pour des doses plus fortes
(750 mg/kg/j). Ainsi aux faibles doses, I'effet du DEHP disparait peu aprés
’arrét du traitement, et aux fortes doses de DEHP un effet inhibiteur a long
terme de la stéroidogenése peut persister au moins 4 semaines apres I’arrét du
traitement. Notons ici que cet effet s'accompagne d’'une diminution de
'expression du récepteur a la LH. Mac Leod et coll. (2010) ont comparé les
effets d'une exposition in utero et/ou postnatale chez le rat Wistar exposé a
500 mg/kg/j de DBP. Lexposition in utero et lactationnelle diminue, de
maniére plus importante que I'exposition in utero seule, la distance anogéni-
tale et la longueur du pénis mesurés a la puberté (25 jours). De maniére
intéressante, les auteurs ont comparé ces effets 2 ceux d’une exposition uni-
quement lactationnelle/postnatale ; ces deux parameétres ne sont alors pas
affectés bien que I'administration de testostérone pendant la méme période
augmente la distance anogénitale et la longueur du pénis. D’autres études
similaires décrivent également un retard de la puberté se traduisant par un
retard de I'Age de la séparation du prépuce, et la persistance de structure
mammaire chez le male ou une diminution du poids du muscle levator-bulbo-
caverneux lors d’une exposition continue de la vie fcetale a la puberté (Yama-
saki et coll., 2009). Rappelons ici qu’'une diminution durable du nombre de
cellules de Sertoli est aussi observée dans ces conditions alors que celle-ci
n’est que transitoire lors d’'une exposition feetale (cf. précédemment, Auharek
et coll., 2010). Borch et coll. (2004) décrivent également une diminution
transitoire de la sécrétion d’inhibine B au moment de la puberté lors d’une
exposition continue depuis la vie feetale.

En résumé, les effets d'une exposition pendant la vie feetale et postnatale
semblent similaires & ceux décrits lors d’une exposition in utero, mais ces effets
sont plus prononcés et certains plus durables. Il n’est pourtant pas évident que
les mécanismes mis en jeu durant ces deux périodes soient identiques. La
démonstration d’effets importants chez une espéce autre que le rat n’a pas été
documentée.

Effets lors d’'une exposition postnatale

Les effets d’'une exposition aux phtalates pendant la période pubertaire (4
partir de 21 jours) ont été étudiés chez le rat. Une exposition a 500 mg/kg de
DBP induit rapidement chez le rat Sprague-Dawley la diminution de 'expres-
sion des enzymes de biosynthese de la testostérone et de la testostéronémie
dans les heures qui suivent le traitement (Alam et coll., 2010). Apres 7 jours
d’exposition quotidienne, le taux de testostérone des rats exposés est rede-
venu semblable A celui des rats témoins. Cet effet inhibiteur sur la stéroidoge-
nése apparait donc trés temporaire. Dans la méme étude, les auteurs observent
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une augmentation de I"apoptose des spermatocytes au sein des tubes sémini-
feres a la fois dans les heures suivant le début du traitement et apres 7 jours.
Cet effet sur la spermatogeneése semble donc plus durable. De maniére intéres-
sante, seul l'effet sur la spermatogenése est bloqué par un antagoniste des
cestrogeénes. Les effets des phtalates sur la gamétogenese et la stéroidogeneése
peuvent donc étre dissociés. Une exposition sur une période plus longue de un
a trois mois, augmente au contraire la synthése de testostérone et les taux de
LH (Akingbemi et coll., 2004). Cependant, la sécrétion de testostérone de
chaque cellule de Leydig issue des animaux exposés et cultivée in vitro est
diminuée que ce soit en condition basale ou stimulée par la LH. Paugmenta-
tion du taux de testostérone in vivo pourrait en fait étre liée & une augmenta-
tion de la prolifération des cellules de Leydig adultes. Ces effets variables sur la
stéroidogenese peuvent expliquer que certains auteurs n’observent aucun
changement significatif des taux d’androgénes sur des périodes proches
(Botelho et coll., 2009) tout en rapportant cependant une diminution du
poids des vésicules séminales ou du muscle levator bulbo-caverneux, deux
tissus androgéno-dépendants. La réduction du poids de ces organes s’accom-
pagne fréquemment d’une diminution du poids de la prostate ventrale, des
épididymes et des testicules durant la méme période (Lee et coll., 2008 ;
Noriega et coll., 2009). A partir de la puberté, les cellules de Sertoli ont
définitivement cessé de proliférer et les variations de poids testiculaires refle-
tent essentiellement une atteinte germinale sans pour autant que celle-ci ait
été recherchée par tous les auteurs.

Une étude menée par Noriega et coll. (2009) a comparé la sensibilité de deux
lignées de rats, Sprague-Dawley et Long-Evans, au DEHP pendant la période
pubertaire (22 4 98 jours). Tres peu d’effets ont été observés aux doses de 10 ou
100 mg/kg/j. Dans ces travaux, a l'inverse de I'étude d’Akingbemi et coll.
(2004), et pourtant bien qu’utilisant un protocole presque identique, a aucun
moment la sécrétion de testostérone n’est apparue supérieure a celle des rats
témoins. De 300 2 900 mg/kg/j les auteurs rapportent une diminution des taux
de testostérone et une augmentation des taux de LH plasmatiques. Ces varia-
tions hormonales s’accompagnent d’'une réduction du poids de tous les orga-
nes androgéno-dépendants. Chez le rat Long-Evans, I'Age de la séparation du
prépuce, indicateur de la puberté, est nettement retardé. Chez le rat Sprague-
Dawley spécifiquement, une diminution de poids testiculaire et épididymaire
ainsi qu’une diminution du nombre de spermatozoides sont notées. D’autres
auteurs rapportent également une diminution du taux testostérone (Vo et
coll., 2009b) et du poids des organes reproducteurs males.

En résumé, il semble que les effets de phtalates chez le rat pubere sur la
sécrétion d’androgenes apparaissent trés variables. A forte dose, il est probable
qu'ils réduisent celle-ci diminuant de ce fait la croissance des organes repro-
ducteurs males. Des différences liées a la lignée de rat employée existent : la
lignée Sprague-Dawley semble plus sensible aux 1ésions testiculaires affectant
la spermatogenése.



Etudes chez les animaux males

Chez le lapin, Higuchi et coll. (2003) ont comparé les effets du DEHP
pendant la période feetale et la période pubertaire. Pendant cette seconde
période, les effets néfastes apparaissent moindres bien que quelques tubules
vides soient observés et qu’'une augmentation des formes anormales de sper-
matozoides soit également décrite.

Chez I'adulte (plus de 60 jours), les effets des phtalates sur le testicule sem-
blent peu prononcés a moins d’'une exposition a de tres fortes doses. Ainsi,
Nair et coll. (2008) relatent que 1 000 mg/kg/j de DBP administrés durant
7 jours a des rats adultes diminuent le taux de testostérone plasmatique et la
densité et la viabilité des spermatozoides. Dans cette étude, les protocoles sont
peu détaillés rendant difficile 'appréciation de la méthodologie. Akingbemi
et coll. (2001) n’observent aucun effet de doses allant de 1 a4 200 mg/kg/j de
DEHP sur les taux de testostérone du rat adulte. Chez le lapin adulte, des
doses de 400 mg/kg/j de DEHP administrées pendant 12 semaines n’aug-
mentent que tres peu I'apparition de SCO et n’ont pas d’effet sur le nombre de
spermatozoides (Higuchi et coll., 2003). En résumé, il semble donc que le
testicule adulte de rat ou de lapin soit beaucoup moins sensible aux effets
d’une exposition aux phtalates que le testicule foetal ou postnatal.

Chez 'adulte, une étude intéressante a été menée avec des rats Sprague-
Dawley castrés et supplémentés en testostérone artificiellement (Lee et Koo,
2007). Chez ces animaux, le DBP, le DEHP, le DINP, le DIDP et le MEHP
diminuent le poids des vésicules séminales, de la prostate ventrale et des
autres organes reproducteurs males. Des effets sont observés des la dose de
20 mg/kg/j. En revanche le di-n-heptyl-phtalate (DnHP) et le BBP semblent
inefficaces dans ce modele. Cette étude est remarquable car elle décrit un effet
anti-androgénique des phtalates indépendant de I'inhibition de la synthése de
testostérone testiculaire. Les phtalates pourraient donc agir directement sur le
tractus reproducteur méale indépendamment de leur effet sur la stéroidogeneése
testiculaire et inhiber la croissance androgéno-dépendante de celui-ci.

Une étude propose que ’hypothyroidisme puisse protéger en partie des effets du
DBP (Lee et coll.,, 2008). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé des rats
adultes rendus hypothyroidiens par I'injection de propylthiouracyle (PTU) puis
exposés a 500 mg/kg/j de DBP. Chez les rats PTU, une forte diminution de la
métabolisation du DBP en MBP est observée (de prés de la moitié). Notons
cependant qu’une réduction de poids testiculaire est observée aussi bien chez les
rats normaux et hypothyroidiens (PTU) en réponse au DBP. Il est donc difficile
d’étre certain que 'hypothyroidisme protege le testicule des effets néfastes du
DBP mais 'effet sur le métabolisme de ce phtalate apparait clair.

Enfin, Voss et coll. (2005) ont exposé des rats adultes a des doses allant de 30
2300 mg/kg/j de DEHP depuis I’age de 110 jours jusqu’a leur mort. La mort de
la plupart des rats se produit entre 750 et 1 200 jours. Le DEHP (300 mg/kg/j)
ne modifie pas la durée de vie des animaux mais augmente subtilement
I'apparition de tumeurs de cellules de Leydig. Le testicule pourrait donc étre
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une cible de la carcinogénicité du DEHP au méme titre que le foie. Les effets
décrits apparaissent cependant modestes et sont rapportés uniquement chez
les animaux moribonds du fait du protocole choisi.

Etudes chez les primates non humains

Quelques études, ayant pour objectif la recherche des effets des phtalates, ont
été réalisées chez des primates non humains (tableau 35.1I1). Le singe mar-
mouset (Callithrix jacchus) est un bon modele en termes de période du déve-
loppement (Kelnar et coll., 2002), de la différenciation périnatale des cellules
germinales (Mitchell et coll., 2008), de I'organisation et de l'efficience de la
spermatogenése (Millar et coll., 2000 ; Sharpe et coll., 2000).

En 1998, Kurata et coll. ont étudié I'effet d'une exposition de marmousets 4gés
de 12-15 mois au DEHP a des doses de 100, 500, 2 500 mg/kg/j durant
13 semaines. Une observation macroscopique et microscopique de trés nom-
breux organes et des dosages sanguins (cholecystokinine, testostérone et
cestradiol) sont réalisés, ainsi que I"analyse du zinc testiculaire, la morphomé-
trie des peroxysomes hépatiques et leur activité enzymatique.

Une réduction du poids de la rate est observée chez les males sous DEHP avec
un effet dose mais cela ne s’accompagnant pas de modification histologique,
les auteurs ne la considerent pas comme pathologique et ce d’autant que le
poids des rates du groupe témoin semble plus élevé qu’habituellement. Une
augmentation de 1,3 a 1,4 fois est notée pour le volume moyen des peroxy-
somes chez les animaux traités par du DEHP comparé aux témoins. Par
ailleurs, lactivité cytochrome P450 semble augmenter dans les groupes
DEHP. Il n’y a pas de modification des organes génitaux, du taux de testosté-
rone ou d’cestradiol ni du zinc testiculaire.

Les auteurs concluent a I'absence d’effet toxique du DEHP chez le singe
marmouset contrairement aux effets mis en évidence chez les rongeurs et
soulignent que I'induction de certains enzymes participerait au métabolisme

du DEHP chez le singe.

Ito et coll. (2005) ont analysé les différences dans le métabolisme des phtala-
tes entre la souris, le rat et le marmouset en étudiant I’activité de la lipase, de
I'UDP-glucoronyltransférase, de I'alcool déshydrogénase et de I’aldéhyde dés-
hydrogénase dans plusieurs organes.

La lipase qui forme le MEHP a partir du DEHP présente I’activité la plus forte
chez la souris (150 a 350 fois plus chez la souris que chez le marmouset et la
plus basse chez le marmouset). L'activité de 'alcool et de ’aldéhyde déshydro-
génase semble plus élevée chez le marmouset que chez la souris ou le rat. Ces
différences dans le métabolisme du DEHP entre les especes pourraient expli-
quer Deffet plus important du DEHP chez les rongeurs.

Létude de Ito et coll. (2007) met en évidence apres administration de DEHP
une concentration hépatique de MEHP significativement plus élevée chez le
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rat et la souris comparé au marmouset. 'administration du DEHP induit
'expression d’enzyme des peroxysomes hépatiques chez la souris, le rat, mais
pas chez le marmouset. Ces différences témoignent d’un métabolisme diffé-
rent suivant I’espece.

Concernant les effets des phtalates sur 'appareil reproducteur des primates
non humains, les études ne montrent pas d’effets ou des effets moins impor-
tants que ceux retrouvés chez les rongeurs.

Tomonari et coll. (2006) ont administré a des marmousets juvéniles méles et
femelles (environ 18 mois, sexuellement matures) 100, 500, 2 500 mg/kg/j de
DEHP durant 3 mois. Les concentrations plasmatiques de testostérone,
d’cestradiol et de zinc testiculaire ont été évaluées. Par ailleurs, les analyses
macroscopiques et microscopiques ont été effectuées sur les organes de 'appa-
reil reproducteur comprenant également la concentration de spermatozoides
chez le méle et 'activité de la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase. Aucune
conséquence significative de 'administration de DEHP durant 3 mois n’a été
mise en évidence chez les males, 2 I'exception d’une diminution du zinc
testiculaire et de la gluthation-transférase testiculaire aux doses de 100 et

500 mg/kg/j mais non a 2 500 mg/kg/j.
Hallmark et coll. (2007) ont étudié I'effet du DBP et du MBP sur la produc-

tion de testostérone et les cellules de Leydig in vitro dans le testicule de rat et
d’homme, et in vivo chez le rat feetal et le nouveau-né marmouset. lls retrou-
vent un effet du DBP et MBP administré chez le marmouset nouveau-né se
traduisant par une altération de la stéroidogenese leydigienne (hyperplasie/
hypertrophie des cellules de Leydig) compensée probablement par la LH. Cet
effet va dans le méme sens que les effets obtenus sur le testicule foetal lorsque
la rate gestante est traitée par le DBP.

Le méme groupe (Mc Kinell et coll., 2009) a exposé des femelles marmouset
gestantes a 500 mg/kg/j de MBP entre la 7¢ et la 15° semaine de gestation,
période durant laquelle se mettent en place les tubes séminiferes et débute la
sécrétion de testostérone ; 6 males sont autopsiés a la naissance, 5 durant la
vie adulte (18-21 mois). Par ailleurs dans un deuxieéme protocole, ils expose-
ront des nouveau-nés (4° jour) a 500 mg/kg/j durant 14 jours. Les testicules
sont examinés macroscopiquement mais également par immunohistochimie
afin d’apprécier I'index de maturation des cellules germinales. L'exposition in
utero n’a pas de conséquence notable sur les différents parametres analysés a la
naissance ou a I"Age adulte. Le taux de testostérone plasmatique est similaire
entre exposés et témoins. analyse immunohistochimique met en évidence a
la naissance chez les animaux traités des groupements inhabituels de cellules
germinales chez les exposés, cellules germinales marquées principalement par
OCTH4, AP26 et c-KIT indiquant des gonocytes non différenciés. De telles
agrégations cellulaires ont pu étre retrouvées dans les tubes séminiferes
foetaux de rat exposés au DBP. L'exposition des marmousets nouveau-nés au
MBP se traduit par une réponse relativement hétérogéne au niveau des
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cellules germinales. Enfin, les résultats des animaux exposés in utero ne met-
tent pas en évidence de changement a I’age adulte.

Les auteurs concluent & une absence d’effet de ’exposition au MBP in utero sur
le développement et la fonction testiculaire. Les effets notés sur les cellules
germinales n’apparaissent pas significatifs étant donné I’hétérogénéité des
réponses.

Enfin, chez les singes Cynomolgus I'étude de I’exposition d’animaux adultes au
DEHP ou au DINP durant 14 jours a la dose de 500 mg/kg/j ne met pas en
évidence d’effets sur les différents organes étudiés dont le testicule (Pugh et
coll., 2000). Dans cette étude, aucun marqueur de la prolifération des peroxy-
somes n’est modifié par les phtalates administrés.

Tableau 35.111 : Etudes chez le primate non humain

Référence Primate non  Période Phtalates/  Criteres étudiés Effets significatifs
humain d’exposition Exposition
et durée ma/kg/j
Kurata et coll, Marmouset ~ Age DEHP : Constantes hépatique et  Surface moyenne
1998 male et 12-15 mois 100, 500,  du métabolisme peroxysome hépa-
femelle 13 semaines 2500 Cholecystokinine tique x1,3
Testostérone
(Estradiol

Zinc testiculaire
Evaluation macroscopie
et microscopie de plu-
sieurs organes

Activité des peroxy-
somes cytochrome P450

Tomonari et Marmouset Adulte juvénile DEHP: Testostérone Male : | zinc tes-
coll., 2006 méle et (18 mois) 100, 500,  (Estradiol ticulaire et de la
femelle 3 mois 2500 Zinc testiculaire glutathlon transfé-
- ) rase a 100 et
Activites enzymatiques 50 mg/kg]
Evaluation macroscopie  Femelle : 1 volume
et microscopie des tes-  gyaire et utérus,
ticules et ovaires cestradiol
Hallmark et Marmouset 4 jour MBP 500  Testostérone T du volume des
coll., 2007 4 paires de  Postnatal plasmatique cellules de Leydig
jumeaux 14 jours Microscopie cellules
Leydig
Marmouset 4-6 jours DBP 500 T du volume des
n=4 postnatal cellules de Leydig
14 jours (non significative)
Marmouset 2-7 jours post- MBP 500  Testostérone | testostérone plas-
n=9 natal plasmatique matique

5h apres traitement
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Référence Primate non  Période Phtalates/  Critéres étudiés Effets significatifs
humain d’exposition Exposition
et durée mg/kg/j
McKinnel et Marmouset 7-15jours de MBP 500  Organes génitaux Groupes de gono-
CO”., 2009 femelle gra- graVIdIté Eva|uation macrosco- Cytes indifférenciés
vide 7 semaines pique et microscopique  chez le nouveau-né

des testicules
Testostérone plasma-

tique
Marmouset ~ 4° jour MBP 500  Cellules germinales Pas d'effet
nouveau-né 14 jours Immunohistochimie Réponse hétéro-
géne
Pugh et coll,  Cynomolgus 2 ans DINP Observations plusieurs ~ Pas d'effet sur tes-
2000 (macaca 14 jours MBP: 500 organes ticule
fascicularis)
DEHP Parametres métabo- T des neutrophiles
MBP: 500 liques et hématologiques et | des lympho-
Peroxysome cytes sanguins

Béta-oxydation
Synthése ADN

Comparaison des effets testiculaires chez le rat
et le primate non humain

La figure 35.1 résume les effets testiculaires rapportés dans ce chapitre chez le rat
et le primate non humain. Les protocoles des études mises en place chez le rat et
les primates sont sensiblement différents et peu de points de concordance ont été
rapportés. Chez le primate nouveau-né, une seule étude retrouve un effet des
phtalates sur les cellules de Leydig (Hallmark et coll., 2007), principale altération
décrite chez le rat, hyperplasie leydigienne et inhibition de la stéroidogenése mais
cette réponse apparait trés hétérogéne et n’est pas retrouvée dans d’autres études
(Mc Kinnel et coll., 2009). De méme que chez le rat, un retard de différenciation
des cellules germinales foetales a également été rapporté chez le marmouset,
cependant cet effet apparait également peu significatif. Il n'y a pas d’effet notable
sur le tractus reproducteur male décrit chez le marmouset alors que la croissance
de nombreux organes de celui-ci est altérée chez le rat. Aucun effet notable sur la
prolifération des cellules de Sertoli n’est décrit chez les primates, sans qu'il soit
évident que ce parametre ait été étudié dans le détail, comme il I'a été chez le rat.
Chez le primate juvénile et adulte, il n’est pas rapporté d’effet testiculaire mais les
observations se limitent souvent au niveau macroscopique. De plus, cette période
apparait également comme moins sensible chez le rat. Dans I'ensemble, il est
probable que la meilleure connaissance du développement testiculaire du rat
facilite la mise en évidence de maniere détaillée des effets des phtalates car
ceux-ci sont étroitement dépendants du stade de développement. Les deux études
qui ont abordé cette question chez les primates ne rapportent que peu d’effets
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similaires & ceux décrits chez le rat mais apparaissent insuffisantes pour pouvoir
conclure définitivement a 'absence d’effet identique.

RATS
VIE FOETALE VIE POST NATALE
G13G14G15__ G17__G19 G2 Ny P1 P4 P10 P257 P60
T T T T T T T T T 7 Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrgn
Prolifération Quiescence Prolifération et Méiose,
CG <
Prolifération
CS —— —
Stéroidogenese
cL _ — o
DBP Retard de différenciation et apoptose
CG
Gonocytes multinucléés
Apoptose des spermatocytes DBP
cs Inhibe la prolifération
DBP Inhibe la stéroidogenése
Cluster de cellules de Leydig
c [ DBP, DiBP, DEHP ] Inhibe InsL3
L Inhibe la masculinisation
I DIEIF, DIzl | Hyperplasie leydigienne
[ DEHP | Inhibe la stéroidogenése, variable

Effets variables et transitoires | DBP, DEHP
Effet anti-androgénique/tractus male [DBP, DEHP

PRIMATES NON HUMAINS

VIE FCETALE N, VIE POST NATALE JUVENILE ~ , ADULTE

T T T T T T T T T T/ TTITTTTTITTITITIT I T I T I T/ 1>

cG Retard de différenciation

Inhibe la stéroidogeneése, variable
Hyperplasie leydigienne

Peu d'effet DEHP

CL

Figure 35.1 : Comparaison des effets chez le rat et le primate

Les périodes minimales d’exposition sont proposées en grisé lorsque les données étaient
disponibles. Les principaux phtalates impliqués sont indiqués dans les rectangles gris. Les
effets retrouvés chez différentes espéces sont indiqués en gras. Les effets sont décomposés
selon les types cellulaires affectés : CG, cellules germinales ; CS, cellules de Sertoli ; CL,
cellules de Leydig. Deux populations distinctes de CL fcetales et adultes vont se succéder au
cours du développement testiculaires (indiquées par deux doubles fléches chevauchantes).
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En conclusion, deux périodes apparaissent présenter une sensibilité par-
ticuliere aux phtalates: la période foetale, la plus sensible, et la période
postnatale et pubertaire. Durant ces périodes, les phtalates inhibent la fonc-
tion de gamétogenese et de stéroidogeneése male chez le rat. Des effets sont
rapportés pour des expositions de I'ordre de la dizaine ou centaine de mg/kg/j,
selon les études. Linhibition de la syntheése de testostérone est bien décrite
chez le rat mais ne semble pas exister chez la souris. Les conséquences de
celle-ci sont des malformations ou un défaut de développement de I'appareil
reproducteur méle (cryptorchidisme, hypospadias, diminution marquée de la
distance anogénitale...). Il est probable que les phtalates puissent exercer
également un effet anti-androgénique directement au niveau des organes
reproducteurs et indépendamment du testicule. Plusieurs atteintes ont été
décrites sur la fonction de gamétogenese et les cellules germinales. Ces lésions
testiculaires sont indépendantes de 'effet sur la stéroidogenése. Des études
additionnelles seront nécessaires pour définir si les phtalates agissent directe-
ment sur les cellules germinales ou via les cellules de Sertoli. Enfin, 'altéra-
tion du nombre ou de la viabilité des spermatozoides parfois rapportée pour-
rait avoir des conséquences plus drastiques dans I'espéce humaine chez
laquelle ces gametes sont moins robustes que chez les rongeurs. Un parametre
important a prendre en compte dans de futures études sera I'identification de
facteurs génétiques de susceptibilité. Cela nécessitera sans nul doute une
meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu, notamment par le biais
d’animaux transgéniques.

Les études chez les primates non humains ne semblent pas montrer d’effet net
de Pexposition a certains phtalates sur 'appareil de reproduction contraire-
ment aux effets retrouvés chez les rongeurs. Cependant, deux études montrent
des effets semblables a ceux observés chez les rongeurs lorsque la période
d’exposition concerne la période in utero ou les premiers jours de vie.

La question se pose de savoir si les rongeurs sont de bons modeéles animaux
pour I'étude des effets chez ’homme. Il y a indubitablement des différences de
métabolisme et de physiologie a2 prendre en compte pour les différentes
especes mais sans connaitre les effets sur les cellules humaines correspondant
aux types et stades les plus sensibles chez rongeurs, il est difficile de se
prononcer.
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