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INTRODUCTION GENERALE

Le plomb (Pb) est un métal lourd de couleur noire grisatre présent dans la couche terrestre. Il est
composé de 4 isotopes naturels 2#Pb, 206Pb, 207Pb et 208Pb avec une abondance relative de 1 %, 24 %, 23 %
et 52 % respectivement (Komarek et al., 2008). Le Pb est généralement extrait de minerais en particulier de
la galéne (sulfure de Pb) et de la cérusite (carbonate de Pb). Ces minerais se trouvent souvent associés a
d'autres métaux, tels que le zinc, l'argent et le cuivre. Le Pb fut le premier métal exploité par I'espéce
humaine, et cela, dés 'antiquité avec la découverte du processus de coupellation (Figure 1) qui consiste a
purifier les métaux précieux tels que l'or et 'argent (Glorennec et al., 2007). Par la suite, la production de Pb
a augmenté avec lintroduction des pi¢ces de monnaie jusqu’a 'empire romain (Glorennec et al., 2007).
Drautres utilisations du Pb ont été faites pour la fabrication des canalisations pour acheminer I’eau, chez les
Egyptiens et les Romains lont utilisé comme colorant dans les céramiques (Jonasson & Afshari, 2018).
Apres Iépuisement des mines romaines, la production de Pb baisse (Glorennec et al., 2007). Elle reprend
apres le moyen-dge stimulée par l'exploitation de l'argent en Allemagne, puis dans le Nouveau Monde pat
I’Espagne, et par I'avenement de la révolution industrielle ainsi que l'introduction de l'alkyl-plomb au début
du XXe siecle (Glorennec et al., 2007; Settle & Patterson, 1980). Pendant la révolution industrielle, le Pb est
massivement utilisé dans les domaines de la construction, I'industrie et 'imprimerie (Jonasson & Afshari,
2018). Son utilisation anthropique est due a ses propriétés physico-chimiques qui comprennent la résistance
a la corrosion, sa malléabilité, un point de fusion bas et 'inefficacité a conduire ’électricité (Halmo & Nappe,
2021; Obeng-Gyasi, 2019; Patrick, 2000). Il sera massivement utilisé dans les canalisations d’eau, des

peintures et comme additif dans la composition de I'essence (Jonasson & Afshari, 2018).

Révolution
industrielle

Epuisement des mines
de plomb romaines

Frappe
des monnaies

Production d'argent
en Allemagne

Découverte
de |a coupellation

Grandeur République -
et décadence romaine Production espagnole

Production de plomb (tonnes/an)

d’Athénes et Empire d'argent dans
I I le Nouveau Monde
'\ e— : , : . . 100
Années antérieures 5000 3000 2000 1000 0

Figure 1 : Production mondiale de Pb an conrs des 5 500 derniéres années, illustration tirée de Glorennec et al. (2007)

Le Pb peut se complexer avec la matiere organique pour former des dérivés organiques tels que la
Pb tétraéthyle (PTE) et le Pb tétraméthyle (PTM) qui étaient utilisés dans I'essence en France jusqu’en 2000
pour augmenter I'indice d’octane (Fergusson, 1986). Les rejets de PTE et de PTM dans I'environnement

étaient principalement dus a I’évaporation de I'essence non-brulée, aux pertes pendant le remplissage du
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réservoir ou a des déversements accidentels. Cette utilisation passée du Pb a conduit a un transfert dans tous
les compartiments environnementaux (i.e. sol, air et eau). Depuis 'arrét de ’ajout du Pb dans ’essence en
2000, les émissions de Pb dans air ont baissé de plus de 98 % (Citepa, 2023). L’ensemble de ces utilisations

a contribué a la contamination de 'environnement.

La population humaine est exposée au Pb par diverses sources et voies, telles que I'inhalation de
poussicres contaminées, 'ingestion d’eaux ou d’aliments contaminés, I’allaitement ou par transfert lors de la
grossesse (ATSDR, 2020; HAS, 2003). Dans 'organisme humain, le Pb n’a aucun role physiologique, sa
présence dans 'organisme est toujours le signe d'une exposition externe. Apres ingestion, inhalation, ou
transfert de la mere a 'enfant, le métal s’accumule dans le compartiment osseux ou il peut rester stocké une

dizaine d’années et constituer une source d’exposition endogene (ATSDR, 2020).

L’intoxication au Pb est communément appelée saturnisme et témoigne de la présence excessive de
Pb dans l'organisme (HCSP, 2014). En France, le saturnisme est une maladie a déclaration obligatoire
(HCSP, 2014). Les symptomes du saturnisme dépendent a la fois de 'ampleur et de la durée de I'exposition
(ANSES, 2013; ATSDR, 2020). Les premiers symptomes du saturnisme peuvent passer inapercus puisqu’ils
sont non-spécifiques (i.e. maux de téte, maux de ventre, nausées, anémie) (ANSES, 2013; ATSDR, 2020).
L’intoxication au Pb peut causer des dommages permanents et irréversibles notamment au niveau du
systeme nerveux central (SNC) mais peut aussi affecter les fonctions rénale, hématologique, immunologique

et reproductive (ATSDR, 2020).

La période prénatale et la petite enfance représentent des périodes de grande vulnérabilité aux effets
néfastes du Pb. En particulier, les effets sur le SNC sont plus prononcés chez 'enfant que chez ’adulte a
dose d’exposition équivalente (ATSDR, 2020). Le Pb étant capable de traverser la barriere placentaire lors
de la grossesse (Goyer, 1990; Gundacker & Hengstschlidger, 2012), le feetus peut ainsi étre exposé de maniere
précoce avec des effets immédiats (i.e. avortements spontanés, naissance prématurée et retard de croissance
intra-utérin). L’exposition prénatale est associée a d’autres troubles chez I'enfant tels que un retard de
croissance, hyperactivité, des troubles de la concentration et du langage (ATSDR, 2020). En particulier,
des études épidémiologiques ont montré le lien entre 'exposition prénatale au Pb et la baisse du quotient
intellectuel (QI) chez les enfants présentant une plombémie inférieure a 10 pg.dL' (ATSDR, 2020; Bellinger,
2008; Jusko et al., 2008). Méme lorsque les concentrations de Pb chez le fcetus sont faibles (< 5 pg.dL-1),
Pexposition au Pb est préjudiciable au développement cognitif de 'enfant a naitre (Lin et al., 2013a; Liu et
al., 2014). La perte de points de QI chez les enfants de 5 ans due au Pb a été estimée au niveau mondial avec
une perte cumulée de 765 millions de points de QI (Larsen & Sanchez-Triana, 2023). Ainsi, il est important
de comprendre 'exposition du feetus au Pb pour évaluer les risques sur la santé et élaborer des stratégies de

prévention.

Le saturnisme est évalué par la mesure de la plombémie qui consiste a quantifier la concentration
de Pb dans le sang. I’exposition au Pb est un enjeu de santé publique (WHO, 2021a). Le Pb est une molécule

sans seuil, Cest-a-dire que des effets apparaissent méme a des faibles niveaux d’exposition (ANSES, 2013).
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Ainsi, différentes mesures ont été prises par les autorités de réglementation internationales et nationales
dans le but de réduire la plombémie des humains. En France, apres les recommandations du Haut Conseil
de la Santé Publique (HCSP), la valeur définissant le saturnisme infantile a été revue a la baisse en 2014
passant de 10 a 5 pg.dL-t (HCSP, 2014). Cette définition du saturnisme permet d’identifier les enfants avec
une exposition aigué et chronique au Pb. Aux Etats-Unis, cette valeur a été mise a jour en 2021 par le Centre
pour le controle et la prévention des maladies (CDC) et est passée de 5 pg.dL! a 3,5 pg.dL-! basée sur le
97,5¢ percentile de la distribution de la plombémie chez les enfants américains agés de 1 a 5 ans (Ruckart et

al., 2021).

La biosurveillance humaine permet d’évaluer 'imprégnation de la population a des substances
chimiques en mesurant leurs concentrations dans des matrices biologiques. Les données de biosurveillance
sont utilisées pour évaluer et améliorer les politiques de santé publique destinées a la réduction les
expositions chez les humains (WHO, 2015). Le dosage des substances se fait généralement dans des matrices
biologiques qui sont facilement accessibles a savoir le sang et les urines (Angerer et al., 20006). Cependant,
d’autres matrices peuvent étre utilisées en fonction de la substance et de la population d’intérét. Ces mesures
sont utilisées en ERS pour mettre en relation les expositions et 'apparition d’effets néfastes. Un exemple de
biosutveillance mis en place en France est I’étude longitudinale francaise depuis l'enfance (Elfe), qui assute
le suivi de 18 000 enfants nés en 2011 en France métropolitaine dans le but de comprendre 'impact de
I'environnement, de la famille, du milieu scolaire sur le développement, la santé et la socialisation de 'enfant
de la naissance a I'age adulte (Dereumeaux et al., 2016). Des prélevements biologiques et des entretiens par
questionnaires sont réalisés a la naissance et a différents stades de la vie des enfants afin de suivre le
développement et I'évolution des enfants. Dans le cadre de la cohorte Elfe, différentes substances ont été
quantifiées chez les enfants, notamment le Pb. Le Pb a été détecté a des concentrations supérieures a la
limite de quantification (LOQ), dans 99,5 % des échantillons de sang de cordon prélevés a 'accouchement

(Dereumeaux et al., 2010).

Pour des raisons éthiques, il n’est pas possible de prélever des échantillons de sang chez le feetus et
d’évaluer la plombémie pendant la période prénatale. La connaissance de Pexposition prénatale peut se faire
indirectement par la mesure de la plombémie maternelle a tout age de la grossesse ou par une mesure directe
de la concentration du sang de cordon ombilical lors de 'accouchement. Cette méthode a avantage d’étre
non-invasive pour le nouveau-né. Toutefois, elle ne reflete pas 'exposition sur 'ensemble de la période
prénatale, mais seulement celle lors des dernicres semaines de la grossesse en raison de la demi-vie
relativement courte de Pb dans le sang (environ 20 a 30 jours chez les adultes). Pour pallier le manque de
données d’exposition interne du Pb chez le feetus, il est possible d’utiliser la modélisation pharmacocinétique
basée sur la physiologie (PBPK pour physiologically based pharmacokinetic en anglais) pour simuler 'exposition

prénatale.

La modélisation PBPK est une approche mécaniste qui permet d’étudier et de simuler la

pharmacocinétique des substances (Jones & Rowland-Yeo, 2013). Elle est couramment utilisée en
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pharmacologie pour le développement de médicaments (Rivas et al., 2021) et en toxicologie pour
I’évaluation des risques sanitaires (ERS) de substances chimiques (Mumtaz et al., 2012). Les modeles PBPK
sont des modeles mécanistes qui integrent de la physico-chimie d’une substance, 'anatomie de I'individu, la
biochimie et les processus physiologiques impliqués dans ’absorption, la distribution, le métabolisme et
Pexcrétion (ADME) de la substance. Un modele PBPK peut intégrer les différences physiologiques entre
diverses populations (i.e. pédiatrique, vieillesse, patients et femme enceinte) (Rivas et al., 2021). Chez les
femmes enceintes, I'intégration des modifications physiologiques due a la grossesse au sein d’un modele
PBPK permet de décrire au mieux la cinétique de la substance pendant cette période (Codaccioni & Brochot,
2020; Coppola et al.,, 2021; Sharma et al., 2018). On patle alors de modele p-PBPK (pout pregnancy
phystologically based pharmacokinetic en anglais). L’intégration du passage transplacentaire, la description de
I'anatomie et la physiologie du feetus dans les modeéles p-PBPK permettent une meilleure compréhension

de la distribution de la substance chez le feetus (Codaccioni et al., 2019).

L’objectif de cette these est de développer un modéle p-PBPK pour simuler les concentrations de
Pb pendant la période prénatale dans différents organes et tissus du feetus et par la suite l'utiliser en
dosimétrie pour interpréter les données de biosurveillance. Ce manuscrit est organisé en plusieurs chapitres.
Le premier chapitre présente un état de Iart sur plusieurs aspects de ce travail, a savoir I'exposition humaine
au Pb, la modélisation PBPK pour le Pb, les effets du Pb sur le neurodéveloppement chez les enfants et la
cohorte Elfe. Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit traite du développement du modeéle p-PBPK pour
décrire la distribution du Pb chez le fcetus tout au long de la période prénatale. Le troisiéme chapitre du
manuscrit est consacré a Papplication du modele p-PBPK pour simuler I'exposition interne en Pb des feetus
de la cohorte Elfe a partir de données de biosurveillance mesurées dans le sang de cordon ombilical. Pour
ce faire, une premicre étape de dosimétrie inverse est nécessaire afin d’estimer les doses journaliéres
d’exposition des femmes enceintes, en se basant sur les concentrations de Pb mesurées dans le sang de
cordon lors d’une campagne de biosurveillance. Cette étape de dosimétrie inverse est suivie d'une étape de
dosimétrie directe visant a simuler les concentrations de Pb dans les différents organes du feetus, notamment
le cerveau. Cela permettra d'identifier les périodes critiques de développement feetal lors desquelles
l'exposition au Pb est la plus importante tout en considérant la sensibilité du cerveau aux effets du Pb. Enfin,

I’ensemble des résultats sera discuté et des perspectives seront proposées.
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CHAPITRE 1: ETAT DE L’ART

Le chapitre de I'état de I’art est divisé en quatre grandes parties. La premiere partie porte sur 'exposition
au Pb et fournit des informations sur les sources d’exposition, la toxicocinétique (TK) chez les humains,
Iévaluation et les valeurs de référence du Pb chez les enfants et les femmes enceintes. La deuxiéme partie
du chapitre porte sur la modélisation TK et son utilisation en ERS. Cette partie fait aussi un état des lieux
des différents modeles TK publiés sur le Pb. La troisieme partie est centrée sur les effets de I'exposition au
Pb sur le développement cérébral des enfants et les mécanismes cellulaires impliqués. Enfin, nous finirons
par une description de la cohorte francaise Elfe en précisant le design de I’étude, le dosage des biomarqueurs

et les données individuelles disponibles sur le Pb.

1. L'exposition au Pb

L’exploitation intensive du Pb par I'espece humaine a conduit a un transfert du Pb dans différents
compartiments environnementaux tels que air, 'eau et le sol (Figure 2) (Chanel, 1999). Cela a conduit a
une contamination de la population générales par plusieurs voies d’exposition telles que lingestion des
aliments, de poussiere, d’eau et de boissons contaminées, 'inhalation d’air et le contact cutané de I’air et du
sol. Les enfants peuvent étre contaminés pendant la grossesse, par transfert direct du Pb de la mére au feetus

via le placenta et lors de I'allaitement.

1.1. Les sources d’exposition au Pb

11 existe une multitude de sources d’exposition au Pb (Figure 2) et dont ’absorption dans 'organisme
se fait par inhalation, ingestion ou contact cutané (ANSES, 2014; ATSDR, 2020; Chanel, 1999). Dans le

paragraphe suivant, nous présentons les principales sources d’exposition au Pb.

Sources dexpositbnauPh Lompartiments environnemenia ux Voies dexposition au Ph

Emmissions industrielles
Etnissions automobiles Ay Inhalation
Peitttare
Désintég ration de la croute )
Sol Contact cutané
terrestre
[t
Plombe tie
o\ N

Boite de conserwve,
céramigque

Eau Inzestion

Cosmétiques et remédes
traditionrels

Exposition a partir de Ia
mere

Figure 2 : Les différentes sources et voies d’excposition an Pb cheg; les humains, modifié de Chanel (1999).
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1.1.1. La peinture

Lair intérieur au sein des batiments et logements peut-étre contaminés au Pb, particulierement dans
les constructions datant d’avant 1993, lorsque la peinture a base de Pb était autorisée sur le marché francais
(Lucas, 2011). Jusqu’au milieu du XXe siecle, des sels de Pb étaient ajoutés dans les pigments de peinture et
enduits utilisés pour revétir les murs et les huisseries des logements afin de permettre une bonne tenue
(Gliozzo & Ionescu, 2021; Lucas, 2011). Plusieurs dérivés plombiferes tels que le phosphite de Pb, le cyanide
de Pb, le plombate de calcium, le minium de Pb, I’huile de lin plombifere, les sulfates de Pb, le carbonate de
Pb (cérusite) et I’ hydrocarbonate de Pb (hydrocérusite ou céruse) ont été utilisés dans la composition de
peintures (Gliozzo & lonescu, 2021; Lucas, 2011). Le carbonate de Pb et ’hydrocarbonate de Pb sont deux
pigments, relativement abondants, dans la nature (Gliozzo & lonescu, 2021). Ils ont été utilisés dans la

fabrication du blanc de Pb (Gliozzo & lonescu, 2021).

La céruse est un des dérivés qui a été largement utilisé comme siccatif pour accélérer le séchage des
peintures a huile et réduire le temps entre deux couches de peinture (Lucas, 2011). En France, dés les
années 1909, l'utilisation de la céruse et de ’huile de lin plombifere et des dérivés de sulfate de Pb dans les
travaux de peinture par les professionnels a été réglementée jusqu’a son interdiction par le décret du 30
décembre 1948 (Besozzi, 2016; Lucas, 2011). Cependant, les particuliers n'étaient pas soumis a l'interdiction
d'utiliser des peintures a base de composés de Pb, et la vente de peintures contenant certains de ces
composés n'était pas réglementée. Ainsi, la céruse sera utilisée par les propriétaires et les locataires jusqu’en
février 1993, date de son interdiction sur la mise sur le marché (Besozzi, 2016). Plus récemment, ’arrété du
25 avril 2000 relatif a la lutte contre le saturnisme infantile permet d’établir un constat de risque d’exposition
au Pb (CREP). Il concerne les batiments individuels et collectifs a usage d’habitation, construits avant le 1¢r
janvier 1949 (Besozzi, 2016; Lucas, 2011). Malgré le caractere toxique du Pb, certains immeubles d’habitation
contiennent encore de la peinture a base de Pb. La dégradation de la peinture et les travaux de rénovation
conduisent a la formation de poussiéres qui contaminent lair intérieur (Chanel, 1999; Rainhorn, 2019). Cet

air peut étre respiré par les occupants de ces immeubles notamment les enfants.

L’enquéte nationale, Saturn-Inf 2008-2009, réalisée aupres d’enfants agés de 6 mois a 6 ans résidants
en France entre 2008 et 2009 a déterminé la prévalence du saturnisme a des plombémies supérieures ou
égales a 10 pg.dL! (Etchevers et al.,, 2010). Différents facteurs de risque notamment en relation avec la
peinture dans Penvironnement des enfants étaient étudiés a priori a partir des connaissances existantes sur
leur influence sur exposition interne au Pb. Les facteurs de risque influencant la moyenne géométrique et
le 95¢ percentile de la plombémie ont été déterminés en utilisant respectivement un modele linéaire généralisé
et une régression par quantile. Apres ajustement avec des facteurs de confusion tels que I’age et le taux
d’occupation dans le logement, les résultats ont mis en évidence des associations significatives entre la
moyenne géométrique de la plombémie et la présence de peintures écaillées dans les logements antérieurs a
1949 (+26,6 %, 1C a 95 %, 13,8 — 40,8) et la réalisation de travaux de rénovation (+17,2 %, IC a 95 %,
9,5 —25,4) a Pexception du facteur relatif a la présence de peintures écaillées dans les parties communes

pour les logements antérieurs a 1949.
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1.1.2. L’essence

Les sols aux abords des routes sont largement contaminés au Pb da a son utilisation massive dans
Pessence (Mielke, 2016; Mielke et al., 2022). Entre 1990 et 2000, les émissions de Pb dans l'air en France
métropolitaine étaient principalement dues a Pessence (Citepa, 2023). En 1990, 'essence était a Porigine de
98 % des émissions totales de Pb tandis qu’en 2021, ce sont le bois et les carburéacteurs qui comptabilisent
95 % de ces émissions (Citepa, 2023). En France, la fin de l'utilisation du Pb dans 'essence depuis le 1¢
janvier 2000 a entrainé une chute considérable des émissions de Pb dans I'atmosphere (Figure 3). Cependant,

une dérogation a été accordée jusqu’en 2020 a Paviation légere, les voitures de collection ou de course.
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Figure 3 : Répartition des émissions de Pb par combustible depuis 1990 en France métropolitaine, (Citepa, 2023)

Le PTE et PTM sont deux dérivés organiques du Pb a consistance huileuse qui étaient ajoutés dans
Pessence jusqu’en 2000, pour leurs propriétés antidétonantes (Fergusson, 19806). Les propriétés thermiques
du PTE et du PTM ont été exploitées par I'industrie automobile a partir de 1922 (Fabrégat, 2010). Pour ce
faire, le PTE et le PTM étaient ajoutés dans I'essence a raison de 0,4 2 0,6 g de Pb par litre d’essence pour
atteindre un indice d’octane acceptable de 98-99 (i.e. 98 % et 99 % d’octane) (Guibet, 1999). Une fois dans
la chambre 4 combustion d’un moteur, les deux dérivés plombés produisent des radicaux qui déclenchent
une combustion harmonieuse dans le mélange de carburant évitant ainsi une explosion du moteur (Leighton
& Mortensen, 19306; Simons et al., 1932). Cependant, le PTE et le PTM forment chacun des dép6ts solides
d’oxyde de Pb, PbO, qui encrassaient les moteurs. Pour résoudre ce probleme, généralement, le PTE et
PTM étaient accompagnés d’un mélange de dichloro-éthane (DCE) et de dibromo-éthane (DBE) (Ma et al.,
2016). Le DCE et le DBE agissaient comme des piégeurs de Pb en transformant 'oxyde de Pb, en des
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dérivés halogénés, PbCl et PbBra, beaucoup plus volatils et donc facile a éliminer avec les gaz

d’échappement (Guibet, 1999; Ma et al., 2016).

Le Pb était aussi utilisé pour la lubrification des soupapes et assurer une étanchéité entre la soupape
et les sieges de soupapes (Guibet, 1999). Cette utilisation du Pb par I'industrie automobile a conduit a la
dispersion du Pb dans 'atmosphere et dans les sols, constituant au passage, un réservoir lors de la formation

de poussiere (Mielke, 2016; Mielke et al., 2022).

1.1.3. Les canalisations d’eau potable

L’eau destinée a la consommation peut étre polluée au Pb di a son utilisation dans les canalisations
et les soudures utilisées en plomberie. A la sortie des zones de puisement, I’eau est faiblement chargée en
Pb (Chanel, 1999). Cependant, les proprié¢tés physico-chimiques de I’eau telles que la température, I'acidité,
la dureté, 'alcalinité peuvent entrainer le passage du Pb dans I’eau destinée a la consommation (Chanel,
1999). En contact avec les canalisations, 'eau se charge progressivement en Pb constituant ainsi une source

d’exposition non-négligeable.

Les propriétés physiques qui incluent la solidité, la malléabilité et la résistance a la corrosion peuvent
expliquer l'intérét du Pb dans la fabrication des canalisations, mais aussi dans les soudures et brasures
utilisées pour assembler les tuyaux en cuivre (Chanel, 1999). Selon le ministere de la Santé et de la
Prévention, les soudures pouvaient contenir jusqu’a 60 % de Pb (Prévention., 2021). L’interdiction du Pb
dans la composition des canalisations en France est intervenue en 1995 (Chanel, 1999). Malgré cette
interdiction, l'utilisation du Pb dans les soudures et brasures a continué jusqu’en 1996 (Chanel, 1999).
Cependant, les canalisations a base de Pb existent toujours dans certains batiments puisque I'obligation de
les supprimer qui est intervenue en 2013 n’est valable que lorsque la teneur de Pb dépasse 1 pg.dL-!
(Prévention., 2021). La valeur de 1 pg.dli! a été recommandée par 'Organisation Mondial de la Santé

(OMS).

L’enquéte Saturn-Inf 2008-2009 a montré 'impact de la consommation de ’eau dans 'augmentation
de la plombémie des enfants de 6 mois a 6 ans (Etchevers et al., 2010). Aprés ajustement avec les facteurs
de confusion, la consommation d’eau du robinet en présence de canalisation contenant du Pb entrainait une
augmentation de +51,5 % avec un IC a 95% [4,0 — 120,0] de la plombémie. Toutefois, sans la présence de
canalisation au Pb connue, des associations significatives ont été mises en évidence avec une augmentation
de la plombémie des enfants pour la consommation d’eau du robinet seule (+11,9 %, IC a 95 [3,7 — 20,8])
ou combinée avec la consommation d’eau en bouteille (+20,8 %, IC 2 95 [9,8 — 32,9]). De tous les facteurs
de risque analysés dans I'enquéte Saturn-Inf 2008-2009, la présence de canalisation en Pb était le plus

fortement associée a une augmentation de la plombémie chez les enfants.

1.1.4. Autres sources d’expositions au Pb

L’exploitation du Pb par le secteur de la métallurgie des métaux non-ferreux a entrainé une

dispersion des particules de Pb dans 'atmospheére via les cheminées des fonderies lors de la combustion du
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charbon ou encore lincinération des déchets (Chanel, 1999; Citepa, 2023). Les sols des bassins miniers des
Hauts-de-France (exemple Evin Malmaison, Noyelles-Godault et de Courcelles-les-Lens) sont pour la
plupart pollués au Pb par la présence passée de fonderies (ARS, 2022). Aujourd’hui, la principale source
d’émission de Pb est occupée par I'industrie manufacturiére et la construction avec 37 % des émissions de
Pb en 2021 suivie par le secteur du transport avec la fabrication de batterie 33 % des émissions (Figure 4).
Entre 2000 et 2021, il y a une baisse des émissions de Pb par 'industrie manufacturicre liée, d’une part a la
fermeture de MetalEurop, le principal site de production de métal non-ferreux, et d’autre part a la mise en

place de dépoussiéreurs sur de nombreuses installations industrielles (Citepa, 2023).

92%

Industrie de 'énergie Usage et activités des batiments
[ 'ndustrie manufacturiéere, construction Agriculture et sylviculture
| Déchets (traitement centralisé) [l Transports

Figure 4 : Répartition des émissions de Pb en France métropolitaine, (Citepa, 2023)

Plusieurs facteurs de risque (e.g. mere née dans un pays a fort usage de Pb, profession a risque des
parents, et parent fumant dans le logement) étaient choisis a priori et analysés dans ’enquéte Saturn-Inf 2008-
2009 (Etchevers et al, 2010). L’étude a constaté une augmentation significative de la plombémie
(+12,3 %,1C 295 % [-2,1 —28,8]) et du 95¢ percentile de la plombémie (+31,4 %, IC a 95 % [1,1 —70,7)
en association avec les origines géographiques de la mere (i.e. naissance dans un pays connu pour un fort
usage du Pb par l'utilisation de la médecine traditionnelle, les plats a tajine et les cosmétiques de type khol).
Les professions a risque des parents (e.g. ouvrier dans la fabrication de batteries de voiture, ferrailleur et
usinage de plomb) n’étaient pas un facteur a risque pour 'augmentation des plombémies chez les enfants.

Le tabagisme passif a lintérieur de lhabitation des enfants (> 2 heures par jour) était

significativement associé a une augmentation de la plombémie (+12,4 %, IC a 95 % [1,4 — 24,7]). Lorsque
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les parents fument plus de 5 heures dans le logement, 'augmentation de la plombémie était de
+34,0 %, 1C 2 95 % [18,3 — 51,7].
1.2. Contribution des sources a ’expositions des enfants au Pb

L’exposition au Pb peut se faire par I'ingestion d’aliments ou de boissons contaminés, I'inhalation
de particules de Pb dans l'air ou la poussicre, et 'absorption par voie dermique (ANSES, 2014; ATSDR,
2020). La contamination des aliments par le Pb est principalement due aux retombées de la pollution

atmosphérique et du sol, engendrée par I'industrie automobile et manufacturiere.

Toutes les sources d’exposition externe au Pb ne contribuent pas de la méme maniere a ’exposition
globale. Elles différent en fonction de I’habitation, de la présence ou non d’un site industriel travaillant le
Pb ou du régime alimentaire (ANSES, 2013; Chanel, 1999; Tebby et al., 2022). Entre 2008 et 2009, une
¢tude francaise sur le Plomb et ’'Habitat a été coordonnée par le centre scientifique et technique du batiment
(CSTB) pour quantifier les sources d’exposition externe au Pb dans I’habitat des enfants agés de 6 mois a 6
ans (Lucas et al., 2012). 484 logements localisés en France métropolitaine ont été investigués. Des mesures
de Pb ont été effectuées dans I’eau du robinet, les sols extérieurs, les éclats de peintures, la poussiére déposée
sur les sols intérieurs et des aires de jeux extérieures. Les résultats de I'étude ont montré que 25 % des
logements contenaient de la peinture a base de Pb (Lucas et al., 2012). Siles concentrations de Pb dans 'eau
du robinet étaient inférieures a la limite de détection (0,1 pg.dL-') dans 58 % des cas, 2,9 % des échantillons

avaient une concentration de Pb supérieure ou égale a 1 pg.dL-! (Lucas et al., 2012).

Par lagrégation des différentes sources, il est possible de déterminer la contribution de chaque
source dans l'exposition interne globale des enfants au Pb (Caudeville et al., 2012; Tebby et al., 2022;
Vanacker et al., 2020). L’Ineris a mené des travaux (Caudeville et al., 2012; Tebby et al., 2022) dans lesquels
les concentrations de Pb dans l'air, I'eau potable et les aliments ont été pris en compte dans un modele spatial
d’exposition multimédia. Les auteurs ont mis en évidence des zones avec des fortes concentrations de Pb
par rapport au reste du territoire et selon la source de Pb (Figure 5) (Tebby et al, 2022). Les zones
industrielles autour de Paris, la vallée du Rhoéne, et le littoral méditerranéen étaient celles qui présentaient
des fortes concentrations de Pb dans I'air (Figure 5A) avec une distribution progressive expliquée par la
dispersion de Pb dans I’air. En ce qui concerne les concentrations élevées de Pb dans le sol (Figure 5B), le
Massif central était plus concerné dua a sa géologie notamment a la présence de roches volcaniques. D’autres
zones sporadiques présentaient des fortes concentrations de Pb dans leur sous-sol et étaient déclarées
comme potentiellement polluées selon la base de données Basol. Les niveaux de Pb dans I’eau du robinet
(Figure 5C) variaient a I’échelle locale et selon les auteurs ces variations étaient liées aux limites des unités

administratives (i.e. quartier, ville, région).
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Figure 5 : Carte des concentrations de Pb dans l'air (A), le sol (B) et I'ean potable (C), (Tebby et al., 2022)

En tenant compte des informations sur les concentrations de Pb dans les différents compartiments
environnementaux (i.e. air, sol, eau) et des voies d’exposition externe, I'ingestion de Pb était identifiée
comme étant la principale voie d’exposition au Pb chez les enfants (Tebby et al., 2022). L’ingestion des
aliments végétaux et du lait étaient les principales sources d’exposition externe au Pb chez les enfants de
moins de 2 ans (Tableau 1). La source d’exposition est dépendante de I’age puisque chez les enfants de plus
de 2 ans, I'eau représente la principale source d’exposition suivie par les aliments végétaux (Tebby et al.,
2022). Ces résultats sont concordants avec ceux de deux études nationales de surveillance des expositions
alimentaires aux substances chimiques (EAT1 de 2000 a 2004 et EAT2 de 2006 a 2010), pilotées
respectivement par I'Inra et PAnses (ANSES, 2011a) qui ont montré que les contributeurs majoritaires a
Iexposition au Pb chez les enfants étaient le lait (11 %), 'eau (11 %) et les boissons rafraichissantes sans
alcool (10 %). EAT2 a montré que les expositions retrouvées dans les aliments étaient équivalentes ou
inférieures a celles relevées par EAT1 dans la population frangaise y compris chez les enfants. Sur la
campagne de EAT?2 entre 2006 et 2011, la moyenne de 1”exposition externe a été estimée a 0,27 pg.jour

Lkg! de poids corporel (0,21 — 0,43) chez les enfants agés de 3 ans a 17 ans(ANSES, 2011a).

Tablean 1 : Contribution en ponrcentage de chaque source d'exposition a l'ingestion totale de Pb (Tebby et al., 2022)

Tranche d'dge (année) Sol Eau Végétal Viande Lait
[0-1] 2,5 14,4 51,6 0,1 31,5
[1-2] 5,2 214 48,1 2,5 22,9
[2-7] 5,9 39,5 29,4 5,5 19,7
[7-12] 5,2 40,4 32,3 6,7 15,5

Chez les jeunes enfants de 6 mois a 4 ans, I'ingestion de poussiére et les résidus de peinture
contaminée représentent la principale voie d’exposition externe, qui est favorisée par les activités de portage
main-bouche (marche a quatre pattes, jeu au sol, doigts et objets portés a la bouche) (ATSDR, 2020; Chanel,
1999). En combinant les données issues des enquétes alimentaires et environnementales, Vanacker et al.

(2020) ont montré que la poussiére et le sol constitue les principales sources d'exposition des enfants en
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France agés de 6 mois a 3 ans. Pour cette étude, les expositions a 'air et a 'eau du robinet se sont révélées

insignifiantes pour la plupart des enfants.

Chez le feetus et les nouveau-nés, 'exposition se fait essentiellement par I'intermédiaire de la mere
pendant la période prénatale et postnatale (Goyer, 1990; Gulson et al., 2003; Gulson et al., 1999; Gundacker
& Hengstschliger, 2012). Lors de la vie prénatale, le Pb est capable de traverser la barriere placentaire et de
conduire a une exposition interne du feetus via la contamination maternelle (Goyer, 1990; Gundacker &
Hengstschliger, 2012). Le Pb peut aussi étre transféré de la meére a enfant pendant Pallaitement (Gulson et
al., 2003). Les niveaux de Pb dans le lait maternel sont plus importants chez les femmes qui présentent une
charge osseuse de Pb élevée (Ettinger et al., 2006), en lien avec la libération du Pb osseux dans le sang
maternel pendant la grossesse. Les concentrations de Pb dans le lait maternel diminuent au cours des
premicres semaines post-partum (Park et al., 2018). Cette tendance a la baisse est expliquée par la faible

teneur en protéine et en graisse pouvant lier les métaux au cours de la lactation.

1.3. La toxicocinétique du Pb

La TK du Pb chez ’humain a été étudiée et permet de mieux comprendre les différences sur
Pexposition interne au Pb entre les feetus, les enfants et les adultes. Les propriétés physico-chimiques
permettent d’appréhender les processus ADME (absorption, distribution, métabolisme et excrétion) du Pb
dans I'organisme. Sous sa forme élémentaire et dans des conditions normales (20 °C et avec une pression
de 1 bar), le Pb est insoluble dans le milieu aqueux (Lenntech, 2023), mais lorsque le milieu est légerement
acide (faible pH), le Pb peut se trouver sous la forme d’ions simples Pb?* et Pb*" avec un état d’oxydation
IT et IV stable ou complexé avec des atomes de soufre ou de carbone (Sauvé et al., 1997). Ainsi, sa solubilité

augmente a mesure qu’il est capable de former des complexes avec la matiere organique (Sauvé et al., 1997).

Les dérivés organiques tels que le PTE (P(C2Hs)y) et le PTM (Pb(CH3)y) sont les résultats de
complexes entre le Pb et le carbone ; ils sont tres solubles dans les huiles et dans les graisses (ATSDR, 2020;
Chanel, 1999) . Les dérivés inorganiques sont plus nombreux et sont plus ou moins solubles dans les milieux
aqueux. L’acétate de Pb et le nitrate de Pb sont tres solubles dans I'eau tandis que la cérusite (carbonate
neutre de Pb), la galéene (sulfure de Pb), 'anglésite (sulfate de Pb) sont tres peu solubles dans 'eau. Dans
Porganisme, le Pb est sous sa forme ionique, Pb?* avec un rayonnement ionique et une charge de valence
identique a celle de l'ion calcium (Ca?") (Moustafa 2005). Cette analogie structurale avec le calcium est a
Porigine des interactions avec les résidus phosphates et thiols présents dans des nombreux enzymes ou tissus
(Jacquart et al., 2017; Mah & Jalilehvand, 2012). L’ion Pb2* est capable de remplacer I'ion Ca?* qui est lié a
une protéine conduisant ainsi a la libération du Ca?* dans le milieu. La compétition entre Pb2* et Ca2* sur

les sites de liaison de Ca?" sur différentes protéines peut-étre résumée selon I’ Equation 1 suivante :

[Pb?* — aqueux] + [Ca?*T — protéine] — [Pb?T — protéine] + [Ca?t — aqueux] Equation 1
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1.3.1. Absorption

Labsorption du Pb peut se faire par différentes voies : le systeme digestif ou respiratoire et cutané.

Les différentes voies sont détaillées ci-dessous.

1.3.1.1. Inhalation

Le Pb inorganique dans Pair est constitué de particules qui peuvent se déposer dans les voies
respiratoires (ATSDR, 2020). L’absorption via le systeme respiratoire est influencée par la taille des
particules, la solubilité et des facteurs liés a ’age tels que la géométrie et la vitesse du flux d’air dans les voies
respiratoires (i.e. la zone nasopharynx et oropharynx) (ATSDR, 2020). Ainsi, les particules avec un diameétre
important (> 2,5 um) sont soumises a un flux d’air important au niveau du nez et sont majoritairement
déposées dans I'cesophage par transport mucociliaire. Leur absorption par la voie respiratoire est limitée
puisqu’elle dépend du taux de transport vers le tractus gastro-intestinal et de la forme chimique (ATSDR,
2020). Les particules plus petites, avec un diametre compris entre 1 et 2,5 pm, sédimentent au niveau des
alvéoles et peuvent étre absorbées apres dissolution ou ingestion par les phagocytes (ATSDR, 2020). Jusqu’a
50 % du Pb inorganique inhalé peut étre absorbé par le tractus respiratoire (ATSDR, 2020).

Le schéma d’absorption du Pb organique (e.g. PTE et le PTM) differe de celui des particules de Pb
inorganique inhalées (ATSDR, 2020). Dans les voies respiratoitres, ces composés se comportent comme des
gaz et présentent une plus forte absorption que les particules de Pb inorganique. Des études ont montré

une absorption de 60 a 80 % du Pb organique par le tractus respiratoire (ATSDR, 2020).

1.3.1.2. Iingestion orale

L’absorption gastro-intestinale du Pb inorganique se déroule principalement dans le duodénum
sous la forme d’ion Pb?* ou de complexe (Mushak, 1991). Elle dépend de plusieurs facteurs, notamment de
la taille des particules, la voie d'exposition, I'état nutritionnel, la santé et 1'age de l'individu (ATSDR, 2017,
Mushak, 1991). Les mécanismes exacts d’absorption du Pb au niveau du tractus gastro-intestinal sont
inconnus, mais ils pourraient impliquer un transporteur actif et la diffusion passive a travers les cellules
endothéliales (Mushak, 1991). La biodisponibilité du Pb dépend fortement de sa solubilité dans le tractus
gastro-intestinal, autrement dit de la variation du pH, mais aussi du site d’absorption du Pb (i.e. portion du
tractus gastro-intestinal), des interactions avec les nutriments et du stade de développement des individus
(Mushak, 1991). Ainsi, dans le duodénum, le pH est neutre contrairement a estomac et au jéjunum avec
des pH plutét acides ; cette différence permet la solubilisation du Pb et une forte absorption dans cette zone
(Mushak, 1991).

La prise alimentaire par un individu joue un réle sur Iefficacité de I'absorption du Pb (ATSDR,
2020). La présence de nutriments essentiels (calcium et phosphore) a été démontrée dans une étude pour
réduire le taux d’absorption du Pb par le tractus gastro-intestinal (James et al., 1985). L’absorption d’un
repas équilibré avec du Pb marqué (?3Pb) a conduit a une rétention de 3,5 % de la dose totale ingérée apres
7 jours contre 60,6 % lorsque le Pb était absorbé uniquement avec de ’eau pauvre en nutriment (James et

al., 1985). Par ailleurs, le jetine augmente I'absorption du Pb dans le tractus gastro-intestinal. Un individu

28



adulte absorbe jusqu’a 20 % du Pb inorganique ingéré apres un repas et jusqu'a 60 % a 80 % a jeun (ATSDR,
2007, 2020).

Chez les enfants et les nourrissons, 40 a 50 % du Pb est absorbé en comparaison des adultes
(10215 %) (Mushak, 1991). Le mécanisme de pinocytose, un processus cellulaire d'absorption par
endocytose, a été rapporté pour étre responsable de I'absorption du Pb inorganique au niveau de I'illéon
(Mushak, 1991). Les enfants absorbent environ 50 % du Pb ingéré aprés un repas et jusqu’a 100 % a jeun
(ATSDR, 2010).

1.3.1.3. Absorption cutanée

L’absorption du Pb par la peau est généralement considérée comme nettement moins importante
que celle par I'inhalation ou ingestion. Bien que peu d'études fournissent des données quantitatives sur
l'absorption cutanée du Pb, rendant ainsi incertaine I'importance quantitative de cette voie d'absorption pour
la charge corporelle de Pb dans l'organisme humain, il est important de noter que les recherches actuelles
mettent en évidence une prédominance des voies d'absorption par inhalation et ingestion.

Une étude menée chez des travailleurs d’une usine de fabrication de batteries qui présentaient une
exposition chronique au Pb a détecté la présence de Pb dans les couches supérieures de la couche cornée
de la peau chez des travailleurs manipulant du Pb dans des batteries, a la fois avant leur travail et apres avoir
nettoyé la surface de leur peau (Sun et al. 2002). Ces observations suggerent une possibilité d'adhérence

et/ou de pénétration du Pb par voie cutanée chez les sujets qui manipulent le Pb.

1.3.2. Distribution

Une fois absorbé, le Pb se retrouve au niveau du compartiment sanguin, qui joue un role central
dans la distribution du Pb dans 'organisme humain. La Figure 6 présente la dynamique du Pb vers différents
compartiments de organisme apres son absorption. Une fois dans 'organisme, le Pb se distribue dans le
sang, les tissus minéralisés (e.g. os, dent) et les tissus mous (e.g. cerveau, tissus adipeux, reins, foie, etc).
Nous allons voir dans les paragraphes suivants la répartition du Pb dans le sang et les os, deux

compartiments primordiaux dans la TK du Pb.
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Figure 6 : Modele cinétique de la dynamique dun Pb, inspiré de Chanel (1999)

1.3.2.1. Le Pb dans le sang

Le Pb dans le sang représente environ 2 % de la charge totale de Pb dans 'organisme humain. II se
répartit soit dans les érythrocytes (forme non-diffusable) soit dans le plasma (forme diffusable) (ATSDR,
2020; Ong & Lee, 1980). D’apres I’étude de Ong and Lee (1980) sur la distribution du Pb radiomarqué dans
le sang, avec une concentration de 50 pug pour 100 ml de sang 96 % du Pb sanguin est situé¢ au niveau des
protéines érythrocytaires et 4 % est localisé dans le plasma (Figure 7). A exposition équivalente, les niveaux
de Pb dans le sang varient en fonction de I'age (e.g. feetus, enfant et adulte) et de la physiologie de I'individu

(e.g. grossesse, maladie des os et ménopause).
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Figure 7 : Répartition du Pb dans le sang selon I'étude de Ong and Lee (1980)

Le Pb dans les érythrocytes

Le mécanisme d’entrée et de sortie du Pb dans le cytosol des érythrocytes n’est pas encore bien élucidé, mais
plusicurs pistes sont proposées et la voix passive, mettant en jeu un échangeur d’anions HCO3 semble la
plus probable (ATSDR, 2020). Deux ans apres I’étude sur la distribution du Pb dans le sang de Ong and
Lee (1980), Sakai et al. (1982) se sont intéressés plus particulierement a la fraction de Pb liée aux protéines
érythrocytaires : apres 40 heures d’incubation avec une solution de Pb acétate 43 % du Pb étaient liés a
I’enzyme acide aminolévulinique déshydratase (ALAD) avec une forte affinité tandis que 27 % du Pb étaient
liés a ’hémoglobine avec une faible affinité. Le reste du Pb était réparti entre les membranes des érythrocytes
et le plasma. La liaison du Pb avec ALAD inhibe la synthese de ’'heme. Le mécanisme est saturable a la
concentration de 10 pg.dL-1 de sang (Bergdahl et al., 1999; Manton & Cook, 1984; Manton & Malloy, 1983).
La demi-vie du Pb dans le sang chez les adultes a été estimée entre 20 — 30 jours (Rabinowitz et al., 1970).
Elle varie en fonction de I'age et des conditions d’exposition, et est plus longue chez les enfants agés entre

10 et 36 mois (Manton et al., 2000).
Le Pb dans le plasma

Le Pb plasmatique joue un réle important dans la dynamique du Pb dans 'organisme : il représente
le pool diffusible aux tissus mous (e.g. cerveau, rein, foie, tissu adipeux) et aux tissus minéralisés (e.g. os et
dents). Il représente environ 4 % du Pb sanguin total dont une large proportion se lie a 'albumine (90 %),

et une plus faible proportion aux globulines (10 %) (Ong & Lee, 1980).

Etant donné que les sites de fixation du Pb sur les érythrocytes sont saturables, cela signifie que leur capacité
a se lier au Pb atteint un plateau a des concentrations élevées. Ainsi, les concentrations de Pb dans le plasma
augmentent lorsque les concentrations dans les érythrocytes augmentent, en raison de la saturation des sites
de fixation (Manton & Cook, 1984; Manton & Malloy, 1983). Cette caractéristique saturable contraste avec

un processus linéaire ou I'augmentation des concentrations ne conduirait pas a une saturation des sites de
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fixation, mais plutdt a une augmentation proportionnelle des concentrations dans le plasma. En
conséquence, une augmentation des apports de Pb entraine une augmentation des quantités de Pb

disponibles pour diffusion dans les tissus.

1.3.2.2. Le Pb dans les os

Environ 75 % de la charge corporelle totale du Pb chez les enfants est stockée dans les os, cette
proportion augmente avec I’age pour atteindre 95 % chez I'adulte (Barry, 1975). Les os et le cartilage sont
les deux constituants du systeme squelettique dont le réle est de soutenir et protéger les organes vitaux et la
moelle osseuse et permettre I'attachement musculaire (Raggatt & Partridge, 2010). Cependant, il est
important de noter que l'os est un tissu dynamique qui subit des adaptations continues, lors du
renouvellement de 'os grace a un cycle permanent de formation et de résorption de I'os. Le mécanisme de
modelage favorise la croissance de l'os, tandis que le remodelage (ou renouvellement) maintient l'intégrité

structurelle de l'os tout en permettant son adaptation (Chappard, 2013).

L’os est composé de deux types d’os : cortical ou compact (80 % du volume total de l'os) et
trabéculaire ou spongieux (20 % du volume total de 'os) (ICRP, 2002). La structure interne de 'os cortical
est formée d’ostéons qui sont les unités structurelles microscopiques de l'os compact (Figure 8A). Les
ostéons sont agencés de manicre paralléle les uns aux autres tandis que l'os trabéculaire est formé de
trabécules, des lamelles osseuses irrégulieres (Figure 8A). Bien que macroscopiquement et
microscopiquement différents, l'os cortical et I'os trabéculaire sont identiques dans leur composition
chimique (Raggatt & Partridge, 2010). La principale matrice cristalline de 'os est I’hydroxyapatite (Figure
8B). Il s’agit d’un minéral inorganique composé principalement de calcium et de phosphate qui joue un réle

dans la solidité structurelle des os en maintenant les fibres de collagenes (Raggatt & Partridge, 2010).
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Figure § : (A) Anatomie de 'os cortical et de I'os trabéculaire (Le et al., 2017). (B) structure de I"hydroxyapatite,
(Rujitanapanich et al., 2014)

L’incorporation du Pb dans I'os se fait lors du processus de formation et sa libération dans le sang
se fait lors de la résorption de I'os (Figure 9) (O'Flaherty, 1991a, 1991b; O'Flaherty, 1993). Dans le tissu
osseux, le Pb peut remplacer le calcium dans I’hydroxyapatite en formant des complexes stables avec le
phosphate (O'Flaherty, 1991a, 1991c). Cependant, les liaisons du Pb avec la matrice osseuse dans I'os
trabéculaire sont plus labiles, ce qui n’est pas le cas dans J'os cortical ou les liaisons sont plus fortes. Par
ailleurs, la vitesse de renouvellement de ’os trabéculaire est plus rapide que celle de 'os cortical (Hadjidakis
& Androulakis, 2000). Cette caractéristique a une incidence sur la demi-vie du Pb : elle est d’environ 10 ans

dans l'os trabéculaite et de 20 ans dans l'os cortical (Rabinowitz, 1991).
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Figure 9 : Mécanisme de remodelage de os permettant l'incorporation et ou la libération du Pb dans I'os
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Chez les nourrissons et les enfants, le mécanisme de modelage est dominant et s’accompagne d’une
activité ostéoblastique (i.e. formation) supérieure a celles des ostéoclastes (i.e. résorption). Les enfants
accumulent du Pb tout le long de la croissance de 'os (ATSDR, 2020). La résorption est un phénomene
physiologique qui se déroule généralement au niveau des couches superficielles de 'os (Chappard, 2013).
Ainsi, le Pb qui se trouve dans les couches a la surface passe plus rapidement dans le sang total que le Pb

qui se trouve dans les couches plus profondes de 'os (O'Flaherty, 1991c¢).

1.3.3. Métabolisme

Le Pb inorganique n’est pas métabolisé par les cytochromes ou les carboxylestérase (ATSDR, 2020).
Les composés organiques du Pb peuvent étre métabolisés dans le foie par déalkylation oxydative catalysée
par les cytochromes p-450 (ATSDR, 2020). Toutefois, il existe trés peu d'études qui décrivent le processus
de métabolisation du Pb alkylé chez les humains. Dans I’étude de Yamamura (1981), a fraction de Pb excrété
dans les urines a été dosée 21 jours apres 'exposition externe au Pb tétraéthyle (composant de 'essence).
Les auteurs ont rapporté qu’a la suite de cette exposition, 50 % du Pb excrété était a sous la forme de Pb
dié¢thyle, 48 % sous la forme de Pb inorganique et seulement 2 % du Pb était sous la forme tétraéthyle. Ces
résultats ont été corroborés par I’étude de Zhang (1994) qui s’est intéressé a 'excrétion dans les urinaires de
Pb diéthyle et de Pb triéthyle chez des travailleurs exposés a 'essence (Pb tétraéthyle). D’apres leur résultat,
la quantité de Pb triéthyle excrétée dans les urines était tres minime, représentant seulement 0,68 % du Pb
total excrété dans les urines, tandis que proportion de Pb diéthyle était beaucoup plus importante, atteignant

56 % du Pb total excrété dans les urines.

1.3.4. Excrétion
L'excrétion du Pb du corps humain est un processus vital par lequel l'organisme se débarrasse du
Pb, réduisant les risques d’apparition d’effets néfastes. Le Pb est principalement excrété dans I'urine, avec

seulement une tres faible proportion éliminée dans la salive, les cheveux et les ongles (ATSDR, 2020).

1.3.4.1. Excrétion urinaire
L’urine est la principale voie d’excrétion du Pb chez 'humain indépendamment de la voie
d’exposition. L’excrétion urinaire représente 54 a 78 % de ’excrétion totale du Pb (Rabinowitz et al., 1976).
L’excrétion urinaire du Pb est fortement corrélée avec la filtration glomérulaire et la clairance plasmatique
était estimée 2 99 L.jour! (Araki et al., 1986). Une réabsorption tubulaire a été observée chez des travailleurs
qui présentaient un fort niveau de Pb dans le sang (25 — 59 pg.dL) (Araki et al., 1986). Différentes études
ont mis en évidence une capacité moindre des nourrissons et des jeunes enfants a éliminer le Pb par les

urines et les feces par rapport aux adultes (Ziegler et al., 1978).

1.3.4.2. Excrétion fécale

La majorité du Pb non-assimilé par le processus de digestion est éliminée par les féces. Le Pb éliminé
par les feces est aussi le résultat de la sécrétion biliaire par le foie (ATSDR, 2020). Cependant, ce mécanisme

n’est pas tres bien connu pour le Pb.
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1.3.5. Impact de la grossesse

L’impact des changements physiologiques et biochimiques de la grossesse sur la TK du Pb est

rapporté dans les paragraphes suivants.

1.3.5.1. Absorption

A ce jour, il nexiste pas de données sur une éventuelle augmentation de 'absorption du Pb chez
les femmes enceintes. Bien qu’il n’existe pas de preuve, 'absorption du Pb pendant la grossesse combinée
a d’autres mécanismes physiologiques tels que le remodelage de 'os pourrait contribuer a augmenter la
plombémie maternelle pendant le 2nd trimestre. La cinétique du Pb2* est étroitement liée a celle du Ca?*, ot,
on sait que pendant la grossesse, les demandes en Ca?* du feetus augmentent au fur et 2 mesure de 'avancée
de la grossesse. Alafin de la grossesse, le squelette feetal accumule jusqu’a 30 g de calcium dont 80 % de
cette accumulation se produit au cours du 3¢ trimestre (IKovacs, 20106). Cela équivaut a 'accumulation de
250 a 300 mg de calcium par jour dans le squelette feetal tout au long du 3¢me trimestre. Pour répondre a
cette demande croissante, trois adaptations de la physiologie de la mére ont été mises en évidence :
augmentation de l'absorption intestinale du calcium, diminution des pertes rénales du calcium et
augmentation de la résorption de 'os maternel (Kovacs, 2016). Le mécanisme de ’homéostasie calcique
durant la grossesse et I'allaitement, présenté dans la Figure 10, pourrait expliquer la libération du Pb?* dans

le sang et le lait maternel.
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Figure 10 : Homéostasie calcigue durant la grossesse et ['allaitement



1.3.5.2. Distribution

La grossesse est un état physiologique particulier qui est accompagné d’une augmentation du
volume de distribution qui pourrait impacter la TK du Pb chez les femmes enceintes (Thépaut et al., 2023).
Au cours de cette période, il y a une augmentation du débit cardiaque (+30 %), des flux sanguins (i.e. utérus,
reins, placenta), des volumes des organes (e.g. utérus, seins, tissu adipeux, sang, placenta, liquide amniotique)
et la croissance du feetus ’hémodilution (Feghali et al., 2015). Le volume du tissu adipeux augmente
d’environ 6 L tout au long de la grossesse tandis qu’a la fin de la grossesse les volumes du liquide amniotique
et du placenta sont respectivement de 0,8 L et 0,7 L. La grossesse est également marquée par une
augmentation d'environ 42 % du volume plasmatique, atteignant plus de 3,5 L a 38 semaines de gestation,
avec une augmentation paralléle du volume totale de 'eau corporelle, c’est le phénomene de ’hémodilution
(Feghali et al., 2015). L’hémodilution n’est pas sans conséquence puisqu’elle entraine une diminution de la
concentration de protéines plasmatiques. L’albumine est la principale molécule de transport du Pb dans le

plasma ce qui pourrait avoir des conséquences sur la TIKK du Pb pendant la grossesse.

Au cours de la grossesse, les demandes de calcium croissantes du feetus sont associées a une
résorption accrue de I'os qui favorise la libération du Pb osseux et contribue a augmentation de la
plombémie maternel (ATSDR 2020, Gulson 2000). L’étude sur les rapports isotopiques de femmes
immigrées installées en Australie a montré que 10 a 88 % du Pb dans le sang maternel était dérivé du Pb
stocké dans les os et 79 % du Pb dans le sang du cordon provenaient du Pb osseux de la mere (Gulson,
2000; Gulson et al., 2003). Par ailleurs, pendant la grossesse, des marqueurs de la résorption et de la
formation de I'os augmentent (Balck 2000, Naylor 2000). Ces augmentations sont significatives a partir du
2nd trimestre de la grossesse, une période ou plusieurs auteurs ont observé une augmentation de la
plombémie maternelle (Ettinger et al., 2009; Ettinger et al., 2006; Gulson, Mizon, et al., 2016; Gulson,
Taylor, et al., 2016; Rothenberg et al., 1994).

Le phénomene de résorption de 'os pendant la grossesse peut étre atténué par la prise orale de
calcium comme cela a été démontré chez 31 femmes enceintes de 25 a 35 semaines (Janakiraman et al,,
2003). Les femmes avaient regu 1200 mg de calcium pendant dix jours consécutifs puis un placebo pendant
dix jours. Des échantillons d’urine étaient collectés quotidiennement pour doser les niveaux du N-
télopeptides du collagene de type I (NTX), qui est un biomarqueur de la résorption de I'os. Les résultats ont
montré que 87,1 % des femmes présentaient une réduction moyenne de 14 % des taux de NTX urinaire
lors de la prise orale de calcium. Cette baisse se traduit au niveau de la plombémie maternelle comme 'a

montré Ettinger et al. (Ettinger et al., 2009).

La concentration de Pb dans le sang maternel pendant la grossesse présente une courbe
caractéristique en U (Ettinger et al., 2009; Gulson, Mizon, et al., 2016; Hertz-Picciotto et al., 2000;
Rothenberg et al., 1994; Téllez-Rojo et al., 2004). Cette caractéristique peut étre expliquée par différents

mécanismes physiologiques : pendant le ler trimestre, il y a une diminution de la plombémie due a
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I'augmentation du volume sanguin (hémodilution) et durant le 27 trimestre, on assiste 4 une augmentation

de la plombémie expliqué par Papparition de la résorption de I'os libérant le Pb osseux.

Le Pb est capable de traverser la barriere placentaire et induire une exposition précoce du feetus
(Caserta et al., 2013; Goyer, 1990; Gundacker & Hengstschliger, 2012). 11 existe plusieurs études qui ont
mis en évidence une corrélation positive entre la plombémie de la mere et la concentration dans le sang de
cordon ombilical obtenu a 'accouchement (Alemam et al., 2022; J. I. Ladele et al., 2019; Mahdi et al., 2022;
Ong et al., 1985; Yazbeck et al., 2007). Cette corrélation tend en faveur d’une diffusion passive du Pb au
travers des différentes membranes qui composent le placenta (Caserta et al., 2013; Goyer, 1990; Gundacker

& Hengstschliger, 2012).

1.3.5.3. Excrétion

La grossesse impacte 'excrétion rénale du Pb. Les données d’une enquéte nationale sur la santé et la
nutrition (NHANES) menée aux Etats-Unis entre 2003 et 2010 ont été utilisées pour évaluer 'impact de la
grossesse sur les concentrations urinaires de métaux incluant le Pb (Jain, 2013). Aprés ajustement avec les
facteurs de confusions, les concentrations urinaires de Pb étaient plus fortes chez les femmes enceintes
comparées aux femmes non-enceintes. Ce qui pourrait s’expliquer par 'augmentation de la filtration

glomérulaire pendant la grossesse.

1.4. Evaluation de Iexposition interne au Pb

L’évaluation de I'exposition interne au Pb chez les femmes enceintes et les feetus est importante
face aux risques liés a la toxicité du Pb sur le développement cérébral méme a des doses d’exposition
modérées. Elle est intégrée dans la stratégie de lutte pour la baisse de la plombémie (HAS, 2003; HCSP,
2014). Cependant, la longue demi-vie du Pb dans les os et les différentes sources d’exposition rendent
I’évaluation de I'imprégnation individuelle compliquée. La plombémie reflete un état d’équilibre ponctuel

entre I'absorption, le stockage du Pb dans les os, le relargage dans le sang et I'élimination.

Cependant, d’autres indicateurs biologiques que la plombémie peuvent étre utilisés pour estimer le
degré d’exposition récente ou ancienne chez les femmes enceintes et les enfants et sont utilisés pour mettre
en place des mesures de protection pour lutter contre les cas de saturnisme. Dans cette section, nous allons
présenter ces autres indicateurs biologiques utilisés pour évaluer ’exposition interne au Pb notamment chez
les femmes enceintes et les enfants. Nous verrons par la suite les différentes valeurs de références qui sont

mises en place pour limiter Pexposition et définir le saturnisme infantile.

1.4.1. Les indicateurs biologiques

Plusieurs indicateurs biologiques sont disponibles pour évaluer exposition interne au Pb dans

différents compartiments biologiques.
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1.4.1.1. Sang

La mesure de la plombémie est couramment utilisée pour évaluer I'exposition interne au Pb
d’individus (Alemam et al., 2022; Etchevers et al., 2010; Fréry et al., 2017; Nashashibi et al., 1999). Elle
donne une indication de 'imprégnation individuelle qui intégre les différentes sources et voies d’exposition.
Cet indicateur biologique a 'avantage d’étre accessible par une simple prise de sang. La demi-vie du Pb dans
le sang étant courte (i.e. 20 a 30 jours), la plombémie donne une indication sur 'exposition récente. Elle est
largement utilisée dans les études épidémiologiques pour mettre en lien I'exposition interne au Pb avec des
effets sur la santé des feetus et nouveau-nés. Chez les femmes enceintes, des plombémies élevées peuvent
étre associées a un risque accru de fausses-couches, retards de croissance intra-utérin, ou encore de faibles
poids du nouveau-né a la naissance (ANSES, 2013; Borja-Aburto et al., 1999; Paredes Alpaca et al., 2013).
Dans le cadre de I’évaluation de 'exposition prénatale au Pb, des prélevements de sang de cordon ombilical
peuvent étre réalisés a 'accouchement (Al-Saleh, Shinwari, Mashhour, Mohamed Gel, et al., 2011; Gulson,
Mizon, et al., 2016; J. I. Ladele et al., 2019; Nashashibi et al., 1999). Les mesures de Pb dans le sang de
cordon des nouveau-nés peuvent étre utilisées pour mettre en évidence un lien avec des effets sur le
développement cognitif des enfants a différents ages (Hu et al., 2006; Jedrychowski et al., 2009; T¢éllez-Rojo
et al., 2006). Chez les enfants agées de 6 a 36, les plombémies mesurées pendant la période prénatale étaient

associées a des baisses des scores de I'index du développement mental.

La plombémie est essentielle pour 'ERS notamment pour évaluer 'exposition actuelle et récente,
identifier les sources d'exposition, surveiller les populations sensibles (i.e. femmes enceintes, feetus,

nouveau-nés et enfants), évaluer les effets sur la santé et suivre 'efficacité des mesures préventives.

1.4.1.2.Os

La concentration de Pb dans les os peut étre évaluée par la fluorescence X ou par l'injection de
CaEDTA, un agent chélateur du Pb. Ces tests permettent d’évaluer la quantité de Pb accumulée dans les os
au fil du temps et reflétent le degré d’exposition passée (Hoppin et al., 1995; Hu et al., 1998; Sakai, 2000).
La technique de fluorescence X est non-invasive, mais est cotteuse, donc elle ne peut pas étre utilisée de
maniere routiniere pour évaluer I'exposition interne au Pb. La fluorescence X est une technique sensible qui
a ¢été utilisée pour évaluer la concentration de Pb dans les os chez des enfants diagnostiqués avec une

intoxication au Pb (Specht et al., 2016).

1.4.1.3. Cheveux

Le Pb est capable de passer du sang vers le follicule pileux pour étre intégré a la fibre capillaire en
croissance. Dans ce cas, les cheveux peuvent étre collectés depuis la racine ou juste quelques centimetres
pour étre utilisés comme matrice biologique pour estimer I'exposition interne. Il existe un temps de latence
entre la formation du cheveu et son accessibilité au niveau du cuir-chevelu. Les cheveux peuvent étre utilisés
un indicateur de I'exposition chronique, particulierement utile pour identifier l'exposition interne cumulée
sur plusieurs mois. Malgré P'accessibilité des cheveux, la valeur de Pb mesurée dans cette matrice est

incertaine. Cela est di a la contamination des cheveux par les expositions environnementales a la surface et
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a des produits cosmétiques utilisés pour le traitement des cheveux (Chanel, 1999). Cette matrice fut utilisée
pour comparer les concentrations de Pb dans les cheveux de 478 écoliers vivants dans une zone industrielle
et agricole de la province de Tarragone en Espagne (Schuhmacher et al, 1991). La moyenne de
concentration de Pb mesurée dans les cheveux des enfants vivant dans une zone industrielle était supérieure
a celle des enfants vivant dans une zone agricole, mais cette différence n’était pas statistiquement
significative. La moyenne de concentration de Pb dans les cheveux des filles était plus élevée comparé aux

garcons.

1.5. Les valeurs de référence réglementaires

Le Pb est une substance sans seuil, c’est-a-dire que des effets néfastes apparaissent quelle que soit
la dose d’exposition interne (Ineris, 2023). Il est donc impossible d’évaluer une dose interne en dessous de
laquelle le Pb ne produit pas d’effets néfastes. Toutefois, pour évaluer et interpréter les niveaux des
populations sensibles, notamment les femmes enceintes et les enfants, des valeurs de référence ont été

dérivées a partir de différentes méthodes (Ineris, 2023).

1.5.1. Les doses externes

Chez les enfants, lautorité européenne de sécurité des aliments (Efsa) a établi en 2010 une dose
limite de référence (BMDL) sur la base d’une modification de 1 % de la fonction intellectuelle des enfants
(EFSA, 2010). La valeur de BMDLy; de 0,5 pg.jourl.kg! par apport alimentaire a été dérivée a partir de
simulations réalisées avec le modele IEUBK (Integrated Exposure Uptake Biokinetic) chez les enfants de 0 a

7 ans.

1.5.2. Les doses internes

Concernant les femmes enceintes, il n’y a pas de valeurs limites biologiques (VLB) quant aux risques
sur le déroulement de la grossesse. L’étude nationale ENNS (Fréry et al., 2017), en population générale, a
été utilisée pour établir une valeur biologique de référence (VBR) chez les femmes en age de procréer. La
valeur de 4,5 pg.dL! était basée sur le 95¢ percentile de la distribution des plombémies des femmes agées de
18 a 39 ans (ANSES, 2019). Egalement, dans le cadre de la révision des valeurs d’exposition en milieu

professionnel par I’Anses en 2019, une VBR a été établie (ANSES, 2019).

La valeur de la plombémie considérée sans risque pour les enfants a été abaissée progressivement,
dans la mesure ou les études épidémiologiques montraient des effets néfastes pour des niveaux de
plombémie de plus en plus faibles (ANSES, 2013, 2014; HAS, 2003). En France, pour tenir compte des
effets sans seuil du Pb, le Haut conseil de la santé publique (HCSP) a redéfini en 2014 les valeurs du
saturnisme infantile en les passant de 10 pg.dL!' a 5pugdl! (HCSP, 2014). Ainsi, deux niveaux de

plombémie ont été proposés par le HCSP pour lutter contre le saturnisme chez les enfants (HCSP, 2014) :

» Un niveau d’intervention rapide lorsque les plombémies sont égales ou supérieures a 5 pg.dL-L.

Ce niveau d’intervention s’accompagne d’une déclaration obligatoire aupres des autorités sanitaires
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et déclenche une enquéte environnementale et la mise en place de mesures pour identifier et
supprimer la source d’exposition. Ce seuil correspondait au 98¢ percentile de la distribution de la
plombémie chez les enfants 4gés de 6 mois a 6 ans en France lors de 'enquéte Saturn-Inf menée
entre 2008 et 2009 (Etchevers et al., 2010).

Un niveau de vigilance lorsque les plombémies sont supérieures a 2,5 pg.dl! et inférieures a
5 pg.dL1. Ce niveau de vigilance prévoit d’informer les familles sur les risques sur la santé d’une
exposition liée au Pb. La valeur de 2,5 pg.dL! correspond au 90¢ percentile de la distribution de la
plombémie chez les enfants agés de 6 mois a 6 ans lors de 'enquéte Saturn-Inf menée entre 2008

et 2009 2009 (Etchevers et al., 2010).
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1.6. A retenir

L’exploitation intensive du Pb par I'espéce humaine a conduit a la contamination par le Pb de

Iair, de ’eau, des sols, des poussieres et des aliments.

Le Pb peut étre ingéré, inhalé ou absorbé par contact cutané.

Les enfants absorbent environ 60 % de Pb contre 20 % pour les adultes toutes voies confondues.
Le Pb présente une forte affinité pour les érythrocytes. Ce mécanisme de fixation est saturable.

Environ 75 % du Pb corporel des enfants est stocké dans les tissus minéralisés contre 95 % chez

les adultes.

Chez les adultes, la demi-vie du plomb dans le sang est de 20 a 30 jours, tandis qu'elle s'étend sur
une période de 10 a 20 ans dans les os.

Il n’y a pas de preuves de 'augmentation de 'absorption du Pb chez les femmes enceintes.

Le volume de distribution augmente pendant la grossesse.

Il'y a une augmentation du renouvellement de 'os maternel pendant la grossesse.

L’os maternel est résorbé pendant la grossesse conduisant a une augmentation de la plombémie
maternel.

Le Pb est capable de traverser la barriére placentaire pour induire une exposition précoce du
feetus.

L’excrétion du Pb se fait principalement dans les urines et dans les feces, et dans le lait maternel
pour la femme allaitante.

La filtration glomérulaire augmente pendant la grossesse.

Le Pb peut étre mesuré dans différentes matrices biologiques (i.e. sang, os et cheveux).
Cependant, le sang est souvent privilégié en raison de sa facilité d'accessibilité par une simple prise
de sang.

En France, la définition du saturnisme infantile est fixée a une valeur de plombémie égale ou

supérieur a 5 pg.dL-! avec une déclaration obligatoire aux autorités sanitaires.
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2. Modélisation pharmacocinétique basée sur la physiologie

La modélisation PBPK est une approche qui permet I'intégration de la physiologie du corps afin d’évaluer
les risques sanitaires liés a exposition a une substance. Elle représente une classe importante de modeéles
dosimétriques, qui sont capables de simuler les doses d’exposition interne dans différents organes et tissus
d’un organisme (EPA, 2006; OECD, 2021). Dans cette partie, nous examinerons le développement des
modeles PBPK, notamment des modeles p-PBPK qui inclue les étapes de mise en équation des processus

ADME, de paramétrisation et d’évaluation. Nous aborderons également les diftérents TK publiés sur le Pb.

2.1. Description de la modélisation PBPK

Les modeles PBPK sont une représentation mathématique d’un organisme vivant et des processus
physiologiques qui décrivent les processus ADME d'une substance chimique. Ces modeles peuvent
s’appliquer a 'organisme humain ou a tout autre espéce animale et tiennent compte des processus physico-
chimiques de la substance et de la biochimie de 'organisme (Reddy et al., 2005). Etant donné que les modéles
PBPK considérent explicitement différents organes et tissus, il est possible de prédire I’évolution des
concentrations de substances dans chacun d’entre eux. Un modéle PBPK est un outils de modélisation qui
permet de caractériser la pharmacocinétique (PK) ou toxicocinétique (TK) des substances. La PK et la TK
sont deux concepts étroitement liés qui permettent de caractériser les processus ADME au sein d'un
organisme. Lorsqu'on étudie un médicament, on utilise généralement le terme PK, tandis que le terme TK
est préféré lorsque l'analyse porte sur des gammes de doses toxiques de la substance. Le terme TK sera
utilisé tout au long du manuscrit pour rester cohérent avec I'aspect toxique du Pb. Un modele PBPK peut
étre générique ou spécifique. Un modele générique est utilisé pour représenter la TK de plusieurs substances
ayant les mémes propriétés physico-chimiques. Un modele spécifique est concu pour modéliser la TK d’une
substance spécifique en considérant dans le modeéle des données spécifiques a la substance. Les modéles
PBPK ont été exploités dans ’ERS, ou de plus en plus de modeles, spécifiques ou génériques, sont utilisés
pour prédire les concentrations de substances dans des organes et tissus qui sont le plus souvent impossibles
a mesurer pour faire FERS (i.e. cerveau, foie...) (Deepika et al., 2021; Jeong et al., 2020; Kim et al., 2019;
Zhang et al., 2018). Pour faciliter le dialogue entre les modélisateurs et les évaluateurs des risques, des guides
ont été mis en place et décrivent les différentes étapes du développement d’un modele PBPK et leur
évaluation (EPA, 2006; OECD, 2021). Ces étapes incluent la collecte des données nécessaires, le
développement du modele mathématique (structure et mise en équation), et son évaluation (EPA, 2006;

OECD, 2021).

Une des particularités des modeles PBPK est d’intégrer des données physiologiques sur les tissus et
les organes les plus pertinents pour décrire les processus ADME (OECD, 2021). Pour une application
réglementaire, un modéle doit étre le plus simple possible. Il est possible de le complexifier, mais cela dépend
de la question de départ et de la disponibilité des données pour développer et évaluer le modele (EPA,

2000). Cependant, un certain nombre d’éléments doit apparaitre sur la structure du modéle :

» Lavoie d’absorption de la substance (e.g. tractus gastro-intestinal, respiratoire, peau),
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» Les organes impliqués dans la distribution et dans le stockage de la substance (e.g. os, tissus
adipeux),

> Les organes impliqués dans le processus de métabolisation (e.g. foie, les intestins ou les poumons),

> Les organes impliqués dans I’élimination (e.g. foie et reins),

> Les organes impliqués dans l'action toxique ou thérapeutique (e.g. le cerveau, le cceur, et les
muscles),

» Les connexions avec le systéme circulatoire (e.g. flux sanguin et la lymphe).

Généralement, dans un modéle PBPK, un organe est égal a un compartiment. Néanmoins, dans
certains cas, certains organes peuvent étre regroupés dans des compartiments « faiblement perfusés »,
« richement perfusés » ou encore « autres » en fonction de leur affinité avec la substance et de leur degré de
perfusion (Nestorov et al., 1998; Yau et al., 2023). Chaque organe ou groupe d’organe est caractérisé par un
volume et un flux sanguin. La Figure 11 représente la structure d’'un modele PBPK générique dont
I’absorption se fait par voie orale via le tractus gastro-intestinal et I’élimination se fait par urines. La substance
est distribuée dans différents organes (i.e. poumons, cerveau, cceur, intestin, foie, reins, os, muscle, tissu

adipeux et un groupement d’organes nommé « autres »).
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Figure 11 : Structure d’un modele PBPK dont I'absorption se fait par voie orale via les intestins et Iélinrination par voie
urinaire par les reins
Les modeéles PBPK peuvent étre développés pour une population spécifique présentant un état
physiologique ou physiopathologique particulier. Par exemple, des modeles ont été adaptés pour la pédiatrie
(Verscheijden et al., 2019), la grossesse (Beaudouin et al., 2010), la vieillesse (Cui et al., 2021), I'obésité (Wu

et al., 2021) ou encore pour la cirrhose du foie (Johnson et al., 2010). Dans le cas de la grossesse, les
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changements physiologiques et anatomiques qui surviennent pendant cette période peuvent impacter les

processus ADME (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017; Thépaut et al., 2023).

2.2. Modélisation PBPK de la grossesse (p-PBPK)

Depuis une vingtaine d’années, des modéles p-PBPK sont développés pour étudier 'impact de la
grossesse sur la cinétique d’une substance mais aussi sa biodistribution chez le feetus (Codaccioni & Brochot,
2020; Luecke et al., 1994; Zhang et al., 2017a; Zhang & Unadkat, 2017b). La structure des modeles p-PBPK
(Figure 12) integre, le plus souvent, un sous-modele feetal relié au sous-modéle maternel par le biais du
compartiment placentaire. Dans ce manuscrit, le terme « modele p-PBPK » fait référence au modeéle dans

sa globalité (i.e. sous-modele maternel et sous-modele feetal).

sang riche en dioxygéne
[ sang | Sang riche dioxyde de carbone
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Figure 12 : Structure d’un modele p-PBPK dont I'absorption se fait par voie orale via les intestins et I'élimination par voie
urinaire par les reins. 1. absorption et I'élimination de la subsistance chez le fwtus se font uniquement via le placenta
Le modele sur la tétracycline chez la rate gestante développé par Olanoft and Anderson (1980) fut
le premier a tenir compte de la physiologie de la grossesse. Cependant, seule une partie des changements
physiologiques liés a la grossesse (i.e. volume du sang) ont été décrits a ’aide d’équations linaires ou avec
des puissances en fonction de ’age gestationnel. La croissance des organes feetaux a été mathématiquement
modélisée pour la période allant de la 12¢me semaine de gestation a la fin de la gestation. Un compartiment

placentaire faisait I'interface entre le sous-modéle maternel et le sous-modele feetal. Le modele p-PBPK
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comptait 6 compartiments en plus du compartiment placentaire. Dans un souci de simplification, le feetus

a été représenté comme un seul compartiment (Fisher et al., 1989; Gabrielsson & Paalzow, 1983).

Il faudra attendre le modéle de O'Flaherty et al. (1992) chez le rat et la soutis pout avoir une
description des parametres physiologiques pendant toute la gestation y compris la période de 'organogenése.
Les changements physiologiques tels que 'augmentation des volumes (e.g. utérus, glandes mammaires, et
tissu adipeux) et les flux sanguins perfusant les organes évoluaient en fonction de I'age gestationnel. Le
modele d’O'Flaherty et al. (1992) et celui de Fisher et al. (1989) ont servi de base au développement de

plusieurs modeles chez les rongeurs (Hays et al., 2000).

Le premier modele p-PBPK chez la femme enceinte fut développé par Luecke et al. (1994). Le
modele incluait un sous-mode¢le maternel qui intégrait 27 organes et tissus et 16 pour le sous-modele feetal.
Le modele incluait un ensemble d’équations mathématiques basées sur la mise a échelle allométrique pour
décrire I’évolution des volumes et des flux sanguins pendant la grossesse. Le poids du feetus au cours de la
grossesse était décrit en utilisant I’équation de Gompertz qui s’ajustait aux données de poids de feetus humain
dont I'age gestationnel était compris entre 25 et 300 jours. D’autres modeles p-PBPK furent développés par
la suite en extrapolant a la femme des modeles développés chez les rongeurs a partir de données TK

expérimentales 7z vivo (Clewell et al., 2001; Gargas et al., 2000; Gentry et al., 2003).

Les modeles p-PBPK sont utilisés pour simuler exposition interne du feetus aux substances
pendant la grossesse. Cette application des modéles est permise grace a lintégration du compartiment
placentaire qui permet de quantifier le transfert de la substance vers le feetus par simple diffusion (Loccisano
et al., 2013) ou par la méthode ex vivo du placenta qui permet une description plus mécaniste du transfert
placentaire (De Sousa Mendes et al., 2016; Loccisano et al.,, 2013). L’étude de Loccisano et al. (2013) basée
sut le développement d’un modéle p-PBPK pour l'acide petfluorooctanesulfonique (PFOS) et l'acide
petfluorooctanoique (PFOA) a permis de prédire pour la premiere fois la TK de ces deux composés chez
la mere, le feetus et le nouveau-né. Le modele a prédit une diminution des concentrations plasmatiques du
PFOA et PFOS durant la grossesse. Les auteurs avaient soumis des pistes d’amélioration notamment
concernant les facteurs affectant la clairance du PFOA et PFOS pendant la grossesse. En estimant par
inférence bayésienne les transferts placentaires a partir des données humaines, Brochot et al. (2019) ont
prédit une augmentation des concentrations de PFOA et PFOS dans le plasma des feetus pendant la
grossesse laissant entrevoir une fenétre de sensibilité durant le développement feetal. Grace a la modélisation
p-PBPK et en tenant compte des apports alimentaires des femmes, les auteurs ont pu proposer des

nouveaux indicateurs d’exposition interne dans les organes et tissus feetaux.

Le développement des modeles humains « vie entiére » permettent d’intégrer plusieurs périodes de

la vie d’un individu, notamment la grossesse, afin de simuler I’évolution des concentrations de substances
) g )

persistantes (i.e. celles ayant une longue demi-vie) au cours de la vie (Beaudouin et al., 2010; Verner et al.,

2008). Les modeles p-PBPK peuvent encore étre plus complexe en intégrant des modifications dues a la
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grossesse sur l'activité des enzymes de phase I impliquées dans le métabolisme des substances (Codaccioni

& Brochot, 2020; De Sousa Mendes et al., 2017; Johnson et al., 2010).

2.3. Mise en équation des processus ADME

Dans les modeles p-PBPK, les processus ADME sont traduits en équation différentielle ordinaire
(EDO ou ODE en anglais pour ordinary differential equation) basée sur le transfert de masse via la circulation
sanguine dans le but de décrire la dynamique de la substance dans I'organisme (EPA, 20006). Une revue
discute de I'intégration des différents processus biochimiques et physiologiques dans les modeles p-PBPK

chez la femme enceinte (Thépaut et al., 2023).

2.3.1. Absorption

L’absorption est définie comme le processus par lequel la substance est transportée du site
d’administration a la circulation sanguine. Pour pénétrer dans 'organisme, la substance peut étre ingérée par
la voie orale via le tractus gastro-intestinal (qui comprend I'estomac, l'intestin gréle et le colon), inhalée par
le tractus respiratoire ou absorbé par la peau. La biodisponibilité de la substance dans 'organisme dépend
de ses propriétés physico-chimiques, de la voie d’administration, la dose, les interactions avec les aliments,
mais aussi de la variabilité inter-individus (Lin & Wong, 2017). La modélisation des mécanismes d'absorption
pour chaque voie repose sur des parametres spécifiques a la substance et sur la description physiologique

des sites d'entrée dans l'organisme (Lin & Wong, 2017).

L’absorption au niveau du tractus gastro-intestinal est régie par deux processus : la dissolution et la
perméation de la substance au niveau des parois intestinales (Lin & Wong, 2017). Lors du processus de
dissolution, la substance se trouve dans le liquide gastro-intestinal en une forme résorbable par 'organisme
capable de traverser la batriere digestive (i.e. duodénum, jéjunum, iléon) par diffusion simple ou faire
intervenir des transporteurs pour rejoindre la circulation sanguine (Lin & Wong, 2017). Deux types de
modeles ont été développés pour modéliser la voie d’absorption orale dans le tractus gastro-intestinal par
diffusion passive : modele a deux compartiments et le modele compartimenté d’absorption et de transit (en
anglais CAT pour Compartmental Absorption and Transit). L'utilisation du modele a un compartiment ou du
modele CAT repose sur les caractéristiques physico-chimiques de la molécule et sur le temps de transit dans

les intestins.

Dans le modele d’intestin a un seul compartiment (Figure 13), le tractus gastro-intestinal est
considéré comme un compartiment homogene. La substance est distribuée dans le compartiment sanguin

en fonction d’une constante d’absorption, k, (Dressman & Fleisher, 1986).
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Figure 13 : Modele d’absorption orale a un compartiment

[’équation suivante est généralement utilisée pour décrire la quantité de substance absorbée (Equation 2).

anb;o;"b ®) —kyx X () ﬁqmﬂon 2

X représente la quantité de la substance a Iinstant 4 et kg la constante d’absorption.

Les modeéles CAT (Figure 14) décrivent le tractus gastro-intestinal par une série de compartiments
(Yu etal., 1996). Le transit de la substance a travers l'estomac, le duodénum, le jéjunum et I'iléon est controlé
pat une constante (K¢,) qui est spécifique a la substance. Le transfert de la substance d’un compattiment a
un autre est décrit comme un processus d’ordre 1 (Yu et al., 1996). Chaque compartiment est caractérisé par
un volume et un débit différent. Initialement, le modele CAT tel que décrit par Yu et al. (1996) comportait
7 compartiments pour décrire 'absorption est le transit dans I'intestin gréle (Figure 14). Cependant, le

modele peut étre complexifié en ajoutant d’autres compartiments si nécessaire.

Dose d’exposition

Duodénum Jéjunum Jéjunum Illéon lléon lléon
lka lka lka lka lku lka

Sang

Figure 14 : Modele d'absorption orale multi-compartiment

Dans un modele avec n compartiment, ’évolution de la quantité de substance au cours du temps

dans un modéle CAT peut étre décrite par PEquation 3.

dXy (t)

dt = ktT X Xn—l (t) - kt‘r X Xn (t) - ka X Xn (t) E’q%dﬁo” 3

Ou X, (t) est la quantité de substance dans le compartiment 7, X,,_1 (t) cotrespond a la quantité
de substance dans le compartiment précédent. k., et k, sont respectivement la constante de transit et la

constante d’absorption.
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Lorsque I'absorption fait intervenir un transport actif, le mécanisme peut étre saturable et avoir un
impact sur la quantité de substance absorbée dans le compartiment sanguin. Dans ce cas de figure, la

modélisation du processus d’absorption dans les modeles physiologiques est réalisée a I’aide de la cinétique

de Michaelis-Menten (Wood & Thakker, 1982).

11y a tres peu de données quantitatives sur de potentielles modifications de 'absorption pendant la
grossesse. Ainsi, la description des parametres relatifs aux processus d’absorption dans les modeles p-PBPK
est la méme que dans les modeéles PBPK sans grossesse. Il existe tout de méme certaines informations. Par
exemple, les niveaux de progestérone augmentent lors de la grossesse entrainant une réduction de la vidange
gastrique et de la motilité de I'intestin gréle ce qui pourrait diminuer la quantité de substance disponible pour
I'absorption (Dawes & Chowienczyk, 2001). Par ailleurs, dans la méme période, il y a une réduction de la
sécrétion d’acide gastrique qui augmente le pH entrainant 7z fine la production de mucus. Bien que ces
hypotheses soient tangibles pour induire une modification de I’absorption pendant la grossesse, aucune

donnée n’est disponible aujourd’hui pour les valider.

2.3.2. Distribution

La distribution décrit le processus par lequel la substance est distribuée dans les différents organes
et tissus de organisme. Apres absorption, la substance rejoint la circulation sanguine et sa répartition dans
les tissus dépend de plusieurs facteurs notamment de son affinité avec les protéines du sang, de sa taille, de
son état d’ionisation, sa lipophilie, sa perméabilité ou encore de la perfusion des tissus (Fan & de Lannoy,
2014; Feghali et al., 2015). La distribution d’une substance dans le corps est décrite par le volume de

distribution qui correspond au volume total dans lequel la substance se distribue (Fan & de Lannoy, 2014).

La distribution de la substance du sang vers les compartiments tissulaires peut étre limitée par la
perfusion sanguine ou plasmatique ou par la perméabilité des membranes cellulaires (Jones & Rowland-Yeo,

2013). Une représentation schématique des deux types de modeles est visible sur la Figure 15.

a) Modele limité par la perfusion b) Modéle limité par la perméabilité
/ \ / Espace vasculaire \
Fluxsang C -V Fluxsang
Ctissu; vtissu; P Csang:tissu Vasclé vase

CEX(’I'GVHSC/ Vextravasc 4 Pcsang:tissu

\ Tissu / \ Espace extravasculaire /

Figure 15 : Modeles de distribution d’une substance, a) liniitée par la perfusion et b) limitée par la perméabilité

Dans les cas de distribution limitée par la perfusion, la diffusion de la substance suit un gradient de
concentration pour atteindre rapidement I’équilibre. Ce type de modele dépend du débit sanguin et du
coefficient de partage de la substance entre le tissu et le sang (Figure 15a). Le mécanisme de perfusion limitée

est généralement observé avec les petites substances lipophiles qui peuvent facilement franchir la membrane

48



lipidique. La concentration tissulaire (Cyissy, (t)) au cours du temps suit la loi de Fick et peut étre décrite par

I’'Equation 4 suivante :

dCtissu (t) — F luxtissu

qumzﬂon 4
dt Vtissu

Ctissu (t)
sang:tissu
ou Ciigsy €t Cqpe correspondent respectivement a la concentration dans le tissu et dans le sang

artériel au cours du temps. Flux;iss, correspond au flux sanguin perfusant le tissu et PCsqng.tissy au

coefficient de partage entre le sang et le tissu.

Un autre modéle de distribution est celui limité par la perméabilité (Figure 15b). Généralement, on
retrouve un sous-compartiment vasculaire, et un sous-compartiment extravasculaire. Certains modeles p-
PBPK applique cette modélisation notamment au niveau du placenta (Brochot et al., 2019; Codaccioni &
Brochot, 2020). Il est aussi possible de diviser le placenta en trois sous-compartiments, c’est le cas du modele
p-PBPK de Zhang and Unadkat (2017b). Le placenta a été modélisé comme un tissu limité par la
perméabilité et subdivisé en : mélange de sang maternel-placenta, tissu placentaire et mélange sang feetal-
placenta. Seule la fraction non-liée et non-ionisée de la substance peut diffuser passivement a travers le
placenta. Dans leur modele, Zhang and Unadkat (2017b) suppose que les constantes de diffusion entre la

mere et le placenta, ainsi qu’entre le fcetus et le placenta sont égaux.

Dans les modeles de distribution limitée par la perméabilité, I'équilibre entre le compartiment
vasculaire et extravasculaire dépend de la perméabilité du tissu. Ce type de modéle est généralement
développé pour les grosses substances polaires (Thompson & Beard, 2011). Dans ce cas de figure,

IEquation 5 et Equation 6 décrivent ’évolution des concentrations dans I’espace vasculaite et tissulaire.

ACrasc (1) = Mo (Care (£) = Cpgse (1)) — kperm <Cvasc ) — —Cextravasc (t)> E‘/”‘l”.(’” 5
dt Vtissu Vvasc P Csang:tissu

dt Vextravasc thdlim 6

dCextravasc (t) _ kperm Cextravasc (t)
- Cvasc (t) 5,
PCsang:tissu

ot Cygse et Coxtravasc sont respectivement la concentration dans 'espace vasculaire et espace

extravasculaire en fonction du temps, et kperm est la constante de perméabilité du tissu.

Il arrive qu’aucun des mécanismes de distribution décrits ci-dessus ne permette une bonne
description de la cinétique de distribution. Dans ce cas de figure, un transport actif peut étre
impliqué(Bressler et al., 2004; Bressler et al., 2007; Gyimesi & Hediger, 2023). Les transporteurs actifs
désignent le passage d’ions ou de substances hydrophiles contre le gradient de concentration. Ils peuvent se
situer de part et d’autre de la membrane et permettre 'influx ou I'efflux de substances. Dans la majorité des

cas, le transporteur est le facteur limitant, le processus est alors décrit par ’équation de Michaelis-Menten.
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Ce dernier fait intervenir deux parametres clés : la vitesse maximale de la réaction (Vmax) et la constante

de Michaelis-Menten (Km) (Kuepfer et al., 2016).

Durant la grossesse, la quantité d’eau totale dans le corps augmente, jusqu’a 8 litres en fin de
grossesse ce qui a pour effet d’augmenter le volume de distribution des substances (Dawes & Chowienczyk,
2001). Cette augmentation concerne les glandes mammaires, le tissu adipeux, le sang, le placenta, 'utérus et
le feetus (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017; Kapraun et al., 2019). Le placenta est un organe qui
apparait durant la grossesse par l'accolement de membranes d'origine maternelle et feetale. Son téle est de
supporter le développement du feetus et contribue a 'augmentation du volume de distribution. D’autres
modifications telles que la production de liquide amniotique et 'augmentation du volume plasmatique
contribuent a augmenter le volume de distribution (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017; Kapraun
et al., 2019). L’hématocrite, qui correspond au volume occupé par les érythrocytes, est aussi affecté par

I’hémodilution durant la grossesse (Feghali et al., 2015).

2.3.3. Métabolisme

Le métabolisme ou encore biotransformation désigne les diverses modifications chimiques que
subissent les substances meéres aprés absorption et distribution dans organisme pour former des
métabolites (Fan & de Lannoy, 2014). Le métabolisme est réalisé principalement par des enzymes tels que
les cytochromes P450 (CYP) pour le métabolisme de phase I (e.g. oxydation, réduction, hydrolyse) et les
transférases pour le métabolisme de phase 1I (e.g. conjugaison) (Jancova et al., 2010). Ces biotransformations
rendent les substances plus hydrosolubles ce qui facilite leur élimination dans les fluides corporels tels que
les urines et la bile. Le foie héberge un grand nombre d’enzymes mobilisées dans le métabolisme des
molécules, ce qui fait de cet organe le siege principal du métabolisme chez ’humain (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001). Cependant, des enzymes sont aussi présentes dans d’autres organes tels que les
intestins, les poumons, les reins, la peau ou le placenta (Campbell et al., 2015; Mohammed et al., 2020; Reddy
et al,, 2021). La clairance est le parameétre qui est utilisé pour caractériser la vitesse de disparition d’un
composé. Elle définit la capacité d’un organe a épurer le sang par unité de temps (Wilkinson, 1987). La
clairance d’un organe dépend du flux sanguin et du coefficient d’extraction. L’épuration d’une substance
peut étre réalisée par plusieurs organes, dans ce cas la clairance totale correspond a la somme des clairances
(Fan & de Lannoy, 2014). On distingue la clairance rénale, hépatique et métabolique. La clairance hépatique
dépend du débit sanguin, de la fixation de la substance sur les protéines plasmatiques et de lactivité
enzymatique des hépatocytes mesurée par la clairance intrinseque (CLjy¢). Quant a la clairance rénale, elle
dépend de la physiologie des reins, du pH urinaire et de la fixation de la substance sur les protéines. Au
niveau des reins, la substance et ses métabolites sont excrétées dans les urines par filtration glomérulaire,

sécrétion tubulaire active et réabsorption tubulaire passive.

Le processus d’élimination par métabolisation peut étre linaire (ordre 1) ou saturable et décrit par
la relation de Michaelis-Menten. Dans le cas des processus saturables, les parametres Km et Vmax désignent

respectivement I'affinité de la substance avec 'enzyme d’intérét et la vitesse maximale de transformation de
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la substance (Fan & de Lannoy, 2014). L’évolution de la quantité de maticre au sein de 'organe est alors
décrite par 'Equation 7 :

thissu (t) _

dat = Fluxsang X <Cart ) — P qumzﬂ(m 7

Ctissu (t) > _ Vmax X Ctissu(t)
Km + Ctissu(t)

Csang:tissu
Lorsque la concentration de la substance est inférieure a la valeur de Km, la relation devient linéaire
et Péquation 8 peut-étre simplifiée pour donner lieu a 'Equation 8.

d Qtissu (t)

Cyi t
dt = Fluxsang X (Cart(t) - Lu()

Pcsangmsu) — CLint X Ceissu(0) Equation §
Les activités du CYP3A4, CYP3A5, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 et CYP2E1
augmentent pendant la grossesse (Abduljalil et al., 2012; Johnson et al., 2000). Ces augmentations sont
traduites en équations, le plus souvent des polynémes, pour adapter le calcul de la clairance intrinseque
(Abduljalil et al., 2012; Johnson et al., 2006). Le métabolisme hépatique comme voie d’élimination a été pris
en compte dans différents modeles p-PBPK (Codaccioni & Brochot, 2020; De Sousa Mendes et al., 2017).
Ainsi, dans le modele de De Sousa Mendes et al. (2017), 1a prise en compte des modifications de CYP3A4,

CYP2D6 et CYP2B6 entraine une augmentation de 21 % de la clairance a la fin de la grossesse.

2.3.4. Excrétion

L’excrétion d’une substance décrit le processus d’élimination de la substance sous sa forme
inchangée (molécule mere) ou ses métabolites (Fan & de Lannoy, 2014). Il existe différentes voies
d’excrétion, incluant les poumons, le tractus gastro-intestinal, la sueur, les feces, allaitement (Fan & de
Lannoy, 2014). Bien que le mode d’excrétion soit spécifique a la substance, beaucoup de substances sont
¢éliminées par les urines via les reins (Anderson, 2010). Le néphron est 'unité élémentaire des reins et le siege
de la filtration glomérulaire et de la sécrétion tubulaire. La filtration glomérulaire est un phénomene passif
qui concerne les substances avec un faible poids moléculaire (Bendayan, 1996). Contrairement a la filtration
glomérulaire, la sécrétion tubulaire est un phénomene actif qui fait intervenir des transporteurs (Inui et al.,
2000). Le processus peut étre saturé et est susceptible de compétition entre les substances. Dans le cas d’une
excrétion du composé par les reins et faisant intervenir la filtration glomérulaire, la quantité de matiére
excrétée peut étre décrite par I'Equation 9 :

ereins (t)

Creins(t
dt = Fluxyeins X (Cart(t) - LS()

PC ) — Foxcretse X GFR X Creins(t) Egquation 9
sang:reins
ou Qyeins et Creins correspondent respectivement 2 la quantité et concentration de substance dans
les reins. Fluxyeins correspond au flux sanguin perfusant les reins et PCsqpg.reins au coefficient de partage

entre le sang et le tissu rénal. GFR correspond a la filtration glomérulaire en L par unité de temps et Foycratse

correspond a la fraction excrétée par les reins.

De nombreux parameétres physiologiques en relation avec le systeéme urinaire changent avec

Papparition de la grossesse. Parmi ces parametres, on observe une augmentation du flux sanguin perfusant
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les reins et une augmentation de la filtration glomérulaire (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017;
Kapraun et al., 2019). Ces modifications ont été traduites sous la forme d’équations polynomiales (Abduljalil
et al., 2012; Dallmann et al., 2017; Kapraun et al., 2019) et peuvent étre intégrées dans les modeles p-PBPK
(Brochot et al., 2019; Codaccioni & Brochot, 2020; De Sousa Mendes et al., 2017). Selon les informations
disponibles dans la littérature, la sécrétion biliaire, qui est le processus par lequel le foie produit et libere la
bile dans le systeme biliaire, elle n’est pas modifiée par I’état physiologique de la grossesse. Une autre voie
d’excrétion pour la femme enceinte est la perte de sang qui peut aller jusqu’a 500 ml lors de ’'accouchement.
Cette particularité peut étre intégrée dans les modéles p-PBPK notamment lorsque la substance présente

une forte affinité avec les protéines plasmatiques (Brochot et al., 2019).

2.4. Paramétrisation des modeles p-PBPK

Apres avoir établi la structure du modeéle p-PBPK et sa transcription en équations mathématiques,
il est nécessaire de déterminer les valeurs des parametres. Cest étape de paramétrisation communément
appelée calibration. On distingue deux types de parametres dans les modeéles p-PBPK : génériques ou
substance-spécifiques (EPA, 2006; OECD, 2021). Les parametres génériques décrivent des processus qui
ne varient pas d’une substance a une autre contrairement aux parametres spécifiques a la substance. Parmi
les parametres génériques, on trouve les parametres relatifs a 'anatomie et la physiologie de I'individu (e.g.
poids, flux sanguin, taux de métabolisme), ou relatifs a I'exposition (e.g. dose et durée d’exposition). Les
parameétres spécifiques a la substance incluent par exemple les coefficients de partage, les constantes

d’élimination, la clairance intrinseque, et la fraction libre plasmatique.

Bien que les valeurs de certains parametres soient bien connues et documentées dans la littérature,
comme c’est le cas pour les parameétres anatomiques et physiologiques (Brown et al., 1997; ICRP, 2002), il
existe des cas, ou les parametres sont inconnus ou non-observables (e.g. constante de transfert placentaire,
taux de croissance osseux, constante de vitesse de 1¢* ou 20 ordre ou la constante de Michaelis-Menten).
Dans de telles situations, différentes approches peuvent étre employées pour déterminer leur valeur. Par
exemple, la valeur d’une constante peut étre déterminée apres extrapolation i vitro vers in vivo IVIV) (Yoon
et al., 2014). L’IVIV est une approche qui permet de transposer les résultats expérimentaux obtenus 7 vitro
pour prédire des phénomenes 7 vivo chez des organismes (Hartung, 2018). Il est aussi possible d’utiliser une
approche bayésienne pour améliorer la précision des estimations de valeurs de parameétres a partir de

n’importe quel type de données.

2.4.1. Parametres physiologiques et anatomiques

Des méta-analyses ont été publiées sur les changements physiologiques et anatomiques lors de la
grossesse dans le but de faciliter le développement des modéles p-PBPK (Abduljalil et al., 2012; Abduljalil
etal., 2019, 2020; Abduljalil et al., 2021; Dallmann et al., 2017; Kapraun et al., 2019). La plupart des données
incluses dans ces méta-analyses proviennent de femmes caucasiennes dont la grossesse se déroule
normalement lors du développement d’un seul feetus. Ces données sont utilisées pour dériver des équations

déterministes qui évoluent en fonction de 'age de la grossesse et obtenues le plus souvent avec des
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régressions non-linéaires (e.g. Gompertz, logistique, polynomes) (Abduljalil et al., 2012; Abduljalil et al.,
2019, 2020; Abduljalil et al., 2021; Dallmann et al., 2017; Kapraun et al., 2019). Certaines variables sont
exprimées en fonction de I’dge post-conception (i.e. dge depuis la fertilisation de 'ovocyte) tandis que
d’autres variables sont exprimées en fonction de ’age de la gestation (i.e. age apres le dernier jour des régles).
Malgré le travail pour réunir le maximum de données pendant toute la gestation, I'évolution de certains
processus physiologiques est incertaine, notamment pendant les premiéres semaines de la grossesse a cause

du manque de données.

La Figure 16 présente un certain nombre de modifications physiologiques et anatomiques qui se
produisent pendant la grossesse. Concernant le systéme hémodynamique, il y a une augmentation du débit
cardiaque des le début de la grossesse de 30 a 50 % pour atteindre un pic a la 32¢me semaine de la grossesse
(Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017). Le volume plasmatique augmente jusqu’a 70 % et jusqu’a
30 % pour le volume érythrocytaire conduisant a une variation de ’hématocrite et par la suite a une réduction
de la viscosité du sang (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017). Les volumes des glandes mammaires,
des reins, du placenta et de 'utérus augmentent. Le flux sanguin dans les reins et la filtration glomérulaire
augmentent (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al., 2017). L’augmentation de la filtration glomérulaire
permet de maintenir les taux plasmatiques de sodium. Le métabolisme hépatique est modifié avec dans

certains cas une inhibition ou une activation des enzymes des phase I ou II (Abduljalil et al., 2012).

Glandes mamaires Hémodynamique
Volume 2 [ ) — - —_— ety ™ = = e em e Débit cardiaque 2

Flux sanguin 2 Volume plasmatique A

Foie
Inhibition et induction des Reins
enzymes de phase | et Il Volume 2

Flux sanguin 2
Filtration glomérulaire 2

Fetus
Volume total 2
Débit cardiaque 2
| cardiag Placenta
Excrétion rénale 2
Volume 2

Développement du métabolisme, B
Synthése des protéines
plasmatiques

Flux sanguin 2
Transfert placentaire
Surface des villosités 2
Epaisseur des villosités A,N
Développement du métabolisme

Figure 16 : Modifications anatoniques et physiologiques pendant la grossesse, illustration tiré et traduit de Codaccioni et al.

(2019)

2.4.2. Intérence bayésienne

L’inférence bayésienne est une méthode statistique qui permet de calculer la probabilité d’un
événement a partir de données observées (Clyde, 2022). Elle repose sur le théoréme de Bayes qui tient
compte des informations a priori déterminées a partir de données observées, d’études antérieures ou

d’opinions scientifiques. Les informations « priori sont actualisées par les nouvelles données. Dans le cas des

53



modeles PBPK, les paramétres inconnus sont considérés comme des variables aléatoites, noté 8, et non des
parametres fixes pour lesquels il existe une valeur unique. Cette manicre de considérer les paramétres comme
des variables aléatoires permet d’assigner une distribution de probabilité a priori, noté Pg, pour chaque
parameétre. Les distributions a priori sont actualisées en intégrant des nouvelles données expérimentales afin
d’obtenir une distribution de probabilité a posteriori, noté P(@|y). Cette mise a jour est réalisée par
Iintermédiaire du théoréme de Bayes qui stipule que la distribution a posteriori, P(8y), est propottionnelle

au produit de la distribution @ priori, Pg, et de la vraisemblance des données, P(y|0) :

P(6ly) =Py x P(y16) Fguation 10
La distribution de probabilité a posteriori représente la connaissance initiale sur les parametres,
actualisée par l'information contenue dans les nouvelles données. Dans le cadre de la mise en ceuvre de
I'approche bayésienne pour estimer les paramétres d’un modéle p-PBPK, il est nécessaire de suivre certaines

étapes décrites dans la suite :

» La premiére étape consiste a définir un modele de probabilité qui décrit la relation entre les données
observées et les parametres inconnus.

» L’étape suivante consiste 2 définir une distribution @ priori pour chaque paramétre du modele. La
distribution « priori, Pg, traduit les connaissances préalables en termes de probabilités. I existe un
ensemble de distributions de probabilité qui peut représenter différentes connaissances sur les
valeurs des parametres. Par exemple, lorsque peu ou pas d’informations existent sur le parameétre,
des lois non-informatives ou vagues c’est-a-dire avec une variance. En revanche, lorsque des
connaissances existent sur le parameétre, une distribution se concentrant dans la région des valeurs
connues peut étre utilisée, cette derniére reflete le degré de connaissance sur les valeurs probables
du parametre. Pour ces raisons, les distributions a priori constituent le point fort des statistiques
bayésiennes permettant de formaliser des hypotheses et d’en tenir compte pour la génération des
distributions @ posteriori.

» La vraisemblance, P(y|0), est une mesure qui indique la probabilité des données observées étant
donné un certain modele ou ensemble de parameétres. Elle évalue la plausibilité des données sous
I'hypothese que le modele soit correct. Dans les études de cinétique, on utilise le plus souvent des
concentrations dans les organes, le sang ou les urines. Dans ce contexte, la distribution log-normal
est couramment utilisée pour caractériser erreur analytique. La variance peut alors étre définie par
deux approches possibles : la premiére consiste a supposer une variance constante (Mork et al.,
2009) ou dépendante de la concentration mesurée (Brochot & Bois, 2005).

»  Une fois les distributions @ priori et la vraisemblance définie, 'expression analytique de la distribution
a posteriori, P(6y), pourra étre déterminée dans les cas des modéles linéaires. Dans les cas les plus
complexes, les simulations de Monte Carlo par Chaines de Markov (MCMC) sont utilisées pour
échantillonner les valeurs de parametres pour construire la distribution a posteriori (Hastings, 1970).

Les simulations MCMC regroupent deux types d’algorithme pour construire les chaines de Markow :
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algorithmes de Metropolis-Hastings (Hastings, 1970; Metropolis et al., 1953) et I’échantillonneur

de Gibbs (Geman & Geman, 1984).

L’estimation de parametres par inférence bayésienne a été employée lors du développement de
modele PBPK ou p-PBPK (Bois, 2000; Brochot et al., 2019; Gelman et al., 1996; Krauss et al., 2015; Shik
Kim et al., 2013). Dans le modele p-PBPK de Brochot et al. (2019), 'approche bayésienne a été utilisée pour
estimer les taux de transferts placentaires du PFOA et du PFOS a partir des données mesurées dans le sang

de cordon. La Figure 17 illustre la mise en ceuvre de la calibration bayésienne pour un modéle PBPK.

Diftérents outils, tels que MCSim, Stan et Julia, existent pour réaliser la calibration bayésienne. Le
choix du logiciel se fait selon le but recherché et les compétences de l'utilisateur. En effet, MCSim et Stan

sont écrits C++ tandis que Julia est un autre langage de programmation.

1) Connaissance a priori 5) Connaissance a posteriori 6) Données expérimentales
Précision améliorée \
Précision faible —_— 4) Théoréme de Bayes > \
v
> /
I | -
Valeur de paramétres 5 S
3) Modéle PBPK Valeur de paramétres e

2) Données expérimentales

Temps

Figure 17 : Mise en wnvre de la calibration bayésienne d'un modéle PBPK

’

2.5. Evaluation de la performance des modeles PBPK

Apres les étapes de mise en équation des processus ADME et de la paramétrisation du modele, il
est nécessaire de savoir dans quelle mesure le modele est capable de prédire les données pharmacocinétiques.
Dans le contexte d’ERS, I'évaluation des modeles PBPK (valable aussi pour les modeles p-PBPK) implique
aussi d’évaluer la pertinence et l'applicabilité du modéle a des fins réglementaires (EPA, 20006).
Généralement, ’étape d’évaluation des modeles PBPK consiste a valider la performance du modele, mais

aussi a vérifier la structure, les équations et les valeurs de parameétres (EPA, 2006; OECD, 2021). Cette étape
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d’évaluation est importante, car elle permet d’identifier de maniere objective les forces et les limites du

modéle.

2.5.1. Vérifier que le modcle répond a la question de départ

La premiere chose a faire lorsque 'on évalue un modéle est de vérifier que le modeéle répond a la
question de départ en tenant compte des hypotheses (i.e. population de départ, compartiments limités par
la perfusion ou la perméabilité, utilisation de différentes doses)(WHO-IPCS, 2010). Pour ce faire, une
vérification de la structure du modele est nécessaire pour s’assurer qu’il répond aux objectifs pour lesquels
il a été développé. Tous les compartiments et les voies d’absorptions pertinents sont représentés dans le
modele. Les processus physiologiques et biochimiques doivent étre en accord avec les principes biologiques
et les connaissances existantes. Ces derniers sont généralement traduits par des équations mathématiques, il
est nécessaire de s’assurer qu’elles sont correctes et que 'ordre d’exécution des fonctions permet le bon
calcul de toutes les équations différentielles ordinaires (OECD, 2021). En se basant sur le guide de WHO-

IPCS (2010), les modélisateurs peuvent faire les vérifications suivantes :

» Un controle du bilan massique ou des flux pour mettre en évidence d’éventuelles erreurs
dans la structure du modele. La somme totale des débits sanguins tissulaires doit étre égale
au débit cardiaque et la somme totale des volumes des organes et tissus doit etre égale au
volume total du corps.

» Les valeurs des volumes tissulaires et les débits sanguins tissulaires doivent se situer dans
la fourchette documentée pour l'espece et le stade de vie pour lequel le modele a été
développé.

» Le rapport ventilation/perfusion spécifié dans le modéle doit se situer dans les limites
physiologiques.

» La mise a l'échelle allométrique des paramétres, s'il y a lieu, doit étre effectuée de maniére

appropriée.

11 est utile lors du développement des modeles d’utiliser des logiciels de versionnage tels que GitLab et

GitHub pour retracer et documenter les différentes modifications apportées dans le modele.

2.5.2. Concordance des prédictions avec les données observées

Le modele doit étre capable de prédire les concentrations observées (EPA, 2006; OECD, 2021,
WHO-IPCS, 2010). Généralement, les prédictions de modeles sont reportées sur des graphiques pour un
premier contréle visuel des prédictions par rapport aux données observées. Le controle visuel se concentre
sut la capacité qualitative du modéle PBPK 2a reproduire la forme de l'évolution temporelle des
concentrations de la substance chimique dans les matrices biologiques (WHO-IPCS, 2010). Si le modéle
parvient de maniere cohérente de reproduire les tendances globales des données observées b (e.g. pics,
bosses, plateau), la confiance en ce modele sera renforcée par rapport 2 un scénario ou il ne s'ajuste

parfaitement qu'a une portion spécifique des données, comme par exemple la phase d'absorption ou
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d’élimination (WHO-IPCS, 2010). La comparaison des prédictions du modele PBPK avec les données
observées peut étre évaluée objectivement en utilisant des métriques, qui permettent de quantifier les écarts

entre les données observées et les prédictions du modeéle (Maharaj et al., 2020) :

» Le coefficient de détermination (R?) est une des métriques les plus utilisées pour évaluer la
performance des modeles. 1l représente la proportion de la variance de la valeur observée qui est
expliquée par le modele. Plus le score de R? est proche de 1, plus le modéle décrit bien les données
observées. I’Equation 11 est utilisée pour calculer le score de R2,

Yiz1 0 —9)?

Xt i —y)?

Avec y; la valeur du i¢me donnée observée, y est la moyenne des données observées et ¥; est la

R*=1- Equnation 11

valeur prédite du i point d’observation et 1 est le nombre total des observations.

» Le biais (Bias) est un indicateur de la précision du modele qui estime I’écart ou erreur entre la
valeur prédite par le modele, notée ¥;, et la donnée observée. Cette métrique a 'avantage de mesurer
la tendance du modéle a surestimer ou sous-estimer les données observées, notées y;. Plus le biais
est proche de 0, meilleures sont les prédictions du modele. L’Equation 12 permet de calculer le biais

en faisant la moyenne des écarts entre les prédictions du modele et les données observées.

n A~ ,
Yics Oi—yi) Egunation 12
n

Bias =

» Ladifférence entre Perreur moyenne absolue (MAE) et le biais réside dans la prise en compte de
la valeur des différences entre les données observées et les prédictions. Comparée au biais, 'erreur
moyenne absolue est un meilleur indicateur de ’ajustement du modele. Cependant, elle ne donne
pas d’indication sur la surestimation ou sous-estimation des prédictions ce qui est le cas du biais.
Les erreurs de grande amplitude ont le méme impact que des erreurs de faible amplitude.
L’Equation 13 est utilisée pour calculer la valeur de la MAE.

n Y] ’
MAE = M Eguation 13
n

» DLerreur quadratique moyenne (RMSE) est une mesure de la différence moyenne entre les
valeurs prédites et les données observées. Cette différence est appelée résidu et quantifie la distance
entre une ligne de régression et les données observées. Autrement dit le RMSE est simplement la
mesure de I’écart-type des résidus. La valeur de la RMSE est généralement normalisée et exprimée

en pourcentage pour faciliter son interprétation. I.’Equation 14 est utilisée pour calculer la valeur

de la RMSE.

~ 2 ,
% ?:1 @i —yi) Egunation 14
n

RMSE =
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2.5.3. Analyse d’incertitude et de variabilité

Dans le domaine de la modélisation, l'incertitude se référe au manque de précision ou de certitude
dans les valeurs des parameétres du modele PBPK tandis que la variabilité se rapporte aux différences entre
les individus telles que les vatiations interindividuelles dans les parametres physiologiques. Le niveau de
confiance dans un modele PBPK réside dans sa capacité a fournir des prédictions fiables. Cependant, il n’est
pas rare d’avoir des incertitudes sutr certains parameétres d’entrée des modeéles ou de la variabilité sur les
données expérimentales. Dans ce cas, I'évaluation des modeles peut étre enrichie par 'analyse de la
propagation de la variabilité et de I'incertitude sur les prédictions du modéle avec une approche stochastique
telle que I’échantillonnage de Monte Carlo (MC) (EPA, 2006; OECD, 2021; WHO-IPCS, 2010). Les
simulations MC sont couramment utilisées dans ce contexte d’analyse de I'incertitude et de la variabilité
associé aux parametres d’entrée des modeles (EPA, 2006; OECD, 2021; WHO-IPCS, 2010). Les simulations
MC reposent sur la génération aléatoire de valeurs de parameétre en tenant compte de la distribution de

probabilité définie a priori.

L’analyse d’incertitude et de variabilité s’avere particulierement intéressante pour les modéles PBPK
qui ne parviennent pas a reproduire les données observées (Fabrega et al., 2016; Krewski et al., 1995).
Généralement, cette situation découle de I'absence d’estimations précises pour les parametres d’entrée du
modele ou des lacunes sur la structure. Toutefois méme, si les prédictions d'un modeéle s’ajustent
correctement avec les données observées, une analyse d’incertitude peut étre réalisée pour renforcer notre
confiance dans le modele. Cette approche est appropriée pour les modeles p-PBPK ou des parametres chez
le feetus sont inconnus. La variabilité et incertitude des prédictions du modeéle p-PBPK furent analysées
par simulations MC pour le dosage de la sertraline, un antidépresseur qui peut étre administré pendant la
grossesse (George et al., 2020). D'apres le modéle, les changements physiologiques et 'activité métabolique
pendant la grossesse expliquent 'augmentation de la clairance de la sertraline (jusqu'a 143 % a 40 semaines
d'age gestationnel). Cela pourrait conduire a des cas de sous-dosage chez les femmes enceintes lorsque le
dosage de la sertraline ne tient pas compte des ajustements nécessaires liés a la grossesse. Pour atténuer
Pimpact du CYP3A, qui avait le plus grand impact sur le modéle p-PBPK par rapport aux autres CYP, une
variabilité et une incertitude a été attribué au parametre de clairance hépatique intrinseque lors de simulations

MC.

2.5.4. Analyse de sensibilité

Les modélisateurs ont a leur disposition différentes méthodes pour évaluer la sensibilité des modéles
aux variations des valeurs des parametres et d’identifier les parametres critiques (EPA, 2006; OECD, 2021).
C’est tout I’enjeu de I'analyse de sensibilité (AS). On distingue deux types d’AS : locale et globale. Lors d’une
AS locale, les paramétres d’entrée des modéles sont modifiés un a un pour étudier 'impact du parametre
seul sur les sorties (Campolongo et al., 2007; Campolongo & Saltelli, 1997). I’AS globale vise a quantifier
Peffet de variations simultanées et indépendantes des parameétres des modeles (Campolongo et al., 2007;

Campolongo & Saltelli, 1997).
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Il y a différentes méthodes d’AS globale et nous allons nous intéresser a deux méthodes
couramment utilisées lors du développement des modeles PBPK : Morris et Sobol (Morris, 1991; Sobol,
2001; Sobo!’ et al., 2007). La méthode de Sobol est basée sur la décomposition de la variance de la sortie du
modele dans le but de déterminer la contribution de chaque parameétre et de leurs interactions sur la variance
totale de la sortie d’'un modéle (Sobol, 2001). L’emploi de ’AS Sobol permet de calculer des indices de
sensibilité dits de Sobol tels que I'indice de premier ordre qui quantifie 'effet principal et I'indice d’ordre
total qui quantifie I'effet total. Ces indices fournissent une mesure quantitative de 'importance de chaque
parameétre et de ses interactions. L’AS de Morris est une extension de 'approche traditionnelle de SA locale
un a la fois (OAT) Mottis, 1991) qui permet de générer de maniere aléatoire des valeurs de parameétres dans
un espace de parametre défini. Contrairement a la méthode de Sobol, ’'AS de Morris permet de modifier un
parametre a la fois pour calculer les effets linéaires et non-linéaires des parametres sur la sortie du modéle.
Lors du développement dun modele, 'AS Morris et Sobol peuvent étre employées de maniére
complémentaire lorsque il y a un grand nombre de parametres a évaluer (OECD, 2021). Dans ce cas, ’AS
de Morris permet de retenir quelques paramétres pour les analyser avec la méthode de Sobol. 1l existe
différents algorithmes et packages R qui permettent de mettre en ceuvre une AS globale selon Sobol ou

Morris (Iooss, 2022).

I’AS a été mise en ceuvre a mainte reprise pour évaluer I'impact de certains parameétres sur les
sorties des modeles p-PBPK, notamment dans le modele p-PBPK humain de Zhang et al. (2017a). Dans
leur modele, les auteurs ont réalisé une série d’AS pour démontrer 'impact du métabolisme feetoplacentaire
et du transport placentaire sur l'exposition feetale aux médicaments pour divers schémas posologiques
administrés a la mere. Les résultats de ’AS ont montré que le rapport de concentration de médicament dans
le cordon ombilical sur la concentration de médicament dans le plasma maternel ne quantifie pas I'étendue
de l'exposition interne du feetus au médicament. Toutefois, les auteurs soulignent que dans le cas ou le
rapportt serait obtenu a l'état d'équilibre aprés une perfusion intraveineuse ou lorsqu'il y a peu ou pas de
fluctuation des concentrations du médicament dans le plasma maternel aprés une administration orale a

doses multiples le rapport peut étre un bon indicateur de 'exposition interne du feetus.

2.6. Mode¢les TK publiés sur le Pb

Des modeles TK sur le Pb ont été développés et utilisés en ERS pour prédire la plombémie dans
différents groupes de population (les nourrissons, les enfants et les adultes) tout en considérant plusieurs
sources et voies d’exposition (ATSDR, 2020). Cependant, tous les modeles disponibles sur le Pb ne sont
pas entierement physiologiques. Les bases d’une distribution différentielle du Pb dans l'os cortical et 'os
trabéculaire dans les modeles TK furent introduites pour la premiere fois par Marcus (Marcus, 19852, 1985b)
de méme que pour la cinétique non-linéaire du Pb dans les érythrocytes (Marcus, 1985c). Le Tableau 2
représente de maniere succincte les différents modeles TK sur le Pb. Une description plus détaillée des

modeles est faite par la suite.
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Tablean 2 : Résumié des modéles TK sur le Pb

| e Intervalle de  Voie Voie Compartiment Rl : 53
Modéles Ag 8 Vst A . N P Mécanisme de saturation Références
considéré temps d’absorption d’élimination osseux
Urine .
Ingestion Feces Deux compartiments Saturation des érythrocytes a
IEUBK 0a7 1an BESHC osseux (i.e. trabéculaire et yEroa) (EPA, 1994a)
Inhalation Cheveux, ongles, . 12 pg.dl-!
cortical)
peau
. Deux compartiments
Urines . L
A osseux (i.e. trabéculaire et
semi Ingestion Feces cortical) Saturation des érythrocytes a
B . . I
physiologiques Leggett 0299 1 jour Inhalation Sueur Description physiologique 60 pg.dL! (Leggett, 1993)
Cheveux, ongles, o
de la dynamique du Pb
peau dans les os
Urines
Inoestion Feces Deux compartiments Saturation des érvthrocvies A
AALM 0490 1 jour SESHO Sueur osseux (i.e. trabéculaire et Lo aC o Aes cryrrocytes a (EPA, 2019)
Inhalation . 12 pg.dl-t
Cheveux, ongles, cortical)
peau
Merli Ingesti Urines Saturation des érythrocytes
crin 0a99 1 minute ngestion Feces Un compartiment osseux atura 02 es crythrocytes @ (Beaudouin et al., 2010)
Expo Inhalation Bile 12 pg.dL.
Deux compartiments
osseux (i.e. trabéculaire et
Physiologiques | ) Usi IC)OrtiC?D o Shvsiologd S 1 des devih .
, . X ngestion rines escription physiologique — Saturation des érythrocytes a , )
O’Flaberty 0290 lan Inhalation Feces de la dynamique du Pb 270 pg.dL! (O'Flaherty, 1993)
dans les os.
Description de la
croissance
Sharma 0290 1an Ingesugn U\r 1nes Un compartiment osseux Satutation des érythrocytes 4 12 (Sharma et al., 2005)
Inhalation Feces pg.dLt
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2.6.1. Modeles non-physiologiques
Les modéles semi-physiologiques pour le Pb font référence aux modeéles dans lesquels la connexion

entre les organes et tissus est indépendante des flux sanguins. C’est le cas des modeles TK.

2.6.1.1. Modele de IEUBK

Le modele IEUBK (pour Integrated Exposure Uptake BioKinetic model for lead in children en anglais) est
un modele TK qui a été développé par l'agence américaine de protection de Penvironnement (U.S. EPA) et
décrit dans une série d’articles (EPA, 1994a; EPA, 1994b; White et al., 1998). Le modele, dont la structure
est présentée Figure 18, a été développé pour prédire la plombémie chez les enfants de la naissance a I'age
de 7 ans. 1l est composé de trois modules (exposition, absorption et TK) qui établissent un lien statistique
entre exposition externe dans 'environnement (i.e. différentes sources d’exposition) et les concentrations
de Pb dans le sang et les organes. Le modéle fonctionne avec un intervalle de temps d’un an, qui représente

le plus petit intervalle de temps avec lequel le modéle peut étre utilisé.
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Figure 18 : Structure du modele IEUBK pour le Pb, tiré de ATSDR (2020)

Module d’exposition

Le module d’exposition identifie les contributions des diverses sources d’exposition aux différentes
voles d’exposition. Les apports quotidiens de Pb par jour chez les enfants sont calculés en fonction des
concentrations de Pb de chaque source d’exposition notamment dans P'air (ug.m3), alimentation (ug.jour),
le sol (ug.g), la poussicre (ug.g) et 'eau (ug.L1) (White et al., 1998). Les valeurs de l'exposition a I'air sont
déterminées en fonction de 1'dge et prennent en compte le temps passé a l'extérieur et a l'intérieur. La
poussiere issue du sol est également séparée en contribution extérieure de poussiere et de poussiere

intérieure. Les apports de Pb sont des différentes sources d’exposition (e.g. alimentation, eau de boisson,
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poussieres dérivées du sol) et sont additionnés pour calculer 'apport total de Pb dans le tractus gastro-

intestinal.
Module d’absorption

Dans le modele IEUBK, I'absorption se fait par inhalation dans le tractus respiratoire (i.e. exposition
a lair extérieur ou intérieur de I’habitation) et I'ingestion dans le tractus gastro-intestinal d’aliment, eau,
poussiere, sol ou tout autres sources (e.g. plantes médicinales) (White et al., 1998). Le module d’absorption
décrit le processus par lequel le Pb inhalé et ingéré atteint la circulation sanguine plus particulierement le
compartiment plasmatique. Dans le tractus gastro-intestinal, I’'absorption peut étre décrite comme un
processus saturable faisant intervenir la relation de Michaelis-Menten ou linéaire dans ce cas une description
est faite par une équation linéaire d’ordre 1 (White et al., 1998). Dans le modele IEUBK, tout le Pb absorbé
dans le tractus respiratoire et gastro-intestinal n’atteint pas la circulation générale et la partie non-absorbée
est directement éliminée par les feces. La fraction absorbée est décrite par le parameétre de biodisponibilité.
La fraction de Pb ingérée dans le tractus gastro-intestinal diminue a mesure que l'apport total en Pb
augmente et différe en fonction des sources d’exposition (e.g. alimentation, eau, sol ou poussiere) et de 'age
(White et al., 1998). Selon la description faite du modele IEUBK | lorsque les apports de Pb ingéré sont
élevés (> 5 000 pg.jour?), la fraction absorbée diminue considérablement, indépendamment de la source
d’exposition (ATSDR, 2020). Dans le cas de 'absorption du Pb par le sol et la poussiere, la fraction absorbée
est de 35 % pour les apports inférieurs a 200 pg.jour, et diminue a 9 % lorsque les apports sont supérieurs
a 5000 pg.jour! cette fraction. Le modele suppose que 32 % du Pb inhalé est absorbé (ATSDR, 2020).
Cette valeur a été mise en place aprés la simulation d’un scénario d’exposition qui supposait la distribution
des particules de Pb comprise entre 1 et 15 pm dans différentes régions du tractus respiratoires (i.e. 100 %

dans la région nasopharyngée et de 30 a 80 % dans la région trachéobronchique et alvéolaire).
Module TK

Le module TK décrit les processus de transfert du Pb du compartiment central (plasma et fluide
extracellulaire) vers 6 compartiments périphériques : os cortical, os trabéculaire, érythrocytes, reins, foie et
un groupement de tissu (EPA, 1994a; EPA, 1994b; White et al., 1998). C’est dans ce module que les taux
d’absorption provenant du tractus respiratoire et gastro-intestinal sont convertis en une seule entrée dans le
compartiment central. Le transfert du Pb vers les différents tissus mous et les voies d’élimination est sous
le controle de coefficients de transfert. Le compartiment osseux est subdivisé en os cortical et trabéculaire
qui représente respectivement 80 % et 20 % du volume osseux total. Le mécanisme de saturation du Pb
dans les érythrocytes, est atteint a une concentration maximale de 12 pg.dL-Y(EPA, 1994a; EPA, 1994b;
White et al., 1998). L élimination du Pb se fait par les urines a partir du compartiment central et la bile a
partir du foie. Une troisiéme voie d’élimination représentant les pertes par les cheveux, les ongles et la peau

se fait a partir des autres tissus mous.

Module de variabilité
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Le modéle IEUBK utilise les expositions externe au Pb dans l'environnement des enfants pour
estimer I'exposition interne moyenne chez les enfants (White et al., 1998). Cependant, méme parmi des
enfants exposés de maniére similaire, la plombémie peut varier selon les différences individuelles (White et
al., 1998). Pour cette raison, le modéle tient compte de la variabilité interindividuelle en utilisant une
distribution log-normale de la plombémie a partir d’une valeur moyenne donnée par le modéle et un écart-
type géométrique entré comme parameétre dans le modéle. Cette modification permet au modéle d'intégrer
explicitement les estimations de la variabilité dans les prédictions de la distribution attendue sur la

plombémie des enfants.

Les performances du modéle IEUBK ont été évaluées a partir de différents jeux de données pour
prédire les plombémies des enfants exposés a différentes sources d’exposition au Pb (Hogan et al., 1998; Li

et al., 2016; von Lindern et al., 2003; von Lindern et al., 20106).

Avantages et inconvénients du modéle : 1.e modcle IEUBK simule les plombémies en tenant
compte de différentes voies auxquelles peuvent étre exposées les enfants. Le mécanisme de saturation du
Pb dans les érythrocytes est intégré dans le modele. La variabilité interindividuelle est intégrée dans le

modele. Le modeéle ne tient pas compte de la physiologie des enfants.

2.6.1.2. Modele de Leggett

Le modéle de Leggett sur le Pb est un modele semi-physiologique qui permet la prédiction de la
plombémie de la naissance a I'age adulte (Leggett, 1993). La structure du mod¢le est présentée Figure 18. Le
modele de Leggett a été développé a partir d'un modele TK élaboré a l'origine pour 'ICRP (pour International
Commission on Radjological Protection en anglais) afin de calculer les doses de rayonnement de radionucléides
environnementaux, y comptis les radio-isotopes du Pb (Leggett, 1993). Dans son modéle, I'exposition au
Pb se fait par inhalation dans le tractus respiratoire et par ingestion dans le tractus gastro-intestinal.
Contrairement au mode¢le IEUBK, le modele de Leggett n’integre pas les différentes sources d’exposition
au Pb, ces dernicres sont décrites comme des estimations ponctuelles spécifiques a I'age (Leggett, 1993). Le
modele consideére la fraction de Pb ingérée par le tractus gastro-intestinal comme 1'age (i.e. elle diminue de

0,45 a la naissance 2 0,3 a I'age d'un an jusqu'a 15 ans puis a 0,15 apres 25 ans).
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Figure 19 : Structure du modele TK du Pb de 1 eggett (1993)

La structure du modele de Leggett comprend un compartiment central sanguin et 15 compartiments
périphériques. Le modeéle inclut 4 voies d'élimination notamment par les urines via les reins, la féces par le
tractus gastro-intestinal, la sueur via le sang et par la peau, les cheveux etles ongles. Le compartiment sanguin
est divisé en 3: espace extravasculaire, érythrocytes et plasma. Le foie est composé de deux sous-
compartiments (Leggett, 1993). Le premier sous-compartiment est caractérisé par une absorption rapide du
Pb plasmatique et une demi-vie relativement courte tandis que le deuxieme sous-compartiment simule un
transfert graduel du Pb vers le plasma. Le compartiment rénal est subdivisé en plusieurs sous-
compartiments : avec un premier sous-compartiment caractérisé par des échanges lents avec le plasma tout
en tenant compte de l'accumulation de Pb dans le tissu rénal, et un second sous-compartiment qui re¢oit le
Pb du compartiment plasmatique et caractérisé par un transfert rapide du Pb dans l'urine. Les autres tissus
mous sont divisés en trois compartiments présentant des taux de renouvellement rapides, intermédiaires et

lents.

La physiologie de I'os est un élément central dans la cinétique du Pb et est considérée dans le modéle
de Leggett. Les volumes de l'os cortical (80 %) et trabéculaire (20 %) évoluent avec ’age. Chaque
compartiment osseux (i.e. cortical et trabéculaire) est subdivisé en deux : surface et volume qui représente
la partie plus profonde de 'os (Leggett, 1993). Au niveau de la surface, le modéle décrit a la fois les échanges
rapides de Pb avec le plasma et les pertes lentes de Pb par le mécanisme de résorption osseuse. Le volume
des os cortical et trabéculaire est subdivisé en compartiments échangeables et non-échangeables. Le Pb

pénétre dans le compartiment échangeable du volume osseux par le biais de la surface osseuse et diffuse
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dans le compartiment non-échangeable. Une fois dans le compartiment non-échangeable, le Pb retourne

dans le compartiment sanguin lorsque 'os est résorbé.

Le transport du Pb plasmatique vers les différents organes et tissus est modélisé comme des
processus linéaires d’ordre 1 tant que les concentrations de Pb dans les érythrocytes sont inférieures a
60 pg.dL'. Le modele suppose une diminution des taux de transfert de Pb plasmatique vers les érythrocytes
et une augmentation proportionnelle des vitesses de transfert vers les autres tissus lorsque les concentrations
dans les érythrocytes sont inférieures a 60 pg.dL! (Leggett, 1993). Les taux de transfert d’ordre 1 entre les
compartiments ont été établis pour six groupes d'age, et les valeurs de transfert pout les dges intermédiaires
ont été obtenues par interpolation linéaire. D’autres parameétres physiologiques tels que les vitesses de
transfert entre les organes et le volume sanguin sont supposés varier en fonction de I'dge pour refléter la

dépendance de Idge sur la cinétique du Pb.

Les performances du modele de Leggett furent évaluées a plusieurs reprises notamment en utilisant

des concentrations de Pb dans les os issus de travailleurs exposés au Pb (Nie et al., 2005).

Avantages et inconvénients du modéle : Le modele de Leggett simule les expositions internes
de la naissance a I'dge adulte. 1l integre une description physiologique de la dynamique du Pb dans le
compartiment osseux. Le modele n’intégre pas un module d’exposition détaillé. Les estimations de
l'exposition externe au Pb sont intégrées dans le modele sous forme d'estimations ponctuelles spécifiques a

l'age comme des apports quotidiens (ug.jour?) par inhalation et ingestion.

2.6.1.3. Modele AALM-LG
Le modele AALM (pour A/ Age I ead Model en anglais) a été développé par I'U.S. EPA pour simuler

les concentrations de Pb dans les tissus et organes d’un individu de la naissance a I’age de 99 ans (EPA,
2019). Le modele AALM est une extension du modele IEUBK pour le Pb chez enfant (EPA, 2019). Le
module d’exposition du modéle AALM permet de simuler des expositions internes constantes ou qui varient
au cours de la vie. Dans le tractus gastro-intestinal, les fractions d'absorption sont dépendantes de l'age et

des parametres pour la biodisponibilité Pb provenant de toutes les voies d’exposition. A

Les parametres relatifs a 'absorption et la rétention du Pb dans les érythrocytes ont été réévalués
en utilisant des données appariées de concentrations de Pb dans le sang et le plasma (Bergdahl et al., 1998;
Hernandez-Avila et al., 1998; Manton et al., 2001; Smith et al., 2002). Les études sur les concentrations
plasmatiques et 'excrétion urinaire du Pb chez les adultes ont servi a la calibration des parametres de
clairance du Pb entre le plasma et P'urine (Araki et al., 1986; Manton & Cook, 1984; Manton & Malloy, 1983).
Les paramétres en relation avec les concentrations de Pb dans les tissus et les os furent calibrés a partir des

données d’autopsie chez les enfants et les adultes (Barry, 1975).

Aprés la phase de recalibration, le modéle AALM a été évalué en utilisant les données de
concentration de Pb dans le sang des nourrissons (Rye et al., 1983), et de 5 adultes volontaires sains qui

avaient ingérés du Pb radiomarqué (Rabinowitz et al., 1976).
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Avantages et inconvénients du modéle : 1.e modele AALM simule les expositions internes de la

naissance a ’age adulte en tenant compte de différentes voies d’exposition du Pb.

2.6.2. Modeles physiologiques
Dans les modeles physiologiques, les organes et les tissus sont liés par les flux sanguins qui sont

dépendants du débit cardiaque, et donc de I'age, sexe, masse, etc.

2.6.2.1. Mode¢le Merlin Expo

MERLIN-Expo est une bibliotheque de modéles d’exposition utilisable pour un large spectre de
substances inorganiques et organiques et disponible sur la plateforme Ecolego® (Ciffroy et al., 2016).
MERLIN-Expo donne la possibilité a l'utilisateur de faire des combinaisons pour intégrer toute la chaine
d’exposition en considérant les modéles d’exposition (i.e. sol, eau de surface et atmosphere), les modéles de
bioaccumulation (i.e. poissons, phytoplanctons, invertébrés, mammifere, plante) et un modele PBPK
humain (Figure 20) (Beaudouin et al., 2010). Ce dernier a été utilisé pour estimer 'exposition externe au Pb
et la charge corporelle de Pb chez les enfants vivant a proximité de sites industriels tels que les fonderies

(Fierens et al., 2010).
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Figure 20 : Structure du modele PBPK humain disponible dans la bibliothégue de MIERIIN-Expo, modifié de Beandouin
(2010)

Il est composé de 22 compartiments reliés entre eux par la circulation générale. Différentes

caractéristiques sont prises en compte dans ce modele PBPK incluant ’évolution de I'anatomie et de la
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physiologie et de la biochimie au cours de la vie. Les échanges gazeux ont été simulés dans 'espace alvéolaire
et considérés comme extrémement rapides et controlés par un coefficient de partage sang-air. L’ingestion
se fait dans le tractus gastro-intestinal qui est subdivisé deux compartiments distincts : I’estomac et les
intestins. Les deux compartiments sont subdivisés en deux : un sous-compartiment lumiére, dans laquelle
pénétre la substance et un sous-compartiment tissu ou paroi, qui fait la liaison avec la circulation sanguine.
Les échanges entre la lumiére et la paroi sont modélisés par diffusion d’ordre 1 et sont dépendant de la
concentration dans la lumiere. La distribution de la substance se fait dans les différents compartiments du
modele sous le controle d’un coefficient de partage et limité par la perfusion. Le métabolisme peut se faire
par des réactions enzymatiques dans tous les organes a 'exception de I'espace alvéolaire, de la lumiere de
I’estomac et des intestins. Ces réactions peuvent étre saturables, dans ce cas elles sont décrites par 'équation
de Michaelis-Menten ou linéaire dans ce cas une équation d’ordre 1 est utilisée. Dans le modéle original,
Pexcrétion peut se faire dans tous les organes a 'exception de espace alvéolaire, de la lumiere de I'estomac

et des intestins. Pour autant, la voie d’élimination par ’excrétion urinaire et la sécrétion biliaire est décrite.

Avantages et inconvénients du modéle :1.e mode¢le de Merlin Expo offre la possibilité de simuler
Pexposition interne au Pb de la naissance a I’age adulte en tenant compte de toute la chaine d’exposition au
Pb. Le mode¢le fait une description physiologique du corps humain et integre un certain nombre de
compartiments pour la distribution du Pb. Cependant, la description physiologique du compartiment osseux

qui est important dans la cinétique du Pb ne figure pas dans le mod¢le.

2.6.2.2. Mode¢le de O’Flaherty

Le modéle de O’Flaherty sur le Pb est un modele TK basé sur la physiologie qui permetla simulation
de concentration de Pb dans le corps humain (O'Flaherty, 1993). Au départ, le modele a été développé pour
prédire les concentrations de Pb chez le rat (O'Flaherty, 1991a, 1991b) puis a été modifié pour prendre en
compte les caractéristiques anatomiques et physiologiques de 'adulte (O'Flaherty, 1991c; O'Flaherty, 1993)

et des enfants (O'Flaherty, 1995). La structure du modele chez ’humain est présentée pat la Figure 21.

Dans ce modele, 'absorption peut se faire par inhalation via le tractus respiratoire ou par ingestion
via le tractus gastro-intestinal. Différentes sources d’exposition sont prises en compte, notamment
I'ingestion de lait maternisé, de sol, de poussiére et d’eau, 'inhalation de Iair ambiant. Les échanges se font
entre le plasma sanguin, et les différents organes incluant le foie, les reins, les tissus richement perfusés, les
tissus faiblement perfusés, 'os cortical et 'os trabéculaire et sont limités par les flux sanguins. Le Pb
plasmatique est éliminé par la filtration glomérulaire dans les reins ce qui permet son excrétion par les urines
(70 % de la clairance plasmatique totale) et par la sécrétion biliaire via le foie (30 % de la clairance

plasmatique totale).

Le modele de O’Flaherty est connu pour intégrer différents processus physiologiques importants
dans la cinétique du Pb. Par exemple, la courbe de croissance est déterminée par une fonction logistique qui
relie le poids corporel a 'dage (O'Flaherty, 1993), Différentes variables du modéle, telles que le taux

d’absorption de sol et de poussiere, le débit cardiaque, 'hématocrite, les volumes des organes et les
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mécanismes physiologiques liés 4 la croissance et au remodelage de 'os évoluent en fonction de I'age et du
poids corporel (O'Flaherty, 1993, 1995, 1998). Ces caractéristiques permettent de simuler la plombémie chez
I’humain de la naissance a ’age adulte (O'Flaherty, 1993, 1995).
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Figure 21 : Structure du modéle plomb de O'Flaherty (1993)

Le modele repose sur une description détaillée du compartiment osseux et des mécanismes de
croissance et de remodelage de I'os cortical et de I'os trabéculaire (O'Flaherty, 1991c¢). Le dynamisme du Pb
dans l'os repose sur la formation (croissance) et la résorption (perte) de 'os qui permettent respectivement
la déposition et libération du Pb. Les deux compartiments osseux sont divisés en os immature, caractérisé
par un taux de renouvellement osseux élevé et 'os mature plus en profondeur ou le taux de renouvellement
est lent (O'Flaherty, 1991c). La distribution du Pb du compartiment plasmatique vers le compartiment
osseux est simulée comme des processus paralleles dans I'os cortical et I'os trabéculaire (O'Flaherty, 1991c).
Le compartiment cortical est constitué de différentes couches d’ostéon et la distribution du Pb se fait par

diffusion radiale.

Le mécanisme de saturation du Pb dans les érythrocytes est intégré dans le modele. La validation
du modele a été réalisée avec des études sur 5 volontaires sains qui avaient ingéré du Pb radiomarqué

(Rabinowitz et al., 1976).

Avantages et inconvénients du modéle : Le modéle de O’Flaherty est un modele physiologique
de 'organisme humain. Il fait une description physiologique du compartiment osseux en tenant compte du

dynamique du Pb dans I'os mature et 'os immature. Le mécanisme de croissance et du remodelage de I'os
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y sont intégrés. Le mécanisme de saturation du Pb dans le sang est intégré dans le modele. Ce modele sera
retenu pour la mise en ceuvre du projet de these, en particulier pour le développement d'un modele p-PBPK

basé sur un modele PBPK non adapté a la grossesse.

2.6.2.3. Modele de Sharma

Le modele PBPK de Sharma et al. (2005) est inspiré du modéle de O'Flaherty (1993) dans lequel
un certain nombre de simplifications ont été faites pour prédire les concentrations de Pb dans une
population en Inde a partir des apports alimentaires. Le modéle modifié par Sharma ne considere pas la
description physiologique et détaillée de I'os. L’os est décrit comme étant un compartiment limité par la
perfusion sanguine et un coefficient de partage (Figure 22). Comme dans le modele de O'Flaherty (1993), le
Pb est éliminé principalement par les reins et le foie. Cependant, les valeurs ont été revues a la baisse et
représentent 47 % (reins) et 20 % (fois) de I’élimination totale. Le mécanisme de saturation du modcle

original y figure. Le modeéle a été validé avec les études de Rabinowitz et al. (19706) et Azar et al. (1975).

Avantages et inconvénients du modéle : Le modeéle de Sharma et al. (2005) est un modeéle
physiologique simplifi¢é du modele de O'Flaherty (1993) qui permet la simulation de la plombémie de la
naissance a I’age adulte. La description physiologique de l'os telle qu’elle est décrite dans le modele de

O'Flaherty (1993) n’est pas incluse dans le modéle PBPK.
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Figure 22 : Structure du modele plomb de Sharma et al. (2005)
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2.7.A retenir

Chez la femme enceinte, il y a des modifications physiologiques et anatomiques telles quune
augmentation des volumes de certains organes (i.e. seins, tissu adipeux, utérus, placenta et sang),
du débit cardiaque, de la filtration glomérulaire et de 'hématocrite.

Ces changements peuvent étre intégrés dans les modeles p-PBPK pour tenir compte de I'impact
de la grossesse sur la cinétique de composés et prédire 'exposition interne du feetus.

Les analyses de sensibilité selon les méthodes de Mortis et de Sobol peuvent étre employées de
maniére complémentaire pour évaluer 'impact sur les sorties des nombreux parameétres d’un
modele.

Dans les modeles p-PBPK, les parametres du feetus peuvent étre incertains.

Afin d'évaluer un modéle PBPK ou p-PBPK, il est possible de mener une analyse de l'incertitude
et de la variabilité associées aux parametres foetaux.

11 existe différents modeles mathématiques sur le Pb qui different par leur structure ou la prise en
compte de la physiologie de I'os.

Les modeles physiologiques peuvent étre modifiés pour tenir compte de la physiologie de la
grossesse et la croissance du feetus.

En raison de la description physiologique de l'organisme, notamment du compartiment osseux,
et de la prise en compte du mécanisme de saturation du Pb dans les érythrocytes, le modele PBPK

d'O'Flaherty a été retenu pour la réalisation du projet de these.
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3. Les effets du Pb chez le feetus et les enfants

La vulnérabilité du cerveau a des substances toxiques lors du développement du SNC dépend de
deux facteurs principaux : la nocivité de la substance (ou de son métabolite actif) ainsi que la période
d’exposition (Rice & Barone, 2000). Les premieres étapes du développement du SNC pendant la période
prénatale et postnatale sont caractérisées par des transformations rapides et complexes qui rendent le
cerveau sensible aux influences extérieures (Goldstein, 1990; Karti et al., 2016; Rice & Barone, 2000). Dans
cette partie, nous examinerons les effets de Pexposition au Pb sur le développement du cerveau des enfants
ainsi que le mécanisme de neurotoxicité qui conduit a une altération de la fonction cognitive. Apres une
présentation du développement normal du cerveau et de la neurotoxicité du Pb, nous présenterons les
mécanismes possibles de neurotoxicité du Pb, la corrélation entre Pexposition au Pb et les biomarqueurs
associés au neurodéveloppement et nous finirons par les effets sur la fonction cognitive et sensorimotrices

reportés par les études épidémiologiques.

3.1. Développement 7z utero du cerveau et neurotoxicité du Pb

Le développement du SNC débute des la période embryonnaire et continue jusqu’a I'age adulte
(Rice & Barone, 2000; Stiles & Jernigan, 2010). Pendant ces périodes, I'émergence temportelle et régionale
de processus neurodéveloppementaux critiques ont lieu : la neurulation, la neurogenese, la synaptogenese,
la myélinisation et I'apoptose (Nutton et al., 2011; Rice & Barone, 2000). Les différentes étapes du
développement du SNC sont présentées par la Figure 23. En général, la séquence de ces événements est
comparable entre les especes, bien que les échelles de temps different considérablement (Rice & Barone,

2000).

Les enfants et les nouveau-nés sont particulierement sensibles aux effets du Pb. La premicre raison
est que lorsqu’ils sont exposés a la méme source, les enfants présentent un taux d’absorption du Pb plus
important que les adultes. Cette différence d’absorption s’explique par des différences dans la TK (ATSDR,
2020). Deuxiemement, le développement cérébral se prolonge jusqu'a la puberté voire jusqu'a I'dge de
20 - 25 ans, ainsi le cerveau reste immature pour certains processus, le rendant plus sensible aux
perturbations causées par le Pb (Sanders et al., 2009). Bien que la littérature soit riche sur les effets du Pb
sur le développement cognitif des enfants, les mécanismes impliqués ne sont pas complétement élucidés.
Toutefois, des études expérimentales mettent en évidence des mécanismes cellulaires et des cibles
moléculaires pouvant expliquer la neurotoxicité du Pb, notamment dans le SNC (Neal & Guilarte, 2013;
Neal et al., 2010; Neal et al., 2011b; Ramirez Ortega et al., 2021). Les études présentées dans cette partie

soutiennent le fait que le Pb a des effets neurotoxiques sur les processus du développement cérébral.
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Figure 23 : Les différents stades du développement du cervean in utero

3.1.1. La neurulation

La neurulation est un processus du développement embryonnaire au cours duquel le tube neural,
qui donnera naissance au cerveau et a la moelle épiniere, se forme a partir de cellules de I'ectoderme sous
’action inductrice de cellules du mésoderme (Darnell & Gilbert, 2017; O'Rahilly & Miiller, 1994; Stiles &
Jernigan, 2010). Chez les humains, ce processus se déroule en deux étapes (i.e. neurulation primaire et
neurulation secondaire) au cours du 1¢ trimestre, entre la 3¢me et la 6¢m¢ semaine de la grossesse (Catala,

2021; O'Rahilly & Miiller, 1994).

La plaque neurale se forme chez les embryons de chordés apres I'établissement des trois couches
cellulaires primaires a savoir 'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme et consiste a ’épaississement de
I'ectoblaste dorsal (Catala, 2021; Stiles & Jernigan, 2010). Lors de la neurulation primaire, les extrémités
latérales de la plaque neurale se replient sur elles-mémes pour former le tube neural (O'Rahilly & Miiller,
1994). Lors de la neurulation secondaire, le neuropore caudal se ferme définitivement, a ce stade le tube

neural secondaire se développe par allongement et cavitation du bourgeon caudal (Catala, 2021).

3.1.2. La neurogenese

Environ 4 semaines apres le début de la grossesse, les premiers neurones apparaissent a partir de
cellules-souches neurales dérivées de I'ectoderme (Stiles & Jernigan, 2010). Les neurones sont les unités de

base du SNC.
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La neurogenese décrit I'ensemble des processus de formation d’un nouveau neurone fonctionnel,
incluant la prolifération, la migration et la différentiation (Rice & Barone, 2000; Stiles & Jernigan, 2010).
Bien que la majeure partie du processus de neurogenése se produise chez le feetus et le nouveau-né, elle se
poursuit jusqu’a 'dge adulte dans certaines parties du cerveau (Cameron & Glover, 2015; Kuhn et al,, 2018).

Dans le gyrus denté, des précurseurs sont maintenus et peuvent redéclencher la neurogenéese y comptis chez

Padulte.

La neurogenese décrit 'ensemble des processus de formation d’un nouveau neurone fonctionnel,
incluant la prolifération, la migration et la différentiation (Rice & Barone, 2000; Stiles & Jernigan, 2010).
Bien que la majeure partie du processus de neurogenese se produise chez le feetus et le nouveau-né, elle se
poursuit jusqu’a ’age adulte dans certaines parties du cerveau (Cameron & Glover, 2015; Kuhn et al., 2018).
Dans le gyrus denté, des précurseurs sont maintenus et peuvent redéclencher la neurogenese y comptis chez

Iadulte.

La Figure 24 présente lorganisation structurelle de lhippocampe dans le cortex cérébral.
L’hippocampe fait partie du systeme limbique ou cerveau émotionnel qui regroupe des structures cérébrales
qui jouent un role important dans le comportement et dans diverses émotions (Sweatt, 2004). C’est une
structure paire présente dans chaque hémisphere et qui se situe dans le lobe temporal sous la surface du
cortex. La formation hippocampique est composé de 3 sous-structures : la corne d’Ammon (composé des
aires CA1, CA2 et CA3), le gyrus denté et le cortex entorhinal. L’hippocampe est le siege de la fonction
cognitive, notamment de I’ attention et de la mémoire épisodique liée aux faits et aux événements et de la

mémoire spatiale (Sweatt, 2004).
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Figure 24 : Anatomie de I'hippocampe chez, l'espéce humaine, tiré de bttps:/ | quizlet.com/
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» La phase de prolifération neuronale décrit la multiplication des cellules-souches neurales
multipotentes jusqu’a atteindre une population suffisante de cellules progénitrices (Rice & Barone,
20005 Stiles & Jernigan, 2010). Entre la 4¢me semaine et la fin de la grossesse, les progéniteurs
neuronaux vont continuer a se multiplier par division symétrique pour produire deux cellules
progénitrices identiques (Stiles & Jernigan, 2010). A partir de la fin du 20 trimestre de la grossesse,
le mode de division cellulaire passe de symétrique a asymétrique. Ce dernier mode permet de

produire deux types de cellules différents : un progéniteur neural et un neurone (Stiles & Jernigan,

2010).

» Lors de la phase de migration neuronale, les progéniteurs neuronaux nouvellement formés dans la
zone ventriculaire migrent vers leurs positions finales dans le cerveau sous 'action des molécules
chimiques dans leur environnement (Nadarajah & Parnavelas, 2002; Stiles & Jernigan, 2010). A ce
jour, deux modes de migration des neurones ont été identifiés (i.e. radiale et tangentielle) et
permettent la formation d’une structure ordonnée a 6 couches (Nadarajah & Parnavelas, 2002).
Dans la migration radiale, les neurones migrent de la zone ventriculaire de maniére orthogonale a
la surface du cortex cérébral le long des fibres gliales. Dans la migration tangentielle, les neurones
se déplacent parallélement a la surface du cerveau le long des axones ou d’autres neurones. Ainsi,
les neurones qui migrent plus tot dans le développement forment les couches les plus profondes
du cortex tandis que les neurones qui migrent plus tard forment successivement les couches

superficielles.

» Une fois que les neurones ont migré dans leur site définitif, ils doivent s’intégrer au réseau de
traitement de I'information (Stiles & Jernigan, 2010). Pour ce faire, ils subissent une série de
changements moléculaires et structuraux qui leur conférera leurs caractéres fonctionnels. Les
axones et les dendrites sont les principaux changements structuraux concernant les neurones et leur
permettent de communiquer avec d’autres neurones (Stiles & Jernigan, 2010). Les axones sont des
prolongements uniques et cylindriques qui permettent d’envoyer des signaux a un autre neurone ou
a une interface musculaire (Figure 25). Les dendrites sont des prolongements courts et ramifiés qui
vont collecter les informations au niveau des synapses avant de les acheminer au niveau du corps

cellulaire du neurone.
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Figure 25 : Structure d'un neurone et formation d'une synapse

La plasticité synaptique est un processus fondamental dans le fonctionnement du cerveau. Il fait
référence a la capacité des synapses a se moduler en réponse a l'activité neuronale. Cette plasticité joue un
réle dans I'apprentissage et la mémoire. 11 existe deux principaux types de plasticité synaptique : la plasticité
a court terme et la plasticité a long terme. La plasticité a court terme implique des modifications temporaires
de l'efficacité de la transmission synaptique, tandis que la plasticité a long terme implique des changements

durables qui peuvent renforcer ou affaiblir la connexion entre les neurones.

Interaction du Pb avec les éléments de Ia neurogénése

Le Pb altere la neurogenese, notamment dans la région hippocampique (Gilbert et al., 2005; Hu et
al., 2014; Mousa et al., 2018; Verina et al., 2007). En se basant sur les études iz vivo et in vitro, on remarque
que les effets du Pb sur la neurogenese peuvent étre de différentes natures. Le Tableau 3 rapporte de maniere
non-exhaustive un ensemble d’études qui ont mis en évidence les effets de I'exposition au Pb sur la

neurogenése.

Le Pb peut inhiber la différenciation des neurones iz vitro a des concentrations relativement faibles
(Tasneem et al., 2016). Dans cette étude, il a été démontré quune exposition de 10 pM de Pb pendant 7
jours est capable d’inhiber la différenciation des cellules-souches en une lignée neurale tandis qu’une
concentration de 1 000 pM de Pb pendant 14 jours supprime totalement la différenciation des cellules-
souches en des cellules gliales et en oligodendrocytes (Tasneem et al., 20106). L'exposition chronique au Pb
pendant la période périnatale altére la survie des nouveaux neurones a l'dge adulte sans affecter la

prolifération cellulaire dans I'hippocampe du rat adulte (Gilbert et al., 2005).

L’exposition au Pb pendant la période du développement cérébral impacte la capacité de la
neurogenese 7 vivo (Davidovics & DiCicco-Bloom, 2005; Gilbert et al., 2005; Mousa et al., 2018). Dans
Iétude de Mousa et al. (2018), 'exposition au Pb a été faite 7z vivo chez des embryons de rats agés de 18 et

21 jours et chez les ratons agés de 7, 14, 21 et 28 jours. L’exposition au Pb pendant la période du
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développement (i.e. embryons de 18 et 21 jours) a été associée a des modifications de la prolifération
cellulaire, comme en témoigne 'augmentation des cellules avec un noyau exprimant 'antigéne nucléaire anti-
prolifération dans les zones ventriculaires et sous-ventriculaires de hippocampe de (PCNA). Cependant,
les échantillons dans le cerveau des ratons ont montré une réduction des cellules positives au PCNA et de
la densité neuronale par rapport aux ratons non-exposés au Pb. Cette observation était associée a une

augmentation des profils cellulaires endommagés ou entrant en phase d’apoptose (Mousa et al., 2018).

Les effets du Pb peuvent aussi étre visibles sur la morphologie des neurones (Davidovics &
DiCicco-Bloom, 2005; Mousa et al., 2018; Verina et al., 2007). L’altération des axones et des dendrites apres
une exposition au Pb a été démontrée dans I’étude de Davidovics and DiCicco-Bloom (2005). Par ailleurs,
le Pb avait altéré la morphologie des cellules granulaires dans le gyrus denté qui présentaient un
raccourcissement dans la longueur des dendrites (Verina et al., 2007). L’hippocampe est riche en neurones
pyramidaux excitateurs qui ont de nombreuses dendrites apicales mais aussi basales et un unique axone.
Cependant, Pexposition au Pb altere les épines dendritiques des neurones pyramidaux via la voie de

signalisation de Wnt (Hu et al., 2014).
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Tablean 3 : Liste non-exhaustive d’études ayant montré les effets du Pb sur la neurogenése

Organisme modéle Effets observés Effets sur la neurogenése Référence

Réduction du nombre de neurones 2 la concentration de 30 pg/ml
L’exposition au Pb maintenait la survie des précurseurs corticaux a
des concentrations comprises entre 1 et 10 pg/ml

Augmentation de la croissance des processus neuritiques (i.e. axone
et dendrites)

Une exposition au Pb méme breve pendant la

neurogenése affecte la survie des neurones et le (Davidovics & DiCicco-Bloom,
développement des axones et des dendrites, 2005)

altérant potentiellement la disposition corticale

Cellules primaires d’embryons (E14,5)
de rat Sprague-Dawley

L'exposition au Pb a augmenté de maniere significative les noyaux
PCNA-positifs (antigéne nucléaire cellulaire anti-prolifération) dans

Cellules primaires d’embryons (E18 et les zones ventriculaires et sous-ventriculaires des E18 E21 L'exposition au Pb pendant le développement
E21) et ratons (PN 7, 14, 21 et 28) Diminution significative de PCNA-positifs et de la densité chez le rat induit un effet toxique sur la (Mousa et al., 2018)
Wistar neuronale aprés la naissance neurogenése

Augmentation du nombre de cellules avec une morphologie
aberrante ou en apoptose

Suppression de la différenciation neuronale a une concentration de

Pb 10 pM aptres 7 jours d’exposition

Diminution significative de neurones immatures exprimant
Cellules-souches neurales TUJ1(neurones) apres Pexposition au Pb L'exposition au Pb pendant le développement
embryonnaires de rats Inhibition des neurones exprimant le marqueur de la protéine altere la différentiation des neurones

fibrillaire acide gliale (GFAP) et le MBP (oligodendrocytes) a la

concentration de 1 nM apres 7 jours d’exposition et inhibition

totale apres 14 jours d’exposition

(Tasneem et al., 2016)

Le Pb réduit la survie des cellules nouvellement générées dans le

gyrus denté adulte Réduction de la capacité de neurogenese dans
Ratons Long Evans Le double marquage avec BrdU et GFAP a indiqué que la majeure  P’hippocampe adulte aprés une exposition (Gilbert et al., 2005)
partie des cellules survivantes étaient d'un phénotype neuronal chronique a de faibles niveaux de Pb

plutot que glial

22,7 % de réduction des cellules de rats nouveau-nés
Cellules primaires de neurone Diminution de 13 % des cellules dans le gyrus denté
d’hippocampe Les cellules granulaires immatures présentent une morphologie
aberrante des dendrites

Altération de la neurogenese et de la
morphologie des cellules granulaires dans (Verina et al.,, 2007)
I’hippocampe du rat en développement.
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Lignée de phéochromacytome de rat

(PC-12),
Lignée de neuroblastome humaine

(SH-SY5Y)

Cellules primaires de neurone de
I’hippocampe de rat Sprague-Dawley

Le Pb a5 et 10 uM réduit de 44 et 31 % I'expression des canaux
anioniques dépendants de la tension dans les PC-12 aprés 48 h
d’incubation

Diminution de I'expression des canaux anioniques dépendant de la
tension dans les SH-SY5Y apres 48 d’incubation a 10 uM
Réduction des niveaux d’ATP dans les PC-12 apres 48h
d’incubation

Accumulation de Pb dans 'hippocampe : 0,249 £ 0,06 pug/g de
cerveau chez les rats P14 et 0,471 £ 0,11 pg/g chez les rats P21
Diminution de 32,83 % et 24,11 % du nombre d’épines
dendritiques sur la zone CA1 de 'hippocampe

Diminution de 25,19 % (P14) et 42,94 % (P21) de I'expression de
la protéine Wnt7a dans la zone CA1 de ’hippocampe

Altération de la fonction mitochondriale dans les
cellules neuronales

Altération des épines dendritiques des neurones
pyramidaux dans ’hippocampe lors du
développement

Altération de la voie de Wnt dans les neurones
de hippocampe lors de la synaptogenese

(Prins et al., 2010)

(Hu et al., 2014)
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3.1.3. La synaptogencse

La synaptogenese est le processus de formation des connexions fonctionnelles appelées synapses
entre deux neurones différenciés. Les synapses permettent la transmission de signaux électrochimiques d'un
neurone a un autre au moyen de leur axone (Di Cristo & Chattopadhyaya, 2020). La synaptogenese débute
des le 2nd trimestre de la grossesse et se poursuit jusqu’a I’age adulte. Elle atteint son paroxysme entre la fin
de la grossesse et la 1¢« année de vie (Stiles & Jernigan, 2010). C'est a ce moment que la plasticité synaptique
devient prépondérante, pour autant, cela ne signifie pas qu'il n'y a plus de synaptogenese, mais plutot que

'équilibre entre les deux phénomenes bascule en faveur de la plasticité synaptique.

Une synapse est formée d’un élément présynaptique et d’un élément postsynaptique (Figure 25).
Généralement, Délément présynaptique héberge dans le cytoplasme, les vésicules contenant le
neurotransmetteur tandis que 'élément postsynaptique est tapissé, a la membrane, de récepteurs liant le
neurotransmetteur. Lorsqu'un potentiel d'action atteint l'extrémité d'un axone, il déclenche la libération du
neurotransmetteurs dans la fente synaptique, l'espace entre les neurones. Ces neurotransmetteurs se lient
alors aux récepteurs situés sur la membrane postsynaptique, déclenchant ainsi un potentiel postsynaptique
qui peut étre excitateur ou inhibiteur. Au fur et a mesure de la croissance cérébrale et de apprentissage, des
hormones neurotropes telles que les hormones thyroidiennes et des molécules d’adhésion cellulaires
synaptiques, comme SynCAMs, sont secrétées pour guider et stimuler la formation de nouvelles synapses
(Fogel & Biederer, 2009; Montero-Pedrazuela et al., 2021). Durant la maturation cérébrale, les terminaisons
des axones sont innervées et produisent des structures en expansion appelées cones de croissance, tandis
que les dendrites se ramifient et développent des épines dendritiques. Lorsque la partie terminale de I'axone

rencontre une dendrite, on assiste a la naissance d’une nouvelle synapse.

Le maintien d’une synapse nécessite une activité continue induite par des stimuli environnementaux
et intetnes, ainsi que d'une consolidation synaptique tésultant d'une activité répétée dans le temps. Clest
cette interaction dynamique entre l'activité neuronale et la plasticité synaptique qui sous-tend 'adaptabilité

et la plasticité du cerveau.

Interaction du Pb avec les éléments de la synaptogenése et de Ia potentialisation a long

terme

Une fois dans le cerveau, le Pb perturbe différentes zones, notamment I'hippocampe, les amygdales
et le cervelet (Barkur & Bairy, 2016). Les effets du Pb se manifestent a la fois au niveau génétique et au
niveau protéique. La Tableau 4 rapporte de maniére non-exhaustive la liste de quelques études faisant état
de Taltération de la synaptogenese. Lors de la formation de synapse entre deux neurones pyramidaux, le
neurotransmetteur tel que I'acide glutamique ou glutamate, est contenu dans les vésicules présynaptiques.
Le glutamate estl'un des principaux neurotransmetteurs excitateuts dans le SNC. En se liant a des récepteurs
spécifiques sur la membrane postsynaptique, il déclenche I'entrée d'ions positifs comme le sodium (Nat) et

le Ca?* dans le neurone, ce qui peut initier un potentiel d'action et propager l'activité neuronale. Il existe
, ce q g
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plusieurs types de récepteurs du glutamate, y compris les récepteurs N-méthyle-D-aspartate ionotropiques
(NMDAY), -amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate (AMPAY), et kainate. Ces récepteurs jouent

divers roles dans la médiation des effets du glutamate et dans la régulation de la plasticité synaptique.

Le fonctionnement synaptique glutamatergique varie en fonction de la fréquence de stimulation. A
basse fréquence, il permet la transmission synaptique standard, tandis qu'a haute fréquence, il favorise des
changements a long terme dans la plasticité synaptique, soutenant ainsi les processus d'apprentissage et de
mémorisation. Lors de stimulations a basse fréquence, le glutamate est libéré dans la fente synaptique et se
lie principalement aux AMPAr sur les neurones postsynaptiques. Ces récepteurs sont rapidement activés et
permettent l'entrée des ions Na* dans le neurone, ce qui génére un potentiel d'action. Lors de stimulations
répétées a haute fréquence, non seulement les AMPAr sont activés, mais le flux ionique conséquent peut
également déplacer le blocage des NMDAL, les activant a leur tour. Ces récepteurs permettent alors I'entrée
de calcium (Ca™) dans le neurone. Le Ca?* entrant joue un réle de second messager dans diverses voies de
signalisation intracellulaire, conduisant a des modifications structurelles et fonctionnelles des synapses. Clest
ce processus qui sous-tend la potentialisation a long terme (PLT), une forme de plasticité synaptique ou
l'efficacité synaptique est augmentée durablement (Sadiq et al., 2012). Suite 2 la cessation des stimulations
présynaptiques a haute fréquence, la PL'T maintient une augmentation de potentiels d'action dans le neurone
postsynaptique, méme en l'absence de stimulations ultérieures. Ce phénomene est essentiel pour
l'apprentissage et la mémortisation a long terme (Sadiq et al., 2012; Tsien et al., 1996; Wang et al., 2010). Ici,
nous examinerons les moyens par lesquels 'exposition au Pb perturbe la signalisation cellulaire et la PLT

médiée par les NMDATr.

Le Pb perturbe la signalisation cellulaire induite par les récepteurs NMDAr et donc la plasticité
synaptique (Geman & Geman, 1984; Neal & Guilarte, 2013; Xu et al., 2007). Les récepteurs du groupe 1
métabotropiques du glutamate (mGluR1) sont couplés au NMDAr ou les deux types de récepteur
interagissent activement pour réguler les activités synaptiques. Toutefois, 'exposition iz vitro au Pb entraine
une diminution de l'expression du géne codant pour le récepteur mGluR1 tandis que Iexpression de
mGluR3 (groupe 1) et mGIuR7 (groupe III) est augmentée (Xu et al., 2007). Ces derniers sont couplés
négativement a l'adénylate cyclase au moyen d’une protéine G. Les deux effets semblent fonctionner de

maniere synergique pour bloquer la PLT (Xu et al., 2007).

Par ailleurs, le Pb est un antagoniste non-compétitif des NMDAr (Gavazzo et al., 2008; Karri et
al., 2016; Neal et al., 2011b). Les NDMAT sont sous forme tétramérique, avec deux sous-unités NR1 et deux
sous-unités NR2 (2A 2B, 2C ou 2D), exprimées différentiellement dans les neurones (Baranowska-Bosiacka
et al., 2012; Neal et al., 2011b). L’ontogenése de la sous-unité NR2 commence par NR2D dés la période
embryonnaire suivie de NR2B avec une abondance dans I'hippocampe et de NR2C qui est exprimé de
maniere exclusive dans le cervelet. Enfin) NR2A se développe a la fin de la grossesse lors de la maturation
cérébrale (Baranowska-Bosiacka et al., 2012). Au cours du développement du cerveau, il y a un déplacement

des NMDATr contenant du NR2B vers NR2A cependant, I'exposition au Pb altére ce changement comme

80



cela a été montré dans I’étude de Neal et al. (2011b). Des rats ont été exposés au Pb radiomarqué pendant
la synaptogenése. Ces derniers ont montré une diminution de Pexpression du récepteur NR1/NR2A et une
augmentation des récepteurs NR1/NR2B. Ce qui indique que dans les neurones de ’hippocampe et sous
I'action du Pb, il y a une plus grande proportion de récepteurs immatures sous la forme NR1/NR2B (Neal
et al., 2011b). Cela entraine une perturbation de la signalisation en aval. Par ailleurs, le Pb perturbe la

signalisation du BDNF dépendant du NMDAr (Neal et al., 2010; Stansfield et al., 2012).

81



Tablean 4 : Liste non-exhanstive d'études ayant montré des effets du Pb sur la synaptogenése et la potentialisation a long terme

Organisme modéle

Ratons Sprague-Dawley

Cellules primaires de neurones de
I'hippocampe d’embryon (E18)
Sprague-Dawley

Cellules primaires de neurones de
I'hippocampe de ratons (E18)
Sprague-Dawley

Cellules primaires de neurones de
I'hippocampe d’embryon (E18)
Sprague-Dawley

Cellules primaires de neurones de
I'hippocampe d’embryon (E18)
Sprague-Dawley

Rat Wistar

Effets observés

Diminution de 'expression de TARNm de la protéine NLGN.

Diminution de 'expression du gene codant pour le récepteur
métabotropique du glutamate 1 (mGluR1).
Simulation de Pexpression du mGluR3 et mGIuR7.

Réduction des niveaux protéiques de la synaptophysine (Syn) et t
de synaptobrevine (Syb) dans la zone présynaptique.

Réduction de protéines impliqués dans 'exocytose vésiculaire,

Le Pb inhibe les récepteurs N-méthyl- d -aspartate (NMDAT),
L’exposition au Pb diminue I'expression cellulaire du proBDNF et
la libération du BDNF.

Diminution des NMDAR contenant NR2A au niveau des synapses
établies.

Augmentation des récepteurs avec la sous-unité NR2B sur les
épines dendritiques,

Au cours du développement du cerveau, il y a un déplacement des
NMDAr contenant NR2B vers NR2A et 'exposition au Pb altére
ou retarde ce changement de développement au niveau des
synapses.

Réductions significatives des niveaux de proBDNF dans les
denderites a la concentration de 1 et 2 pm idem pour les niveaux
extracellulaires de la protéine BDNF.

Le Pb induit des changements ultra-structuraux dans les synapses,
diminue les niveaux de BDNF dans les neurones cérébelleux,
diminue de 13 % de la protéine (SNAP25) et 30 % de I'expression
génique, diminution de 31 % de la syntaxine-1 et diminution de
Pexpression de PARNm de S#x7a et Stx1b

Effets sur la synaptogenese et la PLT

Altération de la plasticité neuronale dans
I’hippocampe en développement.

Altération de la phosphorylation de NMDAT et
in fine a la transmission synaptique,

Altération de la potentialisation a long terme
médiée par les NMDAr.

L’exposition au Pb pendant la synaptogencse
altére la libération du neurotransmetteur et
perturbe la signalisation BDNF dépendante du
NMDA:t.

L'inhibition du NMDAT' par le Pb au cours de la
synaptogencse altere le développement de la
synapse NMDAL, ce qui pourrait entrainer des
conséquences durables sur la signalisation en
aval.

L’exposition au Pb 2* pendant la période de
synaptogencse perturbe plusieurs processus
synaptiques régulés par la signalisation BDNF-
TrkB avec des conséquences a long terme sur la
fonction synaptique et le développement
neuronal.

L’exposition prénatale au Pb entraine des
dysfonctionnements au niveau des synapses avec
une altération du mécanisme de
neurotransmission.

Référence

(Zhao et al., 2018)

(Xu et al,, 2007)

(Neal et al., 2010)

(Neal et al., 2011b)

(Stansfield et al., 2012)

(Gassowska et al., 2016)
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Cellules neuronales de ’hippocampe

Cellules primaires de neurones de
I'hippocampe d’embryon (E16 et E18)
Sprague-Dawley

Rat Long Evans

Neurones pyramidaux du cortex
Y
piriforme

Réduction de la fréquence et de I'amplitude des courants post-
synaptiques inhibiteurs (IPSC) et excitateurs (EPSC).

Pb bloque les courant post-synaptiques inhibiteurs et excitateurs
déclenché par Pacétylcholine (Ach) dans les neurones de
I’hippocampe,

Les effets du Pb sur la libération de GABA déclenchés par
Iactivation des récepteurs nicotiniques (nAChR) ont été imité par
Pactivation de la PKC

Besoin de plus de tension pour provoquer la potentialisation a long

terme (PLT) des rats exposés au Pb

L’exposition au Pb bloque 75 % de la PLT 2 5 uM et 100 % a 10
uM

Les effets spontanés des IPSC et EPSC sont
médiés par les interactions du Pb avec un
récepteur extracellulaire.

Le Pb bloque la libération du glutamate et de
GABA dans les neurones de 'hippocampe.

Altération de la synaptogenese dans les neurones
de I’hippocampe.

Altération des mécanismes de la PLT sans
modification de la transmission synaptique de
base.

Altération de la PLT

(Braga et al., 1999a)

(Braga et al., 2004)

(Gilbert et al., 1996)

(Hori et al., 1993)
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3.1.4. I’apoptose

Des le début de la neurogeneése, le développement approprié du SNC nécessite la mise en place de
I’élimination par apoptose de neurones redondants ou qui établissent des connexions inappropriées (Rice &
Barone, 2000). L’apoptose est une forme de mort cellulaire programmée qui procéde par une série de
réactions cellulaires sous le contréle des instructions génétiques de la cellule et qui aboutit finalement a la
fragmentation de la chromatine et 4 la dégradation de la cellule (Bredesen, 1995; Roth & D'Sa, 2001). Elle
se distingue de la nécrose qui est un processus pathologique et qui se caractérise par 'activation d’une
cascade inflammatoire (Bredesen, 1995). L'apoptose a été documentée dans les compartiments des cellules
progénitrices neuronales et neurales du cerveau humain (Buss et al., 2000). Elle se déroule en deux vagues,
une premicre fois dans les zones de prolifération et une deuxieme fois dans les cellules postmitotiques, qui

ont perdu la capacité de se diviser et qui ont a la fois un phénotype neuronal et glial (Buss et al., 20006).

Interaction du Pb avec les éléments de I’apoptose

La neurotoxicité du Pb est aussi attribuée a la formation d’especes réactives de I'oxygene (ROS) et
a apoptose (Liu et al., 2021). Le Tableau 5 présente une liste non-exhaustive d’études montrant des effets

du Pb sur la génération de ROS et Iactivation du mécanisme d’apoptose.

L’exposition au Pb est capable d’entraver les défenses antioxydantes des cellules neuronales en
inhibant plusieurs enzymes qui rendent ainsi les cellules vulnérables au stress oxydatif (Jadhav et al., 2000;
Liu et al.,, 2021; Thangarajan et al., 2018). Chez des rats males, 'exposition au Pb a entrainé la formation de
marqueurs de stress oxydant en modifiant le métabolisme lipidique qui entralne une augmentation de la
peroxydation des lipides, la formation d’oxyde de nitrique et de la protéine carbonyle (Thangarajan et al.,
2018). Dans les cellules neuronales, 'oxyde nitrique a des fonctions protectrices ou régulatrices a faible
concentration et des effets cytotoxiques a des concentrations plus élevées (Abdel Moneim et al., 2011). Le
stress oxydant des cellules neuronales semble étre médié par lactivité de la PKC et le Ca?* intracellulaire
comme cela a été démontré dans une étude iz vitro (Jadhav et al.,, 2000). De plus, le Pb entraine une
diminution des molécules antioxydant des cellules contenant des groupement thiols notamment le

glutathion (Chetty et al., 2005).

Plusieurs études ont montré que le Pb entraine le dysfonctionnement du mécanisme d’apoptose
dans les cellules neuronales (Chetty et al., 2005; Loikkanen et al., 2003; Wang et al., 2022). Dans ces cellules,
la perméabilité de la membrane des mitochondries est modulée par les protéines de la famille des proto-
oncogenes Bax et Bcl-2 qui sont respectivement des protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Des
études ont montré que le Pb était capable d’induire apoptose par la voie de Bax et Bcl-2 (Thangarajan et
al., 2018). Une étude 7 vivo sur des rats a montré une augmentation de l'expression de PARNm codant pour
le géne de Bax et réduction pour Bel-2 (Thangarajan et al., 2018). Dans les mémes conditions d’exposition,
le Pb entraine une diminution des niveaux de cytochrome ¢ mitochondrial et une augmentation des niveaux

de cytochrome ¢ cytosolique (Thangarajan et al., 2018). L’altération de la perméabilité des membranes
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conduit a I'activation de caspases, notamment la caspase-3 qui est une protéase. L’activation de la caspase-

3 est un mécanisme qui participe a la dégradation des cellules neuronales (Chetty et al., 2005).
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Tablean 5 : Liste non-exhaustive des études ayant montré les effets du Pb le stress oxydant et la mort cellulaire

Organisme modéle

Rats males Sprague-Dawley

Lignée cellulaire neuronale de
I'hippocampe (HT22)

Lignée de phéochromacytome de rat

(PC12)

Lignée de neuroblastome humaine
(SH-SY5Y)

Evénement biologique

Le Pb augmente les niveaux de marqueurs du stress oxydant dans le
cortex, le cervelet et ’hippocampe (i.e. lipoperoxydation (LPO), de
'oxyde de nitrique et de la protéine carbonyle).

Le Pb augmente I'expression de Bax (pro-apoptotique) et réduit
l'expression de I'ARNm des génes Bcl-2 (anti-apoptotique).

Le Pb entraine une diminution des niveaux de

cytochrome ¢ mitochondrial et une augmentation des niveaux de
cytochrome c¢ cytosolique.

Le Pb dans les PM3 5 augmente les niveaux de ROS ainsi que
'apoptose des cellules neuronales.

Réduction de la longueur des synapses par diminution de
Iexpression de PSD95 (Densité post-synaptique humaine-95) via la
voie de signalisation cAMP/CREB/pCREB/BDNF/PSD95.

Augmentation de la PKC a 0,01 um puis diminution dose
dépendant.

Augmentation du Ca2+ a 0,01 um puis diminution dose dépendant.
Augmentation des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) en fonction
de la dose.

Inhibition de la prolifération cellulaire concentration dépendante,
Changement de morphologie avec une perte des neurites, perte de la
forme des cellules et lyse cellulaire

Diminution du glutathion,

Augmentation de activité de la caspase-3,

Augmentation de la prostaglandine E2

Effets le stress oxydatif et le la mort cellulaire Référence

L’exposition au Pb a entrainé un déficit moteur,
des troubles de la mémoire et un stress oxydatif.
L’apoptose dans les neurones du cortex, le
cervelet et ’hippocampe est médié par la voie de
Bax/Bcl-2 et entrainant une augmentation de la
libération du cytochrome ¢ par les mitochondties.

(Thangarajan et al., 2018)

Le Pb induit une neurotoxicité dans

l’hippocampe. (Llu et al., 2021)

La modulation de la PKC et du calcium

intracellulaire joue un réle important dans

l'augmentation de la formation d'espéces (Jadhav et al., 2000)
oxydantes médiée par les récepteurs du glutamate

et dans la mort cellulaire.

L’exposition au Pb induit un stress oxydant en

baissant le glutathion et en activant Iactivité de la

capsase-3 et en augmentant la quantité de

prostaglandine E2 libre. (Chetty et al., 2005)
Altération de la survie des neurones due a

P'apoptose.
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Lignée cellulaire d'astrocytes de
cerveau de rat (CTX)

Lignée hypothalamique de souris
(GT1-7)

Le Pb inhibe la viabilité des cellules CTX.

Augmentation dose-dépendant de Pb dans les cellules CTX sans
effet du sulfate de cholestérol (SC composant des membranes
cellulaires).

Induction de I'apoptose via la régulation du métabolisme du
cholestérol médi¢ par la voie de signalisation BDNF/TrkB

Augmentation de la mort cellulaire induite par 'exposition au Pb en
fonction du temps et de la dose.

L’initiation de la voie de signalisation
BDNF/TtkB pat le CS régule le métabolisme du
cholestérol contre I’apoptose dans les cellules
CTX.

La neurotoxicité du Pb sur les cellules est médié
par apoptose a des concentrations de 100 uM.

(Wang et al., 2022)

(Loikkanen et al., 2003)
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3.1.5. La gliogenese

La gliogenese décrit 'ensemble des processus mis en jeu dans la formation des cellules gliales dans
le SNC (i.e. prolifération, migration, différenciation) a partir de cellules-souches neurales multipotentes
(Cuadros & Navascués, 1998; Rice & Barone, 2000). La gliogenése commence un peu apres la neurogenése

entre la 24¢me et Ja 40¢me semaine de grossesse, et se poursuit apres la naissance (Jiang & Nardelli, 2010).

Les cellules gliales sont des cellules non-neuronales qui jouent un réle dans le soutien et la
fonctionnalité des neurones (Barker & Ullian, 2010; Rowitch & Kiriegstein, 2010). Les cellules gliales
comprennent les microglies, les astrocytes, les oligodendrocytes, et les cellules de Schwann et constituent au
moins 50 % des cellules du cerveau humain (Rice & Barone, 2000; Rowitch & Kiriegstein, 2010). Les
microglies sont des macrophages résidants dans le SNC et sont responsables de I'élimination des débris
cellulaires apres 'apoptose (Cuadros & Navascués, 1998). Les astrocytes sont responsables de la régulation
de l'environnement chimique et ionique autour des neurones (Rowitch & Kriegstein, 2010), tandis que les
oligodendrocytes et les cellules de Schwann produisent les gaines de myéline, qui isolent les axones des

neurones, favorisant ainsi la transmission des signaux nerveux.

3.1.6. La my¢linisation

La myélinisation est le processus de formation de la gaine de myéline (Rice & Barone, 2000; Stiles
& Jernigan, 2010). La myéline est une protéine hydrophobe d'apparence blanche et dont la production
débute apres la prolifération et la migration des progéniteurs neuronaux, pendant le 3¢me trimestre de

grossesse et continue jusqu’a I’adolescence (Rice & Barone, 2000).

Dans le SNC, la gaine de myéline est formée par les oligodendrocytes tandis que dans le systeme
nerveux périphérique (SNP) elle est formée par les cellules de Schwann (Rice & Barone, 2000). Les
oligodendrocytes sont dérivés de cellules-souches neurales dont les précurseurs donnent naissance a un
sous-ensemble d’oligodendrocytes myélinisants (Rice & Barone, 2000). Les oligodendrocytes enveloppent
les axones en formant plusieurs couches protectrices entrainant vers 'extérieur la majeure partie du contenu
cytoplasmique des cellules (Rice & Barone, 2000). Dans le SNC, un axone peut contenir plusieurs gaines de
myéline ce qui n’est pas le cas dans le SNP (Rice & Barone, 2000). La fonction principale de la gaine de
myéline est d’augmenter significativement la vitesse de propagation de I'influx nerveux le long de I’axone

(Rice & Barone, 2000).

3.1.7. La barriere hématoencéphalique et sang-liquide céphalorachidien

La barriere hématoencéphalique (BHE) et la barriere sang-liquide-céphalo-rachidien (BLCR) sont
deux structures vascularisées qui créent une barriere physique entre la circulation sanguine ou le liquide
céphalorachidien et le microenvironnement cérébral (Engelhardt & Sorokin, 2009). La Figure 26 présente

la localisation et les acteurs cellulaires de la BHE et de 1a BLCR.
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Sur le plan anatomique, la BHE est composée d’'une monocouche de cellules endothéliales
étroitement liées par des jonctions serrées, renforcées par des péricytes, des astrocytes et une membrane
basale (Redzic, 2011). En parall¢le, la BLCR est composée d’une monocouche de cellules épithéliales du
plexus choroide, également reliées par des jonctions serrées (Redzic, 2011). On retrouve pratiquement les
mémes types de jonctions serrées au niveau des cellules endothéliales et épithéliales : 'occludine et les
claudines (Engelhardt & Sorokin, 2009). Bien que la BHE et la BLCR aient des caractéristiques similaires,
elles different, notamment au niveau de la structure cellulaire ainsi que dans leur localisation. La BHE est
située dans les capillaires cérébraux formés de cellules endothéliales dont le role est de protéger le cerveau
des variations de concentrations plasmatiques de diverses natures véhiculées par le sang. Elle fournit aussi
des mécanismes de diffusion des substances entre les liquides cérébraux et le sang et assure des processus
de transport pour les nutriments essentiels, les ions et les déchets métaboliques (Engelhardt & Sorokin,
2009; Redzic, 2011). La BLCR est située au niveau du plexus choroide dans les ventricules latéraux. La
couche de cellules épithéliales du plexus choroide sécréte le liquide céphalo-rachidien (Engelhardt &
Sorokin, 2009; Redzic, 2011).

Fluide extracellulaire

Muscle lisse
Villosités

Lame basale arachnoidiennes

Cellule endothéliale
A Jonction serré

Fluide extracellulaire

3G

QN

Ependyme
CSF pency
Jonction serré
Blood Cellule épithéliale du plexus choroide s

——— Cellule endothéliale fenétrée

Figure 26 : Les acteurs cellulaires de la barriere hématoencéphaligue et sang-liguide-céphalo-rachidien (Guigon et al., 2021)
Le développement de la BHE se déroule en trois phases : 'angiogenése, la différentiation et la

maturation (Engelhardt, 2003). La vasculogenese du SNC précede I'angiogenese et débute dés la période

embryonnaire entre la 6éme et 7¢me semaine de grossesse tandis que 'angiogenése débute a la 8™ semaine et

établit la BHE en tant que cellules endothéliales (Saili et al., 2017). Les jonctions serrées se mettent en place

vers la 14¢me semaine de grossesse et la maturation de la BHE se fait de maniere progressive. Un des aspects

de la maturation de la BHE concerne les astrocytes matures qui n’apparaissent qu’a la naissance. Cependant,

il est important de noter que vers l'age de 20 ans, le cerveau humain atteint un stade de maturité ou ses

89



structures neuronales sont généralement pleinement développées, tout comme les connaissances et les

comportements.

Interaction du Pb avec les éléments de Ia BHE et BLCR

Avant d’atteindre les tissus cérébraux, le Pb doit franchir la BHE et la BLCR. Malgré les mécanismes
de protection présents dans le cerveau, le Pb est capable de franchir la BHE et la BLCR (Zheng, 2001;
Zheng et al., 2003). Des lésions vasculaires dans le cerveau ont été démontrées, in vivo chez des jeunes rats,
apres une exposition chronique a l'acétate de Pb (Struzynska et al., 1997). Dans cette étude, le Pb avait
montré une forte affinité pour les cellules endothéliales ou il s’est accumulé avec des concentrations
beaucoup plus élevées comparées a d'autres types de cellules cérébrales (Struzydska et al., 1997). Une étude
in vitro sur des co-cultures de cellules endothéliales et d’astrocytes a été exposée au Pb. Les résultats indiquent

que le Pb affecte la BHE en inhibant la formation de structures capillaires, comme le rapportent Bressler

and Goldstein (1991).

En ce qui concerne les cellules endothéliales, 'une des facons par lesquelles l'intégrité de la BHE
peut étre compromise semble étre liée a l'activité de la protéine kinase C (PKC). La PKC est une enzyme
qui est impliqué dans le contréle d’autres protéines. La PKC est activée par Paugmentation de la
concentration de diacylglycérol (DAG) et des ions Ca?*. La PKC facilite le transfert du groupe y-phosphate
de I'ATP vers les résidus sérine ou thréonine des protéines et des peptides substrats. Lors d’une exposition
au Pb, la PKC dans les cellules endothéliales est activée, et ce mécanisme est associé a 'augmentation de la
perméabilité de la BHE et a la diminution de la différenciation des cellules endothéliales (Laterra et al., 1992;

Zhao et al., 1998; Zheng et al., 2003).

Outre le mécanisme médié par la PKC, l'entrée du Pb dans le cerveau pourrait impliquer le
transporteur de métaux divalents 1 (DMT1). DMT1 fait partie d’un systeme complexe de régulation de I'ion
fer (Fe2") cellulaire qui implique diverses protéines dont le réle est de réguler 'importation, la neutralisation,
le stockage et Pexportation du fer dans les cellules (Yanatori & Kishi, 2019). En plus du Fe?t, DMT1
transporte d’autres métaux tels que les ions cadmiums (Cd?*), cobalts (Co?*) et manganeéses (Mn?*), mais
avec une efficacité moindre (Skjorringe et al., 2015). DMT1 est exprimé au niveau des cellules endothéliales
et épithéliales qui forment respectivement la BHE et la BLCR et il serait impliqué dans le transport du Pb a
travers les barrieres biologiques (Skjorringe et al., 2015). Cependant, le mécanisme n’est pas complétement

élucidé.

Le Tableau 6 présente une liste, non-exhaustive, de diverses études ayant exploré les impacts de
Pexposition au Pb sur la perméabilité et I’étanchéité de la BHE et la BLCR. Il semblerait que d’autres voies
de signalisation soient impliquées dans l'altération de la perméabilité de la BHE, notamment la voie du
VEGF (Hossain et al., 2004), ainsi que les voies de JNK et MMP-9 (Li et al., 2021). Par ailleurs, 'exposition
au Pb provoque la réduction de ’étanchéité de la BHE en réduisant Pexpression des protéines de jonction

serrées telles que la zonula occludine-1 (ZO-1) et Poccludine (Li et al., 2021). En revanche, il semble que ce
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mécanisme ne soit pas impliqué dans ’étanchéité de la BLCR (Song et al., 2016). De plus, la BLCR immature

semble étre plus vulnérable a 'exposition au Pb que la BLCR mature (Shi & Zheng, 2007).
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Tablean 6 : 1iste non-exhaustive d'études ayant montré les effets du Pb sur la barriere hématoencéphaligue et la barriére céphalo-rachidienne

Organisme modéle

Ratons Sprague-Dawley

Rats femelles Wistar

Cellules endothéliales du cerveau
mutin bEnd.3

Souris Tg-SwDI

Ratons males Sprague Dawley et
cellules endothéliales microvasculaires
RBE4 de cerveau de rat

Rats Sprague-Dawley et
Cellules épithéliales choroidiennes
7310 (modéle BLCR 7 vitro)

Cellules épithéliales choroidiennes
7310 (modele BLCR 7 vitro)

Rats males Sprague-Dawley

Effets observés

Accumulation significative et progressive de Pb dans le cervelet et
le cortex cérébral

Microhémorragies et cedeme dans le cervelet

Augmentation de I'expression de VEGF dans le cervelet, mais pas
dans le cortex

Absorption rapide du 203Pb dans la région frontale, occipitale et
pariétale du cetveau.

Réduction de la résistance électrique transépithéliale.

Réduction de I'expression de la ZO-1 et Poccludine.

Augmentation de métalloprotéinase matricielle (MMP) -9 et activer
la voie de la kinase N-terminale c-Jun (JNK)

Augmentation de la perméabilité de la BHE.
Augmentation de la perfusion tissulaire

Augmentation de la perméabilité a la BHE et réduction des niveaux
de protéines jonctions settrées in vivo

L'activation de Src induite pat le Pb a provoqué la réduction de
l'occludine i vitro

Accumulation de Pb dans les cellules épithéliales du plexus
choroide concentration dépendant (i vivo et in vitro)
Inactivation de la connexine 43 empéche 'accumulation du Pb
dans les cellules du plexus choroide

Réduction de la résistance électrique transépithéliale.
Diminution des niveaux d'ARNm et de protéines de la claudine-1
Pas d’impact du Pb sur la ZO-1 et 'occludine

Augmentation du cuivre et de Pb dans ’hippocampe, du plexus
choroide et dans le liquide céphalorachidien.

Effets sur les barriéres

Augmentation de la perméabilité de la BHE dans
le cervelet, mais pas dans le cortex

Transport passif du Pb dans 'endothélium
cérébral

Modification de la perméabilité de la BHE via
P'activation de JNK et MMP-9

Un régime riche en graisse exacerbe la
perturbation de la BHE induite par le Pb en
perturbant 'intégrité des jonctions serrées

Altération de la BHE visible par tomographie
informatisée a contraste dynamique amélioré

La régulation positive du GRP78 conduit a
'activation de Stc qui régule négativement les
niveaux d’occludine induisant une altération de la

BHE

Accumulation du Pb dans la cellule de la barriere
hémato-céphalo-rachidienne (BLCR)

Réduction de I’étanchéité et augmentation de la
perméabilité de la BLCR. La barricre immature
est plus vulnérable

L’exposition de Pb induit une altération de la
BLCR.

Référence

(Hossain et al., 2004)

(Deane & Bradbury, 1990)

(Li et al.,, 2021)

(Gu et al., 2020)

(Song et al., 2014)

(Song et al., 2016)

(Shi & Zheng, 2007)

(He et al,, 2022)
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3.1.8. L altération de la connectivité fonctionnelle chez le feetus humain

L’exposition prénatale au Pb altérerait le développement cérébral des foetus humains, notamment
des réseaux cérébraux avant la naissance ( Thomason et al. 2019). En détails, dans leur étude, Thomason et
al. (2019) se sont intéressé aux conséquences de l'exposition prénatale au Pb sur lactivité des réseaux
cérébraux avant la naissance. Les réseaux cérébraux sont définis comme les connexions neuronales dans le
cerveau qui traitent 'information d’une variété de fonctions cognitives et sensorielles. Pour ce faire, ils ont
évalué les associations entre les mesures de plombémie obtenues a 'accouchement et I'activité du réseau
neuronal mesurée /7 vivo par imageries par résonance magnétique fonctionnelle chez des feetus agés de 23,9
a 39,6 semaines. Sous la base de la valeur de la plombémie, les fcetus étaient classés en deux groupes : un
groupe avec une plombémie > 1,0 pg.dL! (N = 13) et un autre groupe avec une plombémie < 1,0 pg.dL!
(N = 13). Sur les 72 échantillons de sang néonatal disponibles pour le test de plombémie, 19,4 % révélaient

des niveaux détectables de Pb dans le sang allant de 1 a 11 pg.dL-'avec une moyenne a 2,43 +0.65 pg.dL-.

Les résultats ont montré une différence sur le schéma de connectivité neuronale entre les deux
groupes de feetus. Le groupe de feetus avec une plombémie < 1,0 pg.dL-! présentait une augmentation plus
forte de l'activité neuronale entre les hémispheres cérébraux a mesure qu'ils grandissaient. Tandis que le
groupe de feetus avec une plombémie > 1,0 pg.dL-! montrait une augmentation plus forte de l'activité
neuronale entre le cortex cingulaire postérieur (CCP) et le cortex préfrontal latéral (CPL). Les différences
d’activité mesurées entre les deux groupes de foetus pourraient étre le résultat de modifications de la
connectivité synaptique entre les deux hémispheres. Chez un adulte, le CCP et le CPL sont interconnectés
et forment un réseau impliqué qui prend en charge les taches cognitives complexes. Ces résultats chez le
feetus indiquent donc une altération des systémes qui prennent en charge les fonctions cognitives complexes

et exécutives (Thomason et al., 2019).

3.2. Résumé des mécanismes possibles liés aux troubles cognitifs induit par

I'exposition au Pb

Comme nous venons de le voir, les études expérimentales mettent en évidence des mécanismes
cellulaires et moléculaires dans la neurotoxicité du Pb. Nous résumons ses mécanismes dans cette section
pour avoir une vue globale de la toxicité du Pb dans les cellules neuronales. La Figure 27 a été tirée d’une
revue de la littérature sur les déficits cognitifs induits par exposition au Pb au cours de la vie (Ramirez
Ortega et al., 2021). Les mécanismes de neurotoxicité résumés dans la Figure 27 concernent I'altération de
I'homéostasie rédox et énergétique, la dynamique du Ca2*, les variations de signalisation, les changements

dans la neurotransmission et les altérations morphologiques.

Le Pb a la capacité de s’introduire dans le SNC en altérant les jonctions serrées entre les cellules ou
en empruntant les transporteurs DMT1 et de Ca?* (Ramirez Ortega et al., 2021). 1l entre dans les neurones
présynaptiques via les canaux calciques de type L ou les canaux calciques dépendant du voltage. Une fois a
l'intérieur, le Pb inhibe 'endocytose du neurotransmetteur (i.e. glutamate et GABA). Sous sa forme ionique

Pb?*, le Pb est capable de mimer le comportement de I'ion Ca?* et de se lier de maniére non-compétitive
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sur ses sites de liaison. C’est le cas dans les neurones présynaptiques ou le Pb interagit avec les sites de liaison
du Ca?* localisé au niveau des vésicules d’endocytose et empéche la fusion des vésicules avec la membrane
cytoplasmique (Ramirez Ortega et al., 2021). Cela a pour conséquence de diminuer la libération du

neurotransmetteur capable d’activer les récepteurs des neurones postsynaptiques.

Le Pb est capable de se lier aux récepteurs NMDAr localisés a la surface des membranes
cytoplasmiques des neurones postsynaptiques. Le résultat de cette interaction altére les niveaux
intracellulaires de Ca?* qui conduit a un dysfonctionnement des processus dépendant du Ca?*, notamment
la phosphorylation de CREB, un facteur de transcription. CREB est nécessaire a la transcription de génes
impliqués dans la consolidation de la mémoire. L’expression du facteur neurotrophique dérivée du cerveau
mature (BDNF) est réduit en I'absence de la protéine CREB phosphorylée. Le BDNF est une protéine clé
dans la régulation de la signalisation cellulaire médiée par le NMDAr et dans la plasticité des synapses. 11
joue un role central dans le maintien de la fonction cognitive. Le BDNF est initialement synthétisé sous la
forme de précurseur (pro-BDNF), qui est par la suite clivé pour générer du BDNF mature. Le pro-BDNF
interagit avec les récepteurs de la neurotrophine p75 (p75NTR) tandis que le BDNF active le récepteur
tyrosine kinase TrkB, situé sur la membrane présynaptique. Le pro-BDNF et le BDNF ont des effets
biologiques opposés : I'interaction de pro-BDNF avec p75NTR favorise la mort cellulaire par apoptose tandis

que le BDNF-T1kB favorise la survie des neurones dans hippocampe.

Enfin, L'acide kynurénique produit dans les astrocytes est augmenté a la suite d’une exposition au
Pb (Ramirez Ortega et al., 2021). II se lie au récepteur Kainate et altere la signalisation cellulaire. Par ailleurs,
le Pb modifie l'environnement redox, favorisant un environnement oxydant qui conduit a la formation de
ROS. L’apoptose et le stress oxydant conduisent a la mort des cellules neuronales. Pris ensemble, ces
mécanismes conduisent a I'altération de la PLT un mécanisme associé a I'apparition de troubles cognitifs

chez les enfants.
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Figure 27 : Mécanismes cellulaires et moléculaires impligués dans la nenrotoxicité du Pb au nivean du SNC, traduit de (Ramirez Ortega et al., 2021)
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3.3. Corrélation entre l'exposition au Pb et les biomarqueurs associés au

neurodéveloppement

Pour détecter de maniére fiable et rapide les effets du Pb dans des populations sensibles telles que
les enfants, a la suite d’une exposition au Pb, il est nécessaire d’identifier les biomarqueurs d’effet et de
susceptibilité. Un biomarqueur d’effet est différent d’un biomarqueur de susceptibilité et d’un biomarqueur
d’exposition. On définit un biomarqueur d'effet comme étant des changements biochimiques,
physiologiques ou comportementaux produits dans l'organisme en raison d'une exposition a des produits
chimiques exogenes (Zare Jeddi et al., 2021). Ces changements sont mesurables et associés a un effet néfaste
sur la santé. Un biomarqueur de susceptibilité, quant a lui, est un indicateur de la susceptibilité particuliere

d'un organisme individuel a 'exposition a un produit chimique ou environnemental.

Une revue récente a répertorié les études faisant état de biomarqueurs d’effet et de susceptibilité en
lien avec le neurodéveloppement (Gundacker et al., 2021). La Figure 28 présente les différences entre un
biomarqueur d'exposition et un biomarqueur d’effet et comment ces biomarqueurs sont liés pour expliquer
le continuum entre I'exposition environnementale aux produits chimiques et les effets. Dans cette partie,
nous examinerons les biomarqueurs d’effet et de susceptibilité associés aux effets sur le

neurodéveloppement qui ont été rapportés par Gundacker (2021).

EXPOSURE EFFECT
{ Exposure Effect \
biomarkers biomarkers
|
[ |
= I I Biologically Early Altered
EXPOSURE -‘ Dose |==p| Effective | mmm) | Biological | g | Structure/ | wemp [ EFFECT
f—— Dose Effect Function
Environmental Clinical
Chemicals Disease
Susceptibility
Biomarkers

Figure 28 : Représentation conceptuel de la relation entre l'excposition et l'apparition d'effets (Gundacker et al., 2021)

3.3.1.Les biomarqueurs d’effet associés aux effets sut le neurodéveloppement

Le Pb inhibe plusieurs enzymes intervenant dans la synthese de ’héme, notamment ALAD et dans
le métabolisme des nucléotides pyrimidines (ATSDR, 2020; Gundacker et al., 2021). Ces marqueurs sont
donc utilisés comme des biomarqueurs de d’effet, cependant, ils ne sont pas spécifiques aux effets sur le
neurodéveloppement. Dans cette section, nous listons des biomarqueurs des effets spécifiques au

neurodéveloppement.
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3.3.1.1. Le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF)

Comme évoqué dans le paragraphe 3.2, le BDNF est une protéine essentielle pour le
développement, la plasticité et la survie des neurones dans le SNC. Des études ont montré que l'exposition
au Pb peut perturber le métabolisme du BDNF, entrainant des effets neurotoxiques significatifs qui peuvent
compromettre la plasticité synaptique. Le BDNF et le pro-BDNF peuvent étre évalués dans différentes
matrices biologiques (Gundacker et al., 2021). Cependant, il faut noter que le rapport entre le BDNF mature
et son précurseur varient tout au long de la vie, avec des différences observées entre les nouveau-nés, les
enfants, les adolescents, les adultes et les personnes dgées (Miranda et al., 2019). L’utilisation du BDNF en
tant que biomarqueur d’effet a la suite de I'exposition au Pb est étayée par les données des études
toxicologiques et le chemin d’effet néfaste, AOP 13 (Adberse outcome pathway) (AOP-Wiki; Bal-Price & Meek,
2017).

Notion :

« Un AOP est une construction conceptuelle qui décrit les connaissances existantes concernant le lien
entre un événement déclencheur moléculaire direct (i.e. une interaction moléculaire entre un
xénobiotique et une biomolécule spécifique) et un résultat indésirable a un niveau biologique
d'organisation pertinent pour 'ERS (Ankley et al., 2010). En tant que tels, les AOP sont généralement
une série séquentielle d’événements qui, par définition, couvrent plusieurs niveaux d’organisation

biologique (Figure 29). »

Adverse Outcome Pathway

r N\
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X or Function Cancer
Protein
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(adverse outcome at the
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ism- lation-l |
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Figure 29 : Schéma conceptuel des principales caractéristiques d'un AOP (Ankley et al., 2070)

Une représentation graphique de PAOP 13 est faite dans la Figure 30. L’événement initiateur (MIE
pour Molecular Initiating Event) dans TAOP 13 est défini comme la liaison chronique d’un antagoniste aux
NMDAr au cours de la synaptogenése qui conduit a un effet adverse (AO pour adverse outcome) et qui
correspond a déficit d’apprentissage et de mémoire. L'inhibition des NMDAr déclenche la séquence des

événements clé (KE pour Key Events) a différents niveaux biologiques incluant la réduction des niveaux de
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calcium intracellulaire, une diminution des niveaux de BDNF, une libération réduite de glutamate
présynaptique, une morphologie dendritique aberrante, une mort cellulaire accrue, une diminution de la
synaptogenése entrainant une diminution de la fonction neuronale, provoquant un déficit d’apprentissage

et de mémoire.
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Figure 30 : Représentation graphique de la liaison d’un antagoniste auxe NNMIDAr an cours du développement cérébral,
(AOP-Wiki)

3.3.1.2. Le cortisol

Le Pb a des propriétés de perturbateur endocrinien. I’exposition au Pb induit la production de
cortisol, une hormone de stress synthétisée a partir du cholestérol et contribue a la neurotoxicité du Pb
(Gundacker et al., 2021). Le cortisol est produit par les glandes surrénales a partir du cholestérol et en
réponse a une stimulation de I'hypophyse par I'hormone corticotrope. Il s’agit du principal glucocorticoide
produit par le cortex surrénalien humain et impliqué dans plusieurs du développement du cerveau feetal
humain. L'hippocampe est la région du SNC qui posséde la plus forte concentration de récepteurs
glucocorticoides (Lee et al., 2015). La dérégulation de la sécrétion du cortisol peut avoir un impact significatif
sur le développement cérébral, en particulier en raison des récepteurs présents dans I'hippocampe et de la
sensibilité de cette région aux décharges de cortisol. Lorsque le cortisol est sécrété en exces ou de maniere
irréguliere, cela peut perturber les processus neurobiologiques impliqués dans la croissance et dans la
maturation du cerveau, ainsi que dans la régulation de I'humeur et du stress. Le plomb, en impactant le
systeme de régulation du cortisol, peut contribuer a cette dérégulation. Des études ont montré que
l'exposition au Pb peut perturber 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, qui controle la sécrétion du
cortisol. En conséquence, les niveaux de cortisol peuvent étre altérés, ce qui affecte la sensibilité des
récepteurs dans l'hippocampe et peut entrainer des dysfonctionnements neurologiques et des altérations de
la plasticité synaptique dans cette région clé du cerveau. Ainsi, le cortisol peut servir de biomarqueur indirect
de l'effet du Pb sur le développement cérébral, reflétant les perturbations induites par le Pb dans le systeme
de régulation du cortisol et mettant en lumiére les conséquences potentiellement néfastes de 'exposition au

Pb sur la fonction cognitive.
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Dans les études de biosurveillance, le cortisol est mesuré dans le sérum ou dans la salive a un instant
donné (Lee et al.,, 2015). Le cortisol est une molécule qui présente une forte variation en raison des
fluctuations circadiennes et des changements rapides en réponse aux facteurs de stress (Lee et al., 2015). Par
ailleurs, pour capturer la grande variation diurne, les niveaux de cortisol doivent étre mesurés plusieurs fois
par jour et a partir d’échantillon non-invasif pour éviter I'effet de stress. Il est donc compliqué d’évaluer les
effets sur le neurodéveloppement en se basant sur les niveaux de cortisol méme si un protocole prédéfini

est strictement respecté (Lee et al., 2015).

3.3.2.Les biomarqueurs de susceptibilité associés aux effets sur le neurodéveloppement

La méthylation de 'ADN est un processus épigénétique fondamental qui module le niveau
d’expression des geénes et leur activité sans altérer la séquence d’ADN. Environ 40 % du génome humain
est constitué d’éléments d'ADN répétitifs tels que LINE-1 et ALU dont la dérégulation a été impliquée dans
différentes pathologies (Ruiz-Hernandez et al., 2015). Ces deux éléments sont donc utilisés pour évaluer le

niveau global de la méthylation de PADN.

11 existe quelques études qui ont examiné la relation entre 'exposition prénatale Pb et la méthylation
de I'ADN, mais aucune d'entre elles n'a exploré simultanément les marqueurs du neurodéveloppement
(Pilsner et al., 2009; Wu et al., 2017). Dans I’étude de Wu et al. (2017), les auteurs se sont intéressé a 268
couples mére-enfant au Ftats-Unis. La moyenne de la plombémie maternelle au 27 trimestre de la grossesse
était de 1,2 + 0,6 pg.dL1. Cette derniere était significativement associée a la méthylation de 'ADN dans les
cellules du sang du cordon ombilical des nouveau-nés. Une plombémie maternelle élevée était associée a
une diminution de la méthylation de PADN, notamment sur les sites CpG liés au géne CLEC77A et
DNHDT7 (Wu et al., 2017). CLEC11A stimule la prolifération et la différenciation des cellules précurseurs
hématopoiétiques (i.e. érythrocytes, lymphocytes, granulocytes et macrophage) tandis que DNHD1 est

fortement exprimé dans le cerveau et associé a la déficience intellectuelle et aux maladies du développement.

Une réduction de la méthylation de PADN sur la plupart des sites CpG était plus fréquemment
associé a une augmentation de la plombémie maternelle. Ce schéma de méthylation était plus fréquemment
observé chez les nouveau-nés de sexe féminin que chez ceux de sexe masculin (Wu et al., 2017). Cette étude
a mis en évidence qu’une faible exposition au Pb pendant la période prénatale était associée a la méthylation
de PADN du nouveau-né, en particulier pour les nouveau-nés de sexe féminin, sans qu’une explication soit
donnée. Dans I’étude de Pilsner et al. (2009), la méthylation de ' ADN au sein des sites CpG de LINE-1 et
Alu n’était pas corrélée avec la concentration de Pb dans le sang de cordon ombilical. En revanche, le Pb
mesuré dans l'os de la rotule de la mere était inversement corrélé a la méthylation de LINE-1 du cordon
ombilical, et le Pb mesuré dans ’os du tibia maternel était inversement corrélé a la méthylation de I'Alu dans

le sang de cordon. La charge de Pb cumulé dans les os maternels pourrait influencer I’épigénome du feetus.

Apres Panalyse des études sur la méthylation de PADN comme biomarqueur d’effet, Gundacker et

al. (2021) trouvent que la méthode sur la méthylation de PADN ne fournit pas une cartographie épigénique
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fine des modeles de méthylation de PADN. De plus, avec cette méthode, il est impossible de savoir dans
quelle mesure la réduction de la méthylation globale de ’ADN modifie réellement 'expression des génes et

dans quelles régions chromosomiques spécifiques.

3.4. Les effets sur le neurodéveloppement des enfants du point de vue des
¢tudes épidémiologiques
Lors des études épidémiologiques, 1'évaluation des effets du Pb sut le développement cérébral des
enfants est souvent réalisée au moyen de différents tests neuropsychologiques tels que I’échelle du
développement de Bayley (BSID pour Bayley Scales of Infant and Toddler Development) (Bayley, 2006) et les
échelles d’intelligence de Wechsler (Wechsler, 2003). Ces tests sont standardisés et utilisés pour évaluer les
fonctions cognitives telles que le QI, la mémoire, le langage, la concentration et les fonctions sensorimotrices
telles que la coordination visuomotrice, la motricité globale et fine des enfants. L'analyse par corrélation

entre les résultats des tests et les mesures de plombémie permet d’établir une relation dose-effet (ATSDR,

2020).

Diftérentes études épidémiologiques ont évalué le développement cérébral des enfants en lien avec
une exposition au Pb (Bellinger et al., 1991; Bellinger, 2008; Canfield et al., 2003; Chiodo et al., 2004; Hu et
al., 2006; Jusko et al., 2008; Mazumdar et al., 2011; Téllez-Rojo et al., 2006). Pour 'ensemble des études
présentées dans cette section, la plombémie dans la population étudiée était inférieure ou égale a 10 pg.dL-
1. La valeur de 10 ug.dL! a été choisie pour deux raisons. Premiérement, cette valeur correspondait a la
définition du saturnisme en France avant 2014 (HCSP, 2014) et deuxiémement, ces niveaux d’exposition
peuvent encore étre observés. La moyenne de la plombémie dans le sang de cordon ombilical chez les
nouveau-nés en France en 2011 était de 0,830 pg.dL! et le P95 étaient a 2,43 pg.dL! (Dereumeaux et al.,

2016). Dans cette cohorte, deux enfants présentaient des plombémie a 10,7 ng.dL-' et 10,2 ng.dL-1.

3.4.1. Les troubles du développement cognitif a la suite d’une exposition au Pb

Les troubles du développement cognitif désignent des troubles mentaux qui affectent la capacité de
perception et de cognition et plus particuliecrement la capacité de mémorisation, de résolution de probleme
et la prise de décisions ou encore la fluidité dans l'expression verbale et la vitesse de traitement des
informations. Ces troubles du développement cognitif affectent le développement global de 'enfant, y
comptis ses capacités d’apprentissage, de communication et de résolution de problemes. Bien que les tests
pour évaluer la fonction cognitive soient suffisamment précis, un certain nombre de facteurs de confusion
(i.e. le poids de I'enfant a la naissance, la nutrition, le statut socio-économique, le niveau d’éducation et le
QI des parents) doivent étre pris en compte dans les études épidémiologiques qui tentent de faire le lien

entre la plombémie et les atteintes sur le développement cognitif (ATSDR, 2007, 2020).

Les études épidémiologiques qui se sont intéressées a I’altération de la fonction cognitive chez les

enfants, Pont évaluée en termes de fonction cognitive globale, sans distinguer les différentes performances,

100



ou en termes de QI. Dans cette section de Iétat de I’art, nous discutons altération du QI et la fonction

cognitive globale chez les enfants lors d’une exposition avérée au Pb.

3.4.1.1. Altération du QI chez les enfants

Le QI est défini comme une mesure quantitative de 'intelligence humaine et repose sur des tests
standardisés concus pour évaluer différents aspects de lintelligence. Des études épidémiologiques
prospectives menées pendant la grossesse ou a la naissance (Lanphear et al., 2005; Mazumdar et al., 2011;
Min et al., 2009) ont mis en évidence 'impact du Pb sur le QI. Ces études ont révélé des baisses du QI
global chez les enfants, associées a une augmentation de la plombémie, généralement inférieure a 10 pg.dL-
. Les résultats ont indiqué une diminution de -1 a-6 points du QI global en corrélation avec une

augmentation de la plombémie d'un facteur de 10, tout en tenant compte des facteurs de confusion.

L'étude de Min et al. (2009) a évalué I'impact de la plombémie a 4 ans sur le QI et la réussite scolaire
des enfants 2 4, 9 et 11 ans. Les enfants étaient initialement inclus dans une cohorte recrutée a la naissance
pour une étude longitudinale prospective sur les effets de I'exposition prénatale a la cocaine. Le QI des
enfants a été mesuré a l'aide des échelles d'intelligence de Wechsler, telles que la WPPSI-R (pour Wechsler
Preschool and Primary Scale of Intelligence) a 4 ans et le WISC-1V (pour Wechsler Intelligence Scale for Children) 2 9 et
11 ans. Avant lanalyse des résultats, différents facteurs de confusion, notamment le statut socio-
économique, I'age et I'éducation de la mere, le nombre de visites prénatales, la parité, la race de 'enfant, le
sexe et le périmetre crinien a la naissance ont été considérés. La plombémie moyenne a 4 ans était de
7,01 £4,07 pg.dL-!. Les résultats de 'analyse ont mis en évidence une perte moyenne de 4,1 a 5,4 points du
QI global pour chaque augmentation de 10 pg.dL- de la plombémie a 4, 9 et 11 ans. Apres ajustement avec

les facteurs de confusion, la relation dose-réponse était linéaire.

Une autre étude longitudinale a montré que les baisses du QI observées pendant l'enfance pouvaient
petsister a 1'dge adulte (Mazumdar et al., 2011). La baisse du QI global était significativement liée a la
plombémie a 6 mois, a 4 ans et a 10 ans. A Idge adulte des tests neuropsychologiques supplémentaires ont

été menés et une relation a été trouvée entre le QI al'dge adulte et la moyenne des plombémies a 4 et 10 ans.

Une analyse regroupant 7 cohortes internationales (Boston, Cincinnati, Cleveland, Mexico, Port
Pirie, Rochester et la Yougoslavie) a permis d'estimer la relation entre les performances aux tests de QI des
enfants et la plombémie (Lanphear et al., 2005, 2019). Les tests de QI ont été réalisés a l'aide des échelles
d'intelligence de Wechsler lorsque les enfants avaient entre 4,8 et 7 ans. Aprés ajustement avec les facteurs
de confusion (i.e. la consommation d'alcool pendant la grossesse, le QI maternel, 1'age et le niveau
d'éducation de la mere), les auteurs ont observé une relation dose-réponse non-linéaire qui suit une relation
monotone (Figure 31) et montrant une diminution moyenne de 6,7 points de QI (ICa 95 %, 4,1 —9,3)
associée a une augmentation de la plombémie de 2,4 a 30 ug.dL1. Lorsque la plombémie augmentait de 2,4
a 10 pg.dL!) le QI diminuait de 3,8 points (IC a 95 %, 2,3 — 5,3). La diminution du QI global des enfants
était plus forte dans les plages de plombémie inférieure a 10 pg.dL! (Figure 31) sans que les auteurs puissent

expliquer le mécanisme derriere cette singularité.
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Figure 31 : Perte de QI en fonction de la plombémie des enfants agés entre 4,8 et 7 ans (Lanphear et al., 2019)

3.4.1.2. Altération de la fonction cognitive chez les enfants

Des études prospectives, réalisées dans des cohortes de nourrissons et de jeunes enfants avec des
moyennes de plombémies inférieures ou égales a 10 pg. dL-!, ont mis en évidence des diminutions de la
fonction cognitive, autre que la baisse du QI, en association avec une augmentation de la plombémie.
Différentes études ont utilisé I'indice du développement mental (MDI du test BSID) ce qui permet de
comparer les résultats d’'une étude a lautre (Dietrich et al., 1990; Hu et al., 20006; Jedrychowski et al., 2009;
Liu et al., 2014b). Les études ont constaté des diminutions des scores du MDI mesurés entre 6 et 36 mois

en association avec 'augmentation de la plombémie maternelle ou dans le cordon ombilical.

Dans I’étude de Hu et al. (2006), 146 femmes ont été suivies pendant leur grossesse a Mexico. La
plombémie maternelle a été mesurée pendant les trois trimestres de la grossesse et dans le sang de cordon a
I'accouchement. Un modeéle régression multivariée a été utilisé pour étudier la relation entre la plombémie
pendant les trois trimestres de la grossesse, le sang de cordon et les scores de MDI des enfants a I’age de
24 mois en prenant en compte des facteurs de confusion tels que I'age, le QI de la mére, la concentration
de Pb mesurée a 24 mois, le sexe, le poids et la taille des enfants. Les résultats de I'analyse ont mis en
évidence une relation négative entre les plombémies pendant les trois trimestres de la grossesse, le sang de
cordon et le score MDI des enfants a 24 mois, indiquant que plus les niveaux de Pb sont élevés, plus les
scores MDI des enfants sont bas, avec des associations plus fortes entre la plombémie au 1¢r trimestre et les
scores MDI, que ce soit dans le plasma ou dans le sang total. Ces résultats indiquent que Pexposition au Pb
pendant la période prénatale, en particulier le 1¢r trimestre, est associée a des effets sur la fonction cognitive

des enfants a I'age de 24 mois.
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Dans une cohorte polonaise, la médiane de la plombémie dans le cordon ombilical était de
1,23 pg.dL! avec 90 % des nouveau-nés qui avaient une plombémie inférieure ou égale a 5 ug.dL?!
(Jedrychowski et al., 2009). Une altération significative de la fonction cognitive a été confirmée entre le log
de la plombémie dans le cordon ombilical et le score MDI obtenu a I’age de 12 mois, a 24 mois et a 36 mois.
Les associations entre la plombémie et le score MDI ont été ajustées avec les facteurs de confusion (i.e.
éducation de la mere, ordre de naissance dans la fratrie, le sexe de 'enfant et 'exposition prénatale au
tabagisme passif). Les résultats de la baisse du score de MDI ont été confirmés par I’étude de Liu et al.
(2014b) dont la moyenne de la plombémie dans le cordon ombilical était de 3,87 1,61 pg,dL-1. Comme
dans la cohorte polonaise, la cohorte chinoise a été suivie de maniére longitudinale et le score de MDI a été
évalué a 6, 12, 24 et 2 36 mois. L’exposition prénatale et postnatale du Pb a des effets sur le développement
cognitif des enfants méme 4 des niveaux relativement bas de la plombémie. Cependant, la relation entre la

plombémie et le score MDI n’est pas linéaire.

3.4.2. Les troubles du développement sensorimotrice

La fonction sensorimotrice fait référence a I'interaction complexe entre le systeme sensoriel, qui
recoit et traite les informations sensorielles provenant de 'environnement, et le systeme moteur qui controle
le mouvement et les actions du corps. Cette fonction joue un réle dans la maniére dont I'individu interagit
avec son environnement. Plusieurs études prospectives ont examiné I'association entre 'exposition prénatale
et postnatale des enfants au Pb et I'altération de la fonction sensorimotrice (Baghurst et al., 1995; Chiodo et

al., 2004; Després et al., 2005; Téllez-Rojo et al., 2000).

En utilisant les données d’une étude prospective menée a Mexico, Téllez-Rojo et al. (2006) ont
¢évalué la relation dose-réponse entre la plombémie et le développement psychomoteur au moyen de I'indice
de développement psychomoteur (PDI du test BSID) a 1'age de 12 et 24 mois. La plombémie a été mesurée
dans le sang de cordon ombilical a la naissance et a 12 et 24 mois chez les enfants. Apres ajustement avec
les facteurs de confusion, une association significative a été trouvée entre le logarithme de la plombémie
mesurée a 24 mois et le PDI obtenu a 24 mois. Cependant, aucune association n’a été observée entre le

logarithme de la plombémie a 12 mois et le PDI a 12 mois.

L’étude de Chiodo et al. (2004) a évalué le lien entre un ensemble de déficits
neurocomportementaux, incluant des tests sur la motricité fine et sur l'intégration visuomotrice, et
Pexposition prénatale des enfants a I'age de 7,5 ans qui avaient une plombémie moyenne de 5,4 pg.dL-!.
Apres ajustement avec des facteurs de confusion, l'exposition au Pb était associée a un temps de réaction
plus lent. L'exposition au Pb était également liée 2 de moins bonnes performances sur la fonction
visuomotrice et ’étude a mis en évidence une relation linéaire entre le Pb et la fonction visuomotrice. Des
tests ont été réalisés en classant les plombémies en 4 groupes (< a 10 ug.dL-, = a 7,5 pg.dlil, =< a 5 pg.dL!
et < a 3 pg.dL). Des effets sur la fonction visuomotrice ont été identifiés aux niveaux les plus faibles de

plombémie (inférieure ou égale a 3 ug.dL1).
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La fonction visuomotrice a été évaluée dans une autre étude qui présentait des concentrations de
Pb deux fois plus élevées (Baghurst et al., 1995). Dans leur étude, Baghurst et al. (1995) ont examiné la
relation entre les niveaux de Pb avant et apres la naissance et la fonction visuomotrice chez des enfants agés
de 7 ans. La fonction visuomotrice chez les enfants était évaluée avec le Beery Developmental Test of Visual-
Motor Integration qui mesure la capacité d’un enfant a coordonner ses compétences visuelles et motrices pour
effectuer des tiches. La plombémie a été mesurée a la naissance (9,3 0,0 pg.dL! dans le sang de cordon
ombilical) et a différents temps de la vie de 'enfant (i.e. 6, 15, 24, 36, 48, 60, 72 et 84 mois). Apres avoir
tenu compte des facteurs de confusion tels que la parité, 'ordre de naissance, le QI de la mere et le statut
socio-économique de la famille, les auteurs ont mis en évidence une relation négative entre le logarithme de
la plombémie a tous les ages et les performances sur la fonction visuomotrice. Pour une augmentation de la
plombémie au cours de la vie de 10 pg.dL' a 30 pug.dL-!, le déficit estimé des performances visuomotrices

des enfants était de 1,6 point (IC a 95 %, 0,3 — 2,9).
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3.5.A retenir

e Le Pb est capable de franchir la barri¢re hématoencéphalique et la barriére liquide-sang céphalo-

rachidien.

e Le Pb altere la neurogenese et la synaptogenese, et induit un stress oxydant et la mort des
neurones par apoptose dans I’hippocampe.

e Le Pb est un antagoniste des récepteurs NMDA dans hippocampe.

e Le Pb altere la plasticité des synapses et la potentialisation a long terme.

e Le BDNF peut étre utilisé comme un biomarqueur d’effet du neurodéveloppement.

e La méthylation de PADN est considérée comme un biomarqueur de susceptibilité dans le
neurodéveloppement.

e Le Pb ades effets sur la fonction cognitive et sensorimotrice des enfants a des faibles
plombémies (= 10 pg.dL1).

e Les effets dose-réponse du Pb ne sont pas linaires.
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4. Evaluation des expositions a I’aide de données de biosurveillance

et modélisation PBPK

L’évaluation des expositions par modélisation de données de biosurveillance est une approche
utilisée pour estimer comment les substances chimiques interagissent avec le corps humain au fils du temps.
Cette approche combine a la fois la modélisation PBPK et les données de biosurveillance humaine pour
mieux comprendre les processus ADME dans 'organisme, ce qui facilite 'évaluation des risques potentiels
pour la santé humaine (Hays et al., 2007). La biosurveillance (ou HBM pour Human BioMonitoring en anglais)
est un volet du domaine de I’épidémiologie et qui consiste a surveiller 'imprégnation de la population
humaine (WHO, 2015). Elle joue un réle essentiel dans la surveillance et la réduction des effets néfastes sur
la santé humaine. Dans la suite, des généralités sur les études de biosurveillance sont présentées puis nous

nous intéresserons particulierement a une étude longitudinale frangaise d’enfants.

4.1. Les études de biosurveillance

Les études de biosurveillance consistent a évaluer I'exposition humaine aux substances chimiques
et leurs effets en mesurant la quantité de substances chimiques, leurs métabolites ou leurs produits de
réaction dans des fluides ou tissus humains (WHO, 2015). Les données HBM reflétent généralement la
charge corporelle partielle des substances, puisque les mesures sont généralement réalisées dans une seule
matrice biologique, mais elles englobent toutes les sources et voies d’exposition. L’évaluation de
I'imprégnation de la population a des substances chimiques et leurs effets sur la santé est pertinente pour
I’évaluation de 'impact sur la santé de toutes les substances chimiques présentes dans 'organisme humain,
qu’elles solent persistantes ou non (WHO, 2015). Pour les produits avec une demi-vie plus courte (i.e.
composés non-persistants), les données HBM reflétent une exposition récente tandis que pour les produits
avec une demi-vie longue (i.e. composés persistants), les données HBM reflétent I'exposition sur les
derniéres semaines, voir les dernieres années (e.g. cadmium) (WHO, 2015). Les études HBM permettent, de
maniére simultanée, le suivi de nombreuses substances par la mesure directe des concentrations des
substances dans différentes matrices ou par tout autres types d’outils de mesures de I'exposition indirecte
(i.e. questionnaires, matrices emploi-exposition) ou externe (i.e. dosimetre individuel, concentration dans
air, Peau et le sol) (Dereumeaux et al., 2016). Elles permettent une évaluation de la distribution de

substances chimiques dans la population en tenant compte de la variabilité individuelle de I'exposition.

Lors de campagne de biosurveillance, les mesures de concentration des substances peuvent étre
réalisées dans plusieurs matrices biologiques telles que le sang, 'urine, les cheveux, le lait maternel, la salive,
la sueur, les ongles, les selles et les dents (WHO, 2015). Les dosages sont généralement réalisés sur les
biomarqueurs d’intérét en utilisant des méthodes analytiques telles que la chromatographie en phase gazeuse
et en phase liquide ou la spectrométrie de masse. Les biomarqueurs d’exposition évaluent la présence d'une
substance chimique et/ou son métabolite dans des échantillons biologiques prélevés sur un organisme ou

le produit de l'interaction entre la substance et une molécule ou une cellule cible (i.e. les niveaux urinaires
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de Pb). Les biomarqueurs d’exposition sont exprimés en termes de concentrations mesurées directement

dans les matrices biologiques d’intérét ou en utilisant des modéles de calcul de dosimétrie interne.

De maniere générale, un biomarqueur d’exposition est caractérisé patr un schéma temporel
d’exposition et une cinétique d’élimination (Genuis, 2011). Cependant, cela varie entre les composés
petsistants par rapport aux composés non-persistants. Ainsi, 'interprétation de la valeur du biomarqueur
dépendra de la substance, mais aussi de la matrice biologique (Brochot, 2018). Généralement, une mesure
de concentration est suffisante pour estimer ’exposition individuelle a un composé persistant tandis que des
mesures répétées sont nécessaires pour les composés non-persistants, les mesures de biomarqueurs pouvant
varier considérablement au fil du temps en fonction des épisodes d’exposition (Dereumeaux et al., 2016;
Henriquez-Hernandez et al., 2022; Khoury et al.,, 2018). En fonction des objectifs, les études de HBM
peuvent étre centrées sur une sous-population (i.e. femmes enceintes, diabétiques, rurale) ou sur une tranche
d’age (i.e. nouveau-nés, enfants, adolescents ou personnes agées) ou un lieu géographique (i.e. population
urbaine ou rurale) (Dereumeaux et al., 2016; Henriquez-Hernandez et al., 2022; Henriquez-Herndndez et
al., 2021; WHO, 2015). Elles peuvent étre conduites a I’échelle d’une région, d’un pays ou d’un espace
géographique plus large.

La relation entre I'exposition externe aux substances et les concentrations dans différentes matrices
biologiques est présentée dans la Figure 32. Les expositions externes ne sont pas toujours corrélées avec les
expositions internes dans les différents organes et tissus (Hays et al., 2007). Ainsi, l'utilisation de la
biosurveillance permet définir de la quantité de substance chimique qui a franchi les barriere physiologique
pour induire une exposition interne (Henderson et al., 1989). La relation entre I'exposition externe et
Pexposition interne est déterminée par la TK qui décrit les processus ADME de la substance. Comme vue
dans la partie 2 du chapitre 1 sur ’état de I'art, différents modeles peuvent étre utilisés pour décrire et prédire

la TK des substances chimiques (Hays et al., 2007; Henderson et al., 1989).
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Figure 32 : Représentation schématique de la relation entre ['exposition et les concentrations dans les différentes matrices
biologigues, illustration traduite de Hays et al. (2007)

4.2. Interprétation des données de biosurveillance par dosimétrie

Les modeles p-PBPK peuvent étre utilisés dans le processus de la reconstitution des expositions
par dosimétrie directe ou inverse dont les principes sont présentés Figure 33 (Brochot et al., 2019; Clewell
etal., 2008; Lyons et al., 2008; Pouillot et al., 2022; Ruiz & Fowler, 2015). La dosimétrie directe est 'approche
conventionnelle par laquelle les mesures directes sur lexposition externe (ie. doses d’exposition
journaliéres) sont introduites dans les modeles p-PBPK pour estimer les expositions internes dans les
organes et tissus cibles (Ruiz & Fowler, 2015). La dosimétrie inverse est quant a elle utilisée pour estimer les
expositions externes qui sont susceptibles de conduire a des niveaux d’imprégnation observés dans les

matrices biologiques (e.g. urine, sang et cheveux) (Clewell et al., 2008).
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Figure 33 : Approche de dosimétrie directe versus dosimeétrie inverse

Durant les campagnes de biosurveillance, les mesures d’imprégnation sont généralement
accompagnées d’enquétes, le plus souvent sous la forme de questionnaires, pour déterminer dans quelle
mesure les individus sont exposés a une substance spécifique. Les données de biosurveillance peuvent étre
utilisées dans le domaine de la modélisation (e.g. modeles p-PBPK) pour déterminer les expositions externes
par I'approche de dosimétrie inverse (Brochot et al., 2019; Zeman et al., 2013). Dans le cadre de 'ERS,
I'approche de dosimétrie inverse est ainsi utilisée pour interpréter les données de biosurveillance (Clewell et
al., 2008). Toutefois, cette approche a ses limites puisqu’elle ne fournit pas des informations sur la durée ou
la fréquence des expositions (Miller et al., 2002; Sohn et al., 2004). Par conséquent, des hypotheses sur le

scénario d'exposition sont formulées a partir des questionnaires individuels.

L’étude de Zeman et al. (2013) a calculé les apports quotidiens de différents phtalates, notamment
le di-2-éthylhexyle (DEHP), a partir des concentrations urinaires de leurs métabolites chez les femmes
enceintes. [’étude s’est particulierement intéressée au DEHP pour lequel de fortes concentrations en
métabolites ont été mesurées dans les urines des femmes enceintes, notamment pour le principal métabolite,
le mono(2-éthylhexyl) phtalate (MEHP). La modélisation a servi a étudier la relation entre le temps

d’exposition et Pexcrétion des métabolites du DEHP.

En 2020, 'approche de dosimétrie inverse a été utilisée pour évaluer les risques de maladies rénales
chroniques et de cancer urinaire dus a la consommation d'arsenic inorganique (As) (Lin et al., 2020). Les
concentrations d’arsenic mesurées dans le sang chez 601 individus domiciliés a Taiwan ont été intégrées
dans un modele PBPK pour estimer les apports quotidiens en As. En combinant les informations sur les
apports quotidiens et le débit de filtration glomérulaire, les auteurs ont été capables de définir une dose de
référence pour I'apparition de maladie rénale chronique. Le rapport entre la dose de référence et les apports

quotidiens d’As a été utilisé pour estimer une marge d’exposition pour caractériser les risques.

Dans le cadre des modéles p-PBPK, I'approche de dosimétrie inverse mis en ceuvre par Brochot et
al. (2019) a permis d’estimer les expositions internes aux composés perfluoroalkyles (PFOA et PFOS) chez

les femmes enceinte et leur feetus. Par la modélisation, les auteurs ont montré que le profil d’exposition
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interne au PFOA et au PFOS varie selon les feetus avec un tiers des feetus qui avaient des niveaux d’un
composé toujours supérieurs a ceux de autre composé. Le modeéle p-PBPK sur le bisphénol A (BPA) a été
développé pour simuler les expositions internes chez le feetus pendant la grossesse (Sharma et al., 2018).
Les concentrations de BPA mesurées dans le sang de cordon ombilical, le foie du feetus et dans le liquide
amniotique lors des études de biosurveillance ont été utilisées pour évaluer les concentrations prédites chez
le feetus. Les concentrations prédites dans ses organes étaient plus élevées au milieu du 204 trimestre de la
grossesse qu’a la fin et étaient en accord avec les données observées pendant les études de biosurveillance.
Cependant, les auteurs ont noté que le BPA présentait une forte variabilité au niveau des concentrations
dans le temps en raison de son absorption rapide et de sa courte demi-vie (Sharma et al., 2018). Cela a

compliqué la capacité a prédire ses variations.

4.3. L’étude Longitudinale Francaise depuis 'Enfance (Elfe)

L’étude longitudinale francaise depuis 'enfance (Elfe) est une étude d’envergure nationale qui a
permis de recruter plus de 18 000 enfants nés en France métropolitaine en 2011 (Dereumeaux et al., 2016).
Cela représente 1 enfant sur 50 nés en 2011. Les enfants sont suivis depuis leur naissance afin de caractériser
la relation entre les expositions a différentes substances environnementales, dont le Pb, et le contexte socio-
économique sur le développement de enfant (Dereumeaux et al.,, 2016). Les enfants de cette cohorte ont
actuellement 12 ans, mais I'étude se poursuivra jusqu'a ce qu'ils atteignent I'dge adulte. La cohorte est pilotée
par I'Institut national d’études démographiques (Ined) et 'Institut national de la santé et de la recherche
médicale (Inserm), en partenariat avec I’Etablissement Francais du Sang (EFS) et avec le soutien du ministére
de la Santé et de la prévention, du ministere de la Transition écologique et solidaire, du ministére de

I’Enseignement supérieur et des institutions publiques (CAF, INSEE et Santé publique France).

En raison de la complexité inhérente a la mise en place d’une telle étude, le protocole de la cohorte
Elfe a subi de nombreuses étapes de planification avant le démarrage de I’étude en 2011. Entre 2007 et 2008,
une enquéte pilote a été menée dans différentes maternités pour tester la faisabilité de I’étude Elfe (Pirus et
al., 2010). L’enquéte pilote a permis de recruter 300 familles dans différentes régions de France
métropolitaine (i.e. Auvergne-Rhone-Alpes, Bourgogne-Franche-Comté, Hauts-de-France et Tle-de-

France). Le but étant de valider la méthodologie qui sera mise en ceuvre dans la cohorte Elfe.

La dimension longitudinale, avec le modele de la /fe course approach est une des caractéristiques de la
cohorte Elfe. L’objectif de cette méthodologie est de comprendre comment les expositions aux substances
chez les adultes pendant la grossesse et ’enfance influent sur le développement de maladies ou d’accidents
de santé survenant a ’age adulte (Pirus et al., 2010). Cette approche part du postulat que la santé d’un
individu est influencée par une série de facteurs et d'événements qui se produisent depuis la période
prénatale jusqu'a la fin de la vie, et que ces facteurs sont interconnectés. Ainsi, I'ordre chronologique des

événements et les interactions entre eux est essentiel dans ce type d’étude.

La cohorte est basée sur une approche pluridisciplinaire puisqu’elle permettra de répondre a des

questions en relation avec les domaines de 1'épidémiologie, de la santé publique et des sciences sociales
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(Pirus et al., 2010; Vandentorren et al., 2009). Ces domaines ont été délimités lors de la phase de planification
avec notamment I’étude pilote. Nous allons voir par la suite les objectifs de la cohorte Elfe, et comment

I’échantillon de population a été constitué et nous finirons avec les grandes étapes de la cohorte.

4.3.1. Les objectifs scientifiques

Afin de garantir la dimension pluridisciplinaire de ’étude, 14 thématiques ont été définies : trois en
sciences sociales, quatre en santé publique, trois en santé environnementale et quatre transversales aux trois
disciplines. Dans la thématique santé environnement, qui est celle qui nous intéresse le plus, les objectifs de

I’étude sont (Pirus et al., 2010) :

e FEvaluer Pimpact de I'environnement prénatal sur la santé des enfants au travers des indicateurs
d’exposition et de biomarqueurs qui seront recueillis a la naissance.

e Evaluer limpact de environnement familial sur le développement des enfants, la situation socio-
économique, environnement culturel et social sur le développement des enfants.

e  Evaluer les comportements des enfants et des parents vis-a-vis de I’alimentation, I’activité physique,
des apprentissages réalisés en famille, des activités culturelles, a l'exposition aux médias et aux
nouvelles technologies

e Evaluer Penvironnement physico-chimique avec un intérét porté sur Pexposition aux polluants

« émergents », 4 la pollution atmosphérique et aux poussieres.

4.3.2. Le design de I’étude

Dans le cadre de la cohorte Elfe, les enquétes débutent au moment de la naissance, et non en cours
de grossesse (Vandentorren et al.,, 2009). Les meres qui accouchaient en France métropolitaine ont été
approchées pendant des jours spécifiques choisis par 'Insee et qui correspondent aux quatre premiers jours

de chaque trimestre (Vandentorren et al., 2009), a savoir :

1¢re période : les enfants nés les 28, 29 mars, 1<, 2, 3, 4 avril 2011

2¢ période : les enfants nés les 27, 28 juin, 1<, 2, 3, 4 juillet 2011

3¢ période : les enfants nés les 27, 28 septembre, 1¢, 2, 3, 4 octobre 2011
4e période : les enfants nés les 12, 13, 16, 17, 19, 20 décembre 2011.

YV V V V

Cette technique de recrutement a permis d’avoir une représentativité de I'échantillon tout en prenant
en compte les variations saisonnieres. Les collectes biologiques ont été réalisées directement par les équipes

des maternités et les échantillons confiés a PEFS.

Les différentes étapes de la cohorte Elfe sont réalisées en collaboration avec des enquéteurs
professionnels. L’appui de « personnels soignants pour 'observation en maternité, les médecins lors du
recueil d’informations plus techniques sur la croissance, les vaccinations, le développement psychomoteur,
et des enseignants pour 'observation des apprentissages des enfants » a été nécessaire (Elfe, 2023a). Les
grandes étapes de la cohorte Elfe sont reportées dans la Figure 34. A la maternité lors de 'accouchement,

un questionnaire a été transmis aux meres afin de recueillir des informations sur la grossesse et
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I'accouchement et de réaliser des prélevements biologiques dans le sang du cordon ombilical, les urines de
la mere, le sang veineux, les cheveux et le lait maternel. Les meéres étaient aussi questionnées sur leur
alimentation et les expositions environnementales (Elfe, 2023b; Vandentorren et al., 2009). Les enquétes
aupres des parents ont été poursuivies 6 mois apres la naissance puis a 1, 5, 8 et 10 ans. Entre 3 et 12 mois,
les questionnaires ont permis de collecter des données anthropométriques (i.e. poids, taille) et sur la nutrition
des nourrissons. Dés que les enfants avaient I’age de rentrer a I'école (environ 3 ans et demi), ils ont été
directement sollicités pour évaluer leurs fonctions psychomotrices. D’autres prélevements biologiques

seront réalisés a certaines étapes clés du développement.
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Telephone interview,

Interview survey

Medical exam, School medicine

Interview survey,
Medical exam, School medicine

Figure 34 : L es grandes étapes de la cohorte Elfe, illustration tirée de 1 andentorren (2009)



4.3.3. Les données Elfe pour le plomb

Un certain nombre de métaux, incluant le Pb, et de composés organiques a été mesuré chez les
nouveau-nés. La liste des métaux et la distribution des concentrations (Tableau 7) est celle rapportée par
Dereumeaux et al. (20106). Les métaux, a 'exception du mercure, ont été quantifiés dans le sang de cordon
ombilical des nouveau-nés (plomb) et I'urine des femmes enceintes (aluminium, antimoine, cadmium,

césium, chrome, cobalt, nickel, étain, uranium, vanadium) par spectrométrie de masse a plasma inductif

(ICP-MS).
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Tablean 7 : Résultats pondérés des teneurs urinaires en métaux chez, les femmes enceintes francaises ayant acconché en 2011 (Dereumeanx: et al., 2016)

Biomarqueurs n % >L0Q GM (CI95% GM) P25 P50 P75 P95 (CI 95% P95)
Plomb (ug/L sang de cordon) 1968 99,5 8,30 (7,94 ; 8,68) 5,57 7,78 11,40 2430 (20,72 ;27,11)
Mercure (ug/g de cheveux) 1799 90,9 0,40 (0,37 ; 0,42) 0,24 0,42 0,72 1,39 (1,30 ; 1,51)
Aluminium (pg/L d'urine) 990 - - - - - ,
Antimoine (ug/L d'urine) 990 70,0 0,04 (0,04 ; 0,05) <LOQ 0,05 0,09 0,19 (0,18 ; 0,21)
Arsenic (pg/L d'urine) 990 100 11,04 (10,12 ; 11,89) 578 10,33 19,48 59,43 (48,42 ; 70,00)
Cadmium (pug/L d'urine) 990 87,8 0,12 (0,11 ; 0,13) 0,07 0,12 0,22 0,49 (0,41 ; 0,54)
Césium (pg/L d'urine) 990 100 4,93 (4,64 ; 5,25) 3,18 5,14 7,99 14,96 (13,51 ; 16,26)
Chrome (pg/L d'urine) 990 96,2 0,30 (0,27 ; 0,34) 0,19 0,33 0,68 1,74 (1,37 ; 2,05)
Cobalt (ug/L d'urine) 990 100 0,85 (0,80 ; 0,91) 0,47 0,85 1,51 3,11 (2,83 ; 3,42)
Nickel (ug/L d'urine) 990 98,7 1,38 (1,30 ; 1,47) 0,81 1,50 2,34 4,96 (4,37 ; 5,52)
Etain (ug/L d'urine) 990 90,5 0,29 (0,25 ; 0,33) 0,14 0,33 0,75 2,82 (2,19 ; 3,60)
Uranium (pg/L d'urine) 990 27,6 NC <LOD <LOD <LOD 0,02 (0,02 ; 0,03)
Vanadium (pg/L d'utine) 990 95,6 0,28 (0,25 ; 0,31) 0,17 0,30 0,51 1,41 (1,02 ; 1,95)
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Le Pb a été détecté a des niveaux mesurables (i.e. supérieur a la limite de quantification) dans 99,5 % des
échantillons. La limite de quantification (LOQ) et la limite de détection (LOD) du Pb par ICP-MS étaient respectivement
de 0,06 pg.dL! et 0,2 pg.dL-!. La plombémie moyenne mesurée dans le sang de cordon ombilical était de 0,830 ng.dL-!
avec un P95 de 2,43 pg.dl! (Dereumeaux et al., 2016). La Figure 35 représente I’histogramme de la distribution de la
plombémie chez les nouveau-nés sans considérer les valeurs sous la limite de quantification. Parmi les 1 659 nouveau-
nés, 2,7 % (44 sur 1 659) avaient une plombémie égale ou supérieure au niveau de vigilance établie par le HCSP (2014)
pour définir le saturnisme infantile, tandis que 0,6 % (10 sur 1 659) présentaient des valeurs de plombémie égales ou

supérieutes au niveau d'intervention rapide.
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Figure 35 : Distribution de la plombémie dans le sang de cordon des nouvean-nés de la cohorte Elfe par rapport a la définition du
saturnisme infantile tel que définie par le HCSP (2014)
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4.4.A retenir

e La biosurveillance permet de mesurer 'imprégnation de substances chimiques dans la population
générale.

e Les données de biosurveillance peuvent étre utilisées dans le processus de la reconstruction des
expositions avec les modéles p-PBPK par dosimétrie inverse.

e La cohorte Elfe permet le suivi de plus de 18 000 enfants nées en 2011 dans les maternités en
France métropolitaine.

e Le Pb fait partie de nombreux biomarqueurs mesurés dans le cadre de Iétude Elfe.

e 99,5 % des plombémies mesurées dans le sang de cordon ombilical des nouveau-nés Elfe étaient
supérieures a la LOQ.

o  2.7% (44 sur 1 659) des nouveau-nés Elfe avaient une plombémie égale ou supérieure au niveau
de vigilance établie par le HCSP (2014) pour définir le saturnisme infantile, tandis que 0,6 % (10

sur 1 659) présentaient des plombémies égales ou supérieures au niveau d'intervention rapide.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Le Pb est un neurotoxique capable de traverser la barriere hématoencéphalique et le liquide céphalo-rachidien
pendant la période prénatale, ce qui a pour conséquence d’exposer les tissus cérébraux du feetus. Les effets du Pb peuvent
apparaitre a des gammes de concentrations faibles et 'inquiétude est d’autant plus forte que les études expérimentales
montrent que la vulnérabilité des organes en développement, notamment le cerveau, peut varier considérablement au
cours de la grossesse (Mendola et al., 2002). Les principaux processus du développement du SNC (i.e. neurogenése,
synaptogenese, apoptose) débutent pendant la période prénatale et peuvent présenter une sensibilité a exposition aux
produits environnementaux (Rice & Barone, 2000). Une exposition prénatale est corrélée a des altérations de la fonction
cognitive chez les enfants (Bellinger et al., 1990; Hu et al., 2006) avec des effets qui peuvent persister jusqu’a I’age adulte

(Mazumdar et al., 2011).

La grossesse est un état physiologique particulier dans lequel on observe une augmentation de I'exposition
maternelle interne au Pb. Pendant cette période, il y a une augmentation de la vitesse du renouvellement de I’os maternel
qui conduit a un relargage du Pb osseux dans le sang maternel. Dans la circulation sanguine de la mére, le Pb va étre
capable de traverser les membranes du placenta et induire une exposition prénatale du feetus (Goyer, 1990; Gundacker
& Hengstschliger, 2012). La TK du Pb chez le feetus pendant la période prénatale est mal comprise. Les concentrations
de Pb dans l'organisme et a différents stades de la grossesse ne sont pas connues. Durant les campagnes de
biosurveillance, I’évaluation de 'exposition prénatale est réalisée a partir d’'une seule mesure de concentration dans le
sang de cordon ombilical obtenue a I'accouchement. Cette information est insuffisante pour évaluer 'exposition
prénatale pendant la grossesse, car elle donne une indication de I'exposition pendant les derniéres semaines de la
grossesse et non pendant toute la période de la grossesse. Pour des raisons éthiques, exposition prénatale ne peut pas
étre mesurée pendant tout la grossesse, mais elle peut étre modélisée au moyen de modeles mécanistiques tels que les
modeles p-PBPK. Ces derniers peuvent étre utilisés pour simuler la distribution du Pb dans différents organes et tissus

du feetus tout au long de la grossesse.

11 existe des modeles TK sur la distribution du Pb (voir paragraphe 2.6), qui prennent en compte ou ne prennent
pas en compte la physiologie du corps humain (EPA, 1994; EPA, 2019; Leggett, 1993; O'Flaherty, 1998; Sharma et al.,
2005). Parmi les modeles physiologiques, aucun n’intégre la grossesse et la croissance du feetus. Dans le cadre de cette
these, nous proposons de développer un modele p-PBPK pour le Pb pour prédire I'exposition prénatale a partir de
données de biosurveillance mesurées dans le cordon ombilical. Pour répondre a la question sur I’évolution des
expositions internes chez le feetus pendant toute la période de la grossesse, les données de biosurveillance peuvent étre
exploitées en dosimétrie inverse pour déterminer les doses d’exposition quotidiennes des meres puis en dosimétrie
directe pour simuler les expositions internes des fcetus. La demi-vie du Pb dans les os est longue d’environ 10 a 20 ans.
Cela entraine une variation de la charge corporelle en Pb dans I'organisme au cours de la vie. Ainsi, il est nécessaire
d’utiliser la méthode de la dosimétrie inverse avec modélisation PBPK pour estimer les doses d’exposition quotidiennes

au Pb chez les femmes depuis leur naissance jusqu’a la fin de leur grossesse.

» Dans un premier temps, nous allons développer un modéle p-PBPK a partir d’un modéle PBPK adulte

préexistant (O'Flaherty, 2000). Pour ce faire, nous tiendrons compte de processus physiologiques qui

118



évoluent chez les femmes enceintes (i.e. débit cardiaque, hématoctite, flux sanguins, volumes de certains
organes). Le remodelage supplémentaire de I’os maternel et le passage placentaire du Pb jouent un role
dans les expositions prénatales du feetus. Ces deux processus seront intégrés dans le modeéle a partir
des informations de la littérature. Nous tiendrons compte de la croissance des organes feetaux, tels que
les os. Une analyse de sensibilité sera réalisée pour mettre en évidence les facteurs qui influencent les
expositions internes du feetus pendant les trois trimestres de la grossesse. Et enfin, les données de la
littérature sur les plombémies dans le cordon ombilical et la plombémie maternelle a ’'accouchement
seront utilisées pour évaluer les prédictions de notre modele.

Dans un second temps, le modele p-PBPK sera appliqué aux données de biosurveillance issues de la
cohorte Elfe pour simuler les concentrations internes des feetus tout au long de la grossesse. La
variabilité interindividuelle sera intégrée dans notre modele. Le cerveau du feetus est un organe d’intérét
dans le cadre de cette these. Les concentrations de Pb des feetus de la cohorte Elfe seront simulées et
comparées a des concentrations 7 vitro et ex vivo qui ont montré des effets sur le neurodéveloppement.
Dans cette partie, nous discuterons de la mise en perspective des études iz vitro et ex vivo avec un AOP

sur le neurodéveloppement.
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CHAPITRE 2 : DEVELOPPEMENT D’UN MODELE p-PBPK POUR LE PLOMB
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CHAPITRE 2: DEVELOPMENT OF A PHYSIOLOGICALLY BASED
TOXICOCINETIC MODEL FOR LEAD IN PREGNANT WOMEN:
THE ROLE OF BONE TISSUE IN THE MATERNAL AND FETAL
INTERNAL EXPOSURE

Résumé

Des études épidémiologiques ont montré des associations entre l'exposition prénatale au Pb et des effets
neurodéveloppementaux chez les jeunes enfants. Les effets peuvent se traduire par une altération de la fonction cognitive
(e.g. baisse du QI, problemes d’apprentissage et de la mémoire). L'exposition prénatale est généralement caractérisée en
mesurant la concentration de Pb dans le sang de cordon ombilical a la naissance ou dans le sang maternel pendant la
grossesse. Pour des raisons éthiques, les mesures de I'exposition interne chez le feetus sont impossibles pendant la
grossesse. Pour évaluer l'exposition interne au Pb pendant la vie prénatale, nous avons développé un modele
pharmacocinétique basé sur la physiologie de la grossesse (p-PBPK) pour simuler les expositions internes de Pb dans
les organes et tissus fcetaux tout au long de la grossesse. Un modeéle PBPK préexistant pour le Pb a été adapté a la
physiologie des femmes enceintes et a la croissance du feetus. Le processus physiologique du renouvellement
supplémentaire de 'os maternel, qui entraine la libération du Pb osseux dans le sang, et le transfert placentaire du Pb
ont été intégré dans le modele. Les valeurs des parameétres relatifs a ses deux processus ont été estimées par inférence
bayésienne. Le début du renouvellement supplémentaire de 'os maternel a été estimé a 21,6 semaines. Les transferts
placentaires ont été estimés entre 4,6 et 283 L.jour! a la naissance avec une variabilité interindividuelle élevée. Une fois
calibré, le modele p-PBPK a été utilisé pour simuler I'exposition interne du feetus au Pb, qui varie considérablement tout
au long de la grossesse avec deux pics de concentration de Pb dans le sang et dans le cerveau 2 la fin du 1¢ et du 3éme
trimestre de la grossesse. Les tésultats de I'analyse de sensibilité montrent que les niveaux de Pb dans le sang feetal sont
influencés par la charge osseuse maternelle en Pb di au renouvellement supplémentaire de ’'os maternel et a la formation
du tissu osseux chez le feetus a différents stades de la grossesse. Coupler le modele p-PBPK avec un modele d'effet tel

qu'un chemin d’effet néfaste (AOP) pourrait aider a prédire les effets du Pb sur le neurodéveloppement des enfants.
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Highlights
e A PBPK model for lead was extended to pregnancy and fetal development
® Maternal bone remodeling increases blood lead levels in the 27d and 3td trimesters
® Ossification in the fetus induces a decrease in the exposure of the other organs

® A high inter-individual variability was estimated for the placental transfer rates
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Abstract

Epidemiological studies have shown associations between prenatal exposure to lead (Pb) and neurodevelopmental
effects in young children. Prenatal exposure is generally characterized by measuring the concentration in the umbilical
cord at delivery or in the maternal blood during pregnancy. To assess internal Pb exposure during prenatal life, we
developed a pregnancy physiologically based pharmacokinetic (p-PBPK) model that to simulates Pb levels in blood and
target tissues in the fetus, especially during critical periods for brain development. An existing Pb PBPK model was
adapted to pregnant women and fetuses. Using data from literature, both the additional maternal bone remodeling, that
causes Pb release into the blood, and the Pb placental transfers were estimated by Bayesian inference. Additional
maternal bone remodeling was estimated to start at 21.6 weeks. Placental transfers were estimated between 4.6 and
283 L.day! at delivery with high interindividual vatiability. Once calibrated, the p-PBPK model was used to simulate
fetal exposure to Pb. Internal fetal exposure greatly varies over the pregnancy with two peaks of Pb levels in blood and
brain at the end of the 15t and 3 trimesters. Sensitivity analysis shows that the fetal blood lead levels are affected by the
maternal burden of bone Pb via maternal bone remodeling and by fetal bone formation at different pregnancy stages.
Coupling the p-PBPK model with an effect model such as an adverse outcome pathway could help to predict the effects

on children’s neurodevelopment.

Keywords: p-PBPK model, lead, metal, pregnancy, bone remodeling, resorption, placental transfer, fetus exposure,

Monte Carlo simulations, parameter estimation.
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1. Introduction

Lead (Pb) is a public health concern due to adverse effects on humans, especially on children and fetuses (ATSDR,
2020; WHO, 2021b). Most of the effects of Pb exposure are related to the development of the central nervous system
(CNS), and of the renal and cardiac systems (ATSDR, 2020) in children and fetuses. Indeed, in addition to increasing
premature birth rates and low birth weights, iz ufero exposure increases occurrence of inadequate intrauterine growth
and cognitive impairments with damage to fine motor skills (ATSDR, 2020). Furthermore, prenatal Pb exposure, even
at blood lead levels (BLLs) below 50 pg/L (ANSES, 2013, 2019), can alter brain development and could lead to
behavioral difficulties, learning disabilities and lower intellectual quotient (IQ) (Bellinger, 2008; Jusko et al., 2008).
Although Pb toxicity has been proven for several decades, decreasing exposure of the human populations to Pb is still
a priority. Recently, a series of scientific and policy-related questions on Pb exposure and its health effects were opened
by the European Human Biomonitoring Initiative (HBM4EU) (Szigeti, 2019). In particular, the placental transfer of Pb
during prenatal exposure needs to be better characterized. Government actions to limit human Pb exposure have
reduced BLLs in the general population (ANSES, 2019; DGS, 2012; HCSP, 2014). The French National Authority for
Health gives recommendations to identify and manage Pb exposute and has proposed a maximum BLL of 50 ug/L with
mandatory reporting for over-exposed women of childbearing age and children (HAS, 2003). Understanding and

quantifying Pb transfers to fetuses during pregnancy may help refining these recommendations.

Pb absorption in humans depends on several factors including the route of exposure, nutritional status, health and age
of the individual (ATSDR, 2017, 2020; Barltrop & Meek, 1979; Garnier, 2005; Markowitz, 2000). In adults, about 90%
of Pb body burden is found in bones and teeth and about 73% in children (Barry, 1975). Pb is mainly excreted in urine
and bile (ATSDR, 2020) with a half-life in adults of about 30 days in blood and of 10 to 20 years in bone (Rabinowitz,
1991; Rabinowitz et al., 1976). However, the half-life of Pb in blood varies depending on age and duration of exposure.
Thus, in children aged 1 to 4 years, the half-life of Pb in blood has been calculated to be between 10 months and 38
months (Manton et al., 2000). Pb is a bone-secking element that forms highly stable complexes with phosphate (Da
Costa & Sigel, 1999). Pb is deposited in bones and can be released in blood due to bone remodeling process (O'Flaherty,
2000). During pregnancy, the high fetal demand for calcium to form bones and teeth increases the maternal bone
remodeling, especially during the 27 and 3t trimesters. During pregnancy, Pb in bones is mobilized and released in the
blood circulation. Such a release can contribute to increase the BLLs of pregnant women up to 88% during the 2nd
trimester (Gulson, Mizon, et al., 2016; Gulson, Taylor, et al., 2016; Lamadrid-Figueroa et al., 2006; Rothenberg et al.,
1994; Tellez-Rojo et al., 2017), leading to U-shaped pattern of BLLs (Ettinger et al., 2009; Gulson, Mizon, et al., 2016;
Hu et al., 2006). Fetal Pb exposure is driven by a combination of factors, such as the passage of Pb through the placental
barrier, the maternal internal exposure, and the Pb kinetics in the developing fetus. Several studies have shown that the
BLLs in the mother and the fetus (umbilical cord at delivery) are positively correlated (Al-Saleh et al., 2014; Dalili et al.,
2019; Kim et al., 2018; Rudge et al., 2009). Gulson ¢# /. (Gulson et al., 2003) also showed that approximately 80% of Pb
in cord blood at delivery originates from maternal bone Pb. Because Pb accumulates in bone, ossification in the fetus
may also impact the Pb kinetics as this process is not continuous over pregnancy and begins between the 7% and 13%

week after fertilization of the ovum (Breeland G, 2022; Jeffery & Spoor, 2004).
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Fetal exposure throughout pregnancy remains uncertain since the only exposure data available are often the Pb levels in
cotd blood at delivery. Physiologically based pharmacokinetic or toxicokinetic modeling (PBPK/PBTK) is a powerful
tool for simulating the concentrations of xenobiotics in living organisms over a time period. Such models integrate data
to describe the absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME) of compounds (Kuepfer et al., 2016). The
potential impact of age-specific or population-specific characteristics on the internal exposure in blood and organs can
be accounted for by integrating specific physiological and biochemical data in those models. PBPK models are
increasingly used to improve risk assessment and drug development for sensitive populations including pregnant women
and children (Beaudouin et al., 2010; Lu et al., 2012; Wang et al., 2021; Yoon & Clewell, 2016; Yoon et al., 2019).
Physiological changes in pregnant women and fetuses such as increased hematocrit, cardiac output, glomerular filtration,
and organ volumes can impact the compound’s ADME (Coppola et al., 2021). Including these changes in PBPK models
allow to understand the impact of those changes on compound kinetics in pregnant women and to predict the internal

exposure of fetuses (Brochot et al., 2019; Codaccioni & Brochot, 2020).

Several kinetic models for Pb in humans have been published, notably the Leggett model (Leggett, 1993), the O’Flaherty
model (O'Flaherty, 2000), and the AALM (All-Ages Lead Model) model (EPA, 2014). All three models describe Pb
disposition in blood and several organs from birth to adulthood. Leggett’s model was used, among others, to determine
the doses of Pb isotopes in chronically exposed people. In that model, Pb transfers between organs are not related to
physiological processes, unlike in the O’Flaherty model. The latter integrates body weight and age dependent
physiological parameters (eg, organ blood flows and volumes). Another difference between these two models is the
description of the structure and the Pb exchanges in bones. Bone-to-blood mobilization modeled with physiological
processes is only integrated in the O’Flaherty model. The AALM model was recently developed and is based on both
the O’Flaherty and Leggett models. A multimedia exposure model was also added to account for several exposure
sources and routes. Combined with an exposure assessment, these kinetic models can be used to simulate BLL and
internal tissue exposure in populations. Recently, the O’Flaherty PBPK model was used by Sy e a/. (Sy et al., 2023) to
set up an integrative modeling framework to assess the long-term exposure to Pb of the general population in four
European countries. Their model was designed to account for the effect of past and current exposures to predict Pb
levels until the 2070s. Another recent application is the study by Tebby ¢f a/. (Tebby et al., 2022) that estimated the BLL

in children at several ages in France using spatialized exposure data.

In this paper, we propose to extend the PBPK model for Pb developed by O’Flaherty to pregnant women and their
fetuses. The anatomical and physiological changes during pregnancy were integrated. In particular, the additional bone
remodeling in pregnant women and the ossification in the fetus were modelled based on published data. The placental
transfers between the woman and the fetus and the parameters of additional bone remodeling in women were estimated
by Bayesian inference. The pregnancy PBPK (p-PBPK) model was then evaluated using sensitivity analysis and by

comparing the predicted ratio of cord blood lead level over maternal BLL with data from the literature.
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2. Material and methods

2.1. Adaptation of the PBPK model for pregnancy

2.1.1. Pregnancy and fetal compartments
The pregnancy PBPK model (p-PBPK) for Pb was based on the model developed by O’Flaherty (O'Flaherty, 1991a,
1991b, 1991c; O'Flaherty, 1998, 2000). In this paper, the parameterization described in (O'Flaherty, 2000) was used.
Briefly, the O’Flaherty’s model simulates the Pb disposition from birth to adulthood following inhalation and ingestion.
The model includes seven compartments, including cortical bone, trabecular bone, liver, kidneys, blood, pootly-perfused
and well-perfused tissues. Pb is distributed to the organs by the plasma: the levels in the organs are driven by
tissue:plasma partition coefficients and limited by blood flows. Excretion occurs in kidney and liver via urine and bile,
respectively. Total excretion is modeled as a function of the glomerular filtration rate (GFR). The structure of the bone
compartments and the exchanges that govern them are central in this PBPK model. The model makes a distinction
between cortical and trabecular bones (O'Flaherty, 1991c¢). Cortical and trabecular bones are divided into mature and
juvenile bones. Pb uptake is modeled in cortical and trabecular bones and Pb elimination from bones is based on
physiological mechanisms such as osteoporosis in the case of normal bone loss in human aging and remodeling of the
mature bone. In childhood, simultaneous bone resorption and formation result in a net increase of bone mass, whereas
in young adults there is no change in bone mass. The rates of bone formation and resorption are age-dependent. Some
physiological parameters of the PBPK model depend on age (i.e., the absorbed fraction of Pb in the gastrointestinal
tract, hematocrit and total clearance from plasma) or body weight (z.e., respiration rate, glomerular filtration rate, cardiac

output, blood flows, organ volumes, bone volume, bone mass and bone density).

The p-PBPK model for Pb (Figure 36) was developed by adapting the O’Flaherty model to the pregnant woman and
her fetus. The adipose tissues and mammary glands compartments were added to the maternal sub-model. The fetal
sub-model includes the same compartments as the maternal one without the mammary glands. A brain compartment
was included in both the maternal and fetus models because of Pb effects in fetal brain development and to ensure
consistency between the maternal and fetal sub-models. The placenta forms a complex and dynamic interface between
the fetus and the mother and governs the feto-maternal exchanges (Turco & Moffett, 2019). The placenta is formed by
an inner cytotrophoblast layer and an outer multinucleated syncytiotrophoblast layer. The Pb exchanges between the
maternal and fetal sides of the placenta were modeled by diffusion (Caserta et al., 2013; Goyer, 1990; Gundacker &
Hengstschliger, 2012); these exchanges are the only routes of uptake and elimination of Pb by the fetus. A bidirectional
transfer constant between the maternal and fetal placentae was assumed. As proposed by Codaccioni e a/. (Brochot et
al., 2019; Codaccioni & Brochot, 2020; Dallmann et al., 2019), the rate of placental diffusion (RDy,;) was scaled to the
placental membrane exchange surface and to the thickness of syncytiotrophoblast, inducing an increase in placental

transfers during pregnancy:

Tsct (£)

sct

RD,, = KD, x CBP_PL X X St () (Eq. 1)
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Where KDy, is the constant of diffusion between both placentae during pregnancy (in L.dayl.dm2), RD), is the rate of
diffusion in the placenta in mg.day!, CBP_PL is the concentration of Pb in blood plasma in the placenta (maternal of
fetal) ng Ll Sgee(t) (in dm?) is the placental exchange surface as a function of fetal age (FA), Tse is the
syncytiotrophoblast thickness at the end of pregnancy (0.00009 dm) and T (t) is the thickness according to fetal age

(@in dm) (see the equations in Table S1 in supplementary data).

2.1.2. Parametrization of the p-PBPK model
Several maternal parameters were modified to incorporate their evolution during pregnancy. Changes in hematocrit,
glomerular filtration rate, cardiac output, blood flows and compartment volumes were modeled as functions of the
gestational age (GA), fetal age (F.A), or bodyweight (Abduljalil et al., 2021; Dallmann et al., 2017; Zhang et al., 2017a)
(see Table S1 in supplementary data). F.4 denotes the elapsed time since the ovum fertilization whereas GA considers
the time since the first day of the last menstrual period that precedes conception. Ovum fertilization occurs, on average,

2 weeks after the last menstrual period.

In the fetus, the cardiac output and the relative blood flow to the brain, kidneys, ductus venosus, portal vein and
umbilical cord were modeled as proposed by Abduljalil 7 2/ (Abduljalil et al., 2021). The blood flow in the hepatic sinus
was calculated as the difference between the flow through the umbilical cord and ductus venosus. The fraction of
umbilical cord blood flow attributed to the ductus venosus decreases with the progression of pregnancy which increases
the blood supply to the liver by the hepatic sinus. The liver blood flow was calculated as the sum of the hepatic artery
and portal vein blood flows. Changes in fetal hematocrit were modeled as described by Zhang ef a/. (Zhang & Unadkat,
2017b). All equations related to the blood flows in fetus and hematocrit are reported in Table S2 in supplementary data.
Excretion to and uptake from the meconium were assumed to be non-significant (Yang et al., 2020) and were not

modeled.
The fetus's body weight (BW in grams) was modeled using the following Gompertz equation (Luecke et al., 1994):

0.1974

= 0. X — X
BW; = 0.00137 exp<0.01306

[1—exp (—0.01306 x FA) ]) (Egq. 2)

where FA is the fetal age in weeks.

Fractional weights of fetal organs were either constant or modeled as a function of age. The values of mass of organs
ot tissues in newborns were set to the values reported by the ICRP (ICRP, 2002) and were used to calculate the relative
weights of bone, mammary glands, bone marrow, sexual organs, skin, urinary tract, gut, stomach and non-perfused bone
(See Table S3 in supplementary data). The relative weights of adrenals, brain, heart, skeletal muscle, pancreas, spleen,
thyroid, kidneys, lung and liver were calculated as a function of the age of the pregnancy (Beaudouin et al., 2010) (See
equation in supplementary data, section Volume of fetal organs). The relative weight of adipose tissue was calculated as
the difference between total weight of other perfused and non-perfused organs, and bodyweight. The density of organs
in the fetus was assumed to be equal to 1 except for adipose tissue and bones. The density of adipose tissue was set to
0.9 (Brown et al., 1997). The density of bone tissue in the fetus was modelled as increasing from 1.3 at the start of

ossification to 1.8 by extrapolating the equation in the O’Flaherty model (O'Flaherty, 2000). The modeling of bone
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growth in the fetus is discussed further in section 2.1.3. The density of bone tissue increased from 1.8 at birth to 1.9 in

adulthood as modeled in the O’Flaherty model (O'Flaherty, 2000).

Substance-specific parameters were set based on values used by O’Flaherty (O'Flaherty, 2000). Tissue:plasma partition
coefficients for adipose tissue and mammary glands were set to the value for pootly-perfused tissues given in the
O’Flaherty model (See Table S4 in supplementary data). The brain:plasma and placenta:plasma partition coefficients
were set to that of well-perfused tissues. The fetal tissue:plasma partition coefficients were assumed to be equal to the
maternal values. The fractional clearance of Pb from plasma into new bone in the fetus was set to that of the mother

(15,000 L of plasma cleared per L of bone formed).

2.1.3. Modeling of bone growth in the fetus
Bone growth during fetal life was described according to several assumptions. Firstly, the proportions of cortical and
trabecular bone volumes and blood flows wete assumed to be the same as in the maternal PBPK model. The main
difference compared to the maternal model is that all bone was assumed to be immature in the fetus over the whole
pregnancy. Before 13 weeks of .4, the bone compartment was assumed to be cartilage and no Pb accumulation occurs.
Between 13 and 26 weeks of 4, the relative volumes of cortical and trabecular bone increased linearly up to the values
at birth. After 26 weeks, the relative bone volumes remain constant. When the ossification starts (Z.e., after 13 weeks of
FA), Pb deposition into bone was modeled as in the maternal PBPK model, that is a function of Pb clearance from
plasma into forming bone, the rate of bone remodeling and the concentration of Pb in plasma (See the structure of bone

compartments in adult and fetus Figure S1 in supplementary data).
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Figure 36: Structure of the p-PBPK model for Pb. The mother’s exposure is by ingestion and the fetns’ exposure is mediated by simple
diffusion of Pb across the placenta. The Pb is eliminated through urine and bile in the mother.

2.1.4. Additional maternal bone remodeling during pregnancy
Data quantifying the maternal bone remodeling during pregnancy is limited. Biochemical markers such as free
pyridinoline (fPyr), free deoxypyridinoline (fDPyr) and N-telopeptide (NTx) can be used to assess bone resorption as
they are the degradation products of type I collagen. For instance, they are used to assess osteoporosis, fracture risk and
other bone diseases. Two studies have shown that bone resorption increases during the 2rd and 34 trimesters of
pregnancy (Black et al., 2000; Naylor et al., 2000). Increase of markers of formation, bone-specific alkaline phosphate
(BSAP) and procollagen extension peptide (P1CP) were also observed at the 3t trimester. We then included in our p-
PBPK model the increase of bone remodeling during pregnancy and it was modeled by additional formation and
resorption, under the assumption of constant bone volume and weight (Shahtaheri et al., 1999). The following equations
were used to compute the additional bone turnover (BRRP unitless) and rate of formation of bone (BFK in L.day™) in

the mother:
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if FA<STBR BRRP = 0.0

(Eq.3)
if FA = STBR BRRP = CABR x (FA—STBR)

BFR = FBFR x VBONE X (1+ BRRP) (Eq.4)

Where CABR is the coefficient representing the magnitude of additional remodeling (week-!), STBR is the age of the
fetus (in weeks) at which addition remodeling starts, FBFR is the fraction bone formation rate (day'), ’'BONE is the

bone volume (L).

2.2. Model calibration
The parameters for additional bone remodeling and placental diffusion were estimated by Bayesian inference using,
respectively, maternal BLLs over pregnancy and paired concentration data in the mothers and newborns at delivery.
Rothenberg’s study (Rothenberg et al., 1994) was used to estimate additional bone remodeling (parameters C.4ABR and
STBR). In their study, Pb in maternal blood was measured in 105 women living in the valley of Mexico between March
1987 and June 1992. Samples were taken from week 12 to week 36 of pregnancy. Among these women, the mean
gestational age was 39.9 weeks, and the mean maternal age was 27.5 years. Data from a separate study (Nashashibi et al.,
1999) was included to calibrate the diffusion constant of Pb in the placenta (KDy,; ). This study reported Pb levels in the
mother’s blood and cord blood at delivery in 47 mother-newborn pairs (Nashashibi et al., 1999). The gestational age
and the mother's age were not reported: for our simulations, we assumed a mean age of women of 29 and a gestational

age of 39 weeks at delivery.

From these two datasets, the parameters CABR and STBR were estimated as population parameters; KD); and the
interindividual variability of KD),; were estimated in a hierarchical model which produced an estimate of KDy,; for each
woman. Because the exposure of the women was not known, the daily intake (DI) of each woman was also estimated
independently for each woman assuming a constant exposure per unit body weight of the women since the birth. The
p-PBPK model was calibrated using a Bayesian approach with Markov Chain Monte Catlo (MCMC) simulations using
the Metropolis-Hastings algorithm. A non-informative uniform prior distribution between 0 and 30 was assigned to the
magnitude of additional bone remodeling, CABR. Accotding to Black ¢ a/. study (Black et al., 2000), markers of bone
resorption (Z.e., fPyr, fDPyr and NTx) were significantly increased from 14 weeks of gestation (p-value < 0.02). As a
result, a truncated normal prior distribution around 14 weeks with a coefficient of variation of 50% was assigned to
STBR and truncated between 12 and 29 weeks of F.4. A populational model was used to account for the interindividual
variability of placenta transfers. The individual placental transfers were lognormally distributed around a population
mean and a population standard deviation. The prior distributions of the population mean, KDp; and the geometric
standard deviation, SD_KD,,;, were log-normal distributions truncated between 104 and 0.5 L.dayl.dm~ and between
1 and 5, respectively. The DI was estimated for each mother. A prior uniform distribution between 0.1 and 100 pg.day
Lkg! was assigned. Three independent MCMC chains were launched with 60,000 iterations each. Results are based on
the last 10,000 iterations. The Gelman’s index, R, was used to assess convergence that was assumed to be achieved when

R was smaller than 1.1.
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2.3. Evaluation of the p-PBPK model for Pb

2.3.1. Sensitivity analysis
A sensitivity analysis (SA) using the Morris method (Moxris, 1991) was conducted as a preliminary screening to identify
the most influential parameters on the venous concentrations in the mother and fetus, the cord blood:mother blood
ratio, and the concentration in the fetus' brain at the end of each trimester of pregnancy (i.e., 13, 26 and 39 weeks). The
SA was run for a woman with pregnancy at 27.5 years and constantly exposed to 2 pg.day.kg! of Pb. Exposure was
started at age 10 to reach a steady state in plasma before the pregnancy. A total of 71 input parameters were selected for
this first step (See Table S5 in supplementary data). A uniform distribution of £5% around the mean values was assigned
for all parameters. The parameters with the highest impact on the model outputs were selected for a second step of SA
using the Sobol method (Hsieh et al., 2018; Sobol, 2001). The method decomposes the variance of the model outputs
into sums of variances of the input parameters. A uniform distribution of £10% was assigned to the value of parameters.

First- and total-order sensitivity indices, named FOI and TOI respectively, were calculated.

2.3.2. Uncertainty and variability analysis
Variability and uncertainty of fourteen influent parameters was considered in Monte Carlo simulations, except for the
parameters of Pb binding to red blood cells, to provide prediction intervals for model outputs. Model parameters
selected after SA were randomly sampled as reported Table S6 in supplementary data for a woman with pregnancy
starting at 29 years old and constantly exposed to 3.9 pg.dayLkg'! of Pb per day since birth. Gestation duration was set
to 39 weeks. The distributions of CABR, STBR and KD, parameters were based on the posterior distributions obtained

by model calibration.

2.3.3. Comparison with literature data
The p-PBPK model for Pb was evaluated using observed ratios between Pb levels in the umbilical cord and maternal
blood in five studies (Alemam et al., 2022; Gulson, Mizon, et al., 2016; J. Ladele et al., 2019; Ong et al., 1985; Yazbeck

et al,, 2007). Their characteristics are reported in
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Table 1. Blood samples were collected at delivery or within hours. Mean gestational age was reported in one study (J.

Ladele et al., 2019), otherwise, it was set to 39 weeks.
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Table 1: Characteristics of the paired data of umbilical cord and maternal blood used to evaluate the p-PBPK model. Data was collected at

delivery.
Reference Sar.np le Gestation Country Date
size age

Ong et al. (1985) 97 39 weeks * Malaysia From February 1983 to May 1984
Yazbeck et al. (2007) 15 39 weeks * France From December 2003 to Mai 2004
Gulson, Mizon, et al. (20106) 33 39 weeks * Australia 1997
J. Ladele et al. (2019) 269 35;26611;55'2 Nigeria From August 2014 to August 2016
Alemam et al. (2022) 158 39 weeks * Libya From January 2014 to May 2015

*Set to 39 weeks

2.4. Software

The p-PBPK model (DOI: 10.5281/zen0do.8032483) was developed in GNU MCSim (Bois, 2009; Maszle & Bois,

1997) version v6.2.0. Graphical representations were made using R version 4.2.2 (R Core Team, 2022). Data of bone
turnover markers and some BLLs were extracted from plots in the original publications with Plot Digitizer free software,

version 2.6.9 - 9 October 2020 (Huwaldt, 2014).
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3. Results

3.1. Model calibration

3.1.1. Estimation of the model parameters
The values of the convergence criterion R for the 3 MCMC chains were below 1.1 indicating that convergence was
reached for all parameters. Two mother-newborn pairs of the study of Nashashibi ez a/. (Nashashibi et al., 1999) were
excluded because the MCMC chains were not able to converge, probably due to high values of the observed ratio of the
cord blood over the maternal blood concentration (1.90 and 2.04). The posterior distributions of the estimated parameters
are reported in Table 2. The mean DI of the mothers from the Rothenberg’s study were estimated to 1.9 (£ 0.034)
ug.dayLkg! and 4.0 ( 1.2) ug.day'.kg! from the Nashashibi’s study. Regarding the placental transfers, the estimated
KDy, were highly variable between the mother-newborn pairs, as shown by the high value of the population standard
deviation SD_KDy,;. The rates of diffusion in the placenta were all estimated between 4.6 and 283 L.day ! at the end of
pregnancy. The population distribution of KDy, is represented in Figure 37 as a boxplot by sampling in the lognormal
distribution defined by the estimated population mean KDpand the estimated standard deviation of KDy (estimates
reported in Table 2); Figure 37 also represents the individual KDp;of the 45 mother-newborn pairs as dots on top of
the boxplot. The distribution of individual KD,,; appears to be uniform within a wide range (min=0.005 and max=0.311
L.day'.dm?) in contrast to the population distribution which has wider bounds (Figure 37). A positive correlation was
observed between CABR and STBR indicating that the later the onset of additional bone remodeling, the higher the
estimated magnitude of remodeling. A negative correlation was observed between the posterior distributions of CA4BR
and DI which indicates that, in the model outputs, higher additional bone remodeling is compensated by lower individual
daily intakes. There is no relationship between the diffusion constant in the placenta and additional bone remodeling

parameters. All Spearman correlation coefficients are available in supplementary data (Figure S2).
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Table 2: Specification of prior distributions and posterior values after calibrations.

Posterior distribution

Parameter name Abbreviation Unit Prior distribution
MPV}»  Median 95% CI ©

Coefficient of
additional bone CABR Unitless Uniform [0, 30]¢ 0.532 0.763 0.379 — 1.36
remodeling
Start time of Week of
additional bone STBR cex o NowmalT [14,7,12,29]* 194 20.6 17.6 — 23.4
remodeling pregnancy
Constant of 42 4 ‘
placental diffusion KDy L.day'.dm LogNormal [107%, 0.5] 0.0531 0.0430 0.0287- 0.0874
Variability of

anabiity 0 SD_KD,, L.day'.dm? Uniform [1, 5] 3.18 2.89 1.99 — 4.69

KDy,

a Uniform and Log uniform distribution [lowest bound, highest bound], Truncated normal distribution [mean prior,

coefficient of variation, lowest bound, highest bound].
b MPV stands for the Most Probable Value represented by the maximum likelihood.

©95% credibility interval.
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Figure 37: Boxplot of the lognormal distribution of the placenta transfer using the estimated mean and standard deviation of the constant of
Pplacental diffusion (K Dy ). 3000 simulations were run. The blue dots represent the 45 K Dpy values estimated during MCMC calibration.
3.1.2. Model fit to the calibration data

The estimated maternal BLLs and the 95% credibility interval (CI) during pregnancy are presented in Figure 38 with the
data used for model calibration (Rothenberg et al., 1994). All mean observations but one are encompassed in the 95%
CI. Estimated variability is slightly lower than measured variability represented as the standard error of the mean (SEM).
This can be explained by the fact that the model was calibrated with the mean data only, meaning that no variability
between women was accounted for. For instance, the same exposure was estimated for all women. The median predicted
maternal BLL decreased by 32% between the beginning of pregnancy and the start of additional bone remodeling (21

weeks of fetal age), mainly due to the hemodilution and the increase of the maternal volume of distribution. Between
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the beginning of the additional bone remodeling and the end of pregnancy, the predicted median BLL is increased by

19% because of Pb bone release into maternal blood.

10/ © Observed BLLs
— Median of BLLs
- - 95% Credibility interval
9.
-y
3 8
2
3
o 7]
o
64‘
5.

0 10 20 30
Age of pregnancy (weeks)

Figure 38: Blood lead levels (BLLs) following constant excposure in pregnant women. The dashed curve represents the 95% credibility
interval of BLLs. The solid line represent the median of BLLs. The red dots represent BLLs (geometric mean and standard error of the
mean (SEM)) of pregnant women measured in the Rothenberg et al. study (Rothenberg et al., 1994).

Figure 39A presents the goodness-of-fit graph for the Pb concentrations of the mother-newborn pairs (Nashashibi et
al.,, 1999). Most concentrations in the mother and fetus were predicted within a 1.1-fold error range (84%), and all BLLs
were predicted within a 2-fold error range, indicating a good agreement with the observations. Figure 39B presents the
cord blood:mother blood ratios. All predicted ratios were below 1.1, even for the pairs with an observed ratio above
that value (7.e., observed ratios reach 1.14, 1.17, 1.19 1.29 and 1.47). 98% of ratios were predicted in 2-fold error range

versus 22% in 1.1-fold error range. The median predicted cord blood:mother BLL ratio was 0.88.
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Figure 39: p-PBPK muodel calibration results for 45 mother-newborn pairs (Nashashibi et al., 1999): A) Predicted vs. observed blood lead
levels (BLLLs) at delivery in maternal blood and umbilical cord blood, logarithmic scale. B) Observed versus predicted ratios between
umbilical and maternal venous BLLs at delivery and interval of predictions. The black solid lines represent x=y and the dashed lines
represent a 1.1 (red) or 2 -fold error (grey) respectivel).

3.2. Influence of model parameters on Pb kinetics

The 10 most influential parameters were selected after SA using the Morris method for each model output at the 3
trimesters of pregnancy which resulted in the selection of a total of 25 parameters for the global sensitivity analysis. The
sensitivity of the blood concentrations in fetal brain (target organ) and the cord blood:mother ratio at the end of each
trimester of pregnancy to the selected model parameters are represented in Figure 40. The SA of BLLs in fetus and
mother are available in supplementary data (Figure S2). Parameters related to Pb binding to red blood cells (i.e., BIND
and KBIND) had an impact on Pb concentration in maternal blood (results shown in Figure S2) and cord blood:mother
blood ratio all along pregnancy. The accumulation in maternal bones (i.e., 'EXPO and WEXPO) had an impact on Pb
concentrations in maternal and fetal blood during pregnancy (tesults are shown in Figure S2 in supplementary data). All
four model outputs are sensitive to the onset of additional bone remodeling, STBR, in the 204 trimester which results in
increased internal Pb exposure. Pb binding to fetal red blood cells (BINDF and KBINDF) impacts the BLLs in fetus
and the cord blood:mother blood ratio but does not affect fetal Pb levels in brain at the 3 trimesters of pregnancy due
to distribution by plasma. Fetal bone parameters (IV'EXPOF, WEXPOF and RCORF) impact the fetal Pb blood and
brain concentrations at the 27 and 34 trimester when the formation of bone tissue begins in fetus. Pb is then stored in
the fetal bones. Other mechanisms such as the transfer of Pb across the placenta (KD); and T_se/R) influence the fetal
concentration of Pb during the 27 and 3 trimesters. Pb in the fetal brain is sensitive to the partition coefficient in the
brain (plny_BRF) and to the Pb burden in maternal and fetal bones (I"'EXPO, WEXPO, IVYEXPOF and WEXPOF).
However, the model’s outputs are relatively insensitive to the parameters listed in Table 2 ( KDy, STBR, CABK). This

could explain the large uncertainty and variability on KDyand CABR represented in the posterior distributions and means
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that the mother-newborn data do not contribute greatly to the estimation of STBR which was influent only during the

2nd trimester. There was no difference between the FOI and TOI sensitivity indices.
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Figure 40: First order indices (FOI in light blue) and total order indices (TOI in blue) from the Sobol sensitivity analysis: Pb 1evels in the
Jetus brain and cord blood:mother blood ratio at the 1st, 2nd and 3rd trimesters of pregnancy.
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3.3. Evaluation of the calibrated model

Results from 3,000 MC simulations for women with a beginning of pregnancy at age 29 and a gestation duration of 39
weeks are presented in Figure 41A and Figure 42. The exposure dose of 3.9 ug.day'.kg! corresponded to the average
dose of the women included in the Nashashibi e @/ study (Nashashibi et al., 1999). The predicted ratios of cord
blood:maternal blood at delivery were 0.92 and 0.88 after exposure to a dose of 0.39 pg.daylke! and 39 pg.daylkg!
respectively. Figure 41 shows the median of the cord blood:mother blood ratio throughout pregnancy with the 95% of
CI (Figure 41A), as well as the distribution of the observed ratios reported in five studies (Figure 41B) (Alemam et al.,
2022; Gulson, Mizon, et al., 2016; J. Ladele et al., 2019; Ong et al., 1985; Yazbeck et al., 2007). The median ratio was
estimated to be 1 at the end of pregnancy according to the p-PBPK model. The median values for Alemam e7 a/. (Alemam
et al., 2022), Gulson ¢# a/. (Gulson, Mizon, et al., 20106), Ladele ¢z /. (J. Ladele et al., 2019), Ong ¢z a/. (Ong et al., 1985),
and Yazbec e al. (Yazbeck et al., 2007) were observed to be 0.79, 0.82, 0.82, 0.81, and 0.98, respectively. In the study of
Ladele ¢# al. (J. Ladele et al., 2019), ratios were highly variable compared to our credibility interval. In their paper, the
authors reported that 18% of the samples had higher BLLs in the cord than in the mother resulting in ratios greater than
1. 29% of the cord blood:mother blood ratios were greater than 1, for all studies combined , which is not the case with

our current p-PBPK model predictions.
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Figure 41: Predicted cord blood:mother blood ratios during pregnancy and observed ratios at delivery. A) The solid red curve represents the
median of predicted ratios, and the black dashed curves represent the 95% CI of predicted ratios by the p-PBPK mwodel for 3,000 MC
simulations. B) The boxplots represent the distribution of ratios computed with measured concentrations reported in five studies (Alemam et
al., 2022; Gulson, Mizon, et al., 2016, ]. Ladele et al., 2019; Ong et al., 1985; Yazbeck et al., 2007) and the dashed line the
predicted ratio at delivery by our p-PBPK model.

The results of MC simulations on bone formation rate, Pb concentrations in fetal bones, blood and brain are presented
in Figure 42. The bone formation rate in the fetus is set to zero until the end of the 15t trimester (13 weeks of F.4) and
then varies as pregnancy progresses (Figure 42A). During the 3t trimester, the rate of bone formation decreases: the
ratio between the rate of change of bone volume and the fetal body weight decreases while bone Pb levels continue to
increase. The kinetics of Pb in fetal bones (Figure 42B), blood (Figure 42C) and organs such as brain (Figure 42D) are
different but characterized by three phases hence the importance of modelling them. This difference in the kinetic profile
of Pb levels in blood and other organs (e.g., brain) can be explained by the fact that fetal hematocrit is very low at the

start of pregnancy and that Pb levels in organs reflect the plasma kinetics rather than the blood kinetics. The first phase
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is due to the small volumes of fetus and the absence of bone tissues resulting to high Pb concentrations in fetal blood

and brain. At the beginning of the 27 trimester, cartilage turns into bone tissue which allows the incorporation of Pb

and thus the decrease of BLLs in the fetus since the bone formation drags Pb out of the plasma faster than the rate of

incoming Pb by placental transfer. The onset of additional maternal bone remodeling around week 20 leads to Pb release

in maternal blood and an increase in fetal exposure during the 3t trimester.
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4. Discussion

A p-PBPK model was developed to predict the kinetics of Pb in pregnant women and their fetuses throughout
pregnancy. The O’Flaherty model developed for children and adults was extended to incorporate maternal physiological
and anatomical changes, and fetus growth during pregnancy. The structure of the p-PBPK model integrates different
compartments and physiological mechanisms such as additional bone remodeling to describe fetus exposure through
feto-maternal exchanges via the placenta. The bone compartment in the fetus was modeled to incorporate Pb as soon

as bone tissue appears.

The present p-PBPK model includes the distribution of Pb in cortical and trabecular bones in the mother and fetus.
The metal is primarily distributed to the metabolically active bone region in the mother and diffuses into the deeper
layers (O'Flaherty, 1998). Additional bone remodeling was implemented in the maternal model to desctibe Pb release
from bone to maternal blood during pregnancy. This release is mainly explained by the physiological maternal adaptation
regarding calcium metabolism to meet the fetus needs. The sensitivity analysis shows that both maternal and fetal kinetics
are sensitive to the bone Pb burden accumulated over time and to the time of onset of additional bone remodeling. As
a consequence, the maternal BLLs simulated with our model show a characteristic U-shape curve as observed in several
studies (Ettinger et al., 2009; Gulson, 2000; Hu et al., 2006). Our model predicts an increase of 23% in maternal BLL
between the start of additional bone remodeling and the end of pregnancy. The predicted increase is similar to
observations. For instance, In the Ettinger ef 4/’s study (Ettinger et al., 2009), the BLL value reported at 6 months of
pregnancy was 22% higher than the value reported at 8 months. In the study by Hu ¢z 2/ (Hu et al., 2000), the value of

BLL at delivery was 19% higher than the one measured during the 204 trimester.

The Pb kinetics in the fetus evolve during pregnancy due to variations in the maternal internal exposure, to fetus growth
especially ossification, and to the Pb placental transfers that depend on the placental physiology. Fetal kinetics are
characterized by a peak in blood levels at the end of the 15t trimester followed by a slight decrease until the end of the
2nd trimester, and then by an increase until the end of pregnancy. Several p-PBPK models have been developed for
predicting the fetal kinetics throughout pregnancy for environmental contaminants. In their study, Gentry ¢z a/. (Gentry
et al, 2003) predicted the fetal kinetics of six compounds (isopropanol, vinyl chloride, methylene chloride,
perchloroethylene, nicotine, and TCDD) and showed that the characteristics of compounds influence the fetal kinetics
(Gentry et al,, 2003). In the fetus, the levels of isopropanol and its metabolite (acetone) were influenced by the levels in
the mother's bloodstream. Toward the end of the 1¢t trimester, fetal levels of isopropanol sharply decreased because of
fetal alcohol dehydrogenase metabolism. However, acetone came from the mothet’s bloodstream because the enzyme
CYP2HET1 responsible for the metabolism of isopropanol was not present during prenatal life. The blood levels of vinyl
chloride and methylene chloride remain relatively constant during gestation. Perchloroethylene, nicotine, and TCDD
present a concentration peak at the start of the pregnancy and remain relatively constant because of changes in tissue
composition in the mother and fetus during pregnancy. In summary, all these factors contribute to the complexity of

chemical exposure during the gestation period.

While our p-PBPK model is a valuable tool for simulating fetal exposure, it is essential to acknowledge its limitations

and uncertainties when interpreting its predictions for risk assessment purposes. Assessing the predictability of a p-
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PBPK model is a difficult task because there is only a small amount of data available about fetal toxicokinetics to build
and verify such models (Thépaut et al., 2023; Verscheijden et al., 2020). The p-PBPK model for Pb was evaluated using
the ratios between Pb levels in the umbilical cord and maternal blood at delivery, as usually done for p-PBPK models
(Brochot et al., 2019). However, for obvious ethical reasons, it would not be possible to acquire such data at other times
of the pregnancy. To overcome the limitation of evaluating the p-PBPK model on time-course concentration data, it is
necessary to provide confidence in parameter values used for describing the ADME processes. Regarding the biological
plausibility, the most up to date studies were used for assigning the physiological and anatomical parameter values of
the fetus (Abduljalil et al., 2012; Abduljalil et al., 2021; Dallmann et al., 2017; ICRP, 2002). Further research and data
collection could help in refining other parameters that highly influence the blood levels and the Pb concentrations in
target tissues. Adult values were assigned for several of these parameters, as binding parameters in blood (BIND and
KBIND), accumulation in bones (LEAD) or tissue’s affinity. For that latter, a way to refine their values could be to dose

Pb and environmental contaminants in aborted fetuses (Cao et al., 2012; Mamsen et al., 2019).

Some uncertainties remain in the placental transfer rates during the early stages of pregnancy because of a lack of
knowledge. To calibrate those rates, the only data available are usually the cord blood concentrations at delivery (as in
our study). Radioactive tracer studies were conducted on rodents (Fuentes et al., 1996) but, due to differences in the
placenta’s structure, extrapolation of placental transfers between animals and humans is not straightforward. The
placenta grows throughout pregnancy and provides a large surface for maternal-fetal exchanges. The villi are in the
intervillous space and provide contact area with maternal blood. Their number increases during pregnancy leading to a
reduction of the between distance the maternal and fetal blood circulation (Goyer, 1990; Grittiths & Campbell, 2014).
In our model, the Pb diffusion constant was linked to the placental physiology, (.e., to the thickness and the surface area
of the syncytiotrophoblast). That assumption on evolving placental transfers has an influence on the Pb fetal kinetics,
as shown by the results of the sensitivity analyses and by two p-PBPK models for perfluorooctanoic acid (PFOA) and
perfluorooctane sulfonate (PFOS) (Brochot et al., 2019; Loccisano et al., 2013). Loccisano ¢ /. (Loccisano et al., 2013)
predicted that the PFOA and PFOS concentrations in fetus blood follow the same trend as the mother’s ones that
decrease as the pregnancy progresses. In that model, the transfer rates were scaled to the fetal body weight. In their
study, Brochot ¢f a/. 2019 (Brochot et al., 2019) predicted an increase of fetus exposure throughout pregnancy with the
placental transfer rate scaled to the placenta volume. These two studies highlight the importance of assumptions made
to model the placental transfers. Using a model for the placental transfer rates based on the physiology of the placenta
should lead to an improved characterization of the fetal internal exposure especially during the eatly months of

pregnancy when no kinetic data is available.

At delivery, our p-PBPK model estimates a mean ratio of newborn BLL over mother BLL of 1.01 * 0.04 under a
constant exposure scenario, highlighting that our model is not built to predict a higher Pb accumulation in fetus’ blood
than in mother’s blood. Indeed, Pb is assumed to be distributed to the fetus by bidirectional passive diffusion in the
placenta. Several studies have measured the Pb concentration in cord blood and maternal blood. In the studies
conducted by Alemam ¢ a/. [65], Gulson ef al. [9], Ladele ¢z al. [18], Ong e al. [63] and Yazbec ¢ al. [64], the respective
median values of cord blood:mother blood ratios were observed to be 0.79, 0.82, 0.82, 0.81, and 0.98. Among the five

studies examined, approximately 71% of the pairs had ratios less than 1. Other mechanisms in placental transfer than
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passive diffusion, could be involved and may explain the higher Pb blood concentration of the mother compared to the
cord blood concentration. For instance, active diffusion via transporters might occur. The role of the divalent metal
transporter 1 (DMT1) has been demonstrated in the intestinal uptake of Pb (Bressler et al., 2004) and DMT1 is expressed
in the human placenta (Chong et al., 2005). However, to date, no evidence has been found about the transfer of Pb

across the placenta by the DMT1 transporter.

The Pb concentration in the placenta evolves during pregnancy and follows the same pattern as the Pb concentration
in maternal plasma. At delivery, the median placenta blood:maternal blood ratio was estimated at 1.6 with the p-PBPK
model. This value is 3 times higher than the ratio calculated (0.48) in the study by Schramel ¢z o/ (Schramel et al., 1988),
in which the Pb level measured in fresh placentae (18.7 * 7.3 ng.g"!) was about a half of the value measured in the
maternal blood (39 * 14 ng.g!). In our model, the placenta:plasma partition coefficient was set to the same value as
richly perfused tissues (50). This value could be refined if new data become available on the partition between the plasma
and the placenta in pregnant women. However, this uncertainty in this value is expected to have a small impact on the
model predictions in the mother and in the fetus since the placental transfer rates have been estimated for measured

concentrations in our study.

In the p-PBPK model, intake and elimination of Pb in the fetus occur only through the placenta. Several studies have
reported measured Pb concentrations in the meconium (Cassoulet et al., 2019; Michelsen-Correa et al., 2021) and the
amniotic fluid (Kocylowski et al., 2019; Neamtu et al., 2022; Siegers et al., 1983). In our p-PBPK model, the Pb
elimination by meconium was assumed to be negligible and was therefore not considered. This assumption was
supported by the fact that measured meconium concentrations indicated a rather limited contamination of the
meconium samples. For instance, a Canadian study analyzed 396 meconium samples and reported a median of 0.022 ng
of Pb per gram of meconium and a maximum concentration of 0.35 pg.g! (Cassoulet et al., 2019). Comparing these
values with the MC simulations presented in the Results section where a body burden of 757 £ 80 pg of Pb was estimated
for a fetus of 3.3 kg under a constant realistic exposure of the mother to 3.9 pg.dayL.kg"!, the median measured amount
in meconium (assuming a weight of 100 g) is less than 1% of the total fetal body burden. The exposures were not
necessarily similar, but both were realistic and allowed a simple compatison of their magnitudes. The same rational was
applied for the amniotic fluid. Siegers ef a/. (Siegers et al., 1983) reported Pb levels in amniotic fluid of 24.0 = 9.41 ng.L-
1 (ze,, 0.019 = 0.075 pg for 800 ml of amniotic fluid), and the Pb levels were reported to be lower in maternal serum
than in the amniotic fluid. Other studies reported similar ranges (Kocylowski et al., 2019; Neamtu et al., 2022). When
comparing to the fetal body burden simulated in our study, the measured Pb amount in amniotic fluid corresponds to

only 0 to 0.3%.

Numerous experimental and epidemiological studies have shown that Pb can induce neurodevelopmental effects and
direct effects on brain (Thomason et al.,, 2013; Thomason et al., 2019). For instance, experimental studies provide
evidence of a cellular mechanism and a molecular target of Pb leading to neurodevelopmental effects (Neal & Guilarte,
2013; Neal et al., 2010; Neal et al., 2011a). The mechanism is dependent on the temporal and regional emergence of
critical developmental processes (i.e., neurulation, neurogenesis, microglia entry, synaptogenesis, apoptosis, gliogenesis,

and myelinization) (Neal et al., 2011a; Rice & Barone, 2000). Evidence points to the direct interaction between Pb and
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the N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAT) located in the postsynaptic cells (Guilarte, 1997; Neal et al., 2010; Neal et
al., 2011a): these receptors play a central role in plasticity, learning, and memory. In our p-PBPK model, the brain
compartment structure is quite simple and assumes an instantaneous and homogeneous Pb distribution in all the brain
regions. This structure could be improved to study the Pb exposure in the central nervous system (CNS) and to account
for the blood-brain barrier (BBB). That latter limits the diffusion of molecules including heavy metals through the
presence of tight junctions or eftluxes proteins (Ballabh et al., 2004) but Pb has been shown to inhibit capillary-like
structure formation in iz vitro models of CNS, leading to increased permeability of the BBB (Laterra et al., 1992). Some
mechanistic models for CNS with various structural differences are available in the literature (Ball et al., 2013;
Bloomingdale et al., 2021; Sanchez-Dengra et al., 2021; Verscheijden et al., 2019). In the simplest model, the CNS was
summarized as plasma and brain tissues linked by uptake and efflux clearances (Ball et al., 2013). In more complex
models, the physiological structures such as the extracellular fluid, the cerebrospinal fluid (CSF), and the blood-
cerebrospinal fluid barrier are integrated (Bloomingdale et al., 2021; Verscheijden et al., 2019). The application of these

sophisticated brain models is often limited by the absence of 7 vivo data for model calibration and validation.

Our p-PBPK model could become a useful tool for risk assessors to simulate the fetal exposure to Pb. As part of prenatal
exposure assessment and the optimization of prevention strategies, the p-PBPK model can be used to evaluate the
effectiveness of various prevention strategies during pregnancy on fetal Pb levels, as well as management strategies to
reduce exposure in women already exposed. The use of such models can thus contribute to improved decision-making
in public health and risk management for pregnant women and their fetuses. P-PBPK models can also be applied to
assess the chemical risk for the fetus. Recently, two studies have applied p-PBPK models to make the link between 7z
vivo exposure and i vitro effect data for developmental (neuro)toxicity (Algharably et al., 2023; Maass et al., 2023). Both
studies examined the effects of prenatal exposure to pesticides (chlorpyrifos and deltamethrin) using a quantitative 7
vitro-in vive extrapolation (QIVIVE) approach based on a p-PBPK model. Algharably e a/’s (Algharably et al., 2023)
predicted the oral maternal exposure during pregnancy corresponding to the active 7z vifro concentration in neuronal
stem cells. Their results showed that the daily intake doses predicted from the 7 vitro data were several orders of
magnitude higher than exposures estimated from measured chlorpyrifos concentrations in mothers, indicating an
absence of risk for the neurotoxic responses captured by their 7 vitro test battery. In the second study, Maass e a/. (Maass
et al., 2023) have compared p-PBPK model predictions for deltamethrin in fetal target organs to active 7 vitro exposure
related to effects on developmental neurotoxicity. Their results indicated that the deltamethrin concentrations in the

human fetal brain are unlikely to reach the 7 vitro active concentrations indicating.

Beyond elucidating the fetal Pb kinetics, the p-PBPK model can help in better characterizing the relationship between
the active exposure in the target tissue at a critical time window and the onset of adverse effects. El-Masti ef a/. (El-Masri
et al., 2016) have developed an integrative and quantitative approach to assess the potential risk of chemicals on fetal
development. In their approach, the p-PBPK model was used to estimate maternal exposures that produced fetal blood
levels equivalent to the chemical concentrations that altered the activity of toxicity tests linked to the most sensitive
adverse outcome pathway (AOP) for vasculogenesis and angiogenesis in fetus. Predicted maternal exposures were
compared with potential exposure levels, using literature data or exposure models, to derive AOP-based margins of

exposures. Coupling of the p—PBPK/ AOP model enabled to determine whether maternal exposure levels to chemicals
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were likely to induce effects such as those observed i vitro, considering the critical developmental stages linked to fetal
vasculargenesis and angiogenesis. An extension of our work could be to couple the p-PBPK model to dose-effect
relationships (as quantitative AOP) to develop a predictive model of the Pb effects on the child neurodevelopmental
system during early life. There are several qualitative AOPs related to brain development, including AOP 13 from AOP
Wiki, which describes the chronic binding of an antagonist to NMDA receptors during synapse formation (Bal-Price &
Meek, 2017). Inhibition of these receptors triggers a sequence of key events that lead to the emergence of adverse effects,

as described in AOP 13, such as learning and memory deficits.
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5. Conclusion

We presented a p-PBPK model to describe the disposition of Pb in a pregnant woman and her fetus. The model
integrates pregnancy-related physiological changes such as additional bone remodeling, glomerular filtration, cardiac
output, and the increase in volumes and blood flows. The time-dependent profile of Pb predicted by the model in the
mother is consistent with literature data. Furthermore, Pb levels in maternal and fetal blood at delivery are well predicted.
The p-PBPK model proposed here can be used to assess prenatal Pb exposure. Model predictions showed that internal
exposure of the fetal organs vary during the fetus development, with a peak of exposure at the end of the 1+t trimester
and another peak at delivery. To our best knowledge, this is the first time that a p-PBPK model integrates bone
compartments in a fetal model and offers new opportunities to describe the kinetics of compounds that are likely to

accumulate in bones.
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CHAPITRE 3 : APPLICATION DU MODELE p-PBPK PLOMB
A DES DONNEES DE BIOSURVEILLANCE, ANALYSE DES
DONNEES DE LA COHORTE ELFE

Résumé

Le Pb altere la fonction cognitive des enfants en entrainant une baisse du QI, des problemes
d’apprentissage et des troubles de la mémoire. Les études épidémiologiques montrent une association entre
Pexposition prénatale au Pb et laltération de la fonction cognitive. Habituellement, I'exposition prénatale
est évaluée lors des campagnes de biosurveillance en mesurant la concentration de Pb dans le sang du cordon
ombilical a I'accouchement. Pour des considérations éthiques, il est impossible de mesurer I'exposition
interne au Pb chez le feetus pendant la grossesse. Ainsi, nous avons développé un modele p-PBPK pour le
Pb en tenant compte de la physiologie de la grossesse, du renouvellement supplémentaire de ’'os maternel,
le passage transplacentaire du Pb et la croissance du tissu osseux feetal. Dans ce chapitre, le modeéle p-PBPK
pour le Pb a été appliqué a des données de biosurveillance issues de la cohorte francaise Elfe pour simuler
les expositions internes des feetus pendant toute la période de la grossesse. Le but est de caractériser les
niveaux de concentrations de Pb dans le cerveau des fcetus a des doses d’exposition environnementale
actuelles en France. Le modeéle a été appliqué en dosimétrie inverse en utilisant les concentrations de Pb
dans le sang de cordon ombilical pour estimer les doses journalicres d’exposition (DJE) des meéres. Cette
état de dosimétrie inverse permet de décrire la relation entre le biomarqueur d’exposition et I'exposition
externe en tenant compte de la voie et la durée de I'exposition. Les DJE des meres ont été utilisés par la
suite pour simuler les expositions internes des feetus Elfe dans le sang et le cerveau. Les concentrations
prédites dans le cerveau ont été comparées aux concentrations utilisées en iz vitro et ex vivo et qui avaient mis
en évidence des effets sur le neurodéveloppement. La valeur moyenne de la DJE des méres a été estimée a
0,22 %+ 0,19 pg.jour kg avec une forte variabilité. Les expositions internes des feetus Elfe varient au cours
de la grossesse. Les concentrations de Pb dans le cerveau des feetus a la fin de la grossesse sont comprises
entre 0,05 pg.dLt et 3,02 pg.dL!. 44 % des feetus de la cohorte présentent des concentrations de Pb dans
le cerveau a la fin de la grossesse capable d’altérer i vitro et ex vivo les processus du développement cérébral.
Les différents effets biologiques observés i vitro et ex vivo étaient inclus dans les AOP 12 et 13 en tant
quévénements clés. En conclusion, les niveaux d’exposition actuels en France sont susceptibles d’induire

des effets sur le neurodéveloppement chez les enfants.
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L'exposition précoce a des faibles concentrations au plomb peut étre
préjudiciable au développement du cerveau : estimation des niveaux de
plomb dans le cerveau des feetus humains de la cohorte frangaise Elfe a1'aide

d’un modé¢le p-PBPK

1. Introduction

Le plomb (Pb) est une neurotoxine puissante avec des effets néfastes chez les feetus, les nouveau-
nés et les enfants en raison de leur développement incomplet (ATSDR, 2020). Chez cette population
sensible, les effets a Pexposition au Pb se concentrent sur le développement du systéme nerveux central

(SNC) (ATSDR, 2020).

Chez les feetus, Pexposition # utéro au Pb augmente le taux de naissance prématurée, de faible poids
a la naissance et accroit l'occurrence des retards de croissance intra-utérine (ATSDR, 2020). Par ailleurs, des
¢tudes ont apporté des preuves qu'une exposition au Pb pendant la période prénatale est associée a des
effets sur le neurodéveloppement des enfants (Bellinger et al., 1990; Hu et al., 2006; Lin et al., 2013a, 2013b).
L’exposition in utero a été corrélée a une altération de la fonction cognitive qui se traduit par des troubles du
comportement, des difficultés d'apprentissage et une baisse du quotient intellectuel (QI) (ANSES, 2013;
ATSDR, 2020). Des études épidémiologiques ont montré que méme a des faibles concentrations (i.e. < 5
pg.dL1) le Pb est associé a une altération de la fonction cognitive (Bellinger et al., 1991; Bellinger, 2008;
Cantfield et al., 2003; Jusko et al., 2008; Lanphear et al., 2005). Ces effets peuvent persister jusqu’a I'age
adulte (Mazumdar et al., 2011).

L’exposition au Pb est particulierement préoccupante pendant la grossesse, car le Pb est capable de
traverser la barriere placentaire et d’induire une exposition du feetus (Goyer, 1990; Gundacker &
Hengstschliger, 2012). Par ailleurs, 'augmentation du renouvellement (i.e. remodelage) supplémentaire de
I'os chez les femmes enceintes entralne une libération du Pb dans le sang maternel participant ainsi a
l'augmentation de I'exposition interne de la mere et du feetus (Gulson, Mizon, et al., 2016; Gulson et al.,

2003; Rothenberg et al., 1994; Rothenberg et al., 2000).

Diftérentes mesures ont été prises par les gouvernements, notamment en France pour faire baisser
les niveaux de Pb dans la population générale. I.’abandon définitif du Pb dans 'essence en 2000 a entrainé
une baisse des émissions de Pb dans I'aire (Citepa, 2023) qui se traduisent par une baisse de 'exposition au
Pb de la population générale. La définition du saturnisme infantile a 5 png.dL-! permet d’identifier les enfants
les plus exposés et mettre en place des mesures de suppression des sources de Pb (HCSP, 2014). 1l n’en
demeure pas moins que le Pb reste un enjeu de santé publique avec des colts sanitaires et économiques
comparables a ceux de la pollution atmosphérique aux PM2,5 (Larsen & Sanchez-Triana). La perte du QI
globale dans le monde chez les enfants de moins de 5 ans a été estimée a 765 millions (IC a 95 % 443 - 1 098

millions) de points de QI en 2019 (Larsen & Sanchez-Triana). Dont 95,3 % soit 729 millions de points de
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QI ont été perdus chez les enfants qui habitent les pays a faible revenu et a revenu intermédiaire (Larsen &

Sanchez-Triana).

Malgré les préoccupations concernant ’exposition au Pb, un certain nombre de questions ont été
soulevées sur I'exposition prénatale par l'initiative européenne de biosutveillance humaine (HBM4EU)
notamment sur le passage placentaire du Pb (Szigeti, 2019). Grace a la modélisation pharmacocinétique
basée sur la physiologie de la grossesse (p-PBPK), une premiére avancée a été réalisée pour caractériser les
expositions internes dans différents organes et tissus du foetus tout au long de la grossesse apres avoir estimé
le transfert placentaire du Pb par inférence bayésienne (Ali Daoud et al., 2023). Cette approche a permis de
mieux comprendre exposition chez le feetus pendant la période prénatale. En particulier, ce modele a
permis de montrer que les expositions internes dans les organes et tissus feetaux varient au cours du
développement du feetus, avec un pic d'exposition a la fin du 1¢r trimestre et un autre pic a l'accouchement.
Ces pics de concentrations apparaissent a des périodes du développement du SNC (e.g. neurogenese et
synaptogeneése) et pourraient étre en lien avec les effets neurotoxiques du Pb. Ces résultats préliminaires
ouvrent la voie a de futures recherches visant a faire le lien entre les expositions au Pb et 'apparition d’effets

sur le développement cérébral.

Le développement du SNC débute des la période embryonnaire et continue jusqu’a 'age adulte
chez les humains (Stiles & Jernigan, 2010). L’émergence temporelle et régionale des différents processus du
développement du SNC (i.e. la neurulation, la neurogenese, la synaptogenese, la myélinisation et 'apoptose)
constitue des périodes vulnérables sensibles aux agressions environnementales (Rice & Barone, 2000). Par
exemple, le Pb est capable de franchir la barriere hématoencéphalique (BHE) en altérant les jonctions serrées
(Lépez-Larrubia & Cauli, 2011; Struzyfiska et al., 1997). Cependant, le mécanisme par lequel le Pb pénetre
dans les cellules cibles n’est pas trés bien compris. A ce jour, il existe plusieurs hypothéses pour expliquer
I'absorption du Pb dans les cellules cibles. Et 'une de ces hypotheses est que le Pb pourrait utiliser le
mimétisme ionique (Bridges & Zalups, 2005). Des preuves solides existent sur I'interaction du Pb est les
récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) au niveau de Thippocampe, siége de la fonction cognitive
(Gundacker et al., 2021; Neal & Guilarte, 2013). Les récepteurs NMDA sont des acteurs majeurs de la
potentialisation a long terme (PLT) des cellules neuronales lors de la synaptogenése. Chez 'humain, la mise

en place du processus de la synaptogenese débute pendant la période prénatale.

L'exposition prénatale au Pb peut étre déterminée dans des matrices biologiques représentant des
biomarqueurs d'exposition, telles que les cheveux, le sang du cordon ombilical, le méconium et le placenta
(Al-Saleh, Shinwari, Mashhour, Mohamed, et al., 2011; Asmus et al., 2020; Aziz et al., 2017; Dereumeaux et
al., 2016). Le sang du cordon ombilical est la matrice la plus utilisée pour estimer 'exposition prénatale au
Pb. Il est généralement collecté pendant I'accouchement et ne représente aucun danger pour la mere ou le
nouveau-né. Pour autant, 'interprétation des données de concentrations pour les composés persistant, tels
que le Pb comporte des limites. Dans le cadre de I’évaluation de I'exposition prénatale, les concentrations

des composés persistants mesurées dans le sang du cordon ombilical refletent les niveaux d’exposition
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pendant les dernieres semaines de la grossesse et non pendant toute la période de la grossesse. Le Pb est un
composé persistant dont Pexposition prénatale a été évaluée dans le cadre de I’étude longitudinale francaise
depuis 'enfance (Elfe) (Dereumeaux et al.,, 2016). L’exposition prénatale a été faite a partir d’'une seule
mesure de la concentration de Pb dans le sang de cordon ombilical a ’'accouchement donnant I'information
pendant les dernieres semaines de la grossesse. Pour estimer exposition pendant toute la période de la
grossesse, la modélisation p-PBPK peut étre utilisé en dosimétrie inverse pour interpréter les données de

biosurveillance (Brochot et al., 2019; Sharma et al., 2018; Zeman et al., 2013).

L'objectif principal de cette étude est de simuler par le biais de la modélisation p-PBPK les
concentrations de Pb dans le cerveau des feetus a partir de données de biosurveillance de la cohorte Elfe.
Notre démarche consistera a appliquer, dans un premier temps, le modele p-PBPK en dosimétrie inverse
pour estimer les doses journalicres d’exposition orale (DJE) au Pb des femmes enceintes a partir des
concentrations de Pb mesurée dans le sang de cordon ombilical des nouveau-nés de la cohorte Elfe. Cette
étape est nécessaire, car le Pb s’accumule essentiellement dans les os et peut se retrouver dans le sang lorsque
l'os est remodelé. Dans un second temps, les DJE seront utilisés dans le modéle p-PBPK pour simuler les
expositions internes des feetus par dosimétrie directe. L'étude de la toxicocinétique prénatale du Pb chez le
feetus permettra de comprendre comment le Pb se comporte dans l'organisme notamment de comprendre
les processus ADME chez le feetus et d’identifier a quel moment et a quelle intensité le Pb atteint le cerveau
du feetus. Les différentes étapes de ce travail sont présentées dans la Figure 43. Finalement, les
concentrations de Pb prédites dans le cerveau des feetus seront ensuite comparées aux concentrations
associées a des effets observés sur le neurodéveloppement dans des études 7 vitro et ex vivo. Cette étude a
pour but de mieux caractériser les niveaux de concentrations dans le cerveau des feetus a des doses

d’exposition environnementale actuelles en France.

160



Données de biosurveillance
i.e. Concentrations de Pb dans le sang
de cordon a I'accouchement, données
individuelles (ex volume du placenta,
poids maternels et du nouveau-nés |

2) Dosimétrie directe
Simulations déterministiques

Modeéle p-PBPK plomb

. — = )
(o )] / =
& & (e }— v emps
& & l—{ /
éd‘@ ‘«»“"\ u\)& ]—E i /
" 5 \255' > ! [ azposs tasune ._!
/ b vy gaots. |
‘ i ——

Tissu cible chez
le feetus

— Ean

e Pty portsed ees |+

nouveau-neés
L4
T
\

| Footpertmat tovns

1) Dosimétrie inverse
Simulations probabilistiques
Temps (Monte Carlo)

Expositions internes
prédites chez le feetus

Expositions internes mesurées chez le

161



Figure 43 : Les différentes étapes pour simmuler les concentrations de Pb dans le cervean du futus a partir de données de
biosurveillance. 1) les données sur les concentrations de Pb dans le sang de cordon sont utilisées comme parametres d’entrée du
modele p-PBPK  pour simuler en dosimétrie inverse les DJE des femmes et 2) utiliser les DE pour sinuler les
concentrations internes dans les organes du fietus.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Cohorte Elfe

Les données utilisées dans cette étude sont issues de la cohorte francaise Elfe dont le design de
I’étude est décrit de maniere détaillée dans des précédents articles (Dereumeaux et al., 2016; Vandentorren
et al., 2009). La cohorte Elfe est une étude longitudinale Francaise depuis I'enfance lancée en 2011 et qui
integre plus de 18 000 enfants. Les participants ont été recrutés au hasard dans 211 maternités sélectionnées
parmi 542 maternités francaises en fonction de leur statut (i.e. privé ou public), le nombre de naissances par
an et leur région (Dereumeaux et al., 2016). Les enfants sont suivis depuis la naissance, et ce suivi se
poursuivra jusqu’a 'age adulte. Des entretiens par questionnaires ont été menés et des prélevements ont été
recueillis chez les femmes enceintes et leur nouveau-né a la naissance et a différents stades de leur enfance.
Au moment de la grossesse, les femmes étaient agées d’au moins 18 ans et leur consentement a été obtenu

pour réaliser les prélevements biologiques.

Le Pb a été mesuré dans le sang de cordon ombilical tout de suite apres la naissance. La
concentration dans le sang de cordon ombilical a été mesurée pour 1 670 nouveau-nés. Le Pb a été mesuré
par spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) dont la limite de quantification était de
0,2 pg.dL-! et la limite de détection a 0,06 pg.dL-! (Dereumeaux et al., 2016). Parmi les échantillons, 10 étaient
en dessous de la limite de quantification (LOQ) et n’ont pas été inclus dans cette étude, et un sujet a
abandonné I'étude avec demande explicite de destruction rétrospective de ces données. Pour notre étude,
1 659 mesures de concentration de Pb étaient disponibles. Les caractéristiques de la population pour le

dosage du Pb sont rapportées dans le Tableau 8.
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Tablean 8 : Caractéristiques de la population pour le dosage de Pb dans la coborte Elfe.

N (%) Moyenne + SD
Méres
Age (années) 1650 30,0+ 5
<18 0,0 (0,0 %)
>18 et < 30 861 (52,2 %)
>30et <40 746 (45,2 %)
> 40 43 (2,6 %)
Age de gestation (semaines) 1303 39,81+ 1,3
<37 34 (2,6 %)
2> 37 et <40 655 (50,3 %)
=40 614 (47,1 %)
Poids avant grossesse (kg) 1639 65,3 + 14,3
Nouveau-nés
Sexe 1658
Masculin 815 (49,2 %)
Féminin 843 (50,8 %)

Poids a la naissance (g)

Pb dans le sang de cordon (ug.dL-)

< 2000
> 2000 et = 3000
> 3000

<1

<let<5

=5

1627
4(0,2 %)
315 (19,4 %)
1308 (80,4 %)
1659
1214 (73,2 %)
435 (26,2 %)
10 (0,6 %)

3379 + 447,8

0,906 * 0,717

La distribution de la plombémie des nouveau-nés est présenté dans la Figure 44. Les concentrations

de Pb étaient comprises entre 0,205 pg.dl-t et 10,7 pg.dLi! avec une moyenne a 0,906 + 0,717 pg.dL-1. 95 %

des nouveau-nés avaient des concentrations comprises entre 0,303 pg.dL! et 2,53 pg.dL-1.
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Figure 44 : Distribution de la plombémie des nouvean-nés dans la coborte Elfe. La concentration de Pb a été mesuré dans
1 659 échantillons de sangs de cordon ombilical tout de suite apres l'acconchement. 1e pointillé en blen indique la moyenne de
la plombémie.

2.2. Modgc¢le p-PBPK pour le Pb

Le développement et ’évaluation du modele p-PBPK pour le Pb ont été décrits dans un précédent
article (Ali Daoud et al., 2023) et dans le chapitre 2 de ce manuscrit. Le modele décrit la disposition du Pb
chez la femme enceinte et son feetus pendant toute la période de la grossesse. La partie maternelle du modeéle
est composée de 9 compartiments de méme que pour la partie feetale du modele. L’absorption du Pb se fait
par voie orale et I’élimination se fait a 70 % dans les urines et a 30 % dans les feces. Le transfert du Pb de la
mere a son feetus se fait par diffusion passive du Pb dans le compartiment placentaire. Par ailleurs, tous les
parametres du modele sont restés inchangés par rapport a la version du modeéle publiée (Ali Daoud et al.,
2023). Les parametres du renouvellement supplémentaire de I'os (i.e. début et magnitude du renouvellement)
et la constante de transfert placentaire ont été fixés aux valeurs estimées lors de la calibration du modele p-
PBPK (Ali Daoud et al., 2023). Le début et la magnitude du renouvellement supplémentaire ont été fixés
respectivement a 19,4 semaines de grossesse et a 0,532 (sans unité). Quant a la constante de transfert au

niveau du placenta, elle a été fixée a 0,0531 L.jour!.dm=.

Le modele a été adapté a la physiologie de chaque femme enceinte en tenant compte du poids des
femmes au démarrage de la grossesse, du poids des nouveau-nés et du poids du placenta. Cela a permis de

tenir compte de la variabilité inter-individuelle au sein de la cohorte Elfe.

2.3. Prédiction de I'exposition prénatale par modélisation p-PBPK

2.3.1. Reconstitution de I'exposition des femmes enceintes par dosimétrie inverse
La demi-vie du Pb dans les os s'étend sur environ 10 a 20 ans, ce qui conduit a une fluctuation de
la chatge corporelle en Pb tout au long de la vie. Par conséquent, l'utilisation de la méthode de la dosimétrie

inverse avec modélisation PBPK est nécessaire pour estimer les DJE chez les femmes, depuis leur naissance

165



jusqu'a la fin de leur grossesse. Les DJE de toutes les femmes enceintes ont été estimées par dosimétrie
inverse comme décrit par Brochot et al. (2019) en utilisant la méthode d’inférence bayésienne. Les
concentrations de Pb mesurées dans le sang de cordon ombilical de 1 659 nouveau-nés incluent dans la
cohorte Elfe ont été utilisées pour estimer la DJE de chaque femme enceinte en supposant une exposition
orale constante par unité de poids corporel des femmes depuis leur naissance jusqu’a la fin de la grossesse.
Une distribution a priori uniforme entre 1098 et 1092 ugjour'.kg' a été assignée aux DJE individuelles. Le
modele d’erreur des concentrations mesurées de Pb dans le sang de cordon ombilical a été défini comme
une distribution log normal avec une erreur de 10 %. Trois chaines MCMC indépendantes ont été lancées
avec 20 000 itérations chacune. Pour chaque femme, seule la MVP de DJE calculé sur les 5 000 dernieres
itérations a été retenue pour les simulations suivantes. L'indice de Gelman, ﬁ, a été utilisé pour évaluer la

convergence, supposée atteinte lorsque R est inférieur a 1,1.

2.3.2. Simulation de exposition prénatale par dosimétrie directe

Les DJE des femmes, estimées par dosimétrie inverse, ont été utilisés en dosimétrie directe comme
parameétre d’entrée du modele p-PBPK pour simuler les concentrations de Pb dans les différents organes et
tissus du feetus. De plus, le poids de la femme au début de la grossesse, le poids du nouveau-né, la durée de
la grossesse, I'age de début de grossesse variaient pour chaque femme. Pour toutes les femmes enceintes,
les valeurs des parameétres de renouvellement supplémentaire de l'os étaient fixées a 0,532 (sans unité) pour
la magnitude et 19,4 semaines pour le début du renouvellement osseux. Quant a la valeur du transfert
placentaire, elle a été fixée a 0,0531 L.jour'.dm?. Pour chaque femme, on a supposé une exposition
constante de I'age de 10 ans a la fin de la grossesse de la mere. Des simulations, dont les résultats ne sont
pas présentés ici, avaient indiqué qu’il n’y avait aucune de différence dans les niveaux de plombémie lorsque
Pexposition débutait a la naissance ou a 10 ans, ce phénomene s'expliquant par l'absence du tissu osseux

mature chez les enfants.

2.4. Comparaison des concentrations prédites dans le cerveau des feetus de la
cohorte Elfe avec des concentrations actives utilisées dans des études

in vitro et ex vivo sur les effets neurotoxiques du Pb

Dans notre étude, nous nous intéressons aux effets sur le neurodéveloppement des enfants exposés
a de faibles concentrations de Pb dans le cerveau. Les étapes essentielles du SNC présentent des similitudes
entre le développement cérébral chez les étres humains et celui observé chez des rongeurs comme le rat et
la souris. Cependant, ces événements se produisent a des échelles de temps sensiblement différents (Rice &
Barone, 2000). Les rongeurs présentent une plus grande immaturité du SNC a la naissance et un

développement postnatal accéléré comparé a ’humain (Semple et al., 2013).

Nous avons mené une recherche bibliographique sur Web of Science et PubMed sur les effets
observés sur le neurodéveloppement dans des études i vitro et ex vivo. Pour simplifier notre recherche, nous

avons utilisé 'abréviation « Pb» ou « Pb2+ » en association avec d’autres mots clé tels que « DN.A

166



methylation », « glutamate », « BDNF », « CREB », « calcium », « synaptogenesis » et « neurogenesis ». Nous n’avons
pas utilisé le terme « Jead », car il aurait récupérer toutes les publications contenant le verbe « Jad». Nous
avons considéré uniquement les publications avec des plages de concentration prédites chez les feetus de la

cohorte Elfe.

Pour toutes les études 7 vitro et ex vivo sélectionnées, une solution aqueuse de Pb acétate a été utilisée
pour exposer le matériel biologique. Les concentrations d'exposition ont été exprimées soit en parties pat
million (ppm), soit en uM. Des conversions ont été effectuées pour les adapter aux unités utilisées par notre
modele p-PBPK. Nous avons considéré que 1 ppm équivaut a 1 pg.L-1, soit 0,1 ug.dL-'. Pour les unités en
uM, nous avons tenu compte de la masse molaire du Pb qui est de 207,7 g.mol!. Ainsi, 1 pM est égale a

207,7 ug.L! soit 20,7 ug.dL-1.

2.5. Logiciel
@
Les simulations du modele p-PBPK en dosimétrie inverse et directe ont été réalisées avec le logiciel

GNU MCSim (Bois, 2009; Maszle & Bois, 1997) version v6.2.0. Les représentations graphiques ont été

réalisées en utilisant R version 4.2.2 (R Core Team, 2022).
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3. Résultats
3.1. Dosimétrie inverse

3.1.1. Evaluation de la dosimétrie inverse

Les valeurs du critére de convergence R étaient toutes en dessous de 1,1 pour les trois chaines
MCMC, suggérant que tous les parametres avaient atteint la convergence. La Figure 45 présente le graphique
de qualité de I'ajustement pour les concentrations de Pb observées dans le sang de cordon ombilical chez
les nouveau-nés inclus dans la cohorte Elfe par rapport aux concentrations prédites par le modeéle p-PBPK
dans le sang veineux a la fin de la grossesse. Toutes les concentrations ont été prédites dans une fourchette
d'erreur de 1,1 fois et le coefficient de corrélation, R?, est égal a 1, ce qui indique une bonne concordance

des prédictions avec les observations.
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Figure 45 : Résultats de I'ajustement apres simulations en dosimétrie inverse du modele p-PBPK. Les valenrs de plombénie

prédites dans le sang veineux par rapport aux valeurs de plombémie observées dans le sang de cordon de 1 659 nonvean-nés

an moment de l'acconchement. 1 es résultats sont présentés sur une échelle logarithmique. 1a ligne noire pleine représente x =
y et les lignes pointillées en rouges représentent une ervenr de 1,1.

3.1.2. Estimation des doses journalicres d’exposition des femmes enceintes

par dosimétrie inverse

La Figure 46 présente la distribution des DJE des femmes enceintes estimés par dosimétrie inverse  partir des concentrations de Pb dans le sang de

cordon ombilical. 1es statistiques descriptives qui sont rattachées a la distribution sont rapportées dans le

Tableau 9. La moyenne des DJE chez les femmes enceintes participant a la cohorte Elfe a été estimée a 0,22

* 0,19 pgjour! kgl Cette estimation se rapproche de celle obtenue dans I'étude EAT2, qui est d'environ
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0,20 pg.jourlkg!, avec un IC 95 % compris entre 0,17 et 0,29 pg.jourtkg! (ANSES, 2011a). La valeur de
la médiane des DJE n’était pas trés différente de la moyenne. 95 % des femmes enceintes avaient une
médiane de DJE comprise entre 0,068 pg.jour'.kg! et 0,62 pg.jour'.kg1. Visuellement, la distribution des
DJE semble étre uniforme (les résultats ne sont pas monttés ici). Cependant, il y a une forte variabilité entre
les valeurs des DJE prédites chez les femmes avec une valeur minimale a 0,036 pg.jour'.kg! et une valeur

maximale cent fois supérieure et égale a 3,2 pg.jour'.kg!.
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Figure 46 : Distribution des DJE de 1 659 femmes enceintes de la cohorte Elfe estimées par dosimiétrie inverse

Tablean 9 : Statistiques descriptives du parametre dexposition, DJE, en ugjour’.fg! estimées par dosimétrie inverse cheg

1659 femmes

Moyenne + SD P1 P2,5 P5 P50 P95  P97,5 P99

Dose journaliere
0,22 + 0,19 0,055 0,068 0,078 0,18 0,48 0,62 0,89
d’exposition

3.2. Simulations des concentrations de Pb dans le sang et le cerveau des feetus

de la cohorte Elfe par dosimétrie directe

Pour chaque femme, plusieurs valeurs de DJE ont été estimées et la médiane de DJE pour chaque
femme a été calculée a partir des 5 000 dernieres itérations. Les médianes estimées des DJE des femmes ont
été utilisées comme parametres d’entrée dans le modeéle p-PBPK pour simuler les expositions internes des
feetus de la cohorte Elfe. La médiane des concentrations de Pb et I'intervalle de confiance (IC) a 95 % sont
présentés pour le sang (Figure 47A) et le cerveau du feetus (Figure 47B). Toutes les simulations ont été
réalisées pour toute la période de la grossesse. La durée de la grossesse variant d'une femme a l'autre, cela

entrainait des courbes moins régulieres vers la fin lors du calcul de la médiane et de I'IC 95 % des
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concentrations au fil du temps. Afin d'atténuer ce phénomene, les représentations graphiques ont été tracées

jusqu'a la 39¢me semaine de la grossesse.

Les concentrations prédites dans le sang et dans le cerveau des feetus ne sont pas linéaires (Figure 47). Les
courbes présentent trois phases dues aux mécanismes physiologiques pris en compte dans le modele p-
PBPK pour le Pb. La premiéere phase est caractérisée par une augmentation des concentrations de Pb dans
le sang et dans le cerveau du fait de ’absence de tissu osseux qui ne permet pas la fixation du Pb. La deuxieme
phase est caractérisée par une diminution des concentrations de Pb dans le sang et dans le cerveau due 2 la
calcification du tissu osseux qui permet la fixation du Pb dans les os. Et enfin, la troisieme phase est
caractérisée par une re-augmentation des niveaux de Pb dans le sang et dans le cerveau qui s’explique par

laugmentation de exposition maternelle due au renouvellement supplémentaire de I'os chez les femmes

enceintes.
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Figure 47 : Simulations des concentrations de Pb de la conception jusqu’a la 39éme semaine de grossesse dans (A) le sang et
(B) le cervean des fuetus de la coborte Elfe. Les conrbes représentent les médianes des concentrations et l'aire colorée représente
LIC a 95 % sur un échantillon de 1 659 futus.

Les médianes et les IC 95 % des concentrations prédites dans le sang et dans le cerveau des feetus
de la cohorte Elfe sont rapportées dans le Tableau 10. La médiane de la concentration dans le sang des
feetus de la cohorte Elfe était de 0,718 pg.dL! avec un 1C a 95 % comprise entre 0,274 et 2,23 ug.dL-1.
La médiane des concentrations prédites dans le cerveau était 3,5 fois plus faible avec une valeur a
0,205 pg.dL! et une IC a 95 % comprise entre 0,0833 et 0,719 ug.dL-!. Les concentrations dans le sang du
feetus et dans le cerveau a la fin de la grossesse étaient fortement corrélées (les résultats ne sont pas montrés
ici) avec un coefficient de corrélation, R* = 1 et p-value < 0,005) indiquant que le sang est un bon prédicteur
des concentrations dans le cerveau.

Tablean 10 : Statistique descriptive de la distribution des concentrations médianes de Pb dans le sang et le cervean des fetus

de la cohorte Elfe a la fin de la grossesse (39 semaines).

Compartiment Médiane (ng.dL) IC a 95 % (pg.dL)
Sang 0,718 0,274 — 2,23
Cerveau 0,205 0,0833 — 0,719

170



La Figure 48 représente la distribution des aires sous la courbe (AUC) dans le cerveau des feetus de
la cohorte Elfe pour les trois trimestres de la grossesse. Ce parametre fourni une indication de exposition
dans le tissu cérébral sur une période donnée. Selon les résultats de la Figure 48, les AUC augmentent au
cours des trois trimestres de la grossesse. Au 1< trimestre, la médiane de PAUC est de 17,3 ug.jour.dL! puis
augmente jusqu’a 33,2 pg.jour.dL-! pour le 27 et enfin au 3¢me trimestre 'exposition au Pb est maximale avec

une AUC médiane a 44,4 pg.jour.dL-!.
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Figure 48 : Evolution de I'AUC dans le cervean de 1 659 fietus pendant les trois trimestres de la grossesse, T1 et T2
représente respectivement le premier et le second trimestre de la grossesse.

3.3. Comparaison des concentrations de Pb prédites dans le cerveau des
feetus de la cohorte Elfe avec des concentrations actives utilisées dans les

études 2 vitro et ex vivo et mise en perspective avec des AOP

Le Tableau 11 rapporte les études tirées de la littérature, cette liste est non-exhaustive. Nous avons
considéré autant les études réalisées sur les lignées cellulaires d’origine humaine que des études réalisées sur
du matériel biologique provenant de rongeurs, car le développement du SNC dans ces deux espéces est
assez similaire (Rice & Barone, 2000; Zeiss, 2021). Les deux especes partagent les processus clé (Figure 49
) tels que la neurogenese, la myélinisation, la synaptogenése, I'apoptose ainsi que I'‘élagage neuronal et
synaptique. Généralement, les rongeurs présentent une immaturité plus marquée du SNC a la naissance et

un développement postnatal accéléré par rapport aux humains (Zeiss, 2021).
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Figure 49 : Les principaux processus du développement du SINC chezg: les rongenrs et les humains (Zeiss, 2021)

Deux types d’études sont rapportés dans le Tableau 11 : iz vitro et ex vivo. Les études in vitro se
déroulent en dehors de organisme vivant dans un environnement contr6lé (Chetty et al., 2005; Jadhav et
al., 2000; Wagner et al., 2017) tandis que les études ex vivo (i.e. cultures primaires de cellules) utilisent des
échantillons biologiques prélevés chez les organismes vivants (i.e. rat et soutris) pour les étudier hors de leur
contexte biologique naturel (Dou et al., 2019; Hu et al., 2014; Verina et al., 2007). Les cultures primaires ne
reproduisent pas la complexité d’'un organisme entier, mais elles présentent ’avantage de maintenir les
caractéristiques et les fonctionnalités des tissus dont elles dérivent (dans notre cas, hippocampe). D’autres
¢tudes ont utilisé des lignées cellulaires pour I’étude des effets neurotoxiques du Pb (Chetty et al., 2005;
Jadhav et al., 2000; Wagner et al., 2017). Deux de ces lignées étaient humaines : la premiére était caractérisée
par un phénotype tumoral (Chetty et al, 2005) et la deuxieme lignée était issue de cellules-souches
embryonnaires neurales (Wagner et al., 2017). La troisieme lignée cellulaire était issue du rat (Jadhav et al.,
2000). Bien que les études aient été réalisées a partir de cultures primaires de cellules neuronales de rongeurs
ou de lignées cellulaires humaines, il n’est pas attendu une corrélation parfaite avec des effets sur le

neurodéveloppement chez les enfants.

Environ une vingtaine d’étude ont été examinée, mais seulement 11 d’entre elles ont été retenues, car
les concentrations de Pb utilisées se situaient dans la méme fourchette de concentrations prédites dans le
sang des feetus par le modele p-PBPK. Les concentrations de Pb prédites dans le cerveau des feetus 2 la fin
de la grossesse étaient comprises entre 0,05 pg.dL! et 3,02 pg.dL! tandis que les concentrations utilisées
dans les études rapportées dans le Tableau 11 étaient comprises entre 0,207 pug.dLt et 2,07 pg.dL-!. Les
résultats des prédictions montrent que 44 % des feetus de la cohorte Elfe ont des concentrations de Pb dans
le cerveau a la fin de la grossesse comprises entre 0,207 pg.dL' et 2,07 nug.dL!. Cette gamme de

concentration a montré des effets sur le neurodéveloppement. Parmi les études présentées ici, ’hippocampe
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était la structure cérébrale la plus représentée concernant les effets du Pb sur le neurodéveloppement.

L’étude de I'altération de la synaptogenese était le processus physiologique le plus étudié.

Les effets du Pb ont été retrouvés au niveau génétique avec ’hyperméthylation du gene _Ankdd1b
impliqué dans les troubles de dépression majeur et ’hypométhylation du géne Cdh24, famille de la cadhérine
de type 3, exprimée majoritairement dans le cerveau, notamment au niveau de ’hippocampe ou il intervient
dans la formation des connexions synaptiques et la différentiation synaptique (Dou et al., 2019). Les cellules-
souches embryonnaires neurales WAO09 ont été exposées a 2,07 pg.dL! de Pb acétate pendant 3 jours
(Wagner et al., 2017). Cette exposition au Pb a entrainé une expression accrue de la phosphoprotéine 1
sécrétée (SPPT), qui est connue pour avoir des effets neuroprotecteurs. De plus, la région régulatrice de
SPPT a montré une association statistiquement significative avec I'indice du développement cognitif chez

les enfants de 24 mois de la cohorte ELEMENT (Wagner et al., 2017).

Drautres effets sont observés plutdt au niveau moléculaire lors de la synaptogenese avec une
diminution de la libération du neurotransmetteur tels que le glutamate ou le GABA (acide y-aminobutyrique)
(Braga et al., 2004; Braga et al., 1999; Neal et al., 2010) et une diminution de I'expression des récepteurs
NMDA (Neal et al., 2011b) et de leur phosphorylation dans les neurones de ’hippocampe (Xu et al., 2007).
L’altération de la signalisation cellulaire dépendant des récepteurs NMDA a été observé a la plus faible
concentration d’exposition (i.e. 0,207 pg.dL!) et avait entrainé une altération de la PLT. La PLT est un
mécanisme clé de la plasticité synaptique qui permet au cerveau de renforcer ses connexions synaptiques
entre les neurones en réponse a l'activité neuronale et a I'apprentissage. Par ailleurs, dans les neurones de
I’hippocampe, le Pb bloque les courants post-synaptiques inhibiteurs et excitateurs déclenchés par
Pacétylcholine (Ach) (Braga et al., 2004; Braga et al., 1999). La plus faible concentration d’exposition utilisée
dans ces études a entrainé une augmentation du stress oxydant et une augmentation de 'apoptose médié
par la caspase-3 (Chetty et al., 2005; Jadhav et al., 2000). Les effets du Pb sur le neurodéveloppement se
traduisent aussi par une altération de la morphologie des neurones (Verina et al., 2007) et une diminution
du nombre d’épines dendritiques sur la zone CA1 de I'hippocampe (Hu et al,, 2014). Pris ensemble ces
études mettent en évidence les effets du Pb sur le développement cérébral a des faibles concentrations

d’expositions.
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Tablean 11 : Les Effets in vitro et ex vivo du Pb sur le neurodéveloppement a des faibles doses d'exposition

Organisme modéle

Noyau des neurones du cortex
cérébral (Soutis C57BL/6])

Cultures primaires de neurones
de Thippocampe (feetus de rat
Sprague Dawley E18)

Cultures primaires de neurones
de 'hippocampe (feetus de rat
Sprague Dawley E18)

Cellules  SH-SY5Y  (lignée
cellulaire humaine de
neuroblastome)

Cellules PC12 (lignée cellulaire
de phéochromacytome de rat)

Cultures primaires de neurones
de Thippocampe (feetus de rat
Sprague Dawley E18)

Dose

(ng-dL)

0,210

0,207 et 2,07

0,207 et 2,07

0,207 et 2,07

0,207, 1,04
et 2,07

0,207

Durée d’exposition

2 semaines avant
Paccouchement et jusqu’au
sevrage

5 jouts, entre le 7¢éme jour de
la culture cellulaire et le
128me jour

5 jours, entre le 7¢éme jour de
la culture cellulaire et le
12éme jour

48 heures

24 heures

16 jours

Effets observés

Hyperméthylation du gene _Ankddlh et
hypométhylation de Cdh24 (cadhérine 24).

Réduction des niveaux protéiques de la
synaptophysine (Syn) et de la synaptobrevine
(Syb) dans la zone présynaptique dépendant
de la concentration.

Diminution des récepteurs NMDA contenant
NR2A au niveau des synapses établies.

Inhibition de la prolifération cellulaire

concentration dépendante.

Changement de morphologie avec une perte
des neurites, perte de la forme des cellules et
lyse cellulaire.

L’exposition au Pb avec 0,207 ngdL!
augmente l'activité de la protéine kinase C

(PKC).

L’exposition au Pb avec 0,207 pg.dL-! simule
Paugmentation du Ca?" libre cytosolique
cependant Peffet contraite est observé avec
des concentrations beaucoup plus fortes

(207,2 ug.dL-1).

Diminution de 'expression du geéne codant
pour le récepteur métabotropique du
glutamate 1 (mGluR1).

Effets neurotoxiques du Pb

Les neurones peuvent étre porteuses de
changements épigénétiques a long terme
induites au cours du développement.

L’exposition  au  Pb
synaptogencse altére la
neurotransmetteur.

pendant  la
libération du

L'inhibition du récepteur NMDA par le Pb
au cours de la synaptogencse altére le
développement des synapses NMDA, ce qui
pourraient entrainer des conséquences
durables sur la signalisation en aval.

L’exposition au Pb induit un stress oxydant
en baissant le glutathion et en activant
Pactivité de la capsase-3 et en augmentant la
quantité de prostaglandine E2 libre.

Alteration de la survie des neurones due a
Papoptose.

La modulation de la PKC et du calcium
intracellulaire joue un réle important dans
l'augmentation de la formation d'espéces
oxydantes médiée patr les récepteurs du
glutamate et dans la mort cellulaire.

Altération de la phosphorylation de des
récepteurs  NMDA et in fine a la
transmission synaptique.

Référence

(Dou et al., 2019)

(Neal et al., 2010)

(Neal et al., 2011b)

(Chetty et al., 2005)

(Jadhav et al., 2000)

(Xu et al., 2007)
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Cultures primaires de neurones
de Thippocampe (feetus de rat
Sprague Dawley E16 a E18)

Cultures primaires de neurones
de Thippocampe (feetus de rat
Sprague Dawley E16 a E18)

Cellules WAQ09 (lignée de
cellules souches neurales
humaines)

Cultures primaires de neurones
de T’hippocampe (rat Sprague
Dawley)

Cultures primaires de neurones
de Thippocampe (rat Sprague
Dawley)

0,207

0,207 et 2,07

2,07

2,07

1,28

Perfusion  des  cellules
pendant de 2 a 3 secondes

Perfusion des  cellules

pendant 10 a 20 minutes

3 jours

Exposition des la période
embryonnaire et jusqu'a
P14 et P21 (lactation)

Exposition pendant toute
la gestation et jusqu’au
sevrage PN21 puis méme
régime alimentaire que la
mere jusqu’a PN 50

Simulation de Texpression du mGluR3 et
mGIuR7.

Réduction de la fréquence et de I'amplitude
des courants post-synaptiques inhibiteurs
(IPSC) et excitateurs (EPSC).

Pb?* bloque les courants post-synaptiques
inhibiteurs et excitateurs déclenché par
'acétylcholine (Ach) dans les neurones de
I’hippocampe.

Le Pb?* bloque la libération du glutamate

Expression de SPP7 (phosphoprotéine 1
séerétée), qui a des effets neuroprotecteurs
connus.

Accumulation de Pb2* dans ’hippocampe.

Diminution du nombre d’épines dendritiques
sur la zone CA1 de ’hippocampe.

Diminution de lexpression de la protéine
Wnt7a dans la zone CA1 de ’hippocampe.

2277 % de réduction de cellules de rats
nouveau-nés.

Diminution de 13 % de cellules dans le gyrus
denté.

Cellules granulaires immatures présentent une
morphologie aberrante des dendrites.

Altération de la potentialisation a long terme
médiée par les récepteurs NMDA

Les effets spontanés des IPSC et EPSC sont
médiés par les interactions du Pb avec un
récepteurs extracellulaire.

Le Pb bloque la libération du glutamate et
de GABA par les neurones de
I’hippocampe.

Altération de la synaptogenese dans les
neurones de ’hippocampe.

Association  statistiquement  significative
entre la région régulatrice de SPP7 avec
I'indice du développement cognitif chez les
enfants de la cohorte ELEMENT

Altération des épines dendritiques des
neurones pyramidaux dans hippocampe
lots du développement.

Altération de la voie de Wnt dans les
neurones de lhippocampe lors de la
synaptogenése.

Altération de la neurogenése et de la
morphologie des cellules granulaires dans

I’hippocampe du rat.

(Braga et al., 1999)

(Braga et al., 2004)

(Wagner et al., 2017)

(Hu et al., 2014)

(Vetina et al., 2007)
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Les études rapportées dans le Tableau 11 : Les Effets in vitro et ex vivo du Pb sur le
neurodéveloppement a des faibles doses d’exposition peuvent étre mis en relation avec des chemins d’effet
néfaste (AOP pour Adverse Ontcome Pathway) sur le neurodéveloppement. Une recherche basée sur les déficits

d’apprentissage et de mémoire a permis de répertorier 17 AOP sur https://aopwiki.org/. Sur les 17 AOP,

1 AOP est en cours de développement et 6 ont été approuvés par le groupe de travail des coordinateurs
nationaux du programme des lignes directrices pout les tests et le groupe de travail sur l'évaluation des
risques. Finalement, ’AOP 12 (T'schudi-Monnet, 2023) et PAOP 13 (Bal-Price & Meek, 2017) ont été
sélectionnés selon deux criteres : le facteur de stress capable d’initier le premier événement qui est
généralement moléculaire et le stade de la vie pout lequel I'AOP est connu comme étant applicable. L’AOP
12 et 13 s’appuient sur différentes études et proposent une origine précoce des déficits d’apprentissage et

de mémoire plus tard dans la vie et ont été validés par les deux groupes de travail cités précédemment.

L’AOP 12 et 13 Figure 50 sont assez similaire puisque I’événement initiateur (MIE) correspond a
la liaison chronique d’un antagoniste avec les récepteurs NMDA des neurones au cours de la synaptogenese
dans hippocampe. De plus, ils partagent un certain nombre d’événements clé (KE) tels que I'inhibition des
récepteurs NMDA, la diminution de I'afflux de calcium intracellulaire, la réduction des niveaux de BDNF
et des lésions et la mort cellulaire. I’AOP 12 introduit deux autres KE : la neuroinflaimmation et la
neurodégénérescence de I'hippocampe et du cortex impliquées dans plusieurs maladies neurodégénératives
telles que la maladie d’Alzheimer qui est caractérisé par des troubles de l'apprentissage et de la mémoire
(T'schudi-Monnet, 2023). I’”AOP 13 concerne elle aussi la neurotoxicité développementale et introduit
quatre KE supplémentaires qui conduisent a une altération de la synaptogenése et a diminution du
fonctionnement du réseau neuronal. Cependant, ’AOP 13 s’applique uniquement pendant la synaptogenese

(Bal-Price & Meek, 2017).

Le Pb est un antagoniste des récepteurs NMDA et correspond a I'événement initiateur de PAOP
12 et 13. Au regard des études présentées dans le Tableau 11, une exposition chronique au Pb conduit a une
diminution de lexpression des récepteurs NMDA (Neal et al, 2011b) et a des modifications de la
phosphorylation de ces récepteurs (Xu et al., 2007). Ces altérations contribuent a I'inhibition des récepteurs,
ce qui constitue le premier KE dans PAOP 12 et 13. Le deuxieme KE concernant la diminution du calcium
intracellulaire est décrit par I’étude de Jadhav (2000) mais a des concentrations de Pb dans le cerveau
beaucoup plus importantes que celles prédites dans la cohorte Elfe. Aucune des études présentées dans le
Tableau 11 faisait état d’une diminution des niveaux de BDNF, or que ce dernier était associé a 'apparition
de lésions et la mort cellulaire dans PAOP 12 et 13. Toutefois, le stress oxydant causé par 'exposition au Pb
et 'augmentation de P'activité de la caspase-3 entraine la mort cellulaire par apoptose (Chetty et al., 2005).
Par ailleurs, la réduction des niveaux de BDNF conduit a une réduction de la libération présynaptique du
neurotransmetteur et une altération de la morphologie des dendrites dans TAOP 13. Ces deux KE sont
rapportés dans les études de Braga (1999), Neal (2010) et Hu (2014) et sont directement lié 4 une altération
de la synaptogenese puis a une baisse du fonctionnement du réseau neuronal 7z fine a apparition de déficits

d’apprentissage et de la mémoire.
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Figure 50 : Liaison chronigue de I'antagoniste anx réceptenrs NMD.A au cours du développement cérébral, illustrations
tirées de AOP-wiki, A) AOP 12 (I'schudi-Monnet, 2023) et B) AOP 13 (Bal-Price & Meek, 2017).
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4. Discussion

L’étude que nous proposons ici a permis d’évaluer 'exposition au Pb chez le feetus pendant toute
la période prénatale, par modélisation mécanistique, en utilisant des données de biosurveillance humaine de
la concentration de Pb dans le cordon ombilical de 1 659 nouveau-nés inclus dans la cohorte francaise Elfe.
Un modele p-PBPK pour le Pb a été développé précédemment par notre équipe (chapitre 2, page 121) pour
décrire la distribution du Pb chez la femme enceinte et son feetus pendant la grossesse (Ali Daoud et al.,
2023). Le modele a été utilisé en dosimétrie inverse pour estimer les DJE des femmes enceintes a partir des
concentrations de Pb dans le sang de cordon. Par la suite, les DJE ont été utilisées pour estimer les

expositions internes de feetus de la cohorte Elfe.

La moyenne des DJE chez les femmes enceintes a été estimée a 0,22 + 0,19 pgjour!kg!
(min = 0,036 ; max = 3,2). Une valeur de référence de 0,5 pgjour'kg! a été proposée par TEFSA et
rapportée par PANSES pour les enfants, les femmes enceintes et en age de procréer pour fixer des niveaux
d’exposition au Pb tolérable en rapport avec les effets sur le neurodéveloppement (ANSES, 2011b). Dans
le cas de la cohorte Elfe, toutes les femmes présentaient une valeur de DJE inférieur a 0,5 pgjour kg
Pour autant, la valeur moyenne de DJE prédite par notre modele p-PBPK est quasi-identique a celle de
Pexposition moyenne de la population francaise qui a été estimée a 0,20 pgjourlkg! avec un
1C 95 % 10,17 ; 0,29] (ANSES, 2011b). Cette valeur a été estimée lors de I’étude sur 'alimentation totale aux
contaminants inorganiques tels que le Pb (ANSES, 2011b).

Les expositions internes prénatales au Pb varient pendant la grossesse (Ali Daoud et al., 2023). Ces
variations sont dues aux processus physiologiques tels que I'évolution du passage transplacentaire pendant
la grossesse, la croissance du tissu osseux chez le feetus et apparition du renouvellement supplémentaire de
I'os chez la mere (Ali Daoud et al., 2023; Black et al., 2000; Naylor et al., 2000; Rothenberg et al., 1994).
Jusqu’ici, Pexposition prénatale était estimée par la mesure d’une seule concentration obtenue dans le sang
de cordon ombilical a la naissance. La demi-vie du Pb dans le sang étant courte (environ 40 jours), la mesure
de la concentration dans le sang de cordon donne une indication de 'exposition sur les dernieres semaines
de grossesse. Grace a notre modeéle p-PBPK pour le Pb, on est en mesure de simuler 'exposition au Pb
pendante toute la période de la grossesse (Ali Daoud et al., 2023). Cette exposition n’est pas linéaire mais
caractérisée par une courbe en trois phases, avec un pic au 1 trimestre de la grossesse suivi d'un second pic
au 3¢me trimestre. L'utilisation du modele p-PBPK pour élucider la toxicocinétique prénatale du Pb fournit
plusieurs valeurs de concentration de Pb dans le sang et les tissus feetaux, notamment le cerveau, a différents
stades de la grossesse. Ces valeurs peuvent étre exploitées pour étudier les corrélations entre la concentration
de Pb ,dans le cerveau et les résultats des échelles de développement du nourrisson et du jeune enfant de
Bayley, ainsi que de I'échelle d'intelligence de Wechsler pour les enfants. Par ailleurs, les valeurs peuvent étre
utilisées pour formuler des recommandations et des interventions visant a réduite les niveaux d'exposition

des femmes enceintes et a protéger le développement cérébral des feetus. Bien que notre modele ait été
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calibré et évalué des incertitudes persistent notamment sur des parametres tels que le coefficient de partage

du Pb entre le cerveau et le sang,.

Les niveaux de Pb dans le sang des nouveau-nés étaient presque trois fois plus faibles que ceux
mesurés dans le sang de cordon de nouveau-né rapporté par Yazbeck (2007) et dont la moyenne était de
2,32 + 2,43 pg.dL-!. Les mesures ont été réalisées dans trois maternités du département du Nord (Hauts-
de-France) 3 a 4 ans apres I'interdiction du Pb dans 'essence en 2000. La comparaison des concentrations

de Pb de la cohorte Elfe avec celles de Yazbeck (2007) montre une réduction des expositions au Pb.

Dans le cerveau des feetus de la cohorte Elfe, 1a médiane des concentrations de Pb dans le cerveau
ala fin de la grossesse était estimée a 0,205 pg.dL-! avec un IC 95 % [0,0833 — 0,719] et 44,4 % des nouveau-
nés présentaient des concentrations dans le cerveau comprises entre 0,207 ug.dL! et 2,07 pg.dL-!. Les études
in vitro et ex vivo ont montré des effets de 'exposition au Pb sur ’hippocampe tout particulierement lors du
processus de la synaptogénese, méme a des faibles concentrations (i.e. comprises entre 0,207 ug.dL! et 2,07
pg.dL1) (Braga et al., 2004; Braga et al., 1999; Chetty et al., 2005; Dou et al., 2019; Geman & Geman, 1984;
Hu et al., 2014; Jadhav et al., 2000; Neal et al., 2010; Neal et al., 2011b; Verina et al., 2007; Xu et al., 2007).
11 est intéressant de noter que les concentrations prédites dans le cerveau des feetus sont capables d’induire
in vitro et ex vivo des effets sur le neurodéveloppement. Par ailleurs chez les feetus humain, Pexposition se fait
de maniére continue pendant toute la période de la grossesse ce qui n’est pas comparable au temps
d’exposition in vitro et ex vivo ou les cellules sont exposées dans un lapse de temps trés court. Pour autant, la
comparaison des concentrations prédites dans le cerveau des feetus par notre modele avec les études zitro et
ex vivo est un premier pas pour caractériser les effets du Pb sur le neurodéveloppement a des faibles

concentrations.

Bien que le mécanisme de neurotoxicit¢é du Pb soit mal connu, des études expérimentales
fournissent des preuves de 'existence d'une cible moléculaire du Pb sur les neurones de ’hippocampe (Neal
& Guilarte, 2013; Neal et al., 2010; Neal et al., 2011b). Ce mécanisme dépend de l'émergence temporelle et
régionale de processus de développement critiques (c'est-a-dire la neurulation, la neurogenése, l'entrée de la
microglie, la synaptogenese, l'apoptose, la gliogenése et la myélinisation) (Rice & Barone, 2000; Semple et
al., 2013). Des éléments de preuve indiquent une interaction directe entre le Pb et les récepteurs NMDA
situés sur les cellules postsynaptiques (Neal & Guilarte, 2013). Le blocage de ces récepteurs pendant la
synaptogenése perturbe la formation du réseau neuronal et la PLT, entrainant une altération des processus

d'apprentissage et de la mémoire.

Une revue de la littérature a été réalisée sur les biomarqueurs associés aux effets du Pb sur le
neurodéveloppement, en particulier a de faibles niveaux d'exposition (Gundacker et al., 2021). Le facteur
neurotrophique dérivée du cerveau (BDNF) avait retenu l'attention pour son réle dans le développement
cérébral et la plasticité neuronale. Le précurseur pro-BDNF est synthétisé par les neurones et stocké dans
les dendrites et axones. Une fois en dans le milieu extracellulaire, le pro-BDNF se lie aux récepteurs de la

neurotrophine p75 et entralne la mort de la cellule par apoptose. Le BDNF mature active les récepteurs de
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la tyrosine kinase (Ttrkb) située sur les neurones présynaptiques pour favoriser la survie cellulaire et la
plasticité synaptique. Le BDNF a été proposé comme biomarqueur d'effet sur le neurodéveloppement apres
que des études ont eu rapporté des perturbations dans le schéma de synthese du BDNF apres une exposition
au Pb (Gundacker et al., 2021). Par ailleurs, PAOP 12 13 qui traite de la liaison chronique de l'antagoniste
aux récepteurs NMDA au cours du développement cérébral induit une altération des capacités

d'apprentissage et de mémoire (Bal-Price & Meck, 2017; Tschudi-Monnet, 2023).
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5. Conclusion

Nous avons développé précédemment un modele p-PBPK que nous avons utilisé pour estimer les
expositions prénatales au Pb pendant la grossesse dans une cohorte francaise. Les concentrations de Pb
estimées dans le cerveau par le modeles p-PBPK sont tres faibles. Cependant, les études i vitro et ex vivo qui
ont utilisé ces gammes de concentration montrent des effets sur le neurodéveloppement. Cette étude
comportte plusieurs limitations, mais a le mérite de nous questionner sur 'impact des faibles concentrations
sur le neurodéveloppement. Les enfants de la cohorte Elfe sont suivis de maniére longitudinale et des
questionnaires ont été menés pour évaluer le développement de la fonction cognitive de ces enfants au
moyen de tests sur le QI. Des premiéres corrélations peuvent étre réalisées pour faire le lien entre les
concentrations prédites dans le cerveau par le modeéle p-PBPK et 'altération de la fonction cognitive. 11
existe un chemin AOP dont 'événement initiateur est l'interaction du Pb avec les récepteurs NMDA. Cet
AOP est particulicrement intéressante, car elle est applicable a une période précise du développement du
SNC, la synaptogenese. L altération de la synaptogenese est associée a des problemes d’apprentissage et de

mémoire (Bal-Price & Meck, 2017).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION GENERALE

1. Syntheses des objectifs, démarche utilisée et principaux résultats

Dans le cadre de cette these, I'objectif était de développer un modele p-PBPK entenant compte des
modifications physiologiques de la grossesse afin de mieux comprendre la distribution du Pb chez la femme
enceinte et son feetus. Par la suite, le modele a été utilisé en dosimétrie pour simuler les expositions internes
du feetus a partir de données de biosurveillance. La finalité de la thése est de fournir un outil robuste utilisable
en ERS, notamment pour simuler les expositions internes du feetus afin de les mettre en regard d’effets

néfastes du Pb sur des individus en développement.

Le Pb est un neurotoxique bien connu avec des effets néfastes sur le développement cérébral des
enfants, notamment sur la fonction cognitive (Canfield et al., 2003; Desrochers-Couture et al., 2018; Jusko
et al., 2008; Lanphear et al., 2005). Dans ce contexte, il est crucial de comprendre comment évoluent les
concentrations de Pb dans le cerveau d’un organisme en développement tel que le feetus. Au cours de leur
vie, les femmes sont exposées au Pb dont la majorité est stockée dans les os et s’y accumule au fil du temps.
La grossesse est un état particulier caractérisé par la modification de divers mécanismes physiologiques, tels
que Paugmentation de volumes d’organes et tissus (i.e. seins, tissu adipeux, placenta, utérus), du débit
cardiaque, de ’hématocrite et du renouvellement de I'os maternel (Abduljalil et al., 2012; Dallmann et al.,
2017). Le renouvellement de 'os maternel est en réponse aux besoins accrus en calcium pour le
développement du feetus (Kovacs, 2005, 2016). 11 est caractérisé par une phase de formation de I'os et une
phase de résorption de l'os qui entraine la libération du Pb stocké dans les minéraux de l'os. Cela a pour
conséquence d’entrainer une augmentation de la plombémie maternelle a partir du 20d trimestre de grossesse
(Gulson, Mizon, et al., 2016; Rothenberg et al., 1994). Le Pb circulant dans le sang maternel est capable de
traverser la barriere placentaire pour induire une exposition précoce du feetus (Goyer, 1990; Gundacker &
Hengstschliger, 2012). Actuellement, I’évaluation de I'exposition prénatale est réalisée a 'accouchement
avec une seule mesure de la concentration de Pb dans le sang du cordon ombilical. Cette mesure renseigne
sur les niveaux d’exposition au cours des dernicres semaines de la grossesse plutot que sur 'ensemble de la
période de grossesse. Comme les mesures directes de Pb chez le foetus pendant la grossesse sont impossibles,
une approche alternative est de développer un modele p-PBPK pour simuler les concentrations de Pb dans

différents organes et tissus feetaux.

Dans un premier temps, nous avons développé un modele p-PBPK pour le Pb (Ali Daoud et al.,
2023) a partir d’'un modéle PBPK adulte préexistant (O'Flaherty, 2000). Le modéle p-PBPK tient compte
des modifications physiologiques de la grossesse, mais aussi de la croissance du feetus. Le modeéle a été
adapté a la grossesse en ajoutant le processus de renouvellement supplémentaire de 'os maternel, de la
croissance du feetus et un compartiment placentaire pour les échanges bidirectionnels entre la mere et le
feetus. La paramétrisation du processus de renouvellement supplémentaire de l'os et de la diffusion passive
du Pb a travers le placenta a été effectuée par inférence bayésienne a partir des données de la littérature

(Nashashibi et al,, 1999; Rothenberg et al., 1994). L’intégration du mécanisme physiologique du
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renouvellement supplémentaire de ’'os maternel et du passage placentaire du Pb dans notre modele a permis
d’évaluer I'impact de ces deux processus sur la TK du Pb chez la femme enceinte et son feetus. Les
prédictions du modele p-PBPK ont montré un bon ajustement avec les données observées. L’analyse de
sensibilité du modéle pendant les trois trimestres de la grossesse a mis en évidence 'impact de la liaison du
Pb aux érythrocytes, 'accumulation du Pb dans les os et le coefficient de partage dans le cerveau sur les

expositions internes du feetus.

Dans un second temps, nous avons utilisé le modéle p-PBPK pour simuler les concentrations de
Pb dans le cerveau des feetus de la cohorte francaise Elfe a partir de données de biosurveillance afin de les
mettre en regard d’effets du Pb sur le neurodéveloppement. Les concentrations de Pb dans le cerveau des
feetus de la cohorte Elfe ont été comparées aux concentrations utilisées dans des études 7 vitro et ex vivo qui
avaient montré des effets sur le neurodéveloppement. Pour finir, les différents effets observés in vitro et
ex vivo ont été mis en lien avec des AOP qualitatifs sur le neurodéveloppement. Les résultats de simulations
de la cohorte Elfe montrent que les concentrations de Pb prédites dans le cerveau des foetus variaient au
cours de la grossesse. Pres de la moitié des feetus de la cohorte Elfe présentaient des concentrations prédites
dans le cerveau a la fin de la grossesse capable d’altérer 7 vitro et ex vivo le processus de synaptogenése,
d’activer P'apoptose, d’induire des modifications génétiques et d’altérer la morphologie cellulaire des
neurones. Les différents effets biologiques observés i vitro et ex vivo étaient inclus dans les AOP 12 et 13

dont I’événement initiateur est la liaison du Pb aux récepteurs NMDA.

2. Développement du mode¢le p-PBPK pour le Pb

2.1. Développement du modele

L’augmentation des volumes d’organes ou tissus (i.e. tissu adipeux et les glandes mammaires),
Paugmentation des flux sanguins notamment aux reins, au tissu adipeux, aux glandes mammaires,
Paugmentation du débit cardiaque, la variation de ’hématocrite et le renouvellement supplémentaire de I'os
maternel, la croissance du feetus et les échanges entre la mere et le feetus via le placenta ont été intégrés dans
le modele p-PBPK pour déctire la cinétique du Pb chez la femme enceinte et son feetus. Afin d'accomplir
cela, nous avons intégré dans le modele soit des équations mathématiques provenant des méta-analyses
effectuées par Abduljalil et al. (2012) et Dallmann et al. (2017), soit des équations que nous avons
spécifiquement développées pour décrire ces changements physiologiques. Ces derniers ont été bien
modélisés, mais des problemes d’intégration sont apparus en partie a cause de discontinuités entre les
équations utilisées dans le modele sans grossesse et celles utilisées dans le modele avec grossesse. Pour
résoudre ces problemes, nous avons mis en place différentes stratégies, telles que I'ajout de conditions dans
les équations, la réduction de la tolérance relative et absolue et la diminution du pas de temps. Bien que
GNU MCSim offre la possibilité d’utiliser trois intégrateurs différents (i.e. Lsodes, Cvodes et Euler), le
développement de notre modéle a été basé uniquement sur Lsodes qui est préconisé par les développeurs

du logiciel dans le cadre de développement d’un modele mécanistique tels que les modeles PBPK faisant
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appel a un systeme d’équations différentielles. De plus, l'utilisation de Lsodes permet de spécifier une valeur

de tolérance relative et absolue pour chaque étape d’intégration.

Outre les problémes d’intégration, la disponibilité des données a constitué un défi lors du
développement du modéle p-PBPK pour lattribution de valeurs au processus de renouvellement
supplémentaire de 'os maternel, a la constante de transfert placentaire et aux parameétres feetaux tels que les
coefficients de partage tissw:plasma chez le feetus, la liaison sanguine du Pb dans les érythrocytes et
l'accumulation du Pb dans les os. Les données brutes n’étaient pas disponibles pour caractériser le processus
de renouvellement supplémentaire et la constante de transfert placentaires. Dans ce cas, nous avons digitalisé
les données a partir d’une courbe sur la cinétique moyenne du Pb chez les femmes enceintes (Rothenberg
et al.,, 1994) et un graphique sur les concentrations appariées de Pb dans le sang de cordon et dans le sang
maternel (Nashashibi et al., 1999). La cinétique moyenne du Pb a été obtenue a partir de I'observation d’une
centaine de femme enceinte et le Pb a été mesuré a 5 moments distincts de la grossesse. Cela a permis
d’estimer, par inférence bayésienne, des valeurs pour les deux parameétres du renouvellement supplémentaire
de 'os (début et magnitude du renouvellement). Cependant, afin de décrire la variabilité interindividuelle au
sein de ces parameétres, l'acces a des cinétiques individuelles chez les femmes enceintes tout au long de la
grossesse aurait été approprié. Les études sur les concentrations de Pb chez les femmes enceintes sont bien
présentes dans la littérature, mais elles sont généralement présentées sous forme de moyennes et en regle
générale, trois observations sont effectuées tout au long de la grossesse, avec une observation par trimestre
(Ettinger et al., 2009; Hu et al., 2006; Lamadrid-Figueroa et al., 2006). Dans le cadre de ces études, il serait
bénéfique d'ajouter des points d'observation supplémentaires au début et au milieu de chaque trimestre,
assurant ainsi un plus grand nombre de points pour une meilleure estimation des valeurs des parametres

grice a la méthode de l'inférence bayésienne.

Les données spécifiques aux parametres feetaux tels que les coefficients de partage tissu:plasma et
la liaison sanguine du Pb dans les érythrocytes n’étaient pas disponibles. Les valeurs des parameétres des
meres ont donc été utilisées. Ce principe a déja été appliqué dans d’autres modeles p-PBPK humain pour le
bisphénol A (Sharma et al., 2018). Dans ce modele, les coefficients de partage étaient générés 7 vitro ou
in vivo chez les rongeurs ou les singes (Fisher et al., 2011; Kawamoto et al., 2007). Bien que cette facon de
faire soit assez répandue lorsque aucune information n’est disponible, 'utilisation de valeurs manquantes de
la mere pour les parametres foetaux introduit généralement des incertitudes dans le modele. Dans ce cas, les
résultats de simulations doivent étre interprétés en gardant a Iesprit ces incertitudes. Dans la mesure du
possible, l'obtention de données spécifiques au feetus zz vitro ou in vive suivie d’une mise a I'échelle chez
I’humain peut contribuer a améliorer la précision et la validité des modeles p-PBPK. Dans le cadre du Pb,
la présence de la barriére hémato-encéphalique qui régule le passage du Pb dans le cerveau pourrait impacter
le coefficient de partage tissu:plasma dans le cerveau. L'immaturité de la barriére et les changements dans
son intégrité peuvent affecter la perméabilité du Pb dans le cerveau ainsi que le coefficient de partage
(Engelhardt, 2003; Struzynska et al., 1997). Le Pb se fixe sur 'acide delta-aminolévulinique déshydratase (3-
ALAD ou ALAD). Le niveau d’inhibition du Pb sur ALAD est différent chez la mere et le nouveau-né
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(Kuhnert et al., 1977). De plus, le niveau d’activité de ALAD mesuré dans les érythrocytes issus du sang de
cordon des nouveau-nés est significativement plus élevé que dans les érythrocytes maternels. Les mémes

résultats ont été trouvés dans ’étude de Hayashi (1983).

Les rapports entre la plombémie du nouveau-né et la plombémie maternelle a 'accouchement ont
permis d’estimer le transfert placentaire du Pb, mais aussi une évaluation du modele p-PBPK. Pour des
questions éthiques, il n’est pas question de faire des prélevements chez les feetus en cours de grossesse sauf
pour des raisons médicales. Ainsi, 'utilisation des rapports de plombémie entre les nouveau-nés et les meres
permet d’évaluer les prédictions du modele p-PBPK pour le Pb a la fin de la grossesse et non pendant toute
la période de la grossesse. Cependant, pour fournir un outil fiable pour ’ERS, I’évaluation des modéles p-

p gt P p p p

PBPK peut étre complétée par une analyse de sensibilité, de la variabilité et de 'incertitude des parameétres.
p p p Y p

Dans le cas du modeéle p-PBPK pour le Pb, certains parameétres se sont révélés plus influents que d’autres
p p > p p q

sur Pexposition feetale notamment les parameétres de liaison sanguine du Pb aux érythrocytes (BIND et

KBIND) apres une analyse de sensibilité globale sur les trois trimestres de la grossesse. L’information sur

p Y g g

ces parameétres comporte des incertitudes.

2.2. Les limites du modeles p-PBPK pour le Pb

Les résultats de I'analyse de sensibilité réalisée dans le cadre du développement du modele p-PBPK
pour le Pb (chapitre 2) ont montré que Pexposition prénatale était dépendante 2 la fois de parameétres feetaux
et maternels. Parce que le développement d’'un modele p-PBPK est dépendant des connaissances
scientifiques disponibles, des incertitudes existent sur certains parametres notamment ceux relatifs a
Pexposition prénatale. Nous allons voir dans cette section les limites de notre modele ainsi que des pistes

d’amélioration.

Incertitudes sur les paramétres feetaux

Les résultats de ’analyse de sensibilité pendant les trois trimestres de la grossesse ont révélé I'impact
de la liaison du Pb aux érythrocytes et du coefficient de partage dans le cerveau sur les expositions feetales.
Pour ces parameétres, les valeurs utilisées étaient celles proposées pour la mere et les enfants dans le modele
de O'Flaherty (2000), car les données chez le feetus sont manquantes. Cela crée des incertitudes au niveau

de ces parametres que nous discutons dans la suite.
La liaison du Pb aux érythrocytes

La relation entre le Pb dans le sang et le Pb dans le plasma est décrite par deux parameétres : BIND
la capacité maximale des sites des érythrocytes a fixer le Pb, et KBIND la concentration de Pb a laquelle la
moitié des sites de fixation sont occupés. La description de la relation entre le Pb dans le sang et le plasma
est centrale dans les modeles sur le Pb (EPA, 1994; Leggett, 1993; O'Flaherty, 1998). Les valeurs de BIND
et KBIND ont été modifiées au fil du temps, a mesure que les données étaient disponibles et du
développement des modeles sur le Pb (Bergdahl et al., 1997; Bergdahl et al., 1998; MacMillan et al., 2015;

Sommar et al., 2014). Malgré cela, la relation entre le Pb dans le sang et dans le plasma prédite par O'Flaherty
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(2000) reste appropriée, notamment pour des concentrations élevées comme la souligné Tebby et al. (2022).
Cependant, la relation pourrait surestimer les niveaux de Pb inférieurs a 2 pg.dL-!. Les concentrations
inhibitrices du Pb (KBIND) peuvent varier selon les individus ce qui peut expliquer les surestimations du

modele dans les plages de concentrations faibles.

La fixation du Pb dans les érythrocytes est un processus complexe qui dépend de la concentration
de Pb dans le sang ainsi que de la capacité des sites de fixation au niveau de ALAD situé dans les érythrocytes
(ATSDR, 2020). La protéine ALAD est impliquée dans la synthese de ’heme qui est ensuite incorporé dans
la structure de 'hémoglobine et pourrait potentiellement influencer la TK et ’affinité du Pb envers les tissus
et les organes (Smith et al., 1995). L’étude de Kuhnert et al. (1977) a examiné l'activité de ALAD dans les
érythrocytes et les taux de Pb érythrocytaire chez les méres et les nouveau-nés vivant dans une zone urbaine.
Leurs résultats ont montré que le niveau moyen d'inhibition de ALAD par le Pb est plus important chez les
meres (28 %) que chez les nouveau-nés (12 %). Apres avoir normalisé leurs résultats sur activité de ALAD
par le nombre d’érythrocytes, des différences significatives ont été observées entre I'activité de ALAD non-
activée chez les meres et les feetus, ainsi qu’entre I'activité de ALAD activée chez les méres et les feetus
(Kuhnert et al., 1977). Les érythrocytes foetaux avaient des niveaux d'ALAD activés significativement plus
élevés que les érythrocytes maternels. Cependant, lorsque les auteures prennent en compte la différence sur
le volume cytoplasmique (environ 16 % plus élevés dans les érythrocytes foetaux), les niveaux d'activité de
ALAD activée ne sont plus significativement différents. Il semble que le volume cellulaire élévé des
érythrocytes feetaux permette une quantité plus importante de ALAD dans le cytoplasme (Kuhnert et al.,
1977). Ces différences dans les érythrocytes foetaux par rapport aux érythrocytes maternels pourraient avoir
leur importance dans les valeurs de BIND et KBIND que nous utilisons dans notre modéle p-PBPK. Elles

pourraient augmenter la fixation du Pb par ALAD dans les érythrocytes feetaux.

La concentration de demi-saturation de cette fixation peut varier d'un individu a l'autre en fonction
de leur exposition au Pb, mais aussi de leur génétique (Hu et al., 2001; Qader et al., 2021). ALAD présente
un polymorphisme génétique qui comprend deux alleles : ALAD-1 et ALAD-2, qui génerent trois
phénotypes distincts ALAD1-1, ALAD1-2 et ALAD2-2 (Qader et al., 2021). La fréquence du phénotype et
du génotype varie en fonction des régions géographiques (Kelada et al., 2001). La prévalence de l'allele
ALAD-2 varie de 0 2 20 % selon les populations. En général, la population caucasienne présente la fréquence
la plus élevée de l'allele ALAD-2, avec environ 18 % de la population caucasienne étant des hétérozygotes
ALADI1-2 et 1 % étant des homozygotes ALAD2-2. En revanche, les populations africaines et asiatiques
ont des fréquences faibles de l'allele ALAD-2, avec peu ou pas dhomozygotes ALAD-2 dans ces
populations (Kelada et al., 2001). Les phénotypes ALAD1-1 et ALAD1-2 présentent une plus forte liaison
avec le Pb par rapport au phénotype ALAD2-2 (Qader et al, 2021; Smith et al., 1995). Cependant,

I'information sur P'impact du polymorphisme de ALAD sur les parameétres de fixation n’est pas disponible.

Disuibution du Pb dans le cerveau
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Le cerveau du feetus est un compartiment d’intérét en raison des effets du Pb dans le développement
des fonctions cognitives et sensorimotrices. Dans notre modele p-PBPK pour le Pb, le cerveau est considéré
comme un seul compartiment dans lequel le Pb se distribue de maniére homogene limitée par la perfusion
sanguine et un coefficient de partage entre le sang et le tissu cérébral. Cette description est généralement
adaptée aux tissus ayant un débit sanguin élevé et dont les membranes sont hautement perméables aux
substances part diffusion passive (EPA, 20006). Le cerveau est une structure complexe qui est composée non
seulement de tissus cérébraux, mais également de deux barrieres, qui sont généralement sélectives aux
substances exogenes : la barriere hématoencéphalique et le liquide céphalo-rachidien. Ces structures sont
hétérogenes en termes de types cellulaires, de débit de flux sanguin, de récepteurs, ou encore de
transporteurs (Engelhardt, 2003; Engelhardt & Sorokin, 2009). Modéliser un organe ou tissu en le divisant
en plusieurs sous-compartiments nécessite des parameétres supplémentaires tels que des constantes d’efflux
ou influx. Dans ce cas, des données #n silico, in vivo ou in vitro sont nécessaires pour soutenir une description

plus complexe du compartiment cérébral.

Le manganeése est un métal qui présente une toxicité pour les tissus cérébraux et dont la distribution
est régulée par des transporteurs d’efflux ou d’influx qui sont distribués dans différentes régions du cerveau
(Aschner et al., 2007). Un modele PBPK développé pour le rat adulte puis extrapolé au singe puis a ’humain
a été utilisé pour estimer les concentrations de manganese dans les tissus cérébraux (Ramoju et al., 2017).
Dans ce modele, le cerveau est divisé en quatre sous-compartiments représentant le globus pallidus, le
cervelet, I'hypophyse et le bulbe olfactif. Les constantes de vitesse de diffusion de l'influx et de l'efflux (4
et £ et les constantes de liaison tissulaire (B, &4, 44 pour les différentes régions du cerveau ont été
utilisées pour décrire la distribution différentielle des niveaux de manganese dans le cerveau observé dans
diverses conditions expérimentales (Ramoju et al., 2017). Les valeurs des constantes de vitesse de diffusion
cérébrale ont été déterminées a partir de données TK dans le cerveau de rat et mises a I’échelle pour le
modele humain en considérant le poids corporel (Taylor et al., 2012). Pour les constantes de liaison tissulaire,
les valeurs étaient différentes de celles utilisées dans le modele rat et singe sans que la modification apportée
ne soit précisée (Taylor et al., 2012). Bien que le cerveau soit divisé en quatre sous-compartiments, seules
les concentrations dans le globus pallidus étaient représentées, justifiées par le fait que le globus pallidus

constitue le principal site d'augmentation de la concentration de manganése.

Il existe d’autres modéles plus complexes du cerveau notamment sur les substances
pharmacologiques ou des anticorps (Bloomingdale et al., 2021; Chang et al., 2019). Dans le modéle de Chang
(2019), une description anatomique et physiologique du cerveau est faite en tenant compte de la barriére
hématoencéphalique et du liquide céphalo-rachidien pour la disposition cérébrale des anticorps
monoclonaux chez la souris, le rat, le singe et ’humain. La distribution de I’anticorps dans le compartiment
cérébral avait nécessité pas moins de cing parametres : des constantes d'association (&) et de dissociation
(R4, une fraction recyclée (FK), une constante de dégradation, un coefficient de réflexion vasculaire et une

clairance médiée par la pinocytose (CL,,). Dans Iétude Chang et al. (2019), les données pharmacocinétiques
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chez le rat ont été utilisées pour le développement du modele PBPK tandis que les données issues des autres

especes ont été utilisées pour valider les prédictions.

Les valeurs de parameétres au niveau du cerveau humain peuvent étre générées de différentes
maniéres soit a partir de prédictions i szfico (1.e. QSAR) et par extrapolation # vitro-in vivo IVIVE), ou bien
étre estimés en ajustant le modele aux données 7z vivo (Ball et al., 2013). Ainsi, le développement d’un modele
physiologique complexe pour le cerveau est possible a condition d’avoir des données suffisantes pour
calibrer les parametres. Dans le cas ou les données 7z vivo sont manquantes pour certains compartiments,
des données de substitution ou des approches de modélisation appropriées peuvent étre utilisées (Ball et al.,
2013). Ainsi, dans le domaine du développement du médicament, le prélevement de liquide céphalorachidien
était communément considéré comme une méthode fournissant une estimation des concentrations dans le
liquide interstitiel pour les médicaments du SNC qui sont transportés de manicre passive a travers la barriere
hémato-encéphalique. Aujourd’hui, la technique de la microdialyse intra-cérébrale permet de mesurer
directement les concentrations de médicaments dans le liquide interstitiel lors des études précliniques

permettant ainsi la validation des prédictions dans ces compartiments.

Les données sur la distribution du Pb dans le compartiment cérébral sont inexistantes. La technique
de microdialyse est assez maitrisée et on peut penser qu’elle pourrait étre mise en place dans le cadre de
I’étude du Pb dans le cerveau. L’acquisition de données supplémentaires dans le cerveau ouvrira la possibilité

de s’orienter vers un modeéle plus complexe qu’un modele a un seul compartiment.

Les échanges entre le feetus le liquide amniotique

Le liquide amniotique n’est pas intégré dans le modele p-PBPK et l'absorption et I'élimination du
Pb chez le feetus se font uniquement a travers le placenta. Le liquide amniotique correspond au liquide
protecteur entourant le feetus a intérieur du sac amniotique et joue un réle essentiel dans le développement
du feetus. Ces réles, entre autres, consistent a fournir une protection physique (i.e. protéger le feetus de la
pression externe ou des mouvements brusques, assurer une température optimale) et a fournir des anticorps
(Beall et al,, 2007). Le sac amniotique est composé d’une paire fine de membranes transparentes : la
membrane interne, l'amnios, contient le liquide amniotique et le feetus et la membrane externe, le chorion,
enveloppe I'amnios et fait partie du placenta (Murphy & Atala, 2013). A Porigine, le liquide amniotique est
isotonique (i.e. sa concentration en solutés est similaire a celle du sérum maternel ou feetal) au fur et 2 mesure
de la croissance du feetus, I'urine et les fluides sécrétés par les poumons foetaux augmentent son volume et

changent sa composition (Beall et al., 2007).

Le volume du liquide amniotique évolue au cours de la grossesse, passant de 20 ml a la 10¢me semaine
de grossesse a 770 ml a la 28¢me semaine (Brace & Wolf, 1989). Des équations mathématiques existent et
peuvent étre intégrées dans les modéles p-PBPK pour décrire cette évolution (Abduljalil et al., 2012;
Dallmann et al., 2017). Pour réguler le volume du liquide amniotique, plusieurs types d’échanges ont lieu

entre le feetus et le liquide amniotique, apres la kératinisation de la peau feetale vers la 20¢me semaine de la
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grossesse (Beall et al., 2007). Parmi elles, la sécrétion de fluide pulmonaire, 'excrétion d’urine, la déglutition
et le flux intramembranaire. Pour développer les voies respiratoires et les alvéoles, les poumons secrétent
environ 100 ml.kg1jour! de fluide dont la moitié est secrétée dans le liquide amniotique et 'autre moitié est
avalée par le feetus (Beall et al., 2007). Le liquide secrété par les poumons représente a terme environ un
sixieme du volume du liquide amniotique total. Le feetus ingére en moyenne 210 a 760 mljour! ce qui est
beaucoup moins que la production d’urine a terme qui a été estimée a environ 1 000 ml.jour?! (Beall et al.,
2007). Parce que la quantité de fluide ingérée par le feetus n’est pas équivalente a la quantité de fluide produite
par les reins et les poumons, un troisieme type d’échange existe et consiste en ’absorption directe du fluide
amniotique 2 travers la membrane amniotique et pénetre dans le systeme circulatoire du feetus. On parle

alors d’échange intramembranaire et dont le flux a été estimé entre 200 et 500 ml.jour-.

Des compartiments amniotiques sont intégrés dans certains modeles p-PBPK (De Sousa Mendes
et al., 2017; Loccisano et al., 2013). Dans le mode¢le de De Sousa Mendes et al. (2017), les auteurs se sont
basés sur des données physiologiques publiées par Underwood et al. (2005) pour assigner des valeurs de
parametres chez le feetus de sécrétion pulmonaire, d’échange intramembranaire et d’absorption orale depuis
le liquide amniotique. L’excrétion rénale du feetus a été calibrée a partir du rapport des débits de filtration
glomérulaire de la mére et du feetus. Dans le modéle de Loccisano et al. (2013), les valeurs des parameétres
d’échanges entre le liquide amniotique et le « reste du corps du feetus » étaient identiques a celles estimées
chez le rongeur. Selon les résultats des analyses de sensibilité réalisés par Loccisano et al. (2013), les échanges
entre le liquide amniotique et le feetus n’impactaient pas les expositions feetales. Ainsi, la fiabilité des
prédictions concernant les concentrations de substances dans le liquide amniotique est limitée en raison de

la variabilité entre les individus, mais aussi de I'incertitude qui subsiste sur les parametres feetaux.

Des concentrations de métaux lourds notamment le Pb ont été mesurées dans le liquide amniotique
par amniocentese (Caserta et al., 2011; Kocylowski et al., 2019; Lewis et al., 1992; Neamtu et al., 2022;
Siegers et al., 1983). Ces données pourraient servir a évaluer les prédictions dans le compartiment amniotique
apres avoir préalablement ajouté un compartiment pour décrire 'évolution du liquide amniotique.
Cependant, il faudra tenir compte des niveaux d’exposition qui ne sont pas les mémes entre les études.
L’intégration d’un compartiment avec le liquide amniotique dans le modele p-PBPK pour le Pb pourrait
avoir un impact sur la modélisation des expositions internes chez le feetus. La présence dun tel
compartiment pourrait influencer I'absorption du Pb par le feetus, mais aussi sa distribution dans les
différents organes et tissus du foetus. Par ailleurs, la quantité de liquide peut varier d'une femme enceinte a
l'autre. La prise en compte de cette variabilité dans le modele p-PBPK pour le Pb permet une meilleure

représentation de la diversité des cinétiques du Pb.

3. Apport du modele p-PBPK Pb pour ’ERS

Jusqu’ici, 'exposition feetale du Pb ne pouvait étre évaluée qu’apres la naissance pour des raisons
éthiques évidentes. A I'accouchement, I’évaluation de 'imprégnation du feetus se limitait a une mesure de la

concentration de Pb dans le sang de cordon. Cette mesure était rapportée sous la forme d’un ratio de
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concentration dans le sang de cordon par rapport a la concentration maternelle au méme moment.
Cependant, ce rapport ne reflete pas I'étendue de Pexposition pendant toute la période de la grossesse
notamment la concentration maximale du Pb dans les différents organes et tissu feetaux. Cette concentration
maximale est d’autant plus importante qu’elle peut étre liée aux effets toxiques du Pb. Afin d’aider a la
compréhension de exposition feetale du Pb, nous avons développé une approche mécanistique basée sur
la modélisation physiologique pour développer un modéle p-PBPK pour le Pb. A travers notre modéle p-
PBPK spécifique au Pb, nous sommes capables de simuler les concentrations de Pb dans les organes et les
tissus feetaux tout au long de la grossesse. Bien que dans tous les compartiments feetaux, I'évolution du Pb
soit caractérisée par des courbes en trois phases, le motif differe entre les compartiments sanguin, ceux
richement perfusé et osseux. Dans tous les organes et tissus feetaux, la concentration de Pb atteint deux
maxima, un premier pic au cours du 1¢ trimestre et un deuxieme pic au 3¢ trimestre de la grossesse. Ce
modele décrit la TK différentielle du Pb dans des compartiments clés, ce qui, dans I’état actuel, semble

contribuer significativement a la compréhension de la TK du Pb chez le feetus.

L’interprétation des données de biosurveillance pour évaluer les risques sur la santé peut étre
compliquée en particulier dans le cas ou une seule mesure sur Pexposition est disponible. C’est le cas de
Pexposition prénatale au Pb. Ainsi, comprendre le lien entre les biomarqueurs de 'exposition au Pb mesurées
en biosurveillance et les niveaux d’exposition internes est primordial pour évaluer le risque sur la santé des
feetus. Le modele p-PBPK pour le Pb permet de simuler les expositions internes des feetus a partir des
données de biosurveillance mesurées dans le sang de cordon ombilical d’un grand nombre d’individus a
Paccouchement. L’application de I’échantillonnage de Monte Catlo par Chaines de Markov permet de
générer une distribution des expositions des femmes enceintes au Pb qui sont cohérentes avec les
concentrations mesurées dans le sang de cordon a I'accouchement. En plus des différents processus
physiologiques, les caractéristiques individuelles telles que le poids des enfants et des meres, ’age, le volume
du placenta, la durée de la grossesse, permettent d’individualiser les concentrations internes de Pb dans la
cohorte Elfe. La prise en compte des caractéristiques individuelles permet de simuler la variabilité entre les

individus sur la cinétique du Pb dans le sang ou tout autres organes.

Des travaux similaires ont été réalisés, notamment pour simuler les expositions internes au BPA du
feetus humain pendant la grossesse a partir d’un modele p-PBPK (Sharma et al., 2018). Le modele a été
développé en tenant compte des changements physiologiques de la grossesse et la croissance du feetus. Le
métabolisme du BPA chez les femmes enceintes et le feetus ont été intégré dans le modele p-PBPK. Les
deux paramétres de la cinétique métabolique a savoir la vitesse maximale de réaction (Vmax) et 'affinité du
substrat pour l'enzyme (Km), pour la mére et le feetus ont été extraits d'études 4 vitro et adaptés pour refléter
les conditions 7 vivo. Chez les femmes enceintes, la vitesse maximale de réaction pour le processus de
glucuronidation (i.e. addition d’acide glucuronique activé) et de sulfatation (i.e. transfert d’un groupement
sulfate) a été ajustée en fonction du poids corporel avant la grossesse. Quant au feetus, les données de
métabolisme du BPA ont été ajustées en tenant en compte de la quantité de protéines microsomales, ainsi

que le volume du foie et le poids corporel du feetus. Cette étude a permis d’évaluer 'importance de la

191



glucuronidation et la déglucuronidation dans le foie et le placenta de la mere et du feetus sur la TK du BPA.
Par ailleurs, une forte variabilité a été observée au niveau des concentrations de BPA en fonction du temps

da a son absorption rapide et a sa courte demi-vie dans 'organisme.

L utilisation des approches mécanistiques pour ERS a été encouragée par linitiative européenne
de biosurveillance humaine (HBM4EU), entre 2017 et 2021, et qui avait pour but d’améliorer la
compréhension de l'exposition humaine aux substances chimiques (HBM4EU, 2020). Le projet HBM4EU
a impliqué la collaboration de 30 pays de 'UE, de I'Agence européenne pour l'environnement et de la
Commission européenne. Dans le groupe de travail « Du HBM a I'exposition », 'objectif principal était
d’améliorer linterprétation des données de biosurveillance humaine pour comprendre I'exposition aux
substances en identifiant le lien entre les données de biosurveillance, de la surveillance environnementale et
de la modélisation de I'exposition externe (HBM4EU, 2020). Les travaux devaient déterminer les niveaux
d’exposition externe un utilisant une approche de dosimétrie inverse dans la modélisation PBPK par la suite
utiliser ces estimations pour simuler les expositions internes au niveau des organes et tissus cibles, mais aussi
des matrices de biosurveillance. Dans le cadre du projet HBM4EU (2020), une liste de substances prioritaires
a été établie, incluant le Pb. A cette époque, des questions ont été soulevées concernant le passage placentaire
du Pb. Le pattenatiat européen pour l'évaluation des risques liés aux substances chimiques (projet PARC),
lancé en 2022 fait suite 2 HBM4EU. Le projet PARC « vise a développer une évaluation des risques des
substances chimiques de nouvelle génération pour protéger la santé humaine et ’environnement ». L'objectif
déclaré pat le projet est de créer une nouvelle génération de méthodes d'évaluation des risques liés aux
substances chimiques en développant les compétences scientifiques nécessaires pour relever les défis actuels
et futurs en matiere de sécurité chimique. Cette initiative vise a renforcer les réseaux rassemblant les acteurs
spécialisés dans les divers domaines scientifiques contribuant a l'évaluation des risques. De plus, le projet
vise a fournir aux évaluateurs et aux gestionnaires des risques, en charge de l'exposition aux substances

chimiques, des nouvelles données, méthodes et des outils.

4. Ouverture et perspectives pour de nouvelles recherches,

applications

Le modele p-PBPK pour le Pb peut étre utilisé comme un outil pour la gestion de I'exposition au
Pb chez les femmes enceintes. Il peut étre utilisé pour évaluer I'impact de différents scenarios d’exposition
et évaluer 'impact des mesures de prévention en faveur de la baisse de la plombémie maternelle. Des
recommandations individuelles peuvent étre faites en tenant compte dans le modele de I'age de la mere, de

son poids au démarrage de la grossesse et de la durée de I'age gestationnel.

Par ailleurs, le modele peut étre utilisé pour simuler les concentrations de Pb dans le cerveau des
feetus humain. Ces dernieres pourraient servir de base a de futures études épidémiologiques visant a mieux
comprendre les relations entre l'exposition au Pb pendant la grossesse et les effets sur le

neurodéveloppement chez les enfants. Pour examiner les effets neurologiques du Pb chez les enfants aprés
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une exposition prénatale, les études épidémiologiques évaluent le lien entre les concentrations mesurées
dans le sang de cordon a la naissance et la fonction cognitive mesurée chez les enfants (i.e. QI, langage, la
mémoite, et lapprentissage). Griace a la modélisation p-PBPK, on est en mesure de simuler les
concentrations de Pb dans le cerveau du feetus a différents trimestres de grossesse. Ces simulations peuvent
étre utilisées dans des modeles de corrélation pour identifier des fenétres de sensibilité tout en tenant compte
des facteurs confondants tels que ’age de la mere ou le niveau d’étude. En outre, ces résultats peuvent
informer les décideurs de la santé publique dans 1'élaboration de stratégies visant a réduire l'exposition au
Pb chez les femmes enceintes, contribuant ainsi a la préservation du bon développement des enfants a

naitre.

Les résultats de cette these ont ouvert la voie a de nouvelles perspectives de recherche et
d'applications potentielles du modele p-PBPK pour le Pb. Outre le fait que le modele puisse étre utilisé pour
simuler les expositions prénatales, notre modele p-PBPK peut étre adapté pour étudier d'autres substances
environnementales ou toxiques qui présentent les mémes caractéristiques que le Pb (i.e. accumulation dans
les os ou passage placentaire et distribution dans les tissus feetaux). L’os agit comme un réservoir pour
certaines substances telles que le fluorure. Le fluorure est la forme ionique de I’élément fluor chargé
négativement (F-) qui est ajouté dans les produits d’hygiene dentaire (i.e. dentifrices, bains de bouche,
gommes a macher, vernis et gels fluorés) pour aider a prévenir la formation de caries en renforcant I’émail
des dents, en réduisant la quantité d’acide dans la bouche et en restaurant les minéraux qui rendent les dents
plus résistantes (Pollick, 2018). Cependant, a des concentrations élevées, le fluorure est associé a des effets
sur la santé tels que la fluorose dentaire et squelettique. La fluorose dentaire est une affection qui change
Iapparence de ’émail des dents en raison d'une exposition excessive au fluorure pendant la formation des
dents. Cette affection concerne souvent les enfants méme si les adultes peuvent étre touchés. Quant a la
fluorose squelettique, elle entraine un durcissement des os et des atticulations. Un modele PBPK humain
existe déja pour le fluorure (Rao et al, 1995). Le compartiment osseux est divisé en deux sous-
compartiments : un petit compartiment osseux supetficiel avec des échanges rapides et limité par le flux
sanguin et un compartiment osseux interne, pratiquement avec peu d’échange, contenant la quasi-totalité de
la charge corporelle du fluor (99 %). La description du compartiment osseux dans ce modele est inspirée du
modele d’O'Flaherty (1991¢c) méme-si elle est plus simple. Le fluorure est capable de traverser la barriere
placentaire au cours du 2 pour se lier a la dentine en formation (Forestier et al., 1990). Le modéle PBPK
pour le fluorure peut étre adapté a la physiologie de la grossesse et la croissance du feetus pour étudier

Pexposition interne du feetus au fluorure pendant toute la grossesse.

L’évaluation des effets associés a 'exposition au Pb des enfants se fait au moyen de campagnes de
biosurveillance, mais aussi par la modélisation mécanistique qui prone le développement d’approches plus
prédictives telles que les AOP. Ces approches peuvent étre complémentaires dans la recherche de lien entre
I'exposition a des substances chimiques et 'appatition d’un effet indésirable. Comme, nous I’avons déja

évoqué, les AOP reposent sur le principe selon lequel la toxicité sur un organisme est le résultat de
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linteraction d’une substance avec des biomolécules (e.g. récepteurs) impliquées dans des voies
physiologiques critiques (Ankley et al., 2010). Les AOPS sont des outils clés dans PERS et la toxicologie
prédictive, car ils permettent de faire le lien entre les expositions et I'apparition d’effets néfastes sur un
organisme. Notre modele p-PBPK pour le Pb peut étre couplé a une AOP pour prédire les effets du Pb sur
la fonction cognitive des enfants. Il existe une AOP qualitative sur le développement cérébral dont le
déclencheur est la liaison d’un antagoniste sur les récepteurs NMDA (Bal-Price & Meck, 2017). Nous avons
vu dans le chapitre 3 que les faibles concentrations 7z vitro et ex vivo sont capables de se lier aux récepteurs
NMDA lors de la synaptogenése représentant au passage le premier événement initiateur de ’AOP. De plus,
plusieurs événements clés de cette AOP étaient activés par Pexposition au Pb. Néanmoins, le couplage du
modele p-PBPK avec une AOP quantitative se révéle étre une tiche complexe en termes de données a
utiliser. Prédire les effets sur le développement cérébral des enfants nécessite d’avoir acces a des jeux de
données suffisantes pour décrire la relation quantitative entre les événements clés. Par ailleurs, la nature des
données est importante, car il n’est pas possible d’utiliser des données issues de rongeurs pour faire le lien

entre les effets sur le développement cérébral chez les humains.

Une approche intégrée combinant un modele PBPK adapté aux différentes étapes de la vie (enfant
en croissance, conception, grossesse, feetus et nouveau-né) avec un AOP sur la vasculogenese et
langiogenese foetale a été mise en place par El-Masti et al. (2016) pour évaluer les risques liés a I'exposition
a des substances chimiques dans I'environnement. L’objectif final de I'étude est de filtrer et de hiérarchiser
les substances chimiques en fonction des estimations des marges d'exposition (MOE). Quatte substances
étaient étudiées : I'acide perfluorooctanesulfonique (PFOS), le triclosan, le pyridabéne et le Fluazinam. Dans
un premier temps, les auteurs ont relié 'activité chimique détectée lors de criblage de la toxicité a haut débit
(HTS) avec des événements biologiques décrits dans un AOP sur la vasculogenese et Pangiogenése feetale.
Par la suite, les doses mesurées i vitro ont été extrapolées en utilisant 'approche IVIVE en des doses
d’exposition interne qui ont pat la suite été comparées aux niveaux d'exposition potentiels pour dériver des
MOE. Parallelement, un modeéle PBPK pour décrire la distribution des substances chimiques au cours des
différents stades de la vie. Le modele a été utilisé pour estimer les expositions maternelles susceptibles de
produire exposition interne du feetus équivalents a la concentration chimique modifiant Iactivité iz vitro
des tests HTS. Les expositions maternelles ont été ensuite comparées aux données de la littérature ou de

modeles d'exposition pour dériver des MOE basées sur 'AOP.
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Physiological parameters in mother and fetus

Table S 1: Maternal parameters related to anatomical and physiological changes during pregnancy.

Parameters

Unit

Equations 4

Hematocrit

Cardiac output

Glomerular filtration rate

Placental exchange surface

Syncytiotrophoblast volume

Syncytiotrophoblast

Thickness

Volume of total blood

Volume of mammary

glands

Volume of adipose tissue

Volume of Placenta

Blood flow to kidneys

Blood flow to breast

Blood flow to placenta

HCT,, (%) *

QCGpy, (L.day™) =

GFR (L.day™%)»

Sser (dm?)®

Vee ()"

Tser (dm)®

Ve, (1)°

Ve M°

Var )"

Vpla (L) b

Fi (Lday™)»

Ve (L.day™)»

Fpy (L.day™")»

HCTy + 0.000401 x FA3 —0.0180 X FA% 4+ 0.0299 x FA

QCG o + 6.09 — exp (—exp (=0.352 x log (FA) +1.36))) X 24.0 X 60.0

if FA<14, (—0.000294FA* + 0.0245 FA® —0.716 FA% + 8.73FA) x 0.001 X 60.0
X 24.0 +0.113
if FA =14, 0.150 x 60.0 x 24.0

(20.3 x (—0.0710 x FA)) — 0.00659) x 100

(—6.83 + 0.6503) X GA + 0.03697 x GA?) x 0.001

VSCt

{0.0000195 x FA,GA <1091 ,GA = 1091

sct

0.067 x BWO,, + (—0.0000817 x FA*+0.003952 X FA*+ 0.0000841 x FA)

0.0123 x g001txF4

0.351 X BWO,, +0.125 X FA

—0.0813 X FA

0.937 x e~619%¢ —0.00211

QCGpo X 0.17 + (—0.0000 X FA*+0.000223 X FA® —0.00644 X FA? +0.746 X FA) x 243
1— HCT,,

QCGyypy % (0.000816 X FA + 0.004)

QCGpo X 0.005 + (0.207 X GA + 0.0841 X GA% — 0.0015 X GA®) x 24

* Equations were from Dallmann ez 2/, (Dallmann et al., 2017).

b Equations were from Zhang ¢/ a/. (Zhang & Unadkat, 2017b).

¢ QCG,y, and BWO,, is the cardiac output and the body weight respectively for non-pregnant woman and wete calculated according to the equations
of O’Flaherty (O'Flaherty, 2000). HCTj is the hematocrit in adult and was set to 45%. Fi4 is the fetal age in weeks, GA is the gestational age in weeks

since the last day of the period (FA + 2 weeks).
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Table S 2: Fetal parameters related to physiological changes during pregnancy.

Parameters Symbols

Equations

Hematocrit HC Tf (%) 2

Cardiac output

QCGy (Lh1)®

0.0022GA3® — 0.163GA? + 4.27GA

0.002329)exp (-0.070221FA)

204.043 x (—204.053

Blood flows in the fetus P

Umbilical cord Fyyr (LK)
Ductus venous Fpyr LhY)
Hepatic sinus Fysp (L.h7)
Liver Fup (LhT)
Kidneys Fip (Lh)
Brain Fggrr (L.h7)

3246133 — 0.430082F A
QCGy x ( 100 )

80.393 — 3.8122FA + 0.060133F A2
Fuy % 100

FUVF - FDVF

Frar + Fpyr

e x (10.3213 - 0.12383FA)
QCGy 100

ce. x (X0 exp 05 FA) 4 4.6920F A*36183
X
ety 100

GA is the gestation age in weeks, the time since the last day of the period, and FA the fetal age in a week. The fraction of cardiac output to the

hepatic artery was set to 1%.
* Equations were from Zhang ¢/ a/. (Zhang & Unadkat, 2017b).

b Equations were from Abduljalil ez @ (Abduljalil et al., 2021).
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Volumes of fetal organs

The volumes of fetal organs are scaled to the corresponding fraction of mass, which is defined as a
normalization to the relative proportion of tissues at birth and at the end of pregnancy. As the total volume
proportion of all the organs under consideration is equal to 92%, we also assumed that the fraction of the
non-perfused volume is 7.98%. Fraction of mass for adrenals, brain, heart, skeletal muscle, pancteas, spleen,

thyroid, kidneys, lung and liver were calculated using the following equation 2.

Vorgan_fetus = Fracorgan_fetus X WBOdyfetus Eq. 1

F TACorgan_fetus_at_birth Eq- 2

Fracorgan_fetus = FraCorgan_fetus at pirth X FraCorgan. retus.end pregnancy

Whete Virgan_fetus i the volume of organs in fetus in L. FrQCorgan_fetus> FTACorgan_fetus_at_birth> and
Fracorgan_fetus end pregnancy 1S the relative organ volume at birth and the end of pregnancy reported in

Table S3. Volumes of adipose, bone and non-perfused bones are corrected by the density (Brown et al.,

1997; O'Flaherty, 2000).
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Table S 3: Fraction of mass of fetal organs at the end of pregnancy.

Organs or tissue

Fraction of mass

Organs or tissue

Fraction of mass

Adipose tissue

Brain

Blood

Bone

Liver

Kidneys

Skin 2

Skeletal muscle 2

Adrenals

Mammary glands

Heart

0.92 - Z(Vothertissues)

0.347/BW_foetus_endpgy 4

0.0771"

0.0486 "

0.04366 ©

0.00865 ¢

0.061 ©

0.207b

0.00266 ©

3.2E-15b

0.00661 ©

Bone marrow b

Sexual organs b

Pancreasb

Spleen ©

Thyroid ©

Urinary tract®

Lung ©

Gut ©

Stomach

Non-perfused bone b

Total

0.0138

1.338E-3

0.002

0.00330

0.00057

0.0010

0.01746

0.02607

0.0034

0.0857

0.92

*Organs lumped in the slowly-perfused compartment.

b Values set from the ICRP 2002 (ICRP, 2002).

¢ Values set from the Abduljalil ¢z 2/ (Abduljalil et al., 2018).

d adapted from Luecke ¢ a/. (Luecke et al., 1994). BW_foetus_endpgy: foetal body weight at the end of pregnancy (kg)

Table S 4: Partition coefficients used in the p-PBPK mode based on the values from the O Flaberty model (O'Flaberty, 2000).

Orangs Partition coefficients Organs Partition coefficients
Kidneys 0.02 Adipose tissue 0.5
Liver 0.02 Mammary glands 0.5
Brain 0.02 Placenta 0.5
Richly perfused tissues 0.02 Slowly perfused tissues 0.5




Structure of bones in adult and fetus

Modeling bone growth from childhood to adulthood Modeling bone growth in the fetus
- Arterial blood ., Arterial blood .

PR R

CAMA «— ~
_____ ]_ (L R S _m_aiufe_ = Blood flows in bones

Cortical bone Immature = Return of Pb to blood Cortical bone
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! cveoNEC ST 7| =» Deposition of Pb in bones CAMC CVBONEF
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R 2

Venous blood

Figure S 1: Structure of bone compartments in children-adults (from brith to adulthood) and in the fetus during prenatal life.

Modeling bone growth from childhood to adulthood was based on O’Flaherty‘s (O'Flaherty, 2000) model
for lead. However, some assumptions were made according to the literature information. The skeletal
development in the fetus starts at the embryonic period and retained our attention for a better description
of lead kinetic in the blood fetus. All bones in the fetus start as cartilage or membranes that hardens into
bone (ossification process). At about 7-13 weeks of pregnancy, bone tissues start to harden under the action
of calcium and phosphate. Intramembranous ossification produces the flat bones of the skull and vertebral

column while endochondral ossification product the long bones of arms and legs.

Equation 5 describes the total bone formation rate during iz utero life:

RWBODYF X DBOF — RDBOF X BWf

RVBONEF = WcBOF x .2
VBO WcBO DEOF (Eq.2)
FBERF X VBOFgugp _
BFRF = (1 + —RVBONEX0 x FA) x RVBONEF
GD (Eq. 3)

Whete RVBONEF in L.day! is the derivative of bone volume in the fetus and describes the rate of change
of bone volume during 7 utero life. RWBODYF is the rate of change of body weight in the fetus in kg.day-
1. WcBOF is the fraction of bone weight in the fetus during gestation. RDBOF and DBOF are the rate of
change of bone density in kg.day'.L-! and the bone density in the fetus respectively. BWs is the body weight
of the fetus in kg. FBFRF is the fraction of fetal bone formed per unit of time, set to 1642 day!, the value

at birth from the O’Flaherty model. VBOF,,4p is the volume of total bone in the fetus at the end of
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pregnancy (L). RVBONEXO and RVBONEF in L.day! are the rates of change of bone in newborns and

fetuses respectively. GD and FA are the gestation duration and fetal age in weeks.
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Parameters used for the sensitivity analysis by the Morris method

Table S 5: Description of parameters included in the sensitivity analysis.

Parameters Values Units Signification

BIND 2.6 mg/L Maximum capacity of sites in red cells to bind lead

KBIND 0.006 me/L H.alf-?aturation concentration of lead for binding by
sites in red

G 1.2 Ratio of unbound erythrocyte lead concentration to
plasma lead concentration

PO 0.015 cm/day/unit distance Permeability constant from canaliculi to bone

DO 1,00E-07 cm/day/unit distance Diffusion constant in bone

RO 1,00E-07 cm/day/unit distance Permeability constant from bone to canalicule

S 0.000126 dm?/dm Specific canalicule surface

L 6950604555.0 cm/L of bone Specific total canalicule length

LEAD 15000 L plasma /L bone formed Clearance of Pb from blood to bone

CONST 0.65 Fractif)n of b(_)ne modeling or remodeling activity
associated with trabecular bone

EXPO 0.6 Used to calculate bone volumes

VEXPO 1.188 Allometric exponent to calcuate bone volume

WEXPO 1.21 Allometric exponent to calcuate bone weight

HCT 0.45 Heamtocrit in adults

Qcc 124100 L/year/Kg of BW Cardiac output in adults

Fc_LI 0.25 Fractional blood flow to Liver

Fc_KI 0.17 Kidneys

Fc_SL 0.086 Slowly perfused tissues

Fc_BO 0.05 Bone

Fc_MG 0.004 Mammary glands

Fc_BR 0.12 Brain

Fc_AT 0.085 Adipose tissues

Fc_PLM 0.005 Maternal placenta

pinv_LI 0.02 Plasma:tissue partition coefficients for : liver

plnv_KI 0.02 Kidneys

plnv_RA 0.02 Richly-perfused tissues

plnv_PL 0.02 Placenta

plnv_BR 0.02 Brain

plnv_SL 0.5 Slowly-perfused tissues

plnv_MG 0.5 Mammary glands

pinv_AT 0.5 Adipose tissues

Vc_LI 0.0576 L/kg BW Fractional tissue volume in adult of: liver

Vc_BLWP 0.025 L/kg BW Blood in well-perfused tissues

Vc_KI 0.0085 L/kg BW Kidneys

Vc_BL 0.067 L/kg BW Blood

Vc_WP 0.16 L/kg BW Well_perfused tissues

Vc_MG 0.0123 L/kg BW Mammary glands

Vc_BR 0.0217 L/kg BW Brain

Vc_AT 0.351 L/kg BW Adipose tissues

Vc_SM 0.2917 L/kg BW Skeletal muscle

Vc_SK 0.0383 L/kg BW Skin

Vc_BO 0.0667 L/kg BW Bone

Vc_RA 0.0458 L/kg BW Richly-perfused tissues

Vc_NB 0.015 L/kg BW Non-perfused bone

Vc_PLM 0.15159 L/kg BW Maternal placenta

Vc_PLF 0.535 L/kg BW Fetal placenta

Vc_IVS 0.31341 L/kg BW Intervillous space

RCORM 0.8 Proportion of cortical bone in mother

T_sctR 0.00009 dm Thickness of syncytiotrophoblast in placenta

KD_PL 0.01 L/dm/day Rate of diffusion in placenta

STBR 21.5 weeks Start of bone trunover during pregnancy

BRRP_input 0.89 Coefficient of bone turnover during pregnancy

BINDE 26 me/L Maximum capacity of sites in red cells to bind lead
in fetus

KBINDF 0.006 me/L H.alf-faturat'ion concentration of lead for binding by
sites in red in fetus

GF 12 ratio of unbound erythrocyte lead concentration to
plasma lead concentration in fetus

LEADF 15000 L plasma /L bone formed Clearance of Pb from blood to bone in fetus

CONSTF 0.65 Fracti_on of b(_)ne modeling or remodeling activity
associated with trabecular bone

VEXPOF 1.188 Allometric exponent to bone density in fetus

WEXPOF 1.21 Allometric exponent to bone density in fetus

Fc_HAF 0.01 Fractional blood flow in fetus: to hepatic artery

Fc_ATF 0.05 Adipose tissues

Fc_BOF 0.05 Bone

Fc_SMF 0.06 Skeletal muscle

Fc_SKF 0.01 Skin

plnv_LIF 0.02 plasma:tissue partition coefficients in fetus for: liver

pInv_KIF 0.02 Kidneys

plnv_RAF 0.02 Richly-perfused tissues

plnv_PLF 0.02 Placenta

plnv_BRF 0.02 Brain

plnv_SLF 0.5 Slowly-perfused tissues

pInv_ATF 0.5 Adipose tissues

RCORF 0.8 proportion of cortical bone in total bone
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Distribution of parameters used for Monte Carlo simulations

Table S 6: Parameters of the p-PBPK model for Pb used in the Monte Carlo simmnlations.

Parameters Distribution Bound (min, max)
CABR Gamma (9.21,11.44) -

STBR Gamma (183.36, 8.93) -

KDy, LogNormal (0.0308, 3.25) 104-0.5

DI Uniform? 104 -1
BIND* Normal (2.6, 0.26) 1.3-52
KBIND' Normal (0.006, 6 X 10™%) 0.003 - 0.012
CONST Normal (0.65, 0.065) 0.1-0.9
LEAD Normal (15000, 1500) 7500 - 30000
RCORM Normal (0.8, 0.08) 0.1-0.9
T_sefR Normal (9 X 1075, 9 x 107°) 4.5 x 1075 -0.00018
pInl”_BRF Normal (0.02, 0.002) 0.01 - 0.04
RCORF Normal (0.8, 0.08) 0.1-0.9
IVBONE_var Normal (1, 0.1)b 0.8-1.2
WBONE_var Normal (IV'BONE_vat, 0.05)P 05-15

“The distribution were used only to provide prediction interval for the predicted fetal blood:maternal ratio. Otherwise, the DI was

fixed to 3.9 pg.day kg,

bNew parameters introduced to describe variability in the volume and weight of bones in the mother and fetus.

<For Monte Carlo simulations BIND and KBIND were equal to BINDF and KBINDEF.
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Distribution of parameters used for Monte Carlo simulations
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Figure S 2: FOI (light blne) and TOI (blue) from the Sobol sensitivity analysis: Pb Levels in the fetus blood and mother blood at the 14, 2" and 34
trimesters of pregnancy.
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Correlation of parameters in the p-PBPK model for lead
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Fagure S 3: Matrix of correlation coefficients for all estimated parameters by calibration.

Table S 7: Correlation of parameters after calibration

Row

CABR.1.
CABR.1.
STBR.1.
CABR.1.
STBR.1.

KD PL pop.1.
CABR.1.
STBR.1.

KD PIL pop.1.
SD KD PL pop.1.
CABR.1.
STBR.1.

KD _PI pop.1.
SD KD PI, pop.1.
KD PL.11.

CABR.1.

Column

STBR.1.
KD_PL_pop.1.

KD_PL_pop.1.

SD_KD_PL,_pap.1.
SD_KD_PL,_pap.1.

SD_KD_PL,_pap.1.

KD_PL.1.1.
KD_PL.1.1.
KD_PL.1.1.
KD_PL.1.1.
DOSE.1.1.
DOSE.1.1.
DOSE.1.1.
DOSE.1.1.
DOSE.1.1.

KD_PL.1.2.

Correlation coefficient

0,406
0,030
0,022
0,044
0,010
0,619
0,315
0,142
0,205
0,100
0,439
0,112
0,022
20,002
0,047

0,004

0,0000
0,1014
0,2281
0,0156
0,5974
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,2208
09165
0,0093

0,8084
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STBR.1.

KD _PL _pop.1.
SD_KD PL pop.1.
KD PL.11.
DOSE.1.1.
CABR.1.
STBR.1.

KD _PL _pop.1.
SD_KD PL pop.1.
KD PL.11.
DOSE.1.1.

KD PL.1.2.
CABR.1.
STBR.1.

KD PL _pop.1.
SD KD PL pop.1.
KD PL.1.1.
DOSE.1.1
KD PL.1.2.
DOSE.1.2.
CABR.1.
STBR.1.

KD _PI _pop.1.
SD KD PL pop.1.
KD PL.11
DOSE.1.1.

KD PL.1.2.
DOSE.1.2.

KD PL.1.3.

KD_PL.1.2.

KD_PL.1.2.

KD_PL.1.2.
KD_PL.1.2.

KD_PL.1.2.

DOSE.1.2.

DOSE.1.2.

DOSE.1.2.

DOSE.1.2.

DOSE.1.2.

DOSE.1.2.

DOSE.1.2.

KD_PL.1.3.
KD_PL.1.3.
KD_PIL.1.3.

KD_PL.1.3.

KD_PL.1.3.
KD_PL.1.3.
KD_PL.1.3.

KD_PI..1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

DOSE.1.3.

20,002
0,189

0,201

0,038

0,044
0,342
0,067
0,042
0,037
0,143
0,169

0313
0,021

0,038

0,273
0,312
0,049
0,028
0,063
0,002
0,381
0,065
0,070
0,025
0,162
0,203
0,001
0,150

0,217

0,9317
0,0000
0,0000
0,0390
0,0158
0,0000
0,0003
0,0227
0,0426
0,0000
0,0000
0,0000
0,2414
0,0393
0,0000
0,0000
0,0069
0,1306
0,0006
0,9277
0,0000
0,0004
0,0001
0,1724
0,0000
0,0000
0,9682
0,0000

0,0000
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Abstract:

Lead (Pb) is a highly potent neurotoxin, especially for children. A vast epidemiological literature
documents the effects of Pb exposure in young children. Pb can cross the placental barrier to induce
early fetal exposure. This prenatal exposure is associated with impaired cognitive function in
children, resulting in learning problems, decreased intelligence quotient (IQ) and behavioral
problems. For obvious ethical reasons, it is not possible to measure Pb concentrations in the fetus
during pregnancy. Consequently, a single measurement obtained from umbilical cord blood at
delivery is available to assess prenatal exposure. Thankfully, Pregnancy physiologically
based pharmacokinetic (p-PBPK) models can be used to simulate prenatal exposures throughout
pregnancy. The aim of this thesis is to provide a tool capable of simulating internal fetal exposures,
from incomplete data, such as those obtained during biomonitoring campaigns.

A literature search was carried out on the impact of pregnancy on the ADME processes of Pb in
both the mother and fetus. This research highlighted an increase in maternal bone turnover (i.e.
cycle of formation and resorption) during pregnancy. Indeed, urinary markers of bone formation
and resorption linearly increase from the 2" trimester until the end of pregnancy. Furthermore,
data on the kinetic of Pb during pregnancy reveal a distinctive U-shaped trend, an initial phase of
decrease during the first 4 months followed by a second phase of increase in maternal blood lead
levels. The parameter values modeling bone turnover and placental transfer of Pb were calibrated
using literature data. The predictive performance of our p-PBPK model was assessed using paired
concentrations of Pb in umbilical cord and maternal blood at delivery, demonstrating satisfactory
performance between the model predictions and the observed data. A global sensitivity analysis
of the model highlighted a strong influence on fetal exposures from the Pb binding to erythrocytes,
Pb accumulation in bones and the partition coefficient in the brain. Pb concentrations measured
in the umbilical cord at delivery, from the French Longitudinal Study since Infancy (Elfe), were
used in the p-PBPK model to simulate Pb concentrations in the fetal brain. Simulations carried out
on the Elfe cohort reveal variations in predicted Pb concentrations in fetal brain over the course
of pregnancy. By the end of pregnancy, almost half the fetuses in the Elfe cohort had predicted
brain concentrations likely to induce in vitro and ex vivo effects on neurodevelopmental.

In conclusion, this thesis highlights the potential of p-PBPK models for assessing prenatal exposure.
We have demonstrated the ability of our model to simulate fetal exposure indicators, taking into
account the physiological mechanisms essential to Pb toxicokinetics during pregnancy. In the
future, this model can be coupled with an effect model such as an Adverse Outcome Pathway
(AOP) to help predict the effects of Pb on the neurodevelopment of children.
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Résumé :

Le plomb (Pb) est une neurotoxine trés puissante, notamment pour les enfants. Une vaste
littérature épidémiologique documente les effets de ’exposition au Pb chez les jeunes enfants.
Le Pb est capable de traverser la barriére placentaire pour induire une exposition précoce du
foetus. Cette exposition prénatale est associée a une altération des fonctions cognitives des
enfants qui se traduit par des problémes d’apprentissage, une diminution du quotient intellectuel
(Ql) et des problémes de comportement. Pour des raisons d’éthique évidentes, il n’est pas possible
de mesurer la concentration de Pb chez le foetus pendant la grossesse. Ainsi, une seule mesure
obtenue dans le sang du cordon ombilical a ’accouchement est disponible pour évaluer
’exposition prénatale. Les modéles pharmacocinétiques basés sur la physiologie de la grossesse
(p-PBPK) peuvent étre utilisés pour simuler les expositions prénatales tout au long de la grossesse.
L’objectif de cette thése est de fournir un outil capable de simuler les expositions internes du
foetus a partir de données parcellaires, comme celles obtenues lors de campagnes de
biosurveillance.

Une recherche bibliographique a été menée sur l’impact de la grossesse sur les processus ADME
du Pb chez la mére et le foetus. Cette recherche a mis en évidence une augmentation du
renouvellement (i.e. cycle de formation et de résorption) de l’os maternel pendant la grossesse.
Les marqueurs de la formation et de la résorption de l’os, dosés dans les urines, augmentent
linéairement a partir du 2™ trimestre jusqu’a la fin de grossesse. Par ailleurs, les données sur la
cinétique du Pb pendant la grossesse chez la meére révelent une courbe en forme de U : une
premiere phase de diminution lors des 4 premiers mois et suivie d’une seconde phase
d’augmentation de la plombémie maternelle. Les valeurs des paramétres modélisant le
renouvellement de l'os et le transfert placentaire du Pb ont été calibrées a partir des données de
la littérature. La performance prédictive de notre modeéle a été évaluée en utilisant les rapports
de concentrations appariées de Pb dans le sang du cordon ombilical et maternel a l’accouchement,
démontrant ainsi une performance satisfaisante entre les prédictions du modeéle et les données
observées. Une analyse de sensibilité globale du modéle a mis en évidence une forte influence sur
les expositions feetales de la liaison du Pb aux érythrocytes, ’accumulation du Pb dans les os et
du coefficient de partage dans le cerveau. Les concentrations de Pb mesurées dans le cordon
ombilical a I’accouchement, provenant de l’étude longitudinale francaise depuis l’enfance (Elfe),
ont été utilisées dans le modéle p-PBPK pour simuler les concentrations de Pb dans le cerveau des
foetus. Les simulations effectuées sur la cohorte Elfe révélent des variations des concentrations
prédites de Pb dans le cerveau des foetus au cours de la grossesse. A la fin de la grossesse, presque
la moitié des foetus de la cohorte Elfe présentaient des concentrations prédites dans le cerveau
susceptibles d'induire in vitro et ex vivo des effets sur le neurodéveloppement.

Pour conclure, ce travail de these met en lumiére le potentiel des modele p-PBPK pour l’évaluation
des expositions prénatales. Nous avons démontré la capacité de notre modéele a simuler des
indicateurs d’exposition chez le foetus en tenant compte des mécanismes physiologiques essentiels
a la toxicocinétique du Pb pendant la grossesse. Ce modeéle peut a l’avenir étre couplé a un modele
d'effet tel qu'un chemin d’effet néfaste (AOP) pour aider a prédire les effets du Pb sur le
neurodéveloppement des enfants.



