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RÉSUMÉ 

Le nonylphénol (4-n-nonylphénol) et le bisphénol A (4,4 'isopropylidène-2-diphénol) sont 
des perturbateurs endocriniens qui ont été détectés dans des échantillons de sang, d'urine, de 
tissus adipeux et de lait humain. Ces molécules sont biotransformées en métabolites non­
toxiques par un processus de glucuronidation. Plusieurs facteurs, incluant la co-exposition 
avec d'autres xénobiotiques, sont susceptibles de réduire les taux de glucuronidation. Les 
objectifs de cette étude étaient d'identifier et de caractériser l'impact de 14 médicaments dont 
la consommation est répandue sur la biotransformation de ces perturbateurs endocriniens. 
L'identification des interactions a été effectuée en co-incubant des hépatocytes de rat 
fraîchement isolés avec du nonylphénol ou du bisphénol A, et des médicaments à une 
concentration 50 fois plus élevée que la concentration maximale (Cmax) reportée chez 
1'humain suite à une dose thérapeutique. Une inhibition de la biotransformation des polluants 
a été observée avec la plupart des médicaments. Le naproxène (18,7 mM), l'acide salicylique 
(24,5 mM), la carbamazépine (1,9 mM) et l'acide méfénamique (1,45 mM) ont inhibé le 
métabolisme du nonylphénol et du bisphénol A à plus de 50% dans les suspensions 
d'hépatocytes. La caractérisation des inhibitions observées avec le naproxène, l'acide 
salicylique et la carbamazépine a été tentée à l'aide de microsornes hépatiques de rat. Le 
naproxène et la carbamazépine ont inhibé compétitivement la glucuronidation du 
nonylphénol et du bisphénol A. L'acide salicylique n'a montré aucune inhibition des taux de 
glucuronidation à une concentration de 1000 )lM, suggérant ainsi que d'autres mécanismes 
d'action sont impliqués dans l'inhibition observée dans les hépatocytes. Des simulations 
effectuées à l'aide d'un modèle pharmacocinétique à base physiologique ont démontré que 
des niveaux thérapeutiques de naproxène peuvent entraîner une hausse du Cmax et de l'aire 
sous la courbe de la concentration de bisphénol A chez l'humain d'environ 1,8 fois (en 
assumant un Ki similaire chez le rat et l 'humain). En conlusion, cette étude démontre que 
plusieurs médicaments peuvent inhiber la détoxication de polluants comme le nonylphénol et 
le bisphénol A. L'analyse de risque pour les polluants environnementaux doit donc prendre 
en compte la consommation de médicaments comme facteur pouvant hausser les niveaux 
internes pour une exposition donnée. 

Mots clés: nonylphénol, bisphénol A, médicaments, biotransformation, modélisation 
pharmacocinétique à base physiologique, interactions. 



PROBLÉMATIQUE 

Les polluants environnementaux sont omniprésents et plusieurs d'entre eux représentent un 

danger pour la 'santé, tant humaine qu'environnementale. Le potentiel toxicologique de ces 

xénobiotiques est fortement lié à leur biotransformation puisque ce processus peut générer 

des métabolites de toxicité accrue ou moindre. Plusieurs facteurs tels l'âge, la génétique et 

les interactions métaboliques avec d'autres substances sont susceptibles de moduler le 

métabolisme de ces polluants. Alors que la consommation de produits pharmaceutiques 

prend des proportions jusqu'ici inégalées, les connaissances sont réduites quant aux 

interactions toxicocinétiques qui peuvent survenir lors d'une exposition simultanée aux 

médicaments et aux polluants environnementaux. La question suivante est alors soulevée: 

Est-il possible que la consommation de médicaments influence la biotransformation des 

polluants auxquels les humains sont exposés? 

Malgré le fait que les recherches sur les interactions polluants-médicaments soient quasi­

inexistantes, des études ont déjà démontré que l'acide acétylsalicylique (Aspirin) présente 

une interaction métabolique avec le benzène (Kowalowka-Zawieja el al., 2003), le toluène 

(Lof et al., 1990) et le rn-xylène (Campbell et al., 1988). Ces études poussent donc à croire 

que d'autres interactions peuvent survenir lors d'une exposition simultanée aux médicaments 

et aux polluants. La présente étude visait à identifier et caractériser les interactions 

métaboliques entre 14 médicaments d'usage répandu (acétaminophène, ibuprofène, 

diclofénac, acide méfénamique, naproxène, acide salicylique, acide valproïque, 

carbamazépine, amoxicilline, érythromycine, amoxicilline, sulfasalazine, ranititidine, 

cimétidine) et deux perturbateurs endocriniens: le nonylphénol et le bisphénol A. 



CHAPITREI 

LE NONYLPHÉNOL 

1.1 Sources et exposition 

Les polyéthoxylates de nonylphéno1 sont utilisés tant au niveau industriel que domestique. 

fis sont entre autres impliqués dans la fabrication de surfactants non-ioniques, de pesticides, 

de cosmétiques, de spermicide et de plusieurs autres produits ménagers (Cheng et Ding, 

2002). Selon le Chemica1 Market Reporter, 110000 tonnes de nonylphéno1 ont été produites 

aux Etats-Unis en 2000 pour la synthèse de produits éthoxylés. Ces composés sont 

biodégradés en nonylphénol à courte chaîne éthoxylée et en nonylphénol par plusieurs 

souches bactériennes (Liu et al., 2006; Salvadori et al., 2006; Mann et Boddy, 2000; John et 

White, 1998; Maki et al., 1994). 

L'exposition au nonylphéno1 est 

liée au rejet des eaux usées 

domestiques et commerciales, à 

l'utilisation de produits qui en 

sont dérivés ams\ qu'à la 
Figure 1.1 Structure moléculaire du nonylphéno1 

consommation de nourriture 

(Casajuana et Lacorte, 2004; Loyo-Rosales et al., 2004; Fernandes et al., 2003; Guenther et 

al., 2002; Howe et al.,. 2001; Inoue et al., 2001) et d'eau (Shao et al., 2005; Kuch et 

Ballschmiter, 2001) contaminées. L'exposition humaine a été démontrée dans une étude de 

Calafat et al. (2005) par la présence de métabolites dans l'urine de 51 % des échantillons 

d'une population référence aux États-Unis. Une autre étude effectuée au Japon par 
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Kawaguchi et al. (2004) a relevé des concentrations plasmatiques de l'ordre de 0,2-0,3 ng/ml 

chez l'humain. Des concentrations variant entre 19,8 à 84,4 ng/g de lipides ont été observées 

pendant l'étude de Muller et al. (1998) sur des échantillons de tissus adipeux humain. Enfin, 

l'exposition est supportée par la présence de nonylphénol dans le lait humain en 

concentrations variant entre 0,65 et 1,4 ng/g (Otaka et al., 2003). 

1.2 Toxicité 

Le nonylphénol est un perturbateur endocrinien qui a la capacité de se lier au récepteur à 

oestrogènes (Laws e't al., 2000). Son potentiel oestrogénique a été démontré in vivo et in vitro 

sur plusieurs modèles expérimentaux. Les réponses oestrogéniques liées à l'exposition au 

nonylphénol chez l'humain ont été caractérisées sur des lignées de cellules placentaires 

BeWo (Bechi et al., 2006) et des cellules du cancer du sein MCF-7 (Rajapakse et al., 2004; 

Van den Belt et al., 2004; Shen et al., 2003; Vivacqua et al., 2003; Ren et al., 1997). Des 

essais sur des cellules hypophysaires GH31B6/F 10 ont démontré que le non yi phénol affectait 

les flux membranaires de Ca2 
+ ERa dépendants et stimulait la libération de prolactine à des 

concentrations de l'ordre du picomolaire (Wozniak et al., 2005). En plus de son potentiel 

oestrogénique, le nonylphénol exerce un effet antiandrogénique en inhibant l'activité 

transcriptionnelle du récepteur à androgènes (Xu et al., 2005). Il peut aussi avoir un impact 

sur l'expression d'enzymes telles que les cytochromes CYP2C et CYP3A (Laurenzana et al.,. 

2002; Lee et al., 1996), un phénomène pouvant perturber le métabolisme de la testostérone. 

Le nonylphénol peut aussi avoir des impacts écotoxicologiques puisqu'il est rejeté dans 

l'environnement (Loos et al., 2007; Nagy et al., 2005; Fries et Puttmann, 2003; Bester et al., 

2001). Cet alkylphénol perturbe le développement des testicules chez Xiphophorus 

maculatus et Zoarces vivipanls, affectant ainsi le succès reproducteur des individus exposés 

(Kinnberg et al., 2000; Christiansen et al., 1998). De plus, il peut induire l'apoptose au 

niveau du thymus (Yao et al., 2006; Yao et al., 2005) et des testicules (Han et al., 2004; Han 

et al., 2004; Wang et al., 2003), induire la sécrétion d'insuline (Adachi et al., 2005) et il 

possède un potentiel histopathologique au niveau du rein, du foie et de la rate (Schwaiger et 
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al., 2000). Au niveau benthique, il peut influencer la diversité et l'indice de maturation des 

nématodes (Hoss et al., 2004). Son rejet dans l'environnement peut donc engendrer des 

perturbations écosystémiques, tant au niveau des individus que des communautés. 

1.3 Toxicocinétique 

Le nonylphénol a une demie-vie d'élimination de 3.1 heures lorsqu'il est administré par 

gavage chez le rat Sprague-Dawley mâle (Doerge et al., 2002). Il est excrété majoritairement 

sous une forme conjuguée dans l'urine et dans les fèces dans des proportions pouvant varier 

selon le sexe et la souche (Green et al., 2003; Zalko et al., 2003). Le métabolite principal est 

un conjugué à l'acide glucuronique (Daidoji et al., 2003). La glucuronidation du 

nonylphénol ou de ses métabolites hydroxylés se produit majoritairement au niveau du foie et 

dans une moindre mesure dans l'intestin (Daidoji et al., 2006). Chez le rat, le nonylphénol 

est glucuronidé par l'isoenzyme uridine diphosphate glucuronosyltransférase 2Bl (Daidoji et 

al., 2003). 

Chez l'humain, la demie-vie d'élimination de la molécule mère dans le plasma varie entre 2 

et 3 heures. Plus de 95% du nonylphénol est excrété du corps 8 heures après une dose orale 

de 5 mg. Le volume de distribution de 2800 L révélé par l'étude de Muller et al. (1998) 

suggère que le nonylphénol se distribue dans le tissu adipeux. Lors de la même étude, il a été 

observé que les quantités de métabolites conjugués dans le plasma sont environ 100 fois plus 

élevées lors d'une administration orale que lors d'une exposition intraveineuse. Ce fait 

traduit l'importance du métabolisme qui a lieu lors du premier passage hépatique. 

Le potentiel de mimétisme endocrinien du nonylphénol est très fortement lié à son 

métabolisme. Selon l'étude de Moffat et al. (2001) effectuée avec un système d'activation 

transcriptionnelle chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la glucuronidation du 

nonylphénol élimine complètement sa capacité à induire la transcription de gènes via la 

liaison au récepteur oestrogénique. Étant donné que les effets néfastes les plus rapportés sont 

liés à l'induction d'une réponse oestrogénique, la glucuronidation de ce composé joue un rôle 
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de premier plan dans sa détoxication. Puisque l'exposition au nonylphénol se fait 

majoritairement par voie orale et que le métabolisme lors du premier passage hépatique revêt 

d'une grande importance, une interaction métabolique à ce niveau risque d'augmenter les 

concentrations internes et par conséquent potentialiser l'impact d'une exposition. 



CHAPITRE II 

LE BISPHÉNOL A 

2.1 Sources et exposition 

Le bisphénol A est un produit intermédiaire de la production de résines d'époxy, de 

polycarbonate et de polyester (Matsumoto et al., 2003). Selon le Chemical Market 

Associates Inc. (CMAI), 2,8 millions de tonnes de bisphénol A ont été produites 

mondialement pour l'année 2002. Le bisphénol A se retrouve dans plusieurs produits tels 

que les revêtements protecteurs, les scellants dentaires, les matériaux de construction, les 

disques compacts, les verres de contact, 

les peintures et les teintures (Staples et 

al., 1998). Ce polluant a été détecté 

dans plusieurs produits de 

consommation tels que les aliments en 

boîte de conserve (Kang et al., 2006; 

Figure 2.1 Structure moléculaire du bisphénol A Brotons et al., 1995) et le lait (Maragou 

et al., 2006; Casajuana et Lacorte, 2004; 

Kang et Kondo, 2003). De plus, il a été démontré que le bisphénol A est présent dans les 

bouteilles pour bébé réutilisables et qu'il migre dans le liquide qu'elles contiennent (Biles et 

al., 1997). L'exposition à ce polluant chez l'humain a été démontrée dans plusieurs études. 

Sa présence sous forme de métabolites a été observée dans 95 % des échantillons d'urine 

provenant d'une population référence aux Etats-Unis dans des 'concentrations allant de 0,22 à 

5,18 ).lglL pour les 10e et 95e centiles respectivement (Calafat et al., 2005). D'autres études 
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ont aussi détecté du bisphénol A dans l'urine (Matsumoto et al., 2003; Brock et al., 2001). 

Des échantillons de lait maternel (Sun et al., 2004; Otaka et al., 2003), de sérum fœtal et de 

liquide amniotique (Ikezuki et al., 2002; Yamada et al., 2002) ont aussi révélé des quantités 

détectables de bisphénol A. 

2.2 Toxicité 

Le bisphénol A est reconnu comme étant un perturbateur endocrinien étant capable d'induire 

des réponses oestrogéniques. L'exposition au bisphénol A chez le rat Sprague-Dawley 

fen1elle a entraîné des différences morphologiques importantes au niveau du vagin 

(Schonfelder et al., 2002). Des études sur des lignées cellulaires humaines du cancer du sein 

MCF-7 (Kitamura et al., 2005; Schafer et al., 1999) et du cancer de l'endomètre ECC-I 

(Bergeron et al., 1999) ont démontré que ce polluant peut induire une prolifération cellulaire 

normalement observée lors d'exposition au l7-~ E2. En plus de son potentiel oestrogénique, 

le bisphénol A possède une activité anti-androgénique. Il inhibe l'activité transcriptionnelle 

du DHT avec une CI50 de 0,746 /lM (Xu et al., 2005). L'activité anti-androgénique serait 

entre autre liée à une réduction des niveaux de CYP2CII/6 et de CYP3A211 qui sont 

responsables de l'activité testosterone 2a-hydroxylase (T2AH) et 6~-hydroxylase (T6BH) 

respectivement chez le rat. Tout comme le nonylphénol, le bisphénol A induit le relargage de 

prolactine par les cellules hypophysaires GH3/B6 à des concentrations de l'ordre du 

picomolaire (Wozniak et al., 2005). 

2.3 Toxicocinétique 

Le bisphénol A a une demie-vie de 39,5 heures lorsqu'il est administré par voie intraveineuse 

chez le rat Fisher 344 mâle (Kurebayashi et al., 2003). Il est éliminé majoritairement sous 

forme de métabolite conjugué à l'acide glucuronique dans la bile (lnoue et al., 2001). Par 

contre, il a été démontré que des conjugués au sulfate et des métabolites hydroxylés peuvent 

aussi être retrouvés dans l'urine et les fèces (Elsby et al., 2001). La conjugaison à l'acide 
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glucuronique est catalysée par l'enzyme uridine diphosphate glucuronosyltransférase 2BI 

chez le rat (Yokota et al., 1999). Cette réaction se produit majoritairement au niveau du foie, 

mais peut aussi être observée au niveau du tissu intestinal (lnoue et al., 2003), 

Chez 1'humain, le bisphénol A a une demie-vie de moins de 6 heures dans le sang pour une 

exposition orale à 6 mg (Yolkel et al., 2002). Lors de cette dernière étude, seul son 

métabolite glucuronidé a été retrouvé dans l'urine et dans le sang. Alors que chez le rat ce 

métabolite est principalement excrété dans la bile, il est éliminé dans l'urine chez l'humain 

(Yolkel et al., 2002). L'étude de Elsby et al. (2001) a démontré que la conjugaison à l'acide 

glucuronique est moins importante chez 1'humain que chez le rat. Des expériences sur 

Saccharomyces cerevisiae exprimant des cytochromes P450 humains ont permis d'observer 

le métabolisme du bisphénol A par plusieurs isoformes, mais principalement par CYP2CI8 

avec un Km de 3,9 ~M et un Ymax de 8,1 nmol/min/nmol de cytochrome (Niwa et al., 2001). 

Par contre, il semble que cette voie métabolique ne soit empruntée qu'en cas de saturation de 

la glucuronidation. 

La glucuronidation du bisphénol A revêt d'une grande importance car le métabolite conjugué 

ne possède plus d'activité oestrogénique (Matthews et al., 2001; Snyder et al., 2000). En 

plus de limiter l'exposition interne à la molécule mère, la glucuronidation limite la fraction 

du produit métabolisée par les cytochromes P450 qui mène à la formation de métabolites 

comme le 4-methyl-2,4-bis(p-hydroxyphenyl)pent-I-ene (MBP) qui a un potentiel 

oestrogénique plus grand que le bisphénol A (Yoshihara et al., 2004) et le bisphénol-o­

quinone qui peut former des adduits à l'ADN (Atkinson et Roy, 1995a; 1995b). Une 

interaction au niveau de la conjugaison du bisphéno1 A à l'acide glucuronique peut donc 

entraîner une plus grande exposition interne et la production de métabolites toxiques. 



CHAPITRE III
 

LA CO-EXPOSITION AUX MÉDICAMENTS ET AUX PERTURBATEURS
 
ENDOCRINIENS
 

3.1 Consommation de médicaments 

La consommation de médicaments est un phénomène grandissant à l'échelle mondiale. Selon 

l'Institut Canadien d'Information sur la Santé, la consommation de médicaments représente 

17 % des dépenses en santé au Canada, soient 25,2 milliards de dollars. Ces chiffres dénotent 

une forte augmentation du pourcentage des dépenses vouées à l'achat de produits 

pharmaceutiques s'ils sont comparés aux 9,5 % qui y étaient destinés en 1985. La prise de 

médicament étant grandissante, la possibilité d'une exposition simultanée à des médicaments 

et à des polluants environnementaux est d'autant plus forte. La co-exposition étant un facteur 

pouvant conduire à des interactions pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, il est 

important d'investiguer cette problématique afin d'affiner l'analyse du risque lié à 

l'exposition à des polluants environnementaux. La présente étude visait à identifier et 

caractériser les interactions métaboliques entre 14 médicaments représentant quelques classes 

de traitement (an ti-pyrétique : acétaminophène, anti-inflammatoires non stéroidiens: 

ibuprofène, acide salicylique, acide méfénamique, diclofénac, naproxène, anti­

histaminiques: cimétitine, anti-convulsivants: acide valproïque, carbamazépine, anti­

ulcéreux: ranitidine, hypoglycémiants: gliclazide, anti-rhumatique: sulfasalazine, 

antibiotiques: erythromycine, amoxicilline) et deux perturbateurs endocriniens: le 

nonylphénol et le bisphénol A. Ces deux polluants étant principalement éliminés par voie de 

conjugaison à l'acide glucuronique, tout médicament affectant l'activité enzymatique des 
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uridine diphosphate glucuronosyltranférases, la synthèse ou le transport du cofacteur acide 

glucuronique uridine diphosphate (UDPGA) est susceptible d'inhiber leur détoxication. 

3.2 Inhibition enzymatique 

L'inhibition enzymatique est un phénomène qui s'observe lorsqu'une substance se lie à une 

enzyme et en affecte l'activité. L'inhibition peut prendre deux formes majeures, soient 

l'inhibition irréversible et l'inhibition réversible. L'inhibition irréversible se produit lorsque 

l'inhibiteur se lie de façon covalente à l'enzyme, une inactivation qui sera alors permanente. 

L'inhibition réversible se veut quant à elle une liaison temporaire de l'inhibiteur avec 

l'enzyme. Ce type d'inhibition peut prendre plusieurs formes dépendamment du type de 

liaison entre l'enzyme et l'inhibiteur. Si l'inhibiteur a la capacité de se lier au site catalytique 

de l'enzyme, l'inhibition sera dite compétitive. Cette inhibition se traduit par une hausse de 

la valeur du Km apparent, ceci sans toutefois affecter la vitesse maximale de réaction. La 

vitesse de réaction peut alors être calculée à partir de l'équation 1 : 

V max x/s J 
v [1]

-Km-------:[~1+VXr--:-Ki~,}-~]x 

où v est la vélocité enzymatique, Vmax est la vélocité enzymatique maximale, S représente la 

concentration de substrat, Km est la constante d'affinité de l'enzyme pour le substrat, 1 est la 

concentration en inhibiteur et Ki;., représente la constante d'inhibition de l'inhibiteur sur \a 

réaction enzymatique avec le substrat. 

Lorsque l'inhibiteur n'a la capacité que de se lier au complexe substrat-enzyme, l'inhibition 

qu'il génère est appelée incompétitive. Lors d'une telle inhibition, les valeurs de vélocité 

maximale et la constante d'affinité diminuent en fonction de la concentration en inhibiteur. 

La vélocité peut alors être exprimée selon l'équation 2 : 
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[2] 

Certains inhibiteurs peuvent lier à la fois le site catalytique de l'enzyme et le complexe 

substrat-enzyme. Ces derniers donnent lieu à une inhibition de type mixte. Dans ce type 

d'interaction, il est possible d'observer à la fois une hausse dans le Km et une baisse dans le 

Vmax. L'inhibition non-compétitive est un type d'inhibition mixte où il n'y a pas d'effet sur 

la constante d'affinité Km. La vélocité enzymatique en cas d'inhibition non-compétitive peut 

se calculer avec l'équation 3 : 

[3] 

Il est possible de déterminer le type d'inhibition enzymatique par régression non-linéaire ou 

par régression linéaire à partir des données expérimentales d'activité enzymatique. Les 

méthodes de régression linéaires telles que le graphique de Dixon permettent la détermination 

du type d'inhibition enzymatique et de la constante d'inhibition (Ki) en fonction des courbes 

de tendance tracées à partir des données expérimentales. Par contre, Kakkar el al. (1999) ont 

démontré l'inexactitude de ces méthodes dans l'estimation du Ki, la variabilité des résultats 

étant dépendante des concentrations d'inhibiteur utilisées. La méthode par régression non­

linéaire utilise quant à elle les différentes équations décrivant l'activité enzymatique en 

situation d'inhibition et sélectionne l'équation pouvant décrire le plus fidèlement possible les 

données expérimentales. Lors d'une telle approche, la nature de l'inhibition est déterminée 

en fonction de l'équation décrivant les données avec le meilleur R2
, et la constante Ki est 

calculée par un processus d'optimisation avec les valeurs expérimentales. 
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3.3 Inhibition enzymatique par les médicaments 

La majorité des médicaments subissent une biotransformation enzymatique avant d'être 

excrétés par le corps. Diverses enzymes catalysent le métabolisme de ces xénobiotiques via 

plusieurs réactions chimiques. Les réactions de réduction, d'oxydation et d'hydrolyse sont 

dites de phase I et peuvent être effectuées par plusieurs enzymes dont les cytochromes P450. 

Lors de cette phase, un groupe fonctionnel (-OH, -NH2, -SH, -COOH) est exposé ou introduit 

dans la molécule, résultant en une légère hausse dans l'hydrophilicité de cette dernière. Les 

réactions de conjugaison, notamment la glucuronidation, la sulfatation, la méthylation et la 

conjugaison au glutathion, sont dites de phase II et peuvent être précédées d'une réaction de 

phase 1. Cette phase consiste en la liaison d'un cofacteur (ex: acide glucuronique, glutathion) 

à un groupe fonctionnel et induit une grande augmentation dans l 'hydrophilicité de la 

molécule, facilitant ainsi son excrétion. 

Il a été mentionné précédemment que le nonyiphénol et le bisphénol A sont majoritairement 

biotransformés via une réaction de glucuronidation. La conjugaison à l'acide glucuronique 

est catalysée par les enzymes uridine diphosphate glucuronosyltransférase (UGT) qui sont 

retrouvées dans le réticulum endoplasmique du foie, des reins, de l'intestin, de la peau, du 

cerveau, de la rate et de la muqueuse nasale. Comme environ 35 % des produits 

pharmaceutiques métabolisés par la phase II sont biotransformés par le système de 

conjugaison à l'acide glucuronique (Evans et Relling, 1999), il est possible que des 

interactions compétitives au niveau de l'UGT qui métabolise le nonylphénol et le bisphénol 

A surviennent. Les UGT possèdent plusieurs isoformes qui sont divisés en deux familles: 

les UGT 1 et les UGT2. Il existe 17 isoformes fonctionnels chez l'humain, soient les 

UGTIA1, UGTIA3, UGTlA4, UGTIA5, UGTIA6, UGTIA7, UGTlA8, UGTlA9, 

UGTIAlü, UGT2Al, UGT2B4, UGT2B7, UGT2BIO, UGT2Bll, UGT2BI5, UGT2BI7 et 

UGT2B28 (Kiang et al., 2005). Le rat possède quant à lui 13 isoformes fonctionnels, soient 

les UGTIA1, UGTIA2, UGTIA3, UGTIA4, UGTIAS, UGTIA6, UGTIA7, UGTIA8, 

UGTlA9, UGT2Al, UGT2Bl, UGT2B2, UGT2B3, UGT2B6, UGT2B8 et UGT2BI2 

(Shelby et al., 2003). Les isoformes exprimés peuvent varier d'un organe à l'autre. Le 
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nonylphénol et le bisphénol A sont glucuronidés par l'isofonne UGT2B 1 chez le rat, un 

isofonne majoritairement exprimé dans le foie (Shelby et al., 2003). Cette enzyme de 

conjugaison est connue pour catalyser la glucuronidation de plusieurs médicaments tels que 

le naproxène, l'acide salicylique, l'ibuprofène et le diclofénac (King et al., 2001; Pritchard et 

al., 1994). Ces anti-inflammatoires non stéroïdiens sont donc susceptibles d'inhiber 

compétitivement la glucuronidation du nonyiphénol et du bisphénol A. De plus, plusieurs 

médicaments sont reconnus pour être métabolisés par l'isoforme UGT2B7 chez l'humain, 

l'orthologue de l'UGT2Bl du rat (Staines et al., 2004). Parmi ces médicaments se retrouvent 

la carbamazépine, le diclofénac, l'ibuprofène, le naproxène et l'acide valproïque (Kiang et 

al., 2005). Il a aussi été démontré que l'acide méfénamique peut inhiber la glucuronidation 

du 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT) par l'UGT2B7 dans les microsomes humains avec un 

Ki de 0,3 ).lM, une concentration bien en deçà des concentrations maximales sanguines de 29 

).lM suivant une administration de ce médicament (Mano et al., 2007; Neuvonen et Kivisto, 

1988). La glucuronidation de ce même substrat est aussi inhibée par le naproxène avec un Ki 

de 172 ).lM, soit environ la moitié de la concentration sanguine maximale atteinte (374 ).lM) 

lors de l'administration d'une dose de 1000 mg à relâchement contrôlé (Herber et al., 1992; 

Mroszczak et al., 1988). Une autre étude portant sur l'acide valproïque cette fois-ci a 

démontré que cet anti-convulsivant inhibe compétitivement la glucuronidation de l'AZT avec 

un Ki beaucoup plus élevé de 1,6 ± 0.006 mM (Ethell et al., 2003). Les co-expositions entre 

ces médicaments et le nonylphénol ou le bisphénol A ont donc un potentiel d'interaction au 

niveau de l'enzyme. 

3.4 Synthèse et transport du cofacteur 

Outre l'inhibition enzymatique, les interactions métaboliques peuvent naître d'une incapacité 

de la cellule à fournir les cofacteurs nécessaires à la biotransformation. La conjugaison à 

l'acide glucuronique par les UGT est un processus impliquant plusieurs étapes qui comprend 

la synthèse du cofacteur et sa translocation dans le lumen du réticulum endoplasmique, lieu 

où se trouve le site catalytique des UGT. L'UDPGA est synthétisé à partir du glucose-J­

phosphate. Ce composé est tout d'abord converti en UDP-glucose par l'enzyme UDP­
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glucose pyrophosphorylase (Priee et Jollow, 1988). L'UDP-glucose est ensuite oxydé deux 

fois successivement par l'UDP-glucose déshydrogénase, réaction nécessitant deux molécules 

de NAD+ (Sommer et al., 2004). Ces réactions se produisant dans le cytosol résultent en la 

formation de l'UDPGA (voir 
Clucosc-l-phosphate 

figure 3.1). La 

glucuronidation reposant sur 

la disponibilité en UDPGA, il 

est évident que toute 

inhibition dans la synthèse de 

ce cofacteur induira une 

baisse dans les taux de 

Figure 3.1 Biosynthèse du cofacteur UDPGA conjugaIson à ce dernier. 

Certaines substances comme la piperine et l'éthanol sont connues pour inhiber l'activité de 

l'UDP-glucose déshydrogénase, interactions menant à une baisse dans les taux de 

glucuronidation (Reen et al., 1993; Singh et al., 1986; Aw et Jones, 1983). L'activité de cette 

enzyme est aussi sujette à l'inhibition par les produits, soient 1'UDPGA et le NADH (Hjelle 

1986). Il est possible que certains médicaments interagissent avec la synthèse de l'UDPGA, 

soit en inhibant des réactions enzymatiques ou en induisant des variations dans les 

concentrations de NADH. D'autre part, ce cofacteur doit subir une translocation du cytosol 

vers le lumen du réticulum endoplasmique pour permettre la réaction de conjugaison 

(Bossuyt et Blanckaert, 1997). Le passage de l'UDPGA dans le lumen du réticulum 

endoplasmique s'effectue via des antiporteurs transmembranaires, un mécanisme de transport 

qui est saturable (Banhegyi et al., 1996; Battaglia et al., 1996). Ce transport étant limitant 

pour les réactions de glucuronidation, une réduction dans l'activité des transporteurs par un 

médicament pourrait mener à une baisse dans les taux de conjugaison des polluants à l'acide 

glucuronique. 

Un autre type d'interaction est possible lors de la co-exposition aux médicaments et aux 

polluants: la déplétion du contenu en cofacteur. Cette inhibition consiste en l'incapacité du 

système de régénération à combler la demande en cofacteur pour un processus enzymatique. 

Par exemple, ce phénomène peut se produire lorsqu'un médicament dont le métabolisme 
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implique la glucuronidation se trouve en grande quantité dans le foie. Selon l'étude de Price 

et Jollow (1984), une seule dose d'acétaminophène cause une déplétion rapide du contenu du 

foie en UDPGA et le temps requis pour régénérer le contenu de base est dose-dépendant. 

L'acide valproïque est aussi connu pour causer une diminution des stocks d'UDPGA allant 

jusqu'à 90 % (Howell et al., 1986). Ces deux médicaments sont donc susceptibles de réduire 

l'activité de conjugaison envers le nonylphénol et le bisphénol A. Le fait que plusieurs autres 

produits pharmaceutiques soient aussi glucuronidés porte à croire que l'inhibition du 

métabolisme du nonylphénol et du bisphénol A par déplétion du cofacteur en cas de co­

exposition avec des médicaments soit possible. 
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4.1 Contribution à l'article 

La présente section vise à déclarer ma contribution à J'article « Inhibition ofbisphenol A and 

nonylphenol biotransfonnation by selected commonly used drugs». Tout d'abord, j'ai 

élaboré les protocoles de recherche et effectué la majorité des expériences nécessaires afin 

d'atteindre les objectifs de l'étude. J'ai supervisé les expériences effectuées par Tatiana 

Magher, une stagiaire au laboratoire. Les simulations dont il est mention dans l'article ont 

été effectuées par Dr Haddad à l'aide d'un modèle pharmacocinétique à base physiologique 

élaboré par Teeguarden et al. (2005). Je suis responsable de l'écriture de la première version 

de l'article et du suivi des corrections apportées par Dr Haddad. Le manuscrit a été soumis le 

15 janvier 2008 au journal Toxicology and Applied Pharmacology. 

Liste d'auteurs: Marc-André Verner, Tatiana Magher, Sami Haddad 
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4.2 Abstract 

Nony1phenol and Bisphenol A are endocrine disruptors often detected in human 
samples. These chemicals are detoxified through glucuronidation. Many factors 
inc1uding co-exposure to other xenobiotics are susceptible of reducing these 
glucuronidation rates. This study aimed to identify and characterize the potential 
metabolic interaction between 14 widely used drugs and these two endocrine 
disruptors. The identification phase was done by co-incubating freshly isolated rat 
hepatocytes with nonylphenol or bisphenol A, and drugs at a concentration 50 times 
higher than the reported maximal concentration (Cmax) in human. Inhibition of 
pollutants biotransformation was seen with most of the drugs. Naproxen (l8.7 mM), 
salicylic acid (24.5 mM), carbamazepine (1.9 mM) and mefenamic acid (l.45 mM) 
inhibited over 50 % of nonylphenol and bisphenol A metabolism in ~epatocytes. 

Characterization of the inhibition observed with naproxen, salicylic acid and 
carbamazepine was attempted with rat liver microsomes. Naproxen and 
carbamazepine were found to competitively inhibit the glucuronidation of 
nonylphenol and bisphenol A. Salicylic acid did not show inhibition of 
glucuronidation rates at 1000 /lM in microsomal incubations, a finding suggesting 
that other mechanisms of action are involved. Simulations with a physiologically­
based pharmacokinetic model showed that therapeutic levels of naproxen could lead 
to a 1.8 fold increase in both the Cmax and the area under the curve of bisphenol A in 
humans, assuming a similar Ki value. In conclusion, this study shows that many drugs 
may inhibit the detoxification of chemicals such as nonylphenol and bisphenol A, and 
health risk assessment for environmental pollutants should therefore carefully address 
this issue. 

Keywords: Nonylphenol, bisphenol A, drugs, glucuronidation, physiologically-based 
pharmacokinetic modeling, interactions. 
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4.3 Introduction 

Nonylphenol (4-n-nonylphenol) and bisphenol A (4,4'isopropylidene-2-diphenol) are widely 

used compounds that have been found to possess endocrine disrupting properties. 

Nonylphenol is the biodegradation product of nonylphenol polyethoxylates used in many 

industrial and household products such as latex paints, cosmetics and pesticides. Bisphenol 

A is used in the production of polycarbonate plastics and epoxy resins that are involved in 

food packaging production. Both chemicals were detected in food (Guenther et al., 2002; 

Brotons et al., 1995) and drinking water (Shao et al., 2005; Kuch et Ballschmiter, 2001; 

Loyo-Rosales et al., 2004). 

Exposure to nonylphenol and bisphenol A has been shown to produce a wide range of effects 

in rodent and fish. The main concem regarding these chemicals is their endocrine disrupting 

properties mediated through their weak affinity for the oestrogen receptor. Their oestrogenic 

potential was observed in vivo with rats (Laws et al., 2000) as weil as in vitro with MCf-7 

cells (Kitamura et al., 2005; Vivacqua et al., 2003; Schafer et al., 1999; Ren et al., 1997) and 

BeWo cells (Bechi et al., 2006). 

Human exposure to nonylphenol and bisphenol A has been revealed by many studies in 

which urine (Brock et al., 2001; Matsumoto et al., 2003), blood (Kawaguchi et al., 2004), 

milk (Otaka et al., 2003) and fetal serum (lkezuki et al., 2002) samples were analysed. The 

study conducted by Calafat et al. (2005) on 394 adults of a reference population in the United 

States has shown that bisphenol A and nonylphenol were present in 95 % and 51 % of urine 

samples respectively. 

Nonylphenol and bisphenol A are extensively metabolized in the rat liver (Daidoji et al., 

2003; Pritchett et al., 2002; Inoue et al., 2001) and intestine (lnoue et al., 2003) tissues, 

mainly to glucuronide conjugates. Glucuronidation of these compounds inhibit their ability 

to bind the estrogen receptor (Matthews et al., 2001; Moffat et al., 2001; Snyder et al., 2000) 

and therefore plays an important role in protecting the organism from endocrine disruption. 

Conjugation to glucuronic acid is catalyzed by the uridine diphosphate 
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glucuronosyltranferase 281 (UGT281) in rats (Daidoji el al., 2003; Yokota el al., 1999). 

The UGTs responsible for the glucuronidation of these compounds in human still have yet to 

be unravelled. The toxicokinetics of these chemicals in human are characterized by short 

half-lives of 2 to 3 hours for nonylphenol (Doerge el al., 2002) and 6 hours for bisphenol A 

(Volkel el al., 2002). 

The widespread use of drugs ralses the possibility of co-exposure with environmental 

pollutants. The simultaneous exposure to drugs and nonylphenol or bisphenol A can possibly 

lead to phannacokinetic and pharmacodynamic interactions. Considering that these 

endocrine disruptor effects are limited by their biotransfonnation to inactive glucuronidated 

metabolites and that they are c1eared relatively rapidly, a metabolic inhibition by drugs can 

lead to increased effects for a given exposure. Many drugs such as naproxen, salicylic acid, 

ibuprofen, dic10fenac are known to be glucuronidated by the UGT281 (King el al., 2001; 

Pritchard et al., 1994) in rats and are therefore potential competitive inhibitors of this 

conjugation reaction. Moreover, the extensive glucuronidation of drugs like acetaminophen 

and valproic acid was reported to cause depletion of the UDP-glucuronic acid content in the 

liver (Howell el al., 1986; Hjelle et al., 1985; Price et Jollow 1984), possibly leading to a 

reduction in glucuronidation rates. Therefore it is important to assess the impact of drug 

consumption on bisphenol A and nonylphenol biotransformation to correctly characterize the 

risks of human exposure to these chemicals. 

The objectives of this study were to i) identify potential metabolic interactions 

between 14 drugs that are widely used (acetaminophen, salicylic acid, ibuprofen, 

mefenamic acid, naproxen, amoxicillin, erythromycin, diclofenac, valproic acid, 

carbamazepine, gliclazide, cimetidine, ranitidine and sulfasalazine) and nonylphenol 

or bisphenol A using freshly isolated rat hepatocytes, ii) characterize the mechanisms 

underlying the three strongest identified interactions, and iii) assess the impact of 

bisphenol A metabolism inhibition on its global toxicokinetics in human using a 

physiologically-based pharrnacokinetic (PBPK) mode!. 
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4.4 Methods 

Chemicals 

UDPGA (purity 99.7 %), Type IV Collagenase, 4-n-nonylphenol (purity 99.9 %), Bisphenol 

A (purity >99 %), 4-tert-octylphenol (purity >97 %), amoxicillin (purity 97.8 %), 

carbamazepine (purity >99 %), cimetidine (purity >99 %), ranitidine (purity >99 %), 

gliclazide (purity 99.5 %), erythromycine (purity 95.1 %), valproic acid (purity 100 %), 

naproxen (purity 98 %), sulfasalazine (purity 98 %), ibuprofen (purity 99.8 %), diclofenac 

(purity >99 %), acetaminophen (purity 100 %), mefenamic acid (purity 99.7 %), salicylic 

acid (purity 99.9 %), William's Medium E (WME) and newborn calf serum were purchased 

from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA). HPLC solvenls were of HPLC grade (EMD 

Biosciences, San Diego, CA, USA). Ali other chemicals were of analytical grade. 

AnimaIs 

Male Sprague-Dawley rats were purchased from Charles River Laboratories with the 

permission of the institutional committee for the protection of animais (CIPA). Ali animais 

were maintained under controlled temperature (20°C) and light cycle (12 h light / 12 h dark) 

with autoclaved rodent food and water available ad libitum. Rats were allowed to acclimate 

for 7 days prior to experiments. Hepatocytes were isolated from 164.9 ± 12 g rats whereas 

livers for microsomes preparation were obtained from 284.5 ± 2 g rats. 

Isolation ofrat hepatocytes 

Hepatocyte isolation was done by a two step liver perfusion. Surgical procedures were made 

under isoflurane 5 % anaesthesia. The portal vein was canulated with a 22 G catheter and the 

liver was perfused with calcium-free Hank's balanced salt solution (HBSS) containing 

HEPES (25 mM) and EGTA (0.5 mM) until complete removal of blood. Afterwards the Iiver 

was perfused with HBSS containing HEPES (25 mM), calcium chloride (1.7 mM) and type 

IV collagenase (100 U/ml) for approximately 20 minutes or until signs of complete digestion 

were observed. Perfusion solutions were adjusted to pH 7.5, continuously gassed with 

02/C02 (95 %/5 %) and kept at a flow rate of 15 ml/min. When perfusion was completed, 

the liver was extracted and dissected in William's Medium E (WME) containing HEPES (lO 
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mM), sodium bicarbonate (25 mM) and newbom calf serum (10%) at pH 7.5 and maintained 

at a temperature of 4°C. The ceU suspension was filtered through a 2431lm filter. The filtrate 

was first washed by centrifugation at 35 x g for 3 minutes. The pellet was resuspended in 

WME in order to proceed to a PercoU differential centrifugation at 215 x g for S minutes. 

The pellet was resuspended in WME and washed again by centrifugation at 35 x g for 3 

minutes. The remaining cells in the pellet were suspended in WME and ceU count and 

viability were assessed by Trypan blue exclusion using a hemacytometer. Only ceU 

preparations with viability greater than SO % were kept for further experiments. 

Rat microsomes preparation 

Rats (n=4) were euthanized by e02 asphyxiation. Rat livers were removed and eut into 

approximately 1 g pieces prior to freezing in liquid nitrogen. Livers were kept at -SO°C until 

microsome preparation. For each tube, 2 g of liver were homogenized in S ml of Tris (50 

mM) KCI (150 mM) buffer at pH 7.5 using a potter. Samples were centrifuged for 20 

minutes at 15,000 x g at 4°C. Supernatant was withdrawn and centrifuged for 60 minutes at 

100,000 x g at 4°C. Supernatant containing the cytosol was discarded and microsomes were 

resuspended in 2 ml of Tris (50 mM) KCI (150 mM) Sucrose (250 mM) buffer at pH 7.5. 

Microsomes were pooled and then aliquoted into 500 ilL samples prior to freezing in liquid 

nitrogen. Ail cel! fractions were kept at -soDe until the experiments. Protein content was 

measured with the method described in Lowry et al. (1951). 

Identification ofdrug-pollutant interactions in isolated hepatocytes suspensions 

In order to identify interactions between drugs and the two endocrine disruptors, metabolic 

assays were done using a final concentration of lx 106 cells/ml in a rotating incubator at 37°e 

and 600 rpm. Hepatocytes were pre-incubated with drugs suspended in WME at a 

concentration 50 times higher than the maximal concentration observed in human blood 

(table 1) for 15 minutes. After pre-incubation, hepatocytes were exposed to 250 IlM of 

nonylphenol for 60 minutes or 44 IlM of bisphenol A for 15 minutes, concentrations 

representing the Km found in the literature (Daidoji et al., 2003; Teeguarden et al., 2005). 

Ethanol solutions containing either nonylphenol or bisphenol A represented 0.5 % of the final 

volume. Reactions were stopped using acetonitrile containing the internaI standard (4-tert­
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octylphenol) at a volume equal to that of the reaction sample. Samples were subsequently 

put on ice. Ali sampies were kept at -20°C until HPLC analysis. Incubations were done in 

borosilicate glassware to avoid adsorption of nonylphenol or bisphenol A. Experiments were 

done on three rats to corroborate results. 

Drug-pollutant interaction characterization in microsomal incubations 

Characterization of metabolic inhibitions was done using microsomes in a rotating incubator 

at 37 OC and 600 rpm. Assays were made in Tris (50 mM) KCl (150 mM) buffer at pH 7.5 

containing MgCI2 (5 mM), Brij58 (0.05%) and UDPGA (5 mM). Conjugation to glucuronic 

acid was linear for both pollutants for 0-15 minutes and 9-0.5 mg of protein/ml intervals. 

The protein concentration was set to 0.25 mg/ml and the incubation was set to 15 minutes. 

Determination of Michaelis-Menten kinetic constants for both pollutants alone was done by 

incubating microsomes with six different concentrations of substrate. In order to define the 

type of inhibition and the constant Ki for naproxen, salicylic acid, and carbamazepine, three 

substrate concentrations (62.5, 125 and 250 ~M for nonylphenol; 50, 100 and 200 ).l.M for 

bisphenol A) and four inhibitor concentrations were used. Concentrations of carbamazepine 

used were 125, 250, 500, 1000 ~M for bisphenol A inhibition assays and 30, 100, 300, 1000 

~M for nonylphenol inhibition assays. Concentrations of naproxen and salicylic acid used 

were 125,250, 500, 1000 ).l.M. Ethanol solutions containing the pollutants represented 1% of 

the final incubation volume. Reactions were stopped using acetonitrile containing the 

internai standard (octylphenol) at a volume equal to that of the reaction sample. Samples 

were subsequently put on ice. 

Quantification ofBisphenol A and nonylphenol metabolism 

Biphenol A and nonylphenol metabolism rates were determined by the decrease in the 

unmetabolized chemical concentration. Ali samples were centrifuged at 10000 x g for 2 

minutes and supematant was injected into a Agilent 1200 series high-performance liquid 

chromatography system. Bisphenol A was eluted using a Zorbax Eclipse XDB-CI8 column 

(4.6 x 50 mm, 1.8 /-lm) preceded by a 0.2 /-lm RRLC In-Li ne filter (4.6 mm), and an isocratic 

mobile phase of acetonitrile:water (45:55 v/v) at 1.5 ml/min, 25°C and detected with a 

fluorescence detector (excitation 227 nm, emission 313 nm). Retention times for thismethod 
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were lA minules for bisphenol A and 16.7 minutes for octylphenol. Nonylphenol 

chromatography was done with a Zorbax SB-CI8 colurnn (4.6 x 150 mm, 5 ilm) preceded by 

both a Zorbax SB-C18 guard column (4.6 x 12.5 mm, 5 ilm) and a 0.2 ilm RRLC In-Li ne 

filter (4.6 mm), and an isocratic mobile phase of acetonitrile:water (70:30 v/v) at 2 ml/min, 

500e and detected with a fluorescence detector (excitation 220 nm, emission 315 nm). Using 

this method, nonylphenol and octyi phenol were retained in the colurnn for 5.5 and 2.8 

minutes respectively. 

Impact ofenzymatic inhibition on bisphenol A toxicokinetics in human 

The impact of enzymatic inhibition on the toxicokinetics of bisphenol A in human 

was investigated using a PBPK model developed by Teeguarden et al. (2005). 

Briefly, the PBPK model for bisphenol A (see figure 1) was modified to introduce an 

inhibition factor on the metabolic rate (RAM) of BPA as follows: 

RAM =(l-IF)x VMaxxCVL [eg.l]
 
K.M+CVL
 

or altematively, 

RAM = VMax X CYL [eg.2]
KM (1 + Ci/Ki) + CYL 

where symbols IF, Ki and Ci are the fraction of inihition, inhibition constant of the 

drug and the blood concentration of the inhibitor. And symbols CYL, VMax and KM 

are the hepatic venous blood concentraion, the maximal rate of metabolism and the 

affiQity constant for bisphenol A, respectively. The simulations were run with 

different enzymatic inhibition scenarios; i) using eg. 1 and setting IF to a%, 50 %, 

75 % and 95 % and ii) using eg. 2 and setting Ci to a constant concentration of 

naproxen representing the upper bound of the range for the maximal concentration in 

human plasma reported in Mroszczak et al. (1988) for an oral intake of a 1000 mg 

controlled-release tablet (473 /lM), and the Ki value detelmined experimentally with 

rat liver microsomes as described previously (843.1 /lM). The oral dose was set to 

0.0641 mg/kg for a human male of 78 kg, and the simulation time was 42 hours. Ali 
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PBPK model parameters values except for those linked ta inhibition by drugs were 

left intact from Teeguarden et al. (2005). 

Sfatistics 

Enzyme kinetic constants were determined by non-linear regression using SigmaPlot Enzyme 

Kinetics module (Systat Software Inc., San Jose, CA). PBPK modeling simulations were 

done using ACSLXtreme (Aegis Technologies Group, Inc., Huntsville, AL). 
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4.5 Results 

Identification ofmetabolic interactions 

Biotransformation of nonylphenol and bisphenol A was shown to be inhibited by many drugs 

in freshly isoJated rat hepatocytes. Percentages of inhibition are depicted in figure 1. 

Inhibition of pollutants metabolism displayed a similar pattern for both nonylphenol and 

bisphenol A. Strong interactions were observed with naproxen and salicylic acid with more 

than 85 % reduction in biotransformation rates. Appreciable metabolic inhibition was also 

observed with carbamazepine, mefenamic acid, valproic acid, ibuprofen, diclofenac, 

sulphasalazine and acetaminophen. Incubations with erythromycine, gliclazide, ranitidine 

and amoxici11in showed either very low inhibition or no inhibition at ail at a concentration 

50X that of maximal blood concentration in human. No significant changes in hepatocyte 

viability were observed when samples were compared to control incubations (data not 

shown). 

Characterization ofnony/pheno/ and bispheno/ A metabolism inhibition by naproxen, 

salicylic add .and carbamazepine 

Assays with microsomes were done to evaluate the impact of co-exposure to naproxen, 

salicylic acid and carbamazepine on glucuronidation of nonylphenol and bisphenol A (figure 

3). Nonlinear regression on biotransformation rates concluded on the competitive inhibition 

of po11utants biotransformation by naproxen with inhibition constants (Ki) of 581.7 flM for 

nonylphenol and 848.3 ~M for bisphenol A (see figure 3). Regression equations describing 

competitive inhibition fitted experimental data with estimated kinetic constants described in 

table 2. 

No inhibition was seen in co-incubation with salicylic acid in microsomes. The parallel 

slopes for the three different concentration of either nonyphenol or bisphenol A indicate that 

salicylic acid do not inhibit the biotransformation of these chemicals in microsomes at 

concentrations between 125 and 1000 ~M. Higher concentrations ofsalicylic acid showed an 

interaction with bisphenol A and nonylphenol metabolism but this inhibition was correlated 

to the lowering of pH in the buffer solution by this drug. 
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Impact ofco-exposure with naproxen on global toxicokinetics ofbisphenol A in human 

The PBPK model published by Teeguarden et al. (2005) was used to assess the potential 

impact of naproxen on global bisphenol A kinetics in human. The maximal blood 

concentration (Cmax) and the area under the curve (AUC) for the 42 hour simulations are 

displayed in table 3 for 0 %, 50 %. 75 % and 100 % inhibitions as weIl as the inhibition by 

naproxen. The metabolic inhibition by a constant concentration of 473 IlM of naproxen 

yielded a 1.8 fold increase in both AUe and Cmax ofbisphenoJ A in blood. 
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4.6 Discussion 

The growing use of drugs increases the chances of co-exposure with environmental 

pollutants. In the present study we screened for metabolic interactions between 14 widely 

consumed drugs representing different classes of treatment and two endocrine disruptors: 

nonylphenol and bisphenol A. We further addressed the nature of the strong inhibition 

caused by naproxen, salicylic acid and carbamazepine on the biotransfonnation of these 

pollutants. 

Many metabolic interactions between drugs and pollutants were identified using freshly 

isolated rat hepatocytes. Inhibition was seen with many drugs when hepatocytes were pre­

incubated for 15 minutes prior to biotransformation assay wi th nonyIphenol or bisphenol A 

(see figure 1). The fact that inhibition patterns were similar for both pollutants led us to 

hypothesize that the mechanisms of interaction are identical. Nonylphenol and bisphenol A 

are metabolized primarily by conjugation to glucuronic acid, a reaction mediated by the 

enzyme UGT2B 1. Therefore any interaction affecting this enzymatic reaction, cofactor 

synthesis or cofactor transport would result in a similar inhibition of pollutants 

biotransformation. The inhibition seen with naproxen, salicylic acid, ibuprofen and 

diclofenac could be explained by the fact that ail these drugs were found to be metabolized to 

some extent by the UGT2Bl (Pritchard et al., 1994; King et al., 2001). Other drugs for 

which UGT isofonns catalyzing their glucuronidation in rats has not yet been characterized 

could also be metabolized by this enzyme. For example, carbfamazepine is known to be 

glucuronidated by the isoform UGT2B7 in humans, a recognized ortholog of the UGT2B 1 in 

rats (Staines et al., 2004), and showed a high inhibitory potential in the biotransformation of 

both nonylphenol and bisphenol A. Other drugs causing an inhibition of pollutants 

metabolism such as diclofenac, ibuprofen, naproxen and valproic acid are also glucuronidated 

by the UGT2B7 in humans (Kiang et al., 2005). The four th highest inhibition in the present 

study was observed with incubations containingmefenamic acid, a drug that has been found 

to inhibit the glucuronidation of 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT) by UGT2B7 in human 

microsomes with a Ki of 0.3 ).lM (Mano et al., 2007). The antiepileptic drug valproic acid 

also inhibits competitively the glucuronidation of AZT with a higher Ki of 1.6 ± 0.006 mM 
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(Ethell et al., 2003). Current data do not permit the analysis of the correlation between the 

rate of glucuronidation of drugs and their inhibitory potential, mainly because different drug 

concentrations were used in hepatocyte incubations. The inhibition of bisphenol A and 

nonylphenol metabolism in rat hepatocytes by drugs known to be glucuronidated by 

UGT2Bl (in rats) or UGT2B7 (in humans) or to inhibit these enzymes is thought to be at 

least partially explainable by an enzymatic interaction. Drugs that do not undergo 

glucuronidation by these enzymes seem to have a lower impact on bisphenol A and 

nonylphénol metabolism. 

It is also possible that a decrease in UDPGA content or transport in hepatocytes lead to the 

inhibition of pollutants metabolism. UDPGA is the essential cofactor for conjugation to 

glucuronic acid. Its biosynthesis in the cytosol is the result of the conversion of glucose-I­

phosphate (G IP) to uridine diphospo-glucose (UDPG) by the enzyme UDP-glucose 

pyrophosphorylase which is further converted ta UDPGA by the enzyme UDP-glucose 

dehydrogenase (Price et Jollow 1988). The glucuronidation accurs in the endoplasmic 

reticulum lumen where the active site of UGTs is located. UDPGA has to be translocated 

from the cytasol to the endoplasmic reticulum lumen by transporters (Csala et al., 2004; 

Bossuyt et Blanckaert, 2001; Banhegyi et al., 1996; Battaglia et al., 1996; Bossuyt et 

Blanckaert, 1996; Bossuyt et Blanckaert, 1995; Bossuyt et Blanckaert, 1994), a transport 

mechanism known to limit glucuronidation rates. Any drug depleting UDPGA either by its 

extensive glucuronidation or by the inhibition of the enzymes responsible for UDPGA 

biosynthesis will possibly inhibit the glucuronidation of bisphenol A and nonylphenal. An 

inhibition of the UDPGA transport into the endaplasmic reticulum lumen could also lower 

the glucuronidation activity towards these pollutants. Among the drugs that were used in the 

present study, acetaminophen and valproic acid have been shown to decrease the UDPGA 

content in the liver (Howell et al., 1986; Hjelle et al., 1985; Price et Jollow 1984). The use of 

high concentrations of drugsthat are glucuronidated to a high extent in the identification 

phase of this study were likely to decrease the cofactor concentration in hepatocytes, a 

condition leading to lower glucuronidation rates (Gregus et al., 1983). 
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The strong inhibitions observed with naproxen, salicylic acid and carbamazepine retained our 

attention, hence our attempt to characterize the mechanisms underlying these interactions. 

The possibility of enzyrnatic inhibition was assessed with the use of rat liver microsomes. 

The biotransformation of nonylphenol and bisphenol A by microsomes was inhibited by 

naproxen and carbamazepine. The Dixon plots displayed slopes crossing above the x axis and 

to the left of the y. axis, a specific feature of competitive inhibition kinetics (see figure 1). 

Inhibition constants (Ki) were calculated by nonlinear regression to fit experimental data. In 

co-incubations with naproxen, the Ki for nonylphenol (581.7 flM) and bisphenol A (848.3 

flM) were a little bit above the maximal naproxen concentration (305-473 flM) found in 

human blood after administration of a 1000 mg controlled-release tablet in postprandial 

volunteers (Mroszczak et al., 1988). This finding could be critical in risk assessment for 

these endocrine disruptors since a chronic consumption of naproxen could significantly 

decrease the metabolism in the intestine and liver tissue, an inhibition that will result in 

higher internai exposure. The Ki values found in co-incubations with carbamazepine were 

over an order of magnitude above the maximal concentration in human bloocl found in the 

literature. A significant metabolic interaction is therefore unlikely to happen at therapeutic 

levels. 

Salicylic acid did not show any inhibition ofbisphenol A and nonylphenol metabolism in rat 

liver microsomes. The major metabolite of salicylic acid in man and rat is salicyluric acid, 

the product of a conjugation to glycine (Hutt et al., 1982). The generation of salicyl acyl 

glucuronide and salicyl phenolic glucuronide is a secondary pathway that increases in 

importance as the doses get higher (Patel et al., 1990). The glucuronidation pathway by 

UGT2B7, the human ortholog of UGT2B1 in rat, has been characterized in supersomes by 

Kuehl et al. (2006). Salicylic acid was g1ucuronidated to the acyl and phenolic glucuronides 

with Km of 1640 flM and 1242 flM respectively. While it would require a Ki of 1185.98 flM 

to trigger the 90% inhibition of nonylphenol metabolism in hepatocyte suspensions, salicylic 

acid did not inhibit the metabolism of either bisphenol A or nonylphenol at a concentration of 

1000 flM. Therefore, it is hypothesized that mechanisms other than direct enzyrnatic 

inhibition might be involved. Among these possible mechanisms, salicylic acid induced 

lowering of pH from 7.5 to 7.2 in hepatocyte suspensions might partially explain the 
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inhibition but is very unlikely to be the only factor. Further experiments are needed in order 

to address the possibility of disruption in UPDGA homeostasis or transport by either salicylic 

acid or one of its metabolites. AIso, the impact of salicyluric acid, the primary salicylic acid 

metabolite, on glucuronidation rates of bisphenol A and nonylphenol should be assessed. 

The use of PBPK modeling to assess the impact of naproxen consumption on bisphenol A 

toxicokinetics revealed that physiological levels of naproxen are susceptible of significantly 

increasing the Cmax and AUC of bisphenol A in human. However, it most be noted that the 

simulations did not take into account the binding of naproxen to serum proteins, that the 

naproxen level was that of the upper bound of observed Cmax in human for the whole 

simulation time, and that the Ki value used for the simulation was the one found in rat 

microsomes incubations. Therefore, the impact of co-exposure could differ in vivo in 

humans. Further studies are needed in order to evaluate the impact of naproxen on bisphenol 

A binding in to serum proteins, a phenomenon potentially leading to a higher free fraction in 

blood. AIso, characterization of the inhibition constants with human microsomes would 

refine the analysis. Finally, a PBPK model of naproxen could be coupled to the bisphenol A 

model to simulate the relevant phalmacokinetic scenario in which the naproxen concentration 

changes over time.· Although some parameters were lacking in the simulations, PBPK 

modeling clearly showed that the inhibitory potential of naproxen on metabolism of 

bisphenol A is susceptible of causing significant changes in its global kinetics. 

In conclusion, inhibition of bisphenol A and nonylphenol biotransformation by drugs 

can occur at high therapeutic levels as revealed by interaction assays in the present 

study. Risk assessment should therefore include the use of drugs as a potential factor 

increasing the internai levels of pollutants. Particularly, chronic use of drugs during 

critical time windows of sexual development or carcinogenesis, periods at which 

endocrine disrupters are susceptible of triggering enhanced toxic effects, should be 

carefully addressed. Further assays are planned in order to characterize the 

mechanism of inhibition seen with salicylic acid as weB as to refme the impact of 

naproxen on bisphenol A toxicokinetics in humans. Final1y, additional studies are 
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needed to screen for other metabolic interactions between drugs and environmentai 

pollutants. 



33 

4.7 Acknowledgments 

These studies were supported by a Discovery Grant from the National Sciences and 

Engineering Research Council of Canada (NSERC). Sami Haddad is recipient of a 

research scholarship from the Fonds de Recherche en Santé du Québec (FRSQ). 

Authors would also like to thank Dr. Justin Teeguarden for generously providing the 

ACSL code for the bisphenol A PBPK mode!. 



34 

4.8 Figure legend 

Figure 1. Schematic representation of the PBPK model for bisphenol A by 
Teeguarden et al. 2005. and interaction with the drug. Absorption is described by an 
intravenous infusion rate (kiv) or an first order constant for oral absorption (ka) into 
the gastro-intestinal tract (GI tract). The compound distributes into four tissue 
compartments (blood, body, uterus and liver) which are interconnected by blood 
perfusion. Bisphenol A can bind to plasma protein (PP) in the blood compartment and 
to the estrogen receptor (ER) according to maximal binding capacity (Bmax) and 
dissociation constants (Kd). Bisphenol A is converted to the glucuronoconjugate 
(BPAG) in the liver according to a maximal rate (Vmax) and an enzyme affinity 
constant (Km). A fraction of the BPAG is directly excreted to bile (Bile) in the Gr 
tract and the remains stays in systemic circulation (l-Bile) and can be eliminated into 
urine with a first order rate (keur). The BPAG in the the GI tract is excreted through 
feces in a first order process (kef) or is converted back into bisphenol A and 
reabsorbed with a with first order rate constant (kehrc). A number of drugs in this 
study can interfere in glucuronidation process and inhibit formation of conjugate (Ki 
or IF). 

Figure 2. Inhibition of the biotransformation of nonylphenol and bisphenol A by 
drugs in freshly isolated rat hepatocytes (n=3). Incubations were done at 37°C and 
600 rpm for 15 minutes and 60 minutes for bisphenol A (44 flM) and nonyiphenol 
(250 flM) respectively. Initial drug concentrations were equal to 50 times the 
maximal concentrations at therapeutic doses in humans (see table 1). Error bars 
represent the standard deviation. 

Figure 3. Michaelis-Menten kinetics for nonylphenol and bisphenol A in pooled rat 
liver micromes (n=4). Incubations were done at 37°C and 600 rpm using a protein 
concentration of 0.25 mg/ml for 15 minutes. Error bars represent the standard 
deviation. 

Figure 4. Dixon plots for inhibition ofnonylphenol (e62.5 flM, 0125 flM, "'250 flM) 
and bisphenol A (e 50 flM, 0100 flM, ... 200 flM) metabolism by naproxen, salicylic 
acid and naproxen in pooled rat liver micromes (n=4). Incubations were done at 
37°C and 600 rpm using a protein concentration of 0.25 mg/ml for 15 minutes. Error 
bars represent the standard deviation. 

Figure 5. Simulation of bisphenol A toxicokinetics in human using a PBPK mode!. 
Different curves represent 0 %, 50 %, 75 % and 95 % metabolic inhibition scenarios, 
as weil as inhibition by a constant naproxen concentration of 473 flM. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5. 
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4.10 Tables 

Table 1. Maximum drug concentrations in human blood and drug concentrations used in the 
identificatIOn stage usmg freshly lsolated rat hepatocytes. 
Drugs Chemical structure Plasma 

Cmax 
()lM) 

Acetaminophen 100 

Salicylic acid 490 

Ibuprofen 50 

Mefenamic acid 29 

Naproxen 374 

Diclofenac 5 
o 

O
CH, -C-ONa" 

1 CI 

"" NH~ 
CI~ 

Cimetidine 12 

Valproic acid 481 

Carbamazepine 38 

Drug 
concentration 
in assays 
(mM) 

5 

24.5 

2.5 

1.45 

18.7 

0.25 

0.6 

24.05 

1.9 

Reference 

APC 2005 

Brantmark el 

al. (1982) 

De Brabander 
el al. (2000) 

Neuvonen et 
Kivislo (1988) 

Mroszczak el 

ar. (1988) 

Kirchheiner el 
al. (2003) 

Grahnen el al. 

(1979) 

Hussein el al. 
(1994) 
Loonen el al. 
(1989) 

Milleret 

Ludden 
(1993) 



41 

Gliclazide 

o 0 rY
fl#-NY-N'N 

1 0 H H 
~ 

46 2.3 Davis et al. 
(2000) 

Ranitidine N02 

9~ 1H C,N 0 S~N WCHJ 
3 H H 

1 0.05 Morichau-
Beauchant et 
al. (1986) 

Sul fasa1azine 

ô" ",OH 

() 0 f~':rN:'N)0~(n/OH 
,.), i' -;, 0

N N-S' -.;,
H Il 

0 

14 0.7 Allgayer et al. 
(1984) 

Amoxcillin 

Erythromycin 

NH2 H
l('I/' "I(NnSyCH3 

~ ...,J 0 " N,_. CH 3HO' 0 :. 
;~O 

HO 

HÛH
J 

. OH 

CHJ 
H C ( OCHJ<;? 0 'ICHJ 

"O~C"'"'C,0 ".'{:fCH'HO ", "10 
HJC 0 é5H JHO "CH3 0 

CH, 

9 

4 

0.45 

0.2 

Bodeyet 
Nance (1972) 

Thompson et 
al. (1980) 



42 

Table 2. Kinetic constants for inhibition of bisphenol A and nonylphenol glucuronidation by 
naproxen and carbamazepine in pooled rat liver microsornes (n=4). 

Pollutant Ki for naproxen (I..lM) Ki for carbamazepine (I..lM) 

Nonylphenol 581.7 608.3 
Bisphenol A 848.3 1023.1 

Table 3. Area under the curve (AUC) and maximum concentration (Cmax) for bisphenol A in 
buman using a PBPK model for metabolic inhibition by naproxen, as weil as for a%, 50 % 
75 % and 95 % metabolic inhibition. 

Inhibition Cmax (/lM) AUC 

0% 0.0015 0.0029 

50% 0.0030 0.0056 

75% 0.0056 0.0113 

95% 0.0201 0.0562 

Naproxen 0.0023 0.0053 



CHAPITRE V 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

5.1 Le Naproxène 

La consommation de médicaments étant grandissante dans la population, les risques de co­

exposition aux produits pharmaceutiques et aux polluants environnementaux sont d'autant 

augmentés. La présente étude visait à caractériser l'impact de la consommation 

médicamenteuse sur la biotransformation de deux perturbateurs endocriniens auxquels les 

humains sont exposés: le nonylphénol et le bisphénol A. Les recherches effectuées sur les 

hépatocytes de rat fraîchement isolés et des microsomes ont permis d'identifier plusieurs 

interactions métaboliques et de caractériser la forte inhibition enzymatique causée par la co­

exposition avec le naproxène, un anti-inflammatoire non stéroïdien. La constante 

d'inhibition (Ki) étant près des concentrations sanguines maximales atteintes avec une 

posologie de 1000 mg de naproxène, l'impact d'une co-exposition sur le métabolisme du 

nonylphénol et du bisphénol A peut être très important. L'étude d'une telle interaction serait 

toutefois incomplète sans l'inclusion d'autres paramètres physiologiques qui peuvent 

influencer la cinétique des polluants et du riaproxène. C'est donc dans cette optique que sont 

proposées les pistes de recherche suivantes. 

5.1.1 Impacts sur la liaison aux protéines dans le sérum 

La liaison aux protéines sériques telles que l'albumine peut influencer la concentration en 

médicaments et en polluants libres dans le sang. Seule la fraction non-liée est disponible 
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pour la distribution dans les organes, et par conséquent pour le métabolisme hépatique. Il est 

donc primordial de bien caractériser l'impact de la présence de médicaments sur la liaison 

des polluants aux protéines sériques. À basse concentration sanguine, la fraction libre d'une 

substance dans le sang peut être détenninée par l'équation 4 : 

1fi =--.....,....---------::--	 [4] 

(Alb)X(NI+N2J +1
 
KI K2
 

où f1 représente la fraction libre, Alb représente la concentration en albumine, N et K 

représentent le nombre de site de liaison et la constante de dissociation pour les sites de haute 

affinité (1) et les sites de basse affinité (2) 16 -r-
de l'albumine. L'étude de Borga et Borga 

14 ~ Naproxen~ 
(1997) révèle des valeurs de NI (0.814), N2 - 12 Jc 

10 
~	 (5.49), KI (0.203 IlM) et K2 (55.7 IlM) pour 
CJ ra... 1: 1	 le naproxène. Il est possible de visualiser LI. 
'0c:	 cette association à l'albumine avec les 

données expérimentales obtenues lors de~ :1 c:
 
:;:) 2 cette même étude (figure 4.1). À basse
 

0	 concentration, la fraction libre de naproxène 
10 100 1000 

dans le sang est presque nulle. Cependant, à 
Plasma Concentration (J..lglmL) 

des concentrations de l'ordre de 100 ~g!mL 

Figure 4.1 Fraction de naproxène libre (434 IlM), la liaison semble atteindre un 
en fonction de la concentration 
plasmatique certain niveau de saturation et la fraction 

libre augmente. Étant donné que les concentrations sanguines maximales chez l'humain 

peuvent atteindre des valeurs au-dessus de 400 !-lM, un phénomène de saturation des sites de 

liaison sur l'albumine peut être observé in vivo. 

Des données sur le bisphénol A démontrent que ce polluant est aussi fortement lié à 

l'albumine. La concentration de bisphénol A lié peut être calculée à l'aide de l'équation 5 : 
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" - Bmax XCSPA 
[5]Clzee - vd +C 

1'\.. 1 SPA 

où Cfiée est la concentration liée, CSPA est la concentration en bisphénol A, Bmax est la 

valeur maximale de liaison non-spécifique et Kd représente la constante de dissociation. Des 

valeurs de 2 mM et 0.1 mM pour le Bmax et le Kd respectivement ont été déterminées 

expérimentalement par Csanady el al. (2002) pour le bisphénol A. Cette étude révèle que le 

bisphénol A est à environ 95 % lié lorsqu'il se retrouve en faibles concentrations sanguines. 

Il est donc possible que la présence de naproxène interagisse avec la liaison du bisphénol A 

sur l'albumine et par conséquent induire une augmentation de la fraction libre. En assumant 

que la constante d'inhibition (Ki) de la liaison du bisphénol A sur l'albumine par le 

naproxène a la même valeur que la constante de dissociation du site de haute affinité (KI) ou 

de basse affmité (K2), il est possible d'estimer quel peut être l'impact d'une co-exposition sur 

la fraction libre du bisphénol A dans le sang selon ['équation 6: 

Bn1ax XCSPA
Cfiée [6] 

Où Ci et Ki représentent la concentration en inhibiteur et la constante d'inhibition 

respectivement. Alors que la fraction liée pour le bisphénol A est de 95 % en exposition 

simple, la co-exposition avec le naproxène avec l'assomption que la constante d'inhibition est 

égale à KI ou K2 ramène cette fraction à 1 % et 72 % respectivement. En augmentant ainsi 

la fraction libre, la cinétique du polluant change et l' exposi tion interne peut être augmentée. 

Des expériences seraient nécessaires afin de caractériser cette interaction au niveau de la 

liaison du nonylphénol et du bisphénol A à l'albumine. 
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5.1.2 Cinétique globale du bisphénol A 

Tel que mentionné dans l'article, il serait important d'affiner les simulations du bisphénol A 

en co-exposition avec le naproxène. Un modèle PBPK du naproxène serait utile pour 

déterminer sa concentration hépatique en fonction du temps, facteur important dans 

l'évaluation de l'inhibition du métabolisme du bisphénol A par ce dernier. En couplant les 

deux modèles, il serait possible d'évaluer plusieurs scénarios d'exposition différents en 

représentant plus fidèlement les cinétiques respectives des deux substances. De plus, des 

études in vitro avec des microsomes hépatiques humains permettraient de définir la constante 

d'inhibition dans l'organisme visé. Une telle approche permettrait une meilleure analyse du 

risque posé par la co-exposition, et par conséquent un positionnement plus éclairé. 

5.2 L'acide salicylique 

Alors que les études d'inhibition dans des suspensions d 'hépatocytes pour les co-expositions 

avec l'acide salicylique et le bisphénol A ou le nonylphénol ont démontré une forte 

interaction, il a été impossible de caractériser cette inhibition avec la fraction microsomiale. 

L'inhibition n'étant pas enzymatique, du moins pour l'acide salicylique à des concentrations 

allant jusqu'à 1000 )..lM, d'autres études sont nécessaires. En premier lieu, des incubations 

avec de plus hautes concentrations d'acide salicylique seraient intéressantes. De plus, des 

études d'interaction avec les métabolites de l'acide salicylique pourront aussi être effectuées 

afin de voir si ces composés peuvent être à l'origine des inhibitions observées en hépatocytes. 

Enfin, l'impact de l'acide salicylique et de ses métabolites sur la synthèse et le transport de 

l'UDPGA pourra aussi être évalué. 
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5.3 Conclusion 

Il a été démontré que plusieurs médicaments ont le potentiel d'inhiber la biotransformation 

du bisphénol A et du nonylphénol. Il est donc très important d'inclure la consommation 

médicamenteuse en tant que facteur pouvant influencer le métabolisme lorsque l'on fait 

l'analyse du risque lié à l'exposition à des polluants environnementaux. De plus, il serait 

important de poursuivre les études d'identification et de caractérisation des interactions 

métaboliques avec d'autres médicaments et polluants afin d'adapter les limites d'exposition à 

la réalité de la consommation grandissante de produits pharmaceutiques. 
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