adnses

agence nationale de sécurité sanitaire
alimentation, environnement, travail

Connaitre, évaluer Proféger

Juin 2017 Edition scientifique







agence nationale de sécurité sanitaire \ :

alimentation, environnement, travail

Connaitre, évaluer Ioro'réger

Elaboration de VTR
chronique par voie
orale pour 'acide per-
fluorohexanoique

(PFHxA)

Avis de I’Anses
Rapport d’expertise collective

Juin 2017 Edition scientifique






Avis de I’Anses

a nses - Saisines n° 2015-SA-0127; 2015-SA-0128 ; 2015-
SA-0129 ; 2015-SA-0130

alimentation, environnement, travail

Connaitre, évaluer, Proréger

Le Directeur général
Maisons-Alfort, le 23 juin 2017

AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif a «I’élaboration de valeurs de référence chroniques par voie orale pour 4 composés
perfluorés : I'acide perfluorohexanoique (PFHxA), I’acide perfluorohexane sulfonique
(PFHxS), 'acide perfluorobutanoique (PFBA), et ’acide perfluorobutane sulfonique (PFBS)»

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d'autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses s’est auto-saisie le 9 juin 2015 pour la réalisation des expertises suivantes : élaboration de
valeurs de référence chroniques par voie orale pour les composés perfluorés suivants : 'acide
perfluorohexanoique (PFHxA, CAS n°® 307-24-4), I'acide perfluorohexane sulfonique (PFHxS, CAS
n°355-46-4), I'acide perfluorobutanoique (PFBA, CAS n°375-22-4), et I'acide perfluorobutane
sulfonique (PFBS, CAS n°375-73-5).

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Le présent avis d’expertise fait suite aux travaux de '’Agence sur les composés perfluorés ayant
donné lieu a un rapport publié en 2015 (Anses, 2015b), réalisé dans le cadre de la saisine de la
Direction générale de la santé de juin 2009 relative aux substances reprotoxiques et/ou
perturbatrices endocriniennes (PE) (Saisine «n°® 2009-SA-0331»).

Ce rapport a mis en évidence 4 perfluorés prioritaires : I'acide perfluorobutanoique (PFBA), I'acide
perfluorobutane sulfonique (PFBS), [Il'acide perfluorohexanoique (PFHxA) et [l'acide
perfluorohexane sulfonique (PFHxS). Cette sélection a été faite selon plusieurs critéeres dont le
statut réglementaire (REACH et réglementation sectorielle), le corpus de données disponibles pour
chacun des composés, l'utilisation et I'évolution de l'utilisation des composés, les valeurs de
référence déja disponibles etc... Ces quatre composés perfluorés ont donc fait I'objet de travaux
distincts dans 'objectif de leur attribuer des valeurs toxicologique de référence (VTR).

Une VTR est un indice toxicologique qui permet de qualifier ou de quantifier un risque pour la
santé humaine. Elle établit le lien entre une exposition a une substance toxique et 'occurrence
d'un effet sanitaire indésirable. Les VTR sont spécifiques d'une durée d’exposition (aigué,
subchronique ou chronique) et d’'une voie d’exposition (orale ou respiratoire). La construction des
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VTR différe en fonction des connaissances ou des hypothéses formulées sur les mécanismes
d’action des substances. Actuellement, I'hypothése par défaut est de considérer une relation
monotone entre I'exposition, ou la dose, et l'effet, ou la réponse. En Iétat actuel des
connaissances et par défaut, on considere généralement que, pour les effets non cancérogénes, la
toxicité ne s’exprime qu’au-dela d’un seuil de dose (Anses, 2015a).

En pratique, la construction de la VTR a seuil comprend les quatre étapes suivantes :
e choix de l'effet critique ;

e choix d’'une étude de bonne qualité scientifique permettant généralement d’établir une
relation dose — réponse ;

e choix ou construction d’'une dose critique a partir des doses expérimentales et/ou des
données épidémiologiques ;

e application de facteurs d’incertitude a la dose critique pour tenir compte des incertitudes.

L’élaboration des VTR suit une approche trés structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives par des groupes de spécialistes.

Une valeur toxicologique indicative (VTi) est un repére toxicologique pouvant étre utilisé pour
I'évaluation d’un risque. Il s’agit d’'une valeur indicative moins robuste que la VTR présentant ainsi
un niveau de confiance faible.

Une VTi pourra étre proposée lorsque les conditions nécessaires a I'élaboration d’'une VTR ne sont
pas remplies et qu'une évaluation quantitative des risques (EQRS) est nécessaire dans un
contexte d’exposition donné :

1. en cas dinsuffisance des données disponibles sur la substance pour caractériser le
danger de la substance ou de doute sur le caractére néfaste de I’effet. Dans ce cas, une
veille bibliographique sera menée par '’Anses sur ces substances en vue de remplacer les
VTi par des VTR si de nouvelles données le permettent ;

2. encas de contraintes de temps et/ou de ressources. Dans ce cas, la VTi serait élaborée
au mieux dans le temps imparti afin de répondre aux impératifs d’action des décideurs, puis
un travail complémentaire sera le cas échéant réalisé afin de proposer une VTR.

Sur la base de I'approche OMS/IPCS proposant une démarche par étapes pour I'évaluation des
risques sanitaires dont la premiére étape consiste en une évaluation préliminaire (screening), la
VTi pourra étre utilisée pour écarter un risque dans une approche d’évaluation de risque de
premier niveau, conservatrice (OMS-IPCS, 2010).

A la différence d’'une VTR, une VTi ne devrait étre utilisée que pour répondre a la situation et au
contexte spécifiques qui ont justifié sa construction. Les conditions d’application devront donc étre
clairement explicitées pour chacune des VTi proposées. Comme pour les VTR, l'utilisation et
l'interprétation des VTi devront obligatoirement tenir compte de la voie d’exposition, de la durée
d’exposition, de la période d’exposition, du type d’effet auquel elle est associée et de la population
cible pour laquelle elle destinée. Le mode de construction des VTi dépend des données
disponibles sur les mécanismes d’action biologique des substances et d’hypothéses
communément admises. On distingue ainsi des VTi & seuil de dose et des VTi sans seuil de dose.
Une VTi est élaborée en suivant les mémes étapes de construction qu'une VTR.

Les VTi ne seront pas publiées sur le site internet de I'’Anses indépendamment des évaluations du
risque simplifi€ée qui auront justifié leur élaboration.
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2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L'expertise releve du domaine de compétences du comité d'experts spécialiseé (CES)
« Caractérisation des dangers des substances et valeurs toxicologiques de référence » (appelé ci-
aprés CES « Substances »). Les travaux ont été présentés au CES tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques entre juin 2015 et février 2017. lls ont été adoptés par le CES
« Substances » réuni le 23 février 2017.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses

(www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

m Acide perfluorobutanoique (PFBA) - CAS n°375-22-4

e Toxicocinétique

Au regard des T’ et des biodisponibilités calculées dans des expérimentations par voie orale
chez le rat et la souris, 'absorption du PFBA semble a la fois rapide et relativement complete.
Suite & une exposition par voie orale, les faibles valeurs des volumes de distribution indiquent que
le PFBA est tres peu distribué dans les tissus. L'ensemble des données converge vers une
élimination rapide du PFBA. Chez toutes les espéces étudiées (rat, souris, singe), I'urine est la
voie d’excrétion principale. L’élimination via les feces est quant a elle négligeable.

e Toxicité

A ce jour, trois études animales de toxicité par exposition répétée (28 jours, 90 jours, et toxicité sur
le développement) sont disponibles pour évaluer ce composé. Elles ont notamment mis en
évidence des effets sur la thyroide, sur le développement, et sur le foie.

Concernant les effets sur la thyroide, dans les études 28 jours et 90 jours de Butenhoff et al.
(2012), est observée, en plus d’'une augmentation du poids absolu de la thyroide, une diminution
des taux sériques de T4 totale et de T4 libre (sans modification des taux de TSH?).

Concernant les effets sur le développement, un retard d’ouverture des yeux statistiquement
significatif mais modéré est observé, avec une relation dose réponse peu robuste.

Concernant les effets hépatiques, une augmentation du poids absolu (+ 45% dans I'étude 28 jours,
et + 23% dans I'étude 90 jours, aux plus fortes doses) et relatif du foie est observée dans les deux
études de Butenhoff et al. (2012), associée a des hypertrophies hépatocellulaires (uniguement
minimales dans I'étude 28 jours, minimales a légéres dans 'étude 90 jours). Dans I'étude 28 jours
et I'étude sur le développement, une diminution statistiquement significative du cholestérol est

! Tmax : temps d’atteinte de la concentration maximale
2 TSH : Thyréostimuline
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également observée. A I'exception de cette diminution du cholestérol, toutes les valeurs des
parameétres biochimiques mesurés sont dans la gamme de la normalité, c’est-a-dire usuellement
observées chez les rats Sprague-Dawley. Elles ne présentent donc pas de pertinence
toxicologique. Dans les deux études de toxicité répétée, les auteurs ont également mesuré les
niveaux hépatiques de transcrits ’ARNm d’intérét. Un certain nombre de ces transcrits (Acox,
CYP4A1...), marqueurs d'une activation de PPARa®, augmente. Est également observée une
augmentation des niveaux du CYP2B2, marqueur de I'activation de CAR”. Enfin, une diminution du
niveag hépatique du CYP1Al est également observée, suggérant une diminution de I'activité de
'AhR”.

e Construction

o Choix de l'effet critique

= Effets thyroidiens

Le CES ne considére pas pertinent de construire une VTR basée sur les modifications de
concentrations hormonales mentionnées plus haut, les auteurs eux-mémes émettant un doute sur
la fiabilité des résultats obtenus (probléme dans la réalisation des mesures).

= Effets sur le développement

Les auteurs n'ont pas détaillé leur méthodologie pour évaluer le retard d’'ouverture des yeux. De
plus, celui-ci n’est pas corroboré par d’autres criteres de retards de développement (comme par
exemple un retard de sortie des incisives). Le CES ne considére pas pertinent de construire une
VTR basée sur ces modifications.

» Effets hépatiques

Compte tenu des différences de mécanisme d’action et des conséquences de l'activation des
PPARa entre 'THomme et les rongeurs, établis sur la base de souris au PPARa humanisé, cet effet
n’est pas jugé transposable a ’'Homme (Hall et al., 2012). En conséquence, les modifications des
transcrits relevant d’'une activation des PPARa ne peuvent donc pas soutenir I'élaboration d’'une
valeur de référence sur des effets hépatiques (Hall et al., 2012). De méme que pour PPARGa, il
semble exister de fortes différences entre le CAR murin et humain, que ce soit au niveau de ses
ligands ou des réponses médiées par ce récepteur, la société européenne de pathologie
toxicologique (ESTP) considérant méme leur activation comme un effet non-néfaste (Hall et al.,
2012). En particulier, la réponse concernant la lipogenése semble différente entre 'Homme et les
rongeurs. L'extrapolation & 'Homme de ces observations faites sur un modéle rongeur semble
donc discutable dans I'objectif de les retenir comme effet critique (Lynch et al., 2014 ; Yang et al.,
2013 ; Hall et al., 2012).

Selon les documents de '’Agence américaine de protection de I'environnement (U.S. EPA) (2002)
et de I'ESTP (Hall et al.,, 2012), lors d'une hypertrophie hépatocytaire, en I'absence de
modifications histologiques, des preuves de dommages hépatocytaires caractérisés par une
modification dose dépendante, biologiquement significative et cohérente d’au moins deux
parameétres hépatiques sont nécessaires pour caractériser un effet néfaste pour le foie. Ces

% PPARa : Peroxisome proliferator-activated receptor alpha. Récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes
* CAR : Constitutive Androstane Receptor. Récepteur constitutif des androstanes
> AhR : Aryl Hydrocarbon Receptor. Récepteur aux hydrocarbures aromatiques
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conditions ne sont donc pas remplies dans le cas présent. Selon ces critéres, les effets hépatiques
ne devraient donc pas étre considérés comme néfastes.

Néanmoins, bien que pris indépendamment les uns des autres, aucun ne soit suffisant pour
construire une VTR (ampleur de la réponse) ou soit totalement transposable a 'Homme, de
nombreux effets (hypertrophie et signes fonctionnels) liés aux métabolismes hépatique et lipidique
sont observés suite a une exposition au PFBA. Par ailleurs, méme s’il s’agit d'une étude
mécanistique, des nécroses hépatiques minimales a légeres ont été observées, en plus
d’hypertrophies, chez les souris males de type sauvage exposées 28 jours au PFBA dans I'étude
de Foreman et al. (2009). Enfin, il apparait également nécessaire de prendre en compte dans cette
analyse les connaissances existantes sur I'ensemble de la famille des perfluorés, et notamment
les deux composés les plus étudiés de cette famille, a savoir le PFOS et le PFOA. Une toxicité
hépatique clairement établie pour ces deux composés, allant jusqu'a I'apparition d’adénomes
hépatocytaires chez I'animal, ne peut pas étre exclue chez 'lHomme (EFSA, 2008 ; U.S. EPA,
2016a, 2016b).

Au regard de tous ces éléments, le CES a décidé de retenir les effets hépatiques comme
effet critique. Considérant les doutes existant sur le choix de I’effet critique et son caractere
néfaste, le choix a été fait de construire une VTi pour le PFBA.

o Choix de I'étude clé

L’étude subchronique (90 jours), ayant la modalité d’exposition la plus longue parmi les études
disponibles sur ce composé, a été retenue pour le choix du point de départ (Butenhoff et al. 2012).

o Choix de la dose critique

Au regard de I'ensemble des effets apparaissant a 30 mg/kg/j dans cette étude (augmentation
statistiquement significative du poids absolu et relatif du foie, hypertrophie hépatocellulaire,
diminution du transcrit ARNm marqueur de I'AhR, ...), cette dose a été considérée comme le
LOAEL®. Le NOAEL’, dose directement inférieure dans I'étude de 6 mg/kg/j est retenue comme
dose critique.

o Ajustements

Dans le but de réduire le degré d’incertitude due a la variabilité inter-espéce lors de la
détermination d’'une dose équivalente humaine (HED), un ajustement allométrique a été réalisé,
selon I'équation suivante :

. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente humaine = Doseanimal x| ——
Poids Homme

0,523 kg

NOAEL,,, =6,0mg/kg/ j x( 70kg

1/4
j =1,764mg/kg/ j

o Choix des facteurs d’incertitude

® LOAEL : Lowest Observed Adverse Effect Level (Dose minimale entrainant un effet néfaste observeé)
" NOAEL : No Observed Adverse Effect Level (Dose maximale n’entrainant pas d’effet néfaste observé)
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Le calcul de la VTi a partir du NOAELep a été effectué a l'aide des facteurs d’incertitude suivants
(Anses, 2015a) :

» Variabilité inter-espéces (UF,) : 2,5
L’ajustement allométrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, a I'aide de
'équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes
résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a éteé fixé a 2,5.

= Variabilité interindividuelle (UFy) : 10
Aucune donnée scientifique permettant de réduire la valeur par défaut n’étant disponible, la valeur
de 10 est utilisée.

» Transposition subchronique a chronique (UFs) : 3
Il s’agit d’'une étude subchronique, les animaux ayant été exposés 90 jours. Pour prendre en
compte d’éventuels effets survenant a des doses plus faibles aprés des expositions plus longues, il
a été considéré pertinent d’appliquer un UFs de 3.

= Utilisation d’'une BMDL, d’un LOAEL ou d’'un NOAEL (UFg,) : 1
La construction de la VTi est basée ici sur un NOAEL, ce facteur ne s’applique pas.

= |nsuffisance des données (UFp) : 1
Les trois études animales de toxicité par exposition répétée (28 jours, 90 jours, et toxicité sur le
développement) disponibles sur le PFBA sont suffisantes pour évaluer la toxicité du composé.

Un facteur d’incertitude global de 75 est donc utilisé pour la construction de la VTi du PFBA.

o Proposition de VTi chronique par ingestion

_L76dmg/kg/j

VTi
' 75

= 0,0235 2 0,024 mg/kg/j
m Acide perfluorohexane sulfonique (PFHXS) - CAS n°355-46-4

e Toxicocinétique
Aucune donnée sur la toxicocinétique du PFHxS n’est disponible.

e Toxicité

De nombreuses études chez 'Homme sont disponibles pour évaluer la toxicité du PFHxS, mais ne
permettent pas de dériver de VTR. De plus, a ce jour seule une étude de toxicité par doses
répétées combinée avec un test de toxicité sur la reproduction et le développement (OCDE 422)
permet d’évaluer ce composé (Butenhoff et al., 2009). Elle a notamment mis en évidence des
effets sur la thyroide et le foie.

Concernant les effets sur la thyroide, une augmentation des hypertrophies/hyperplasies
thyroidiennes est observée.

Concernant les effets hépatiques, une augmentation du poids absolu et relatif du foie aux deux
plus fortes doses (+ 20% et 56% pour le poids absolu, pas de données pour les poids relatifs)
associée a des hypertrophies hépatocellulaires (9/10 rats, 8 minimales, 1 légére a 3 mg/kg/j et
10/10 rats, 4 minimales, 5 légéres et 1 moyenne a 10 mg/kg/j) est observée. Une augmentation
statistiguement significative de la phosphatase alcaline (ALP) (+ 37%) est observée a 10 mg/kg/j.
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Une augmentation statistiquement significative de I'albumine (5%) et du ratio albumine/globuline
(19%), ainsi qu’une diminution du cholestérol (- 42%) et des triglycérides (- 68%) sont également
observées a la plus forte dose, bien que la signification toxicologique de ces modifications soit
discutable.

e Construction
o Choix de l'effet critique

= Effets thyroidiens

Selon les auteurs, l'augmentation des hypertrophies/hyperplasies serait la conséquence de
'hypertrophie hépatique. L’absence de test statistique et de dosages hormonaux ne permet pas
d’étayer cet argument mécanistique. Sans confirmation du mécanisme d’action, I'hypertrophie
thyroidienne apparait trop peu robuste pour pouvoir construire une valeur de référence.

= Effets hépatiques

Selon les documents de I'U.S. EPA (2002) et de 'ESTP (Hall et al. 2012), lors d’'une hypertrophie
hépatocytaire, en I'absence de modifications histologiques, des preuves de dommages
hépatocytaires caractérisés par une modification dose dépendante, biologiquement significative et
cohérente d’au moins deux parameétres hépatiques sont nécessaires pour caractériser un effet
néfaste sur le foie. Ces conditions ne sont donc pas remplies dans le cas présent. Selon ces
critéres, les effets hépatiques ne devraient donc pas étre considérés comme néfastes.

Néanmoins, bien que pris indépendamment les uns des autres, aucun ne soit suffisant pour
construire une VTR (ampleur de la réponse) ou soit totalement transposable a 'Homme, de
nombreux effets (hypertrophie et signes fonctionnels) liés aux métabolismes hépatique et lipidique
sont observés suite a une exposition au PFHXS. Par ailleurs, il apparait également nécessaire de
prendre en compte dans cette analyse les connaissances existantes sur 'ensemble de la famille
des perfluorés, et notamment les deux composés les plus étudiés de cette famille, a savoir le
PFOS et le PFOA. Une toxicité hépatique clairement établie pour ces deux composés, allant
jusqu’a l'apparition d’adénomes hépatocytaires chez l'animal, ne peut pas étre exclue chez
'Homme (EFSA, 2008 ; U.S. EPA, 2016a, 2016b).

Au regard de tous ces éléments, le CES a décidé de retenir les effets hépatiques comme
effet critique. Considérant les doutes existant sur le choix de I'effet critique et son caractére
néfaste, le choix a été fait de construire une VTi pour le PFHXS.

o Choix de I'étude clé

Une seule étude expérimentale est disponible pour la construction d’'une VTi (Butenhoff et al.,
2009). Elle suit les lignes directrices OCDE 422 (Etude combinée de toxicité a doses répétées et
de dépistage de la toxicité pour la reproduction et le développement), et a donc été retenue
comme étude clé.

o Choix de la dose critique

Au regard de I'ensemble des effets apparaissant a 3 mg/kg/j dans cette étude (augmentation
statistiquement significative du poids absolu et relatif du foie, hypertrophie hépatocellulaire chez
9 rats sur 10), cette dose a été considérée comme le LOAEL.
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Le NOAEL, dose directement inférieure dans I'étude de 1 mg/kg/j est donc retenue comme dose
critique.

o Ajustements

Dans le but de réduire la valeur de lincertitude due a la variabilité inter-espéce lors de la
détermination d’'une dose équivalente humaine, un ajustement allométrique a été réalisé, selon
I'équation suivante :

. . 1/4
Poids animal )

Dose équivalente humaine = Doseanimal x| ———
Poids Homme

0,490 kg

NOAEL,,, =1,0mg/kg/ | x[ 20kg

1/4
j =0,289mg/kg/ j

o Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTi a partir du NOAELep a été effectué a l'aide des facteurs d’incertitude suivants
(Anses, 2015a) :

» Variabilité inter-espéces (UF,) : 2,5
L’ajustement allométrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, a 'aide de
I'équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes
résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5.

= Variabilité interindividuelle (UFy) : 10
Aucune donnée scientifique permettant de réduire la valeur par défaut n’étant disponible, la valeur
de 10 est utilisée.

» Transposition subchronique a chronique (UFs) : 3
Dans I'étude de Butenhoff et al. (2009), les rats méles ont été exposés au minimum 42 jours. En
conséquence, il a été considéré pertinent d’appliquer un UFs de 3.

= Utilisation d’'une BMDL, d’un LOAEL ou d’'un NOAEL (UFg,) : 1
La construction de la VTi est basée ici sur un NOAEL, donc un UFg, spécifique n'est pas
nécessaire.

= |nsuffisance des données (UFp) : 1
Une seule étude expérimentale est disponible pour évaluer la toxicité du PFHxS, mais elle
combine la toxicité par doses répétées et la reproduction/toxicité développementale. De plus, de
nombreuses études chez ’'Homme sont disponibles sur ce composé. En conséquence, le CES a
considéré qu’un UFp n’était pas nécessaire.

Un facteur d’incertitude global de 75 est donc utilisé pour la construction de la VTi du PFHXS.
o Proposition de VTi chronique par ingestion

_ 0289 mg/kg/j

VTi
' 75

=0,0038 20,004 myg/kyg/j

m Acide perfluorobutane sulfonique (PFBS) - CAS n°375-73-5
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e Toxicocinétique

Par voie orale, les valeurs de T.o Suggérent une absorption rapide du PFBS.

Le calcul des biodisponibilités chez les méles et les femelles a partir des données disponibles ne
permettent cependant pas de conclure quant a 'importance de I'absorption du PFBS par voie orale
chez les rats.

Que ce soit chez les singes ou les rats, les demi-vies d’élimination sériques rapportées dans les
études disponibles indiquent que le métabolisme du PFBS chez les méles semble plus faible que
chez les femelles.

L'urine est la voie majeure d’élimination du composé, que ce soit par voie orale ou par voie
intraveineuse. De plus, cette élimination est rapide.

e Toxicité

A ce jour, deux études animales de toxicité par exposition répétée (90 jours et 2-générations)
permettent d’évaluer ce composé. Elles ont hotamment mis en évidence des effets rénaux et
hépatiques. Les effets rénaux sont les plus reproductibles dans les études disponibles : une
hyperplasie tubulaire est en effet observée dans I'étude 90 jours disponible et dans I'étude deux
générations, a la fois chez les parents et chez les petits de la génération F1 (Lieder et al., 2009a,
2009b).

e Construction

o Choix de l'effet critique

Le CES a donc retenu les effets sur le rein comme effet critique. Le CES souligne que ce choix
protégera des effets potentiels observés au niveau hépatique.

o Choix de I'étude clé

Bien que I'hyperplasie tubulaire soit également observée dans 'étude par exposition subchronique
(Lieder et al., 2009a), I'étude clé retenue est I'étude deux générations (pour les effets observes
chez la génération FQ) (Lieder et al., 2009b). Les effets rénaux sont plus détaillés par les auteurs
dans cette derniere.

o Choix de la dose critique

Les données expérimentales établies sur I'hyperplasie tubulaire ont pu étre modélisées a 'aide du
logiciel Proast afin d’établir une Benchmark dose (BMD). Il est a noter que seuls les résultats aux
deux plus fortes doses étaient fournis par les auteurs de la publication, et ont donc pu étre utilisés
pour la modélisation.

L’objectif de la démarche est d’estimer la concentration correspondant a un niveau de réponse
défini ou a un pourcentage défini de réponse supplémentaire par rapport au témoin, appelé
Benchmark Response (BMR). Ce BMR correspond a un excés de risque de 10%, recommandé
par 'Anses et I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) pour les données quantales
(EFSA, 2017).
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Dans le cas du PFBS, les données chez les femelles ont été choisies, celles-ci apparaissant plus
sensibles pour cet effet.
Les valeurs retenues sont les suivantes :
BMD1gy : 40,6 mg/kg/j
BMD g9 Los0s : 24 mg/kg/j
o Ajustements

Dans le but de réduire la valeur de lincertitude due a la variabilité inter-espéce lors de la
détermination d’'une dose équivalente humaine, un ajustement allométrique a été réalisé, selon
I'équation suivante :

. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente humaine = Doseanimal x '
Poids Homme

0,285kg

1/4
BM Drovd_os% Hep = 24mg/kg/ j x =6,06mg/kg/ j
70kg

o Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de la BMD1qyLose vED @ €€ effectué a l'aide des facteurs d’incertitude
suivants (Anses, 2015a) :

= Variabilité inter-espéces (UF,) : 2,5
L’ajustement allométrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, a l'aide de
'équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes
résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5.

= Variabilité interindividuelle (UFy) : 10
Aucune donnée scientifique permettant de réduire la valeur par défaut n’étant disponible, la valeur
de 10 est utilisée.

» Transposition subchronique a chronique (UFs) : 3
L’étude clé retenu étant une étude 2-générations ol les animaux ont été exposés 70 jours, et
aucune étude par exposition chronique n’étant disponible, il a été décidé d’appliquer un UFs de 3.

= Utilisation d’'une BMDL, d’un LOAEL ou d’'un NOAEL (UFg,) : 1
La construction de la VTR est basée ici sur une BMDL, ce facteur ne s’applique pas.

» Insuffisance des données (UFp) : 1
Les données toxicologiques disponibles sur le PFBS sont jugées suffisantes pour évaluer la
toxicité du composeé.

Un facteur d’incertitude global de 75 est donc utilisé pour la construction de la VTR du PFBS.

o Proposition de VTR chronique par ingestion

6,06 mg/kg/j
VTR = % =0,081 = 0,08 mg/kg/j

e Niveau de confiance

Le niveau de confiance global a été attribué a cette VTR chronique par voie orale en se basant sur
les critéres suivants :
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o Niveau de confiance dans la nature et la qualité des données :
Moyen : les données toxicologiques sont globalement suffisantes pour évaluer ce composé.
Cependant, la plupart des études disponibles, bien que de bonne qualité, ont été produites par le
groupe de Butenhoff et collaborateurs (Bijland et al., 2011, Lieder et al., 2009a & b, Olsen et al.,
2009).

o Niveau de confiance dans le choix de I'effet critique et le mode d’action :
Moyen : I'hyperplasie tubulaire est un effet observé dans toutes les études ayant évalué la toxicité
générale de ce composé. Néanmoins, cet effet est généralement peu discuté par les auteurs.

o Niveau de confiance dans le choix de I'étude clé :
Fort : il s’agit d’'une étude bien détaillée qui suit les lignes directrice OCDE et les bonnes pratiques
de laboratoire.

o Niveau de confiance dans le choix de la dose critique :
Moyen : une BMD a pu étre construite, mais uniqguement sur deux doses. Les résultats aux deux
plus faibles doses n’ont en effet pas été présentés par les auteurs.

Le niveau de confiance global pour cette VTR est donc moyen.

m Acide perfluorohexanoique (PFHxA) - CAS n° 307-24-4

e Toxicocinétique

Suite a une exposition par voie orale, I'absorption du PFHXA semble rapide, avec un T, d’environ
1 heure.

Concernant la distribution systémique du PFHXA, une étude par voie intraveineuse semble montrer
des différences entre males et femelles, avec une demi-vie sérique plus importante chez les
males. L’étude par voie orale, cependant, ne rapporte pas une telle différence entre méales et
femelles.

Que ce soit aprés administration par voie orale ou par voie intraveineuse, le PFHXA est excrété
rapidement, et majoritairement dans l'urine.

e Toxicité

Les études disponibles sur le PFHXA ont mis en évidences différents effets, notamment aux
niveaux hépatique et rénal.

Au niveau hépatique, une augmentation du poids absolu et relatif du foie associée a une
hypertrophie hépatocellulaire et une augmentation statistiquement significative des aspartate
aminotransférases (ASAT) et alanine aminotransférases (ALAT) sont observées dans les deux
études par exposition subchronique disponibles.

Concernant les effets sur le rein, 'étude par exposition chronique montre une nécrose papillaire et
une dégénérescence tubulaire chez les femelles a 200 mg/kg/j (Klaunig et al., 2015). Ces lésions
sont associées a une augmentation statistiguement significative du volume urinaire et une
diminution statistiquement significative de la gravité spécifique a la méme dose chez les femelles a
26 semaines de traitement.

e Construction

o Choix de l'effet critique

Page 11/17



Avis de I’Anses

Saisines n° « 2015-SA-0127; 2015-SA-0128 ;
2015-SA-0129 ; 2015-SA-0130 »

= Effets hépatiques
Selon I'U.S. EPA (2002), les ALAT et les ASAT doivent étre augmentées au minimum d’un facteur
2 ou 3 pour étre considérées pertinentes, ce qui n’est pas le cas dans ces deux études. De plus,
I'étude par exposition chronique ne montre pas d’augmentation de ces deux paramétres.

= Effets rénaux
Au regard de la sévérité des lésions observées au niveau rénal (nécrose papillaire et
dégénérescence tubulaire), le CES a décidé de les retenir comme effet critique. Le CES souligne
gue ce choix protégera des potentiels effets observés au niveau hépatique.

o Choix de I'étude clé

L’étude clé retenue est I'étude de Klaunig et al. (2015), la seule étude disponible pour une
exposition chronique (2 ans). Il s’agit d’'une étude d’assez bonne qualité, mais qui ne suit pas les
lignes directrices de I'OCDE. Il est important de noter qu’'un nombre important d’animaux sont
également morts avant la fin de I'étude, indépendamment des effets toxiques de la substance.

o Choix de la dose critique

Du fait de I'absence de relation dose-réponse (effet apparaissant a la plus forte dose), une BMD
n'a pas pu étre construite. En conséquence, le NOAEL est la dose directement inférieure au
LOAEL identifié, a savoir 200 mg/kg/j. Le NOAEL est donc de 30 mg/kg/j.

o Ajustements

Dans le but de réduire la valeur de lincertitude due a la variabilité inter-espéce lors de la
détermination d’'une dose équivalente humaine, un ajustement allométrique a été réalisé, selon
I'équation suivante :

. . 1/4
Poids animal )

Dose équivalente humaine = Dose animal x '
Poids Homme

0,338 kg

1/4
NOAELHED:30mg/kg/j>{ 70kg } =7,91mg/kg/ j

o Choix des facteurs d’'incertitude

Le calcul de la VTR a partir du NOAELp a été effectué a I'aide des facteurs d’incertitude suivants
(Anses, 2015a) :

» Variabilité inter-espéces (UF,) : 2,5
L’ajustement allométrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, a I'aide de
'équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes
résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5.

» Variabilité interindividuelle (UFy) : 10
Aucune donnée scientifique permettant de réduire la valeur par défaut n’étant disponible, la valeur
de 10 est utilisée.

» Transposition subchronique a chronique (UFs) : 1
L’étude clé retenue étant une étude chronique, un UFs n’est pas nécessaire.

= Utilisation d’'une BMDL, d’un LOAEL ou d’'un NOAEL (UFg,) : 1
La construction de la VTR est basée ici sur un NOAEL, ce facteur ne s’applique pas.

» |nsuffisance des données (UFp) : 1
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Les données toxicologiques disponibles sur le PFHxA sont suffisantes pour évaluer la toxicité du
composé. Un UFp n'est donc pas nécessaire.

Un facteur d’incertitude global de 25 est donc utilisé pour la construction de la VTR du PFHXA.

o Proposition de VTR chronique par ingestion

791 mg/kg/j
VTR = % =0316 2 0,32mg/kg/j

e Niveau de confiance

Le niveau de confiance global a été attribué a cette VTR chronique par voie orale en se basant sur
les critéres suivants :

o Niveau de confiance dans la nature et la qualité des données :
Fort : les données toxicologiques sont suffisantes pour évaluer ce composé. Les études
disponibles sont de bonne qualité.

o Niveau de confiance dans le choix de I'effet critique et le mode d’action :
Moyen : c’est un effet suffisamment robuste pour construire une VTR. Il n’est cependant retrouvé
que chez les femelles, a la plus forte dose, sans relation dose réponse identifiable.

o Niveau de confiance dans le choix de I'étude clé :
Moyen : il s’agit d’'une étude bien détaillée mais qui ne suit pas les lignes directrice et ne précise
pas le respect des bonnes pratiques de laboratoire. Le nombre d’animaux par dose est important.
Les écarts entre les doses de l'essai sont cependant assez élevés, et un nombre important
d’animaux sont morts au cours de I'étude.

o Niveau de confiance dans le choix de la dose critique :
Moyen : aucune relation dose réponse n’est identifiable. Une BMD n’a pas pu étre construite, mais
un NOAEL a pu étre identifié.

Le niveau de confiance global pour cette VTR est donc moyen.

Les rapports ont été validés a 'unanimité par les experts présents (16 experts présents).

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES « Caractérisation des dangers des substances et
valeurs toxicologiques de référence » qui portent sur I'élaboration de valeurs référence par voie
orale pour les 4 perfluorés évalués.

Concernant le PFBA et le PFHxS, considérant les doutes existant sur le choix de I'effet critique et
son caractere néfaste, le choix a été fait de construire une Valeur Toxicologique Indicative (VTi).

Une VTi est construite par 'Anses lorsque toutes les conditions nécessaires a la construction
d’'une VTR ne sont pas réunies (insuffisance des données, doute sur le caractére néfaste de I'effet
et/ou contraintes de temps et/ou de ressources). Cette approche pragmatique vise a répondre de
fagon transitoire a l'objectif de I'évaluation des risques sanitaires dans l'attente de données
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qualitatives et/ou quantitatives suffisantes, et peut donc contribuer a répondre aux attentes des
gestionnaires de risque en présence de situations d’exposition documentées. Cette VTi ne peut
étre utilisée que pour répondre a une situation et un contexte spécifiques qui ont justifié sa
construction.

PFBA :

Effet critique

. ; Concentration critique UF Valeur de référence
(étude clé)
75
Effets hépatiques NOAEL = 6 mg/kg/] UFx: 2.5
UFp: 1 VTi = 0,024 mg/kg/j
Butenhoff et al., 2012 Ajustement allométrique UE ° 10 gikg/]
H -
NOAELyep = 1,764 mg/kg/j UF,: 1
UFs: 3
PFHXS :
Effet crlth'ue Concentration critique UF Valeur de référence
(étude clé)
75
NOAEL = 1 mg/kg/j
Effets hépatiques UFa:2,5
: . UFp:1 VTi = 0,004 mg/kg/j
Butenhoff et al., 2009 Ajustement allométrigue UF,, : 10
NOAELHED = 0,289 mg/kglj UF : 1
UFs: 3
Pour le PFBS et le PFHXA, des VTR ont été construites :
PFBS :
Eﬁiet cr|t|q,ue Concentration critique UF Valeur de référence
(étude clé)
75
Effets rénaux BMD1osloses = 24 mg/kglj VTR = 0,08 mg/kg/j
(Hyperplasie UFa:2,5
tubulaire) Ajustement allométrique : UFp 1
_ BMD100Loso hen = 6,06 UFy 110 Niveau de confiance
Lieder et al., 2009b mg/kg/] UF, : 1
UFs:3 Moyen
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PFHXA :
. » oncentration critique aleur de référence
E{;‘f&gzﬂﬂe‘;e c tration criti UF Valeur de réfé
Effets rénaux 25
(Nécrose papillaire et NOAEL = 30 mg/kg/j UFa: 25 VIR = 0,32 mg/kg/}
dégénérescence UFp: 1
tubulaire Ajustement allométrique : UE. * 10 Ni fi
) NOAEL,0 = 7.91 ma/kg] u|: - iveau de confiance
Klaunig et al., 2015 OF. 1 Moyen

Dr Roger GENET
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MOTS-CLES

Valeur toxicologique de référence, VTR, Voie orale, chronique, Valeur Toxicologique Indicative,
VTi, Acide perfluorobutanoique, PFBA, Acide perfluorobutane sulfonique, PFBS, Acide
perfluorohexanoique, PFHXA, Acide perfluorohexane sulfonique, PFHXS

Toxicological reference value, TRV, Perfluorobutyrate, Perfluorobutane  sulfonate,
Perfluorohexanoic acid, Perfluorohexane sulfonate, oral route, chronic
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Anses
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ALAT
Anses
ASAT
BMD
BMDL
CES
GD
GT
HED
LDH
LOAEL

NOAEL
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PFHXA
PFHXS
PFOA
PFOS
UF
UFa
UFp
UFy
UFy1k
UFy.mo
UF,
UFs
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VTR
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Agence nationale de sécurité sanitaire alimentation environnement travail
Phosphatase Alcaline

Alanine Aminotransférase

Agence nationale de sécurité sanitaire alimentation environnement travail
Aspartate Aminotransférase

Benchmark Dose

Limite inférieure de l'intervalle de confiance de la benchmark dose
Comité d’Experts Spécialisé

Gestation Day (= jour de gestation)

Groupe de Travalil

Human Equivalent Dose (= Dose équivalente humaine)

Lactate Deshydrogénase

Lowest Observed Adverse Effect Level (= Dose minimale entrainant un effet néfaste

observé)

No Observed Adverse Effect Level (= Dose maximale n’entrainant pas d’effet néfaste

observé)

Organisation de Coopération et de Développement Economiques
Acide perfluorobutanoique

Acide perfluorobutane sulfonique

Acide perfluorohexanoique

Acide perfluorohexane sulfonique

Acide perfluorooctanoique

Sulfonate de perfluorooctane

Uncertainty Factor (= Facteur d’incertitude)

Facteur d’incertitude inter-espéces

Facteur d’incertitude au manque de données

Facteur d’incertitude interindividuel

Composante toxicocinétique du facteur d’incertitude interindividuel
Composante toxicodynamique du facteur d’incertitude interindividuel
Facteur d’incertitude lié a I'utilisation d’'un LOAEL ou d’'une BMD
Facteur d’incertitude lié a la transposition subchronique a chronique
United States Environmental Protection Agency (Etats-Unis)

Valeur Toxicologique de Référence
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la

saisine

1.1 Contexte

Une valeur toxicologique de référence, ou VTR, est un indice toxicologique qui permet de qualifier
ou de quantifier un risque pour la santé humaine. Elle établit le lien entre une exposition a une
substance toxique et 'occurrence d’un effet sanitaire indésirable. Les VTR sont spécifiques d'une
durée d’exposition (aigué, subchronique ou chronique) et d’'une voie d’exposition (orale ou
respiratoire). La construction des VTR différe en fonction des connaissances ou des hypothéses
formulées sur les mécanismes d’action des substances. Actuellement, I'hypothése par défaut est
de considérer une relation monotone entre I'exposition, ou la dose, et I'effet, ou la réponse. En
I'état actuel des connaissances et par défaut, on considére généralement que, pour les effets non
cancérogenes, la toxicité ne s’exprime qu’au-dela d’'un seuil de dose (Afsset, 2010).

En pratique, la construction de la VTR a seuil comprend les quatre étapes suivantes :

= choix de l'effet critique ;

= choix d'une étude de bonne qualité scientifique permettant généralement d’établir une
relation dose — réponse ;

= choix ou construction d’'une dose critique a partir des doses expérimentales et/ou des
données épidémiologiques ;

= application de facteurs d’incertitude a la dose critique pour tenir compte des incertitudes.

L’élaboration des VTR suit une approche trés structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives par des groupes de spécialistes.

1.2 Objet de la saisine

Ce travail fait suite aux travaux de I’Agence sur les perfluorés ayant donné lieu a un rapport publié
en 2015 (Anses, 2015b), réalisé dans le cadre de la saisine de la Direction générale de la santé de
juin 2009 relative aux substances reprotoxiques et/ou perturbatrices endocriniennes (PE) (Saisine
«n°® 2009-SA-0331»).

Parmi 'ensemble de ces molécules, ce rapport a permis de mettre en évidence 4 perfluorés
prioritaires : I'acide perfluorobutanoique (PFBA), I'acide perfluorobutane sulfonique (PFBS), I'acide
perfluorohexanoique (PFHxA) et le sulfonate de perfluorohexane (PFHxS). Cette sélection s’est
faite selon plusieurs criteres dont le statut réglementaire (REACH et réglementation sectorielle), le
corpus de données disponibles pour chacun des composés, I'utilisation et I'évolution de I'utilisation
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des composeés, les valeurs de référence déja disponibles etc... Ces 4 perfluorés ont donc fait 'objet
de travaux distincts dans I'objectif de leur attribuer des VTR.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié au comité d’experts spécialis (CES) « Caractérisation des dangers des
substances et valeurs toxicologiques de référence » l'instruction de cette saisine.

Les travaux d’expertise des rapporteurs ont été soumis réguliérement au CES (tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques). Le rapport produit par les rapporteurs tient compte des
observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L’'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) »

1.4 Prévention des risques de conflit d’intérét

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).
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2 Informations générales

2.1 Identification de la substance

Tableau 1 : Identification de la substance

Nom Acide perfluorohexanoique
Numéro CAS 307-24-4
Numéro EINECS 206-196-6
Synonymes PFHXA
HO
Formule \

T —— T
T ——— T

2.2 Propriétés physico-chimiques

Tableau 2 : Propriétés physicochimiques

Forme physique

Liquide incolore

Masse molaire 314
T° ébullition 157°C
Solubilité 15700 mg/L dans I'eau a température ambiante

Coefficient de partage logKou

3,48

Pression de vapeur

1,98 mmHg a 25°C

Source : toxnet
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3 Syntheéese des données toxicologiques

3.1 Toxicocinétique

3.1.1 Absorption

Dans une publication de Chengelis et al. (2009a), trois groupes de rats Sprague-Dawley
(6 rats/sexel/groupe) ont été exposés par gavage a 50, 150 et 300 mg/kg/j de PFHXA, une fois par
jour pendant 26 jours.

Au regard des concentrations sériques, 'administration orale de PFHXA résulte en une exposition
systémique, proportionnelle a la dose administrée. L’absorption semble rapide, avec une T
d’une heure. Les concentrations sériques sont plus élevées chez les males a tous les moments de
I'étude, mais la différence s’atténue avec I'augmentation du dosage.

3.1.2 Distribution

Dans cette méme publication (Chengelis et al., 2009a), 3 singes/sexe et 12 rats/sexe ont été
exposés a 10 mg/kg/j de PFHXA par voie intraveineuse.

Chez les deux especes, la demi-vie sérique est plus importante chez les méles que chez les
femelles (5,3 h contre 2,4 h chez les singes, et 1 h contre 0,42 h chez les rats). Dans 'étude par
voie orale, il n’est cependant pas observé de différence entre les genres, la demi-vie sérique étant
autour de 2,5 h.

3.1.3 Métabolisme

Aucune donnée n’est disponible concernant le métabolisme du PFHXxA.

3.1.4 Excrétion

Le PFHxA semble excrété rapidement, et majoritairement dans l'urine, puisque 24 h aprés une
unique injection par intraveineuse, 84 et 76,9% de la dose administrée sont retrouvés dans les
urines chez les males et les femelles respectivement.

Aprés administration par voie orale, les pourcentages retrouvées dans les urines restent élevés
(entre 72 et 102%), et ne semblent pas étre influencée par la dose administrée (Chengelis et al.,
2009a).

3.2 Toxicité aigue

Le PFHXA a été administré a une dose unique de 175, 550, 1750 ou 5000 mg/kg/j a des rats
femelles Crl :CD (Sprague-Dawley). Ces femelles ont ensuite été observées pendant 14 jours.
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Toutes les rates exposées aux doses de 175 et 550 mg/kg/j ont survécu. Une rate est morte le jour
du traitement & 1750 mg/kg/j et les trois rates testées sont mortes le jour du traitement a
5000 mg/kg/j. Des signes cliniques de toxicité systémique ont été observés chez la plupart des
rats (démarche anormale, déshydratation, salivation, ataxie, Iéthargie...) (Loveless et al., 2009).

3.3 Irritation

Aucune donnée n’est disponible concernant les effets irritants du PFHxA.

3.4 Sensibilisation

Aucune donnée n’est disponible concernant les effets sensibilisants du PFHxA.

3.5 Toxicité subchronique et chronique

3.5.1 Données chez ’Homme

L’étude de Fan et al. (2014) est une étude transversale nichée dans la cohorte C8. Elle a pour but
d’étudier la relation entre 10 perfluoroalkyles et la maladie de Gilbert (anomalie génétique du
métabolisme de la bilirubine entrainant une hyperbilirubinémie). Dans cette étude, le diagnostic de
maladie de Gilbert repose uniquement sur I'analyse biologique (bilirubine totale, transaminases
hépatiques et LDH) sans confirmation par un test génétique ce qui limite la portée des résultats.
L’analyse par régression linéaire multiple avec ajustements sur I'age, le sexe, le tabagisme, la
prise d’alcool, les revenus, le niveau d’éducation, lindice de masse corporelle et I'exercice
physique a mis en évidence une association uniquement avec le PFHxA. Le degré de signification
est important et persisterait vraisemblablement si les auteurs l'avaient corrigé en raison des
multiples tests réalisés.

3.5.2 Données chez I’animal

Dans une étude conforme aux lignes directrices OCDE 408, 10 rats Crl: CD par sexe ont été
exposeés a 20, 100 et 500 mg/kg/j pendant 90 jours. De plus, 10 rats par sexe ont été ajoutés pour
évaluer la réversibilité des effets aprés 30 jours supplémentaires, et 10 rats par sexes
supplémentaire pour I'étude de la réversibilité aprés 90 jours supplémentaires. Enfin, 5 rats par
sexes ont été ajoutés afin d’étudier la B-oxydation hépatique aprés 10 jours d’exposition. Il a été
observé dans cette étude une diminution du poids corporel chez les méales traités a 500 mg/kg/j
(Loveless et al., 2009).

Plusieurs modifications biochimiques sont observées dans cette étude a la plus forte dose, sans
étre reliées a une pathologie d’organe : une diminution de la créatinine chez les 2 sexes, toujours
retrouvée apreés récupération, une diminution des protéines totales chez les 2 sexes, et une
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augmentation des fluorures chez les 2 sexes. Une hypertrophie thyroidienne chez les 2 sexes a la
plus forte dose a été également observée.

Une deuxiéeme étude par exposition subchronique est disponible pour le PFHXA. Dix rats Crl :Cd
par sexe et par groupe ont été exposés a 10, 50 et 200 mg/kg/j pendant 90 jours. Dix animaux
supplémentaires par sexe ont été ajoutés au groupe contréle et a la plus forte dose pour I'étude de
la réversibilité (Chengelis et al., 2009b).

Une étude par exposition chronique a également été réalisée sur le PFHxA. Des rats Sprague-
Dawley (60/sexe, sauf a la plus forte dose, 70/sexe) ont été exposés par gavage a 2,5, 15, et
100 mg/kg/j pour les méles, et 5, 30 et 200 mg/kg/j pour les femelles. Le produit a été administré
dans une solution aqueuse (eau déionisée) acide non tamponnée.

Il est observé dans cette étude une diminution chez les femelles du taux de survie corrigé par les
morts accidentelles non liées au traitement (Iésions dues au gavage/mécaniques, ou dues au
reflux). Cette observation n’est pas faite chez les males (Klaunig et al., 2015). Cependant, a la vue
des résultats ces effets ne semblent pas trés robustes puisque les p statistiques sont supérieurs a
0.05 (voir Iégende figurel et graphe 1b).

3.5.2.1 Effets hépatigues

Dans I'étude par exposition subchronique décrite précédemment (Loveless et al., 2009, cf. 3.5.2), il
est observé une augmentation des poids absolu et relatif du foie chez les 2 sexes a 500 mg/kg/j
(méles : absolu + 45,7%, relatif + 62,9%, femelles : absolu + 35,6, relatif + 37%).

Associée a cette augmentation, il est observé une augmentation statistiquement significative et
réversible des aspartate aminotransférases (ASAT), alanine aminotransférases (ALAT), a 100 et
500 mg/kg/j (ASAT : + 24 et 39%, ALAT : + 44 et 55%) et des phosphatases alcalines (ALP) a
500 mg/kg/j (+ 160%) chez les méles. Ces modifications ne sont pas observées chez les femelles.

Il est également observé une hypertrophie hépatocellulaire minimale chez les 2 sexes (10/10 rats,
5/10 rates) a 500 mg/kg/j, avec récupération partielle.

Enfin, il est observé une augmentation de la B-oxydation a 100 et 500 mg/kg/j chez les males et
500 mg/kg/j chez les femelles, toujours observée apres la période de récupération.

Dans I'étude de Chengelis et al. (2009b) par exposition suchronique décrite précédemment (cf.
3.5.2), il est observé une augmentation statistiquement significative du poids relatif (mais pas
absolu) du foie (+ 22,4%) et une hypertrophie hépatocellulaire minimale (7 animaux sur 10) a
200 mg/kg/j chez les males. Il est également observé une augmentation statistiquement
significative des ALAT et ALP a 200 mg/kg/j et une diminution statistiquement significative du
cholestérol a 50 et 200 mg/kg/j chez les méles. Enfin, il est observé une diminution statistiquement
significative des globulines et des protéines totales a 200 mg/kg/j chez les 2 sexes. Excepté la
diminution du cholestérol, tous les effets sur le foie dans cette étude sont réversibles apres la
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période de récupération de 28 jours. Enfin, il est également observé une augmentation de la B-
oxydation a la plus forte dose chez les males.

Le seul effet hépatique notable dans I'étude par exposition chronique décrite précédemment
(Klaunig et al., 2015, cf. 3.5.2) est une augmentation de I'incidence et de la gravité des nécroses
hépatocellulaires chez les femelles a la plus forte dose.

3.5.2.2 Hématologie

Dans I'étude par exposition subchronique décrite précédemment (Loveless et al., 2009, cf. 3.5.2),
des effets hématologiques sont également rapportés.

I est notamment observé une diminution statistiguement significative des hématies, de
I'hémoglobine, de I'hnématocrite et une augmentation des réticulocytes a la plus forte dose chez les
2 sexes.

Il est également observé une augmentation statistiquement significative des plaquettes a la plus
forte dose chez les 2 sexes.

Enfin, il également observé une augmentation statistiquement significative des neutrophiles a
toutes les doses et une diminution des éosinophiles et des basophiles a la plus forte dose chez les
males.

Tous ces effets hématologiques ne sont plus observés apres la période de récupération.

Dans l'autre étude par exposition subchronique disponible décrite précédemment (Chengelis et al.,
2009b cf. 3.5.2), il a été observé une diminution statistiguement significative des hématies chez les
2 sexes a la plus haute dose, de I'hémoglobine et de I'hématocrite chez les males, et une
augmentation des réticulocytes chez les males a 200 mg/kg/j. Ces effets sont réversibles aprés la
période de récupération.

Dans I'étude par exposition chronique décrite précédemment, malgré quelques modification a
51 semaines chez les femelles (diminution des hématies, de 'hémoglobine, et augmentation des
réticulocytes), aucune modification statistiquement significative des paramétres hématologiques
n’est observée a la fin de la période de traitement (104 semaines) (Klaunig et al., 2015, cf. 3.5.2).

3.5.2.3 Effets respiratoires

Dans I'étude par exposition subchronique décrite précédemment (Loveless et al., 2009, cf. 3.5.2), il
peut étre observé une atrophie de I'épithélium olfactif a 100 et 500 mg/kg/j chez les 2 sexes, non
retrouvée apres récupération, et une métaplasie respiratoire & 500 mg/kg/j, toujours présente
apres récupération.
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3.5.2.4 Effets rénaux

Dans I'étude de Chengelis et al. (2009b) par exposition subchronique décrite précédemment (cf.
3.5.2), il est observé une augmentation du poids relatif (mais pas absolu) des reins chez les males
a 10, 50 et 200 mg/kg/j et chez les femelles a 50 mg/kg/j. Cette augmentation n’est pas normalisée
apres la période de récupération a 200 mg/kg/j chez les 2 sexes. Aucune observation histologique
n’est associée a cette augmentation.

Dans I'étude par exposition chronique décrite précédemment (Klaunig et al., 2015, cf. 3.5.2), il est
observé une nécrose papillaire (17/70 animaux, de gravité minime a sévere) et une dégénération
tubulaire (7/70 animaux) de gravité minime a modérée) chez les femelles & 200 mg/kg/j. Ces
|ésions sont associées a une augmentation statistiquement significative du volume urinaire et une
diminution statistiquement significative de la gravité spécifique a 200 mg/kg/j chez les femelles a
26 semaines de traitement. Enfin, une modification du pH urinaire est notée chez les males a 100
ma/kg/j.

3.6 Effets sur lareproduction et le développement

3.6.1 Données chez ’THomme

Aucune donnée chez 'lHomme concernant les effets sur la reproduction et le développement n’est
disponible pour le PFHXA.

3.6.2 Données chez I’animal

Dans leur publication, Loveless et al. (2009) ont également étudié les effets développementaux et
reprotoxiques du PFHXA en réalisant une étude 1 génération et développementale, conforme aux
lignes directrice OCDE 414 et 415. Vingt rats par sexe ont été exposés a 20, 100 et 500 mg/kg/j,
des jours de gestation (GD) 6 a 20 pour I'étude développementale et, 110 (males) a 126 jours
(femelles) pour I'étude une génération.

Chez les parents, il est observé une diminution statistiquement significative du gain de poids
corporel chez les méles a 100 et 500 mg/kg/j (- 12 et 29%) et chez les femelles pendant la
gestation a 500 mg/kg/j.
Chez la génération F1, il est observé une diminution statistiquement significative du gain de poids
corporel a 500 mg/kg/j durant la lactation. Cependant aprés le sevrage, plus aucun effet sur le gain
de poids n’est observé.

Aucun effet n’a pu étre observé sur les indices de fertilité, d'accouplement, la durée de gestation,
le nombre de sites d'implantation, les parametres spermatiques, le cycle cestral, le sex ratio, les
marqueurs de développement, etc...
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Une étude combinée de reprotoxicité et de développement réalisée par les laboratoires Charles
River est également disponible (Charles River, 2011). Le PFHXA a été administré par gavage a
20 souris Crl :CD1 par dose aux doses de 0, 100, 350 et 500 mg/kg/j, de GD6 a GD18. Les méres
ont été sacrifiées 20 jours aprés la mise bas, et les F1 sélectionnés 41 jours apres.

Chez les meres, il peut étre observé une légére salivation excessive a 350 mg/kg/j chez
3 animaux, et une salivation légere a modérée a 500 mg/kg/j chez 6 animaux. Il est également
observé une diminution statistiquement significative du gain de poids durant la lactation a
500 mg/kg/j (64,4% de la valeur du groupe contrble). A 500 mg/kg/j, il est également observé une
augmentation statistiquement significative du nombre de petits mort-nés. Les indices de viabilité
étaient significativement diminués au jour 7 a 350 et 500 mg/kg/j (au jour 4 également pour ce
groupe). Il peut également étre observé des retards de développement, avec un retard significatif
du jour auguel 50% des animaux avaient ouverts leurs yeux a 350 mg/kg/j, et le pourcentage de
petits par portées avec les yeux ouverts significativement diminué 14 jours apres la naissance a
350 et 500 mg/kg/j. Enfin, le poids terminal des femelles de la génération F1 était significativement
diminué a 350 mg/kg/j, et le poids relatif du foie était significativement diminué chez les méles a
500 mg/kglj.

3.7 Génotoxicité

Loveless et al. (2009) ont également testé le potentiel génotoxique du PFHXA en réalisant un test
d’Ames et un test d’aberration chromosomique in vitro conforment aux lignes directrices OCDE
(471 et 473).

Aucun effet génotoxique n’a été mis en évidence dans ces tests, avec ou sans activation
métabolique.

3.8 Canceérogenicite

Aucune augmentation de néoplasme n’est observée chez les males et les femelles, a toutes les
doses, dans l'étude par exposition chronique décrite précédemment (Klaunig et al., 2015, cf.
3.5.2).

3.9 Mécanisme d’action

Aucune donnée existante a ce jour concernant les mécanismes d’action du PFHXA.
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3.10Populations sensibles

Aucune donnée existante a ce jour concernant d’éventuelles populations sensibles au PFHXA.
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4 Recueil des valeurs toxicologiques de référence

Aucune VTR existante a ce jour pour le PFHXA.
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5 Proposition de VTR chronique par voie orale

5.1 Choix de I'effet critique

Les études disponibles sur le PFHxA ont mis en évidences différents effets :

- Effets hépatiques : Une augmentation des poids absolu et relatif du foie associée a une
hypertrophie hépatocellulaire et une augmentation statistiquement significative des
aspartate aminotransférase (ASAT) et alanine aminotransférase (ALAT) sont observées
dans les deux études par exposition subchronique disponibles. Cependant, selon I'U.S.
EPA (2002), les ALAT et les ASAT doivent étre augmentées au minimum d’un facteur 2 ou
3 pour étre considérées pertinentes, ce qui n'est pas le cas dans ces deux études. De plus,
I'étude par exposition chronique ne montre pas d’augmentation de ces deux paramétres.

- Effets rénaux : L'étude par exposition chronique montre une nécrose papillaire et une
dégénérescence tubulaire chez les femelles a 200 mg/kg/j (Klaunig et al., 2015). Ces
Iésions sont associées a une augmentation statistiquement significative du volume urinaire
et une diminution statistiquement significative de la gravité spécifiqgue a la méme dose chez
les femelles a 26 semaines de traitement.

Au regard de la sévérité des lésions observées au niveau rénal, le CES a décidé de les retenir
comme effet critique. Le CES souligne que ce choix protégera des potentiels effets observés au
niveau hépatique.

5.2 Analyse des VTR existantes

Aucune VTR existante a ce jour pour le PFHXA.

5.3 Construction de VTR

5.3.1 Choix de I’étude clé

L’étude clé retenue est I'étude de Klaunig et al. (2015), la seule étude disponible pour une
exposition chronique (2 ans). Il s’agit d’'une étude d’assez bonne qualité, mais qui ne suit pas les
lignes directrices de 'OCDE. Il est important de noter qu'un nombre important d’animaux sont
également morts avant la fin de I'étude, indépendamment des effets toxiques de la substance.
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5.3.2 Choix de la dose critique

Du fait de I'absence de relation dose-réponse (effet apparaissant a la plus forte dose), une BMD
n'a pas pu étre construite. En conséquence, le NOAEL est la dose directement inférieure au
LOAEL identifié, & savoir 200 mg/kg/j. Le NOAEL est donc de 30 mg/kglj.

5.3.3 Ajustements

Dans le but de réduire la valeur de lincertitude due a la variabilité inter-espéce lors de la
détermination d’'une dose équivalente humaine, un ajustement allométrique a été réalisé, selon
I'équation suivante :

. . 1/4
Poids animal j

Dose équivalente humaine = Doseanimal x| ———
Poids Homme

1/4
NOAEL, ., —30mg/kg/ jx [%) —7.91mg/kg/ |

5.3.4 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir du NOAELyep a été effectué a 'aide des facteurs d’incertitude suivants
(Anses, 2015a) :

- Variabilité inter-especes (UF,) : 2,5

L’ajustement dosimétrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, a l'aide de
'équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes
résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5.

- Variabilité interindividuelle (UFy) : 10

Aucune donnée scientifique permettant de réduire la valeur par défaut n’étant disponible, la valeur
de 10 est utilisée.

- Transposition subchronique a chronique (UFs) : 1

L’étude clé retenu étant une étude chronique, un UFs n’est pas nécessaire.
- Utilisation d'une BMDL, d’'un LOAEL ou d’'un NOAEL (UFg,) : 1

La construction de la VTR est basée ici sur un NOAEL, ce facteur ne s’applique pas.
- Insuffisance des données (UFp) : 1

Les données toxicologiques disponibles sur le PFHxA sont suffisantes pour évaluer la toxicologie
du composé. Un UFp n’est donc pas nécessaire.

Un facteur d’incertitude global de 25 est donc utilisé pour la construction de la VTR du PFHXA.
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5.3.5 Proposition de VTR chronique par ingestion

_791mg/kg/j

TR
v 25

=0,316=0,32mg/kg/j

5.3.6 Niveau de confiance

Le niveau de confiance global a été attribué a cette VTR chronique par voie orale en se basant sur
les critéres suivants :

- Niveau de confiance dans la nature et la qualité des données :

Fort: les données toxicologiques sont suffisantes pour évaluer ce composé. Les études
disponibles sont bonne qualité.

- Niveau de confiance dans le choix de I'effet critique et le mode d’action :

Moyen : c’est un effet suffisamment robuste pour construire une VTR. Il n’est cependant retrouvé
gue chez les femelles, a la plus forte dose, sans relation dose réponse identifiable.

- Niveau de confiance dans choix de I'étude clé :

Moyen : il s’agit d’'une étude bien détaillée mais qui ne suit pas les lignes directrice et ne précise
pas le respect des bonnes pratiques de laboratoire. Le nombre d’animaux par dose est important.
Les écarts entre les doses de I'essai sont cependant assez élevés, et un nombre important
d’animaux sont morts au cours de I'étude.

- Niveau de confiance dans le choix de la dose critique :

Moyen : aucune relation dose réponse n’est identifiable. Une BMD n’a pas pu étre construite, mais
un NOAEL a pu étre identifié.

Le niveau de confiance global pour cette VTR est donc moyen.
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6 Conclusions du CES

Une VTR chronique par voie orale est proposée pour le PFHXA (Erreur! Source du renvoi
introuvable.). Un niveau de confiance faible a été attribué a cette VTR.

Tableau 3 : VTR chronique par voie orale pour le PFHxXA

Effet critique . .
) ; Concentration critique UF VTR
(étude clé)
25
Effets rnaux .
NOAEL = 30 mg/kg/j VTR = 0,32 mg/kg/j
(Nécrose papillaire et
s s UFA: 2,5
dégeénérescence Ajustement allométrique : UFp: 1
tubulaire : : ;
) NOAEL e = 7,91 mg/kgli UFy, ..10 Niveau de confiance
Klaunig et al., 2015 UF 1 Moyen
UFs: 1

Date de validation du rapport d’expertise collective par le comité d’experts spécialisé : le
23/02/2017.

Signature :

Maisons-Alfort, le ,

Au nom des experts du CES

« Caractérisation des dangers des substances et
valeurs toxicologiques de référence »,

M Guerbet
Président du CES
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Notes
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