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AVIS
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de I'alimentation, de I’environnement et du travail

relatif a I’élaboration de VTR long terme par voie orale pour les
isoflavones

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

L’Anses contribue principalement & assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et & 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 l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions Iégislatives 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 a été saisie le 29 octobre 2022 par la Direction générale de la santé (DGS) et la
Direction générale de l'alimentation (DGAL) pour la réalisation de I'expertise suivante :
évaluation du risque sanitaire lié a la consommation d’aliments contenant des isoflavones.
D’autre part, 'Anses évalue les teneurs en isoflavones dans les aliments tels que consommés,
notamment dans le cadre des Etudes Alimentation Totale (EAT), dont 'EAT3 actuellement en
cours.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Les phytocestrogénes sont naturellement présents dans certaines plantes. Leur appellation
provient de leur activité cestrogénique. Celle-ci découle de leur similitude structurale avec le
17 B-estradiol et/ou de leur capacité a se fixer sur les récepteurs aux cestrogenes. Les
phytocestrogénes se répartissent en 2 grandes familles :

- les flavonoides dont les coumestanes et les isoflavones, qui sont retrouvés
principalement dans les légumineuses (haricots, pois, féves), parfois a des taux
physiologiquement actifs, notamment dans le soja et les produits dérivés,
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- les non-flavonoides dont les entérolignanes et leurs précurseurs (lignanes), qui sont
présents dans la plupart des produits végétaux a usage alimentaire, riches en fibres
(fruits, Ilégumes, céréales et graines oléagineuses) et qui ont une activité cestrogénique
plus modérée.

L’Anses a été saisie par la Direction générale de la santé (DGS) et la Direction générale de
lalimentation (DGAL) le 29 octobre 2022 afin d’évaluer le risque sanitaire lié a la
consommation d’aliments contenant des isoflavones. Dans ce cadre, il a été, entre autres,
demandé de proposer une valeur toxicologique de référence (VTR) long terme par voie orale
pour les isoflavones, en tenant compte des différentes catégories de population.

D’autre part, 'Anses évalue les teneurs en isoflavones dans les aliments tels que consommeés,
notamment dans le cadre des Etudes Alimentation Totale (EAT) (Anses, 2011 ; Anses, 2016).
Ces études, conduites par 'Anses a I'échelle nationale, selon une méthode standardisée et
recommandée par I'organisation mondiale de la santé (OMS), visent a surveiller I'exposition
des populations & des agents chimiques présents dans les aliments. Des évaluations
quantitatives des risques sanitaires ont été réalisées quand cela a été possible. En I'absence
de VTR, les apports estimés en isoflavones, équol et coumestrol pour la population générale
dans 'EAT2 ont été comparés a la limite maximale d’apport de 1 mg.kg pc’.j' pour ces
substances, proposée en 2005 par ’Agence (Afssa, 2005). lIs y étaient inférieurs pour 99,9%
des adultes et 99,5% des enfants. Cependant, parmi les consommateurs de produits a base
de soja (boissons au soja, desserts au soja, tofu, etc.), ces apports dépassaient parfois cette
limite maximale. De fait, si un risque sanitaire semblait pouvoir étre écarté pour la population
générale, il ne pouvait I'étre pour cette catégorie de consommateurs (Anses, 2011).

En 2016, dans le cadre de 'EAT infantile (EATI), les plus fortes concentrations en isoflavones
étaient également retrouvées dans les produits contenant du soja. Cependant, 'absence de
points de repére toxicologiques pour les enfants de moins de 3 ans n’avait pas permis de
conclure sur le risque sanitaire lié a I'exposition a ces substances, a I'exception de la
génistéine. Pour celle-ci, les données ne permettaient pas d’écarter le risque pour les enfants
consommateurs de produits a base de soja, sur la base d'un LOAEL" de 35 mg.kg pc.j"
(NCTR, 2005 ; Rozman et al., 2006), sans pour autant permettre I'établissement d’'une VTR
(Anses, 2016). A titre provisoire, une marge d’exposition critique de 300 avait été retenue (10
et 10 pour les variabilités inter et intra-individuelles et 3 car le point de départ était un LOAEL).
Or, I'exposition moyenne a la génistéine chez 14 enfants de 1 a 36 mois consommateurs de
soja était de 0,88 mg.kg pc’'.j', correspondant a une marge de sécurité de 402 Les
isoflavones sont également recherchées dans I'étude EAT3 actuellement en cours.

Ainsi, évaluer les risques d’'une exposition aux isoflavones requiert de disposer de VTR long
terme par voie orale pour les isoflavones, en prenant en compte les différentes catégories de
population, notamment la population adulte, les femmes ménopausées, les femmes enceintes
et allaitantes, et les enfants.

" Lowest observed adverse effect level (= dose minimale entrainant un effet néfaste observé).
2 La marge de sécurité est calculée en divisant le LOAEL (ici 35 mg.kg pc'.j"") par I'exposition de la
population considérée (ici 0,88 mg.kg pc'.j).
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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 reléve du domaine de compétences du comité d’expert spécialisé (CES) « valeurs
sanitaires de référence » (CES VSR).

Les travaux d’expertise des rapporteurs ont été soumis régulierement au CES VSR pour avis
et discussion, sur les aspects tant méthodologiques que scientifiques. Ceux-ci ont également
été présentés au groupe de travail sur les perturbateurs endocriniens (GT PE). Le présent
rapport tient compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres
du CES VSR et/ou du GT PE.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.
lls ont été adoptés par le CES « valeurs sanitaires de références » réuni le 28 juin 2024.

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 dintéréts des experts sont publiées sur le site internet:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

Les isoflavones sont des composés non-stéroidiens polyphénoliques ayant des activités
biologiques variées, mais qui ont en commun d’exercer des activités cestrogéniques. Celles-
ci découlent de leur similitude structurale plus ou moins grande avec le 17 B-cestradiol et de
leur capacité a activer les récepteurs aux cestrogénes, notamment les récepteurs nucléaires
a et B, et le récepteur membranaire. Des effets cestrogéniques ont été notés in vitro a des
concentrations d’isoflavones 10 a 1000 fois supérieures a celles de I'estradiol et également in
Vivo.

Les isoflavones peuvent exister sous forme libres (i.e. les aglycones), a l'origine des effets
biologiques et liées (i.e. les formes conjuguées glycosidées), dépourvues d’activité biologique,
ainsi que leurs dérivés acétylés ou malonylés.

Parmi les isoflavones, la génistéine et la daidzéine sont les aglycones les plus étudiées.
Ainsi, seuls ces composés sont traités dans cette expertise.

3.1. Synthése des données toxicologiques

Les données décrites dans ce chapitre sont issues de rapports de synthése identifiés dans la
littérature (Afssa, 2005, Efsa 2015, Anses 2016, VKM 2017, NCM 2020, SCCS 2022)
complétées par une recherche bibliographique réalisée sur la période 2021-2024. Les études
citées et résumées dans ces synthéses sont souvent peu détaillées et issues elles-mémes de
la synthése de I'Efsa de 2015. Ainsi, les études citées dans ces rapports ne seront détaillées
que succinctement, sauf si elles sont retenues comme études clés pour élaborer une VTR.
Les données récentes identifiées sur la période 2021-2024 seront détaillées dans ce chapitre.
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Les données faisant référence aux effets potentiellement bénéfiques des isoflavones ne font
pas I'objet de ce chapitre et ne seront pas abordées dans cet avis.

Seuls les résultats statistiquement significatifs sont décrits dans cette synthése.

Les données issues de la littérature rapportent le plus souvent des doses administrées, chez
'Homme ou l'animal, exprimées en « isoflavones totales ». Il est a noter que ce vocable
exprime selon les études, soit une dose en isoflavones (sans que I'on sache précisément de
quelles isoflavones, il s’agit), soit en génistéine. Cette définition variant selon les études, elle
sera précisée pour chaque étude décrite.

3.1.1.Toxicocinétique

Les formes glycosidiques (génistine et daidzine), telles que retrouvées dans les aliments, sont
peu ou pas absorbées par le tractus gastro-intestinal lors de leur consommation. Ces formes
O-glycosylées doivent étre hydrolysées par les enzymes bactériennes de la microflore
intestinale pour donner des composés aglycones (génistéine et daidzéine) qui sont
absorbables au niveau de la barriére intestinale. Ceux-ci sont alors rapidement et presque
complétement absorbés, au niveau du tractus gastro-intestinal, tant chez 'Homme que
'animal. Ces composés aglycones subissent ensuite une métabolisation dans les cellules
intestinales et hépatiques par des mono-oxygénases a cytochrome P450 (enzymes de
phase ). Les enzymes de phase Il, comme les UDPGT (uridine diphospho glucuronyl
transférase) ou les sulfotransférases fixent ensuite sur les fonctions hydroxyles natives ou
néoformées par les enzymes de phase |, des groupements glucuronides et/ou sulfates. Il est
a noter que les composeés glycosidiques peuvent également subir une métabolisation et une
dégradation compléte par la flore microbienne dans le tractus intestinal. L'élimination fécale
s'avére étre une voie minoritaire.

Pour la génistéine, quelques études décrivent des modeles pharmacocinétiques (PK) chez le
rat (Hakami et al., 2021 ; Zager et al., 2007 ; Schlosser et al., 2006) mais aucun modeéle chez
'Homme n’a été identifié dans la littérature. Pour la daidzéine, seul un modéle
pharmacocinétique a base physiologique (PBPK) humain a été identifié (Wang et al., 2022)
dont I'intérét réside dans la possibilité d'estimer le taux de conversion de la daidzéine en équol
par la flore intestinale humaine.

3.1.2.Toxicité aigué
3.1.21. Données chez ’'Homme
Aucune donnée de toxicité aigué chez ’lHomme n’a été retrouvée dans la littérature.
3.1.2.2. Données chez I'animal

e Génistéine
Dans son rapport de 2015, I'Efsa cite deux études de toxicité aigué (Mc Clain et al., 2005 ;
2006b cités dans Efsa, 2015), 'une menée sur des chiens Beagle et 'autre menée sur deux
souches de rats Wistar. Dans la premiere expérience de Mc Clain et al., des chiens ont été
exposeés par voie orale a de la génistéine pendant 4 semaines a des doses de 0, 50, 150 et
500 mg.kg pc'.j". Le poids des organes, les paramétres hématologiques et biochimiques ont
été mesurés. Une analyse toxicocinétique a également été réalisée avec dosage de génistéine
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dans le sang et le foie. Tous les organes ont été prélevés pour une analyse histopathologique.
Les résultats montrent que I'administration de génistéine a des chiens, pendant une période
de 4 semaines n'entraine pas d'effets néfastes. Les auteurs concluent que la dose sans effet
néfaste observé (NOAEL) pour la génistéine est supérieure a 500 mg.kg pc.j'(Mc Clain et
al., 2005 cité dans Efsa, 2015).

Dans la seconde étude, une premiére expérience a été réalisée chez der rats Wistar Han-lbm
(males et femelles) nourris avec un régime sans génistéine et une seconde chez des rats
Wistar Crl : (WHBR (males et femelles) nourris avec un régime animal standard. Dans la
premiére expérience, les animaux ont été exposés a une seule dose de 2000 mg.kg pc’' de
génistéine (pureté de 99,5 %) par gavage et ont été observés pendant 2 semaines (mortalité
et signes cliniques). Tous les rats ont survécu au traitement. Aprés euthanasie, la nécropsie
n'a révélé aucun effet, ni aucune modification du poids corporel ou de celui des organes (foie
et reins). Aucune étude histopathologique n’a été menée.

Dans la seconde expérience, conduite selon le méme protocole, les résultats sont similaires :
tous les rats Wistar Crl : (WI)BR ont survécu. Une léthargie a été observée chez tous les males
et chez une femelle un jour aprés I'exposition ; une alopécie 14 et 15 jours aprés I'exposition
est rapportée a la dose de 2000 mg.kg pc' de génistéine chez les femelles. Les auteurs de
I'étude ont conclu que la génistéine présente une faible toxicité aigué avec une DLso supérieure
a 2000 mg.kg pc' (McClain et al., 2006b cité dans Efsa, 2015).
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Daidzéine

Dans une étude de toxicité aigué par voie orale, des rats (n = 3/groupe) ont regu de la
daidzéine par gavage a 0, 300, 2000 et 5000 mg.kg pc™.j" pendant les 24 premiéres heures.
Les animaux ont toléré la dose la plus élevée sans changement significatif sur le plan
toxicologique. Sur la base de cette étude et des observations, les auteurs ont estimé que la

dose maximale tolérée était supérieure a 5000 mg.kg pc’'.j"' et que la daidzéine avait une
toxicité aigué faible chez le rat (Laddha et al., 2020).

3.1.3.Toxicité répétée et chronique
3.1.3.1. Données chez ’'Homme

Plusieurs rapports de synthése ont décrit les données épidémiologiques étudiant I'association
entre une exposition aux isoflavones administrées sous différentes formes (extraits de soja,
protéine de soja, mélange d’isoflavones, génistéine, daidzéine, extrait de tréfle rouge) et les
effets observés chez les hommes, les femmes péri- et post-ménopausées, les femmes pré-
ménopauseées, les enfants, et les adolescents (Efsa, 2015 ; VKM, 2017 ; NCM, 2020). Seules
les conclusions de ces rapports de synthése sont rapportées dans le présent avis.

Dans son rapport de 2015, I'Efsa a réalisé une évaluation des risques ciblée sur la population
des femmes péri- et post-ménopausées en considérant les organes cibles d'intérét suivants :
seins, utérus et thyroide. L'Efsa a conclu qu’il n’était pas possible de proposer une valeur de
référence unique ou un niveau d’apport sans effet néfaste pour les supplémentations
alimentaires contenant des isoflavones.

Dans son rapport de 2017, le VKM (comité scientifique norvégien pour la sécurité alimentaire)
concluait qu’une supplémentation en isoflavones de 40 ou 80 mg.j™ prise sur un ou 3 mois, ne
représentait pas un risque d’effet néfaste sur les concentrations hormonales chez les femmes
pré-ménopausées, les hommes, les adolescents de sexe masculin et féminin, et sur le cycle
menstruel chez les adolescentes. Le VKM souligne que les données sont insuffisantes pour
conclure sur un potentiel effet néfaste chez les enfants agés de 10 a 14 ans.

Dans son rapport de 2020, le NCM (Nordic council of ministers) concluait qu'’il n’y avait pas de
risque identifié pour les femmes enceintes (pour les enfants a naitre) sur la base de la VTR
établie a partir d’expérimentations animales. Pour les filles et les gargons (&dgés de 4 a 10 ans),
en revanche, le NCM identifiait un risque potentiel pour les enfants sur la base de la VTR
établie a partir d’expérimentations animales.

Il n’a pas été identifié de données récentes permettant de retenir une ou plusieurs études
basées sur des données humaines présentant une relation dose-réponse pour construire de
VTR.

3.1.3.2. Données chez I’animal

Dans une étude de toxicité répétée (OCDE 407), des rats Sprague-Dawley (SD) (n = 10/doses)
ont recu des doses orales de daidzéine de 0, 25, 50 et 100 mg.kg pc’'.j' pendant 28 jours
(Laddah et al., 2020). Le poids corporel, la consommation de nourriture et d'eau des rats traités
a la daidzéine n'étaient pas différents de ceux des témoins. Aucune différence n'a été
observée pour les paramétres hématologiques et biochimiques par rapport aux témoins. Les
niveaux d'électrolytes (sodium, potassium, phosphates) se sont également révélés normaux
par rapport au groupe témoin. La fonction rénale n'a pas été altérée (récolte des urines sur 24
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heures en cage métabolique). Aucune différence significative n'a été observée dans les poids
absolus et relatifs des organes et I'examen histologique était normal aprés le traitement. Selon
les auteurs, le NOAEL peut étre considéré comme supérieur a 100 mg.kg pc™.j™".

Culgu et al. ont exposé, par voie orale, pendant 90 jours, 28 rats femelles SD réparties en
quatre groupes (n = 7/groupe) : le groupe 1 a été nourri avec des aliments standards pour rats
(8 g.j") ; le groupe 2 avec une préparation pour nourrissons sans soja (8 g.j’") ; le groupe 3
avec une formule a base de soja a 1,12 g/100 mL (8 g.j”" ; Similac®) et le groupe 4 avec une
formule contenant du soja a 2,64 g/100 mL (8 g.j' ; Modilac®). Les auteurs ont conclu que les
préparations infantiles a teneur élevée en soja induisaient une hyperthyroidie avec des
concentrations sériques de T3, T4 et TSH? élevées (Culgu et al., 2021).

3.1.4.Effets sur la reproduction et le développement

Plusieurs rapports de synthése et revues, dont certains déja anciens, rapportent un impact
négatif des isoflavones sur la fertilité masculine, mais aussi des effets sur I'appareil
reproducteur féminin (ménopause) (Afssa, 2005 ; VKM 2017).

Les données issues de ces rapports de synthése ne sont pas détaillées. Seules les études
d’intérét identifiées dans ces rapports ou dans les données les plus récentes sont décrites.

3.1.4.1. Données chez ’lHomme

La plupart des études s’accordent pour conclure qu'une consommation réguliére de produits
dérivés de soja a peu ou pas d’effets néfastes sur la fertilité masculine (Messina et al., 2022).
Toutefois, ces études s’intéressaient pour la plupart a la consommation de soja seulement a
I'age adulte (40-70 mg.j"). La revue de Messina et al. souligne que la consommation dans les
pays asiatiques est estimée a 30-50 mg.j" d’isoflavones tandis que celle des pays occidentaux
(USA - Europe) serait inférieure a 3 mg.j™' (Messina et al., 2022).

Dans une étude transversale réalisée en Chine chez 161 hommes adultes agés de 19 a 51
ans, sans antécédents médicaux, aucune association n’'a été observée entre les
concentrations urinaires d’isoflavones et les paramétres du sperme évalués (nombre,
concentration et mobilité des spermatozoides) (Yang et al., 2022). Par contre, I'élévation des
concentrations urinaires de génistéine, glycitéine et dihydrodaidzéine était associée a de plus
faibles concentrations plasmatiques de testostérone.

Dans une étude récente américaine (Mitsumani et al., 2023), la consommation en isoflavones
de 660 femmes consultant un centre d’infertilité a été estimée par questionnaire alimentaire
portant sur les 3 derniers mois (consommation journaliére médiane estimée a 1,78 mg.j™").
Aucune association n'a été observée entre la consommation d’isoflavones et la réserve
ovarienne ou la concentration plasmatique en hormone antimallérienne.

Dans une étude prospective de cohorte méres-enfants, Chin et al. ont étudié, chez des
nourrissons males, I'association entre la pratique d'alimentation (lait a base de soja, lait de
vache ou lait maternel) et les hormones de la reproduction mesurées longitudinalement et le
développement des tissus hormono-sensibles mesurés par sonographie et examen clinique.
Les auteurs n’ont pas observé d’'impact sur 'anatomie des nourrissons males, mais ont noté

% T3 (triiodothyronine), T4 (tétraiodothyronine ou thyroxine), TSH (thyroid-stimulating hormone soit, en francais,
hormone thyréostimulante ou encore thyréostimuline)

page 7 /25



Avis de I’Anses
Saisine n°2022-SA-0221

Saisines liées n° 2019-SA-0010, 2019-SA-0205 ; 2019-
SA-0118

un développement du pénis plus rapide chez les enfants nourris au lait de soja que chez ceux
nourris au lait maternel (observations jusqu’a la 28°™ semaine de vie) (Chin et al., 2021).

Dans le rapport du NCM évoqué plus haut, une étude britannique sur 367 femmes enceintes
n'a pas mis en évidence d'effets de la consommation d'isoflavones sur I'age de la ménarche
chez leurs filles (Marks et al., 2017 cité dans NCM, 2020). Une méta-analyse réalisée en 2010,
puis actualisée en 2021, évaluant I'effet des isoflavones in utero sur le profil d'hormones de la
reproduction chez les gargons, n'a pas mis en évidence de différences significatives sur les
concentrations de testostérone (libre ou totale), en sex hormone binding globulin* (SHBG),
cestrone et cestradiol (Reed et al., 2021).

Dans les travaux de Upson et al. sur une cohorte de 1696 femmes afro-américaines, des
associations négatives ont été identifiées entre une consommation élevée en soja et produits
dérivés dés la petite enfance et une plus forte incidence de fibromes utérins lorsque les
femmes entrent en pré-ménopause (Upson et al., 2015 cités dans VKM, 2017), des fibromes
utérins plus volumineux (Upson et al., 2016a cité dans VKM, 2017), des saignements plus
abondants lors des menstruations (Upson et al., 2016b cité dans VKM, 2017), et la nécessité
de faire appel a des contraceptifs oraux pour soulager les douleurs menstruelles (Upson et al.,
2019 cité dans VKM, 2017). Toutefois, les estimations des apports sont semi-quantitatives. De
plus, il n’est pas possible d’écarter un biais alimentaire lié a 'origine ethnique des individus
(Upson et al., 2016a cité dans VKM, 2017).

Les conclusions relatives a un impact des phytocestrogénes sur I'adge de la puberté chez la
femme sont assez contradictoires. Plusieurs études relévent une puberté précoce lors d’'une
forte consommation de produits a base de soja pendant la petite enfance, incluant les
formulations infantiles (D’Aloisio et al., 2013 ; Cheng et al., 2010 & 2012 ; Kim et al., 2010 &
2011 ; Valladares et al., 2012) tandis que d’autres ne montrent pas un tel avancement d’age
de la puberté (Segovia-Siapco et al., 2014 ; Oliveira et al., 2021 ; Testa et al., 2018).

Une étude rétrospective cas-témoin menée au Brésil sur 161 enfants (dont 84 avec un
diagnostic de puberté précoce et 77 enfants témoins), a montré que les enfants qui
présentaient une puberté précoce avaient pour la plupart été allaités avec des préparations a
base de soja tandis que le groupe témoin comprenait majoritairement des enfants nourris
uniquement au sein (Felicio et al., 2021). A linverse, dans leur méta-analyse portant sur 6
études (3 études sur la fréquence de la puberté précoce et 3 études sur 'age moyen a la
ménarche), Oliveira et al. n'ont pas identifi¢ de lien entre prise de soja pendant la petite
enfance et avancement de la puberté (OR = 0,51 ; 1Cos% = 0,09 - 2,94 ; p = 0,969) et age
moyen de la ménarche (OR = 0,14 ; ICos% = -0,16 - 0,45 ; p = 0,186) (Oliveira et al., 2021).

3.1.4.2. Données chez I’animal

Dans I'étude de Nagao et al., des rats males et femelles SD (Crj:CD, IGS) ont été exposés par
gavage a des doses de génistéine de 0 ; 12,5 ; 25 ; 50 et 100 mg.kg pc™.j" du jour postnatal
(PND) 1 a PND5. Les examens ont été effectués périodiquement a PND1, 6, 14, 21 et a la
Heme 7éme ot 98me gemaine. Les résultats rapportés montrent des altérations histopathologiques
sur les ovaires et |'utérus des femelles a la plus forte dose de 100 mg.kg pc™'.j, et une absence

4|l s’agit de la protéine de transport de la testostérone et de I'oestradiol dans le sang.
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d'effets reprotoxiques chez les males (Nagao et al., 2001). Chez les méles et les femelles, le
poids corporel a la dose de 100 mg.kg pc™.j"' était significativement inférieur par rapport au
contréle, a tous les temps de mesure, ainsi qu’'a I'age de 5, 7 et 9 semaines pour la dose de
50 mg.kg pc'.j'. Chez les femelles, le poids corporel était diminué a toutes les doses a la 9™
semaine. Il n'y a pas eu d’effet du traitement sur I'ouverture vaginale ou sur la séparation
préputiale, et ce pour toutes les doses testées et a tous les temps de mesure. La fertilité méale
n’a pas été affectée par le traitement, les concentrations sériques en testostérone et la qualité
spermatique n’ont pas éte altérées. Il n’y a pas eu d’altération histologique des gonades chez
les males. La fertilité des femelles a été affectée a toutes les doses. Une irrégularité du cycle
cestral, des altérations histopathologiques des ovaires (atrophie, absence de corps jaune et
follicules atrétiques) et de I'utérus (hypertrophie/hyperplasie) ont été observés a la dose de
100 mg.kg pc™'j’. Cette étude a permis d’identifier un LOAEL a 12,5 mg.kg pc™.j' associé a
un effet fonctionnel sur la fertilité (diminution de l'index de fertilité) chez les femelles.

Dans un rapport du national toxicology program (NTP) de 2008, une étude
multigénérationnelle a plusieurs bras combinant une étude sur la reproduction et sur la toxicité
long terme est décrite chez le rat NCTR CD (Sprague-Dawley). Des groupes de 35 couples
d’animaux (pour les générations FO, F1, F3 et F4) ou 40 couples d’animaux (pour la génération
F2) ont été exposés a de la génistéine administrée aux doses de 0, 5, 100 et 500 ppm dans la
nourriture®, soit 0,3 + 0,03 ; 5,9 + 0,5 et 28,9 + 2,5 mg.kg pc’.j" chez les males (F0), 0,3 +
0,02;6,9+0,3et34,6+1,6 mg.kg pc’.j'chez les males (F1 et F2) et 0,5+ 0,02;10,0+£0,5
et 50,6 + 2,4 mgkg pc'j' chez les femelles (hors période de lactation). Les doses
administrées en période de lactation chez les femelles (génération FO-F2) étaient de 0,7 %
0,04 ;14 6 +0,9et 78,0+ 3,9 mg.kg pc'j.

Concernant I'étude multigénérationnelle de toxicologie sur la reproduction, les males et les
femelles ont été exposés a la génistéine selon la durée indiquée dans le schéma expérimental
ci-dessous :

- FO0 de 42°™ jour postnatal au 140°™ jour postnatal (98 jours),

- F1 de la conception au 140°™ jour postnatal (161 jours),

- F2 de la conception au 140°™ jour postnatal (161 jours),

- F3dela conception au 21°™ jour postnatal, puis alimentation sans la substance d’essai
du 21%™e jour postnatal au 140°™ jour postnatal (161 jours au total, 42 jours
d’alimentation avec la substance d’essai),

- F4 pas d’exposition ; alimentation sans la substance d’essai de la conception jusqu’au
140°™¢ jour postnatal (161 jours au total),

- F5 pas d’exposition ; alimentation sans la substance d’essai de la conception jusqu’au
21eme jour postnatal (42 jours au total),

Vingt-cing rats par sexe de chaque génération (FO a F4) ont été sélectionnés au hasard pour
des études vie-entiére et programmeés pour nécropsie a PND140. Les poids corporels des
animaux FO et les résultats cliniques ont été enregistrés chaque semaine jusqu'a I'euthanasie
des animaux. Pour les générations F1 a F4, les poids corporels et les résultats cliniques ont
été enregistrés chaque semaine, de PND21 jusqu'a la fin de I'étude. De plus, le poids corporel
des petits a été mesuré a PND2, 4, 7 et 14. Des nécropsies ont été réalisées sur tous les

5 Régime & base d’aliments 5K96, sans soja, ni luzerne, Purina mills Inc.
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animaux des générations FO a F4 ainsi que sur les animaux morts ou moribonds avant la fin
de I'étude.

Les résultats montrent une diminution significative du poids corporel chez les femelles
exposées, plus importante a 500 ppm, dans les générations exposées continuellement a la
génistéine (FO a F2). Le poids corporel des males au cours de la période post-sevrage a
diminué dans les groupes F1 recevant 100 et 500 ppm. Le poids a la naissance des ratons
était réduit chez les méles F1 exposés a 100 ppm et chez tous les groupes exposés de la
génération F5 (males et femelles).

Aucun effet de la génistéine sur le nombre de follicules ou sur I'histologie ovarienne n'a été
noté, bien que des perturbations du cycle cestral, y compris des cycles prolongés, aient été
observées, chez les animaux F1 et F2 exposés en continu a 500 ppm, peu aprés l'ouverture
vaginale, mais pas aprés que ces animaux eurent mis bas et aient allaité leurs portées.

Concernant la mesure de la distance anogénitale (DAG), les petits males (PND2) du groupe
500 ppm de la génération F1 ont présenté une diminution de la DAG moyenne par rapport aux
témoins de cette génération, tandis que les femelles (PND2) ont présenté une diminution de
la DAG par rapport aux témoins des générations F1 (500 ppm), F2 (500 ppm) et F3 (100 ppm).

L'exposition a 500 ppm de génistéine a avancé le moment de I'ouverture vaginale chez les
ratons femelles des générations F1 a F2 et a 5 ppm, pour la génération F3. Le poids corporel
a l'ouverture vaginale était diminué a 500 ppm chez les ratons femelles des générations F1 a
F3, et a 5 ppm pour la génération F1. Cet effet n'a pas été observé sur la génération F4 non
exposee.

Chez le male, un retard du temps de descente testiculaire a été observé uniquement chez la
geéneération F3 exposée a la génistéine a 500 ppm de la conception jusqu'au sevrage.

Concernant les effets sur le poids des organes chez les générations FO a F5, les effets sur le
poids des organes chez les deux sexes étaient limités dans I'ensemble a une seule génération.
Parmi ceux-ci, une augmentation significative du poids de I'hypophyse était observée chez les
males F2 a 500 pm sans Iésion microscopique. Le seul changement induit par la génistéine
sur le poids de I'appareil reproducteur chez les deux sexes concerne la génération FO exposée
a la fin de la puberté et a I'age adulte (augmentation du poids des testicules a 500 ppm).

Aucune lésion histologique liée a l'exposition n'a été trouvée dans les évaluations
microscopiques des tissus chez les rats femelles. Les Iésions liées a I'exposition chez les rats
males se limitaient a la glande mammaire et aux reins. Une incidence accrue de minéralisation
des tubules rénaux, ou néphrocalcinose, a été observée chez les males exposés a 100 ou
500 ppm, l'augmentation étant limitée aux générations F1 et F2 exposées en continu.

La néphrocalcinose induite par la génistéine chez les males était de sévérité minime a légére
et ne semble pas avoir eu d'impact sur la longévité des animaux ou la fertilité, ce paramétre,
ainsi que l'hyperplasie de la glande mammaire chez le male sont observés lors d'une
exposition a la génistéine de 100 ppm ou plus chez les males de la génération F1 et F2.

Cette étude a permis d’identifier un NOAEL a 5,9 mg.kg pc”.j' (100 ppm) et un LOAEL a 35
mg.kg pc’.j' (500 ppm) associé a une hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande
mammaire chez les males de la génération FO, ainsi qu'un NOAEL a 0,35 mg.kg pc™.j' (5
ppm) et un LOAEL a partir de 7 mg.kg pc.j"' (100 ppm) associé a une hyperplasie alvéolaire
et canalaire de la glande mammaire chez les males chez les générations F1 et F2.
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Eustache et al. ont exposé des rattes gestantes Wistar Han (n = 10/dose) quotidiennement
par gavage a des doses de génistéine de 0, 1 et 10 mg.kg pc.j'de du 1° jour de gestation
(GD) a PND21 (sevrage), les petits ont ensuite été exposés aux mémes doses
quotidiennement par gavage jusqu’a PND80 (Eustache et al., 2009). A PND25, les résultats
n’ont pas montré d’effet sur la DAG et le développement des organes génitaux, sauf a la plus
forte dose. A PDN85, le poids des animaux était augmenté a 1 mg.kg pc™.j'. Il n’y avait pas
d’effet sur le poids relatif des testicules, des vésicules séminales, de la prostate ventrale, aux
deux doses. Le poids relatif des épididymes était diminué a 1 et 10 mg.kg pc™.j". Le poids
relatif du foie était augmenté a 10 mg.kg pc'.,j'. Les paramétres de motilité spermatique
étaient altérés a 1 et 10 mg.kg pc™'.j, sauf pour la rectitude de trajectoire qui n’était diminuée
qu'a 1 mg.kg pc.j". La concentration spermatique dans I'épididyme caudal était diminuée a
10 mg.kg pc.j. Le traitement n’a pas eu d’incidence sur I'index d’accouplement, I'index de
fertilité, les pertes post-implantatoires, le poids moyen des petits et le sexe ratio a la naissance.
Le nombre de portées était diminué a 1 et 10 mg.kg pc™.j".

Cette étude a permis d’identifier un LOAEL de 1 mg.kg pc'.j" associé a une diminution du
poids relatif des épididymes chez les males et une diminution de la taille de la portée chez les
femelles.

Dans I'étude de Li et al., des souris femelles C57BL/6J ont été exposées a PND21 a des
concentrations de 0, 5, 100 et 500 ppm de génistéine (soit, selon les auteurs, 0, 0,5, 10,
50 mg.kg pc'j"). Une analyse de l'impact de I'exposition a la génistéine sur le taux
d’'implantation embryonnaire a également été réalisée avec une observation des cycles sur
des souris agées de 5 a 8 semaines (i.e. période de maturation mammaire) avec un focus sur
les 10 premiers jours qui suivent 'ouverture vaginale. Les résultats ont montré une diminution
de I'dge de I'ouverture vaginale a 100 et 500 ppm, une augmentation de la durée de la phase
d’cestrus a 500 ppm, une augmentation du nombre de jours passés en phase d’cestrus a toutes
les doses, une diminution du nombre d’animaux avec un cycle cestral normal a 100 et
500 ppm, une augmentation significative des corps jaunes (indicateurs d’ovulation) a 5 ppm et
une augmentation du développement des glandes mammaires a 100 et 500 ppm. Les auteurs
concluent a un effet de puberté précoce lié a I'exposition a la génistéine, sans répercussion
sur le taux d’'implantation embryonnaire chez la souris (Li et al., 2014). Cette étude a permis
d’identifier un LOAEL a 10 mg.kg pc™.j' (100 ppm) associé a une diminution de I'age de
'ouverture vaginale, une augmentation de la durée des cycles cestraux et une augmentation
du développement des glandes mammaires chez les souris femelles.

Dans I'étude de Abo-Elsoud et al., des lapins méales (souche non spécifiée, n = 7/dose) ont été
exposés pendant 12 semaines a 0, 5 ou 20 mg.kg pc™.j! d’isoflavones de soja (proportion de
1 génistéine pour 5,7 de daidzéine) (Abo-Elsoud et al., 2019). Les résultats montrent une
baisse de la libido (augmentation du temps de réaction), une concentration spermatique
diminuée, de maniére dose-dépendante, une diminution de la testostérone sérique mais qui
n'affectait pas les portées (nombre, poids, viabilité) et une augmentation de la T3 par rapport
au témoin. Il n’y a pas eu d’effet du traitement sur la taille, la viabilité et le poids des portées a
la naissance. Les résultats ne montrent pas de différence du pourcentage de spermatozoides
anormaux. Cette étude a permis d’identifier un LOAEL de 5 mg.kg pc.j' associée a une
diminution significative de la concentration en spermatozoides et de la testostéronémie, ainsi
gu’une augmentation significative de la T3 pour un mélange d’isoflavones de soja.

page 11/25



Avis de I’Anses
Saisine n°2022-SA-0221

Saisines liées n° 2019-SA-0010, 2019-SA-0205 ; 2019-
SA-0118

Dans une seconde étude, Eustache et al. ont exposé des rats quotidiennement par gavage a
une dose unique de 1 mg.kg pc™.j" de génistéine, selon deux schémas d’exposition (Eustache
et al., 2020) :

- exposition des femelles (F1 issue de couples non exposés) a partir de GD1 a PND21
(sevrage). Une génération F2 a été produite et suivie jusqu’a PND100 ;

- exposition des rats males (F1 issue de couples non exposés) de PND21 a PND100.
Ces rats males ont été accouplés avec des femelles non exposées pour donner une
geéneration F2 qui a été suivie jusqu’a PND100.

La génistéine a diminué le contenu spermatique épididymaire chez les animaux F1 exposés
pendant la période pré-pubertaire jusqu’a I'dge adulte (valeurs numériques non disponibles
dans l'article). Les expressions des génes impliqués dans la stéroidogenése étaient altérées
lors des deux fenétres d’exposition, notamment I'exposition pendant la gestation/lactation.

Cette étude a permis d’identifier un LOAEL de 1 mg.kg pc™.j" associé a une diminution du
contenu spermatique des épididymes chez les méles (males F1 exposés de PND21 a
PND100).

Maraudino et al. ont exposé par voie orale des souris CD-1 males et femelles de PND1 a 8 a
une dose unique de génistéine a 50 mg.kg pc'.j" diluée dans de I'huile de sésame (Maraudino
et al., 2021). Les animaux ont ensuite été observés a PND12, 22, 30 et 60. Les observations
ont porté sur le délai de l'ouverture vaginale, le cycle cestral et I'analyse de la glande
mammaire (whole mount a PND22, 30 et 60), sur les poids de I'utérus et des testicules, le
poids corporel, la consommation de nourriture, les concentrations d’hormones circulantes
(leptine, progestérone et testostérone) et un marquage immuno-histochimique de la
kisspeptine, la pro-opiomélanocortine (POMC) et l'orexine sur des coupes cérébrales.
L’exposition a la génistéine était associée a une ouverture vaginale plus précoce et a une
altération du cycle cestral. Les femelles exposées a la génistéine ont passé plus de temps en
cestrus et en dicestrus que les femelles non exposées, avec une réduction significative de la
phase procestrus. Une différence des poids absolus utérins a été observée a PND22,
uniqguement. Il N’y avait pas de différence statistiquement significative des poids des testicules
a PND22 et 30 chez les méales exposés et témoins. Une diminution du poids des testicules des
individus exposeés a été observée a PNDG60. L’exposition a la génistéine a augmenté, chez les
femelles, les concentrations circulantes de progestérone et la concentration de leptine a
PND60, mais pas a PND30. Une diminution de la concentration circulante de testostérone a
été observée chez les males a PND60 mais pas a PND30. Concernant les effets sur le
développement de la glande mammaire, I'exposition a la génistéine n’a pas eu d’effet sur les
bourgeons terminaux, quelle que soit la période de développement considérée. De méme,
I'exposition n’avait pas modifié I'architecture globale de la glande mammaire a PNDGO.

Dans deux études réalisées par la méme équipe, des rats males prépubéres Wistar ont été
exposeés par gavage a des isoflavones de soja (Glycine max L., extrait de soja a 40%
isoflavones, diluée dans I'huile de mais ; composition non précisée)a des doses de 0;0,5; 5
ou 50 mg.kg pc™.j" de PND23 a PND60 (Qliveira et al., 2022 ; Dal Forno et al., 2023). Le
groupe contrdle n'a recu que de 'huile de mais. Les résultats de I'étude d’Oliveira et al, a
montré que I'exposition aux isoflavones des rats males prépuberes n'a pas eu d’effet sur la
croissance des animaux. Il a été observé une augmentation de I'age de la puberté chez les
rats males a toutes les doses testées. D’aprés les auteurs, ces résultats suggérent que la
consommation d’isoflavones pendant la période prépubertaire perturbe I'axe hypothalamo-
hypophyso-testiculaire chez le rat male, provoquant un hypogonadisme hypergonadotrope et
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une altération des niveaux d'expression des génes clés régulant I'axe hypothalamo-
hypophyso-testiculaire.

L’étude de Oliviera et al. a permis d’identifier un LOAEL de 0,5 mg.kg pc™.j" associé a un age
retardé de la séparation balano-préputiale (retard pubertaire) et une diminution significative de
la testostéronémie (Oliviera et al., 2022).

Les résultats obtenus dans 'étude de Dal Forno et al. montrent que la concentration sérique
de TSH était augmenté dans les groupes traités avec 0,5 et 5 mg.kg pc™.j, alors qu'aucune
variation de T3 et de T4 n’a été observée. D’aprés les auteurs, ces résultats suggérent que la
consommation d'isoflavones de soja pendant la période prépubertaire pourrait induire chez le
rat male une hypothyroidie subclinique, avec des altérations de la régulation de l'axe
hypothalamo-hypophyso-thyroidien, une modulation de la synthése des hormones
thyroidiennes et des altérations périphériques des organes cibles des hormones
thyroidiennes.

Dans une étude de Caceres et al., des rats males ont été exposés par voie orale pendant 5
mois a des isoflavones. Les animaux ont été répartis en trois groupes, un groupe témoin, un
groupe faiblement supplémenté en isoflavones (17 mg.kg pc'j' de génistéine et
12 mg.kg pc’.j' de daidzéine), et un groupe richement supplémenté en isoflavones
(170 mg.kg pc™.j' de génistéine et 120 mg.kg pc’.j' de daidzéine) (Caceres et al., 2023).
Aprés la 12°™ semaine, le groupe faiblement supplémenté en isoflavones a montré une perte
significative de poids corporel par rapport au groupe témoin, tandis que le groupe recevant le
régime richement supplémenté en isoflavones a montré un gain de poids corporel significatif.

Le poids relatif des testicules était significativement réduit a partir de la 12°™ semaine chez
les rats recevant un régime faiblement ou richement supplémenté en isoflavones. En fin de
traitement, I'administration d’'un régime richement supplémenté en isoflavones a provoqué une
réduction significative du diamétre des tubules séminiféres par rapport au groupe témoin et au
régime faiblement supplémenté en isoflavones.

Quarante pour cent des rats sous un régime faiblement supplémenté en isoflavones et 80 %
des rats sous un régime richement supplémenté en isoflavones ont présenté des
dégénérescences des tubules séminiféres. A partir de la 16°™ semaine de traitement, la
motilité des spermatozoides et le nombre de spermatozoides étaient significativement réduits
dans les groupes sous régimes faiblement et richement supplémentés en isoflavones par
rapport au groupe témoin. Les concentrations plasmatiques de progestérone étaient
diminuées significativement dans les groupes sous régimes faiblement et richement
supplémentés en isoflavones. La concentration testiculaire de testostérone était diminuée
dans les deux groupes supplémentés comparés au groupe témoin. Les niveaux d'cestradiol
dans les groupes isoflavones étaient significativement plus élevés a partir de la 4°™® semaine
jusqu'a la 20°™ semaine par rapport au groupe témoin. Ces différences dans les
concentrations testiculaires de testostérone et cestradiol entre le groupe témoin et les groupes
traités se reflétaient également dans le rapport testostérone sur cestradiol (T/E2) avec une
réduction du rapport T/E2 des groupes traités depuis la 8*™ semaine jusqu'a la fin de
I'expérimentation, dénotant un déséquilibre hormonal. Les auteurs concluent que, chez le rat
male adulte, un régime long terme, faiblement ou richement supplémenté en isoflavones,
compromet la fonctionnalité testiculaire, en provoquant un déséquilibre de 'homéostasie
hormonale qui entraine une réduction de la qualité du sperme. Cette étude a permis d’identifier
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un LOAEL de 0,56 mg.kg pc'.j" associé a une diminution significative de la testostérone
circulante dés la premiére semaine d’exposition et de dihydrotestostérone dés la 2°™ semaine,
et une diminution semi-quantitative (histologie) des spermatozoides épididymaires.

3.1.5.Génotoxicité

Les données identifiées dans la littérature sur la génotoxicité des isoflavones concernent
principalement la génistéine et la daidzéine (SCCS, 2022). Pour ces deux substances, le test
de mutation génique sur cellules procaryotes (test d’Ames) est négatif. Cependant, d’autres
test in vitro, considérant divers effets (cassures chromosomiques ou formation d’adduits) se
sont révélés positifs pour ces deux composés. Enfin, les essais in vivo de mutagenése ou de
dommages a I’ADN (aberrations chromosomiques, micronoyaux) se sont révélés négatifs pour
la génistéine, mais un test d’échange des chromatides sceurs est positif pour la daidzéine et
un test de dommage a ’ADN (test des cométes) est positif pour la génistéine dans un contexte
sensibilisé (exposition au NaNO). Etant donné les éléments mécanistiques connus
(interaction possible avec le complexe topoisomérase II/ADN), le potentiel génotoxique des
isoflavones ne peut étre exclu.

3.1.6.Cancérogénicité
3.1.6.1. Chez ’'Homme

Les différents rapports de synthése s’accordent sur I'existence de conclusions ambigués
s’agissant des études s’adressant aux liens entre I'exposition aux isoflavones et le risque de
survenue de cancer (Afssa, 2005 ; Efsa, 2015 ; Anses, 2016 ; VKM, 2017 ; NCM, 2020 ;
SCCS, 2022). Les études se sont intéressées principalement au risque de cancers hormono-
dépendants, notamment du sein (chez la femme) du fait des propriétés cestrogéniques des
isoflavones. Bien qu'un nombre conséquent d’études aient souligné des associations
protectrices au regard de la survenue d’'un cancer du sein, les résultats restent hétérogénes,
notamment en fonction du statut ménopausique de la femme. Certaines études montrent des
associations protectrices exclusivement chez la femme non-ménopausée ou exclusivement
chez la femme ménopausée. D’autres études ne montrent aucune association quel que soit
ce statut ou a I'inverse une augmentation de risque. Les travaux s’intéressant au cancer de la
prostate, moins nombreux que ceux s’adressant au cancer du sein, aboutissent a des
conclusions également divergentes. Pour d’autres localisations tumorales, endométre, ovaire,
testicule, thyroide et colon, les données existantes sont insuffisantes et ne permettent pas de
conclure sur la présence ou I'absence d’associations.

Plusieurs méta-analyses récentes (2021 a 2024) suggérent une réduction de risque de
survenue du cancer du sein (Shin et al., 2023 ; Yang et al., 2023 ; Liu et al., 2022, Boutas et
al., 2022), du cancer du poumon chez les non-fumeurs (Chei et al., 2022) et du cancer de
'estomac chez les consommateurs de produits a base de soja non fermenté (Wang et al.,
2021). D’autres méta-analyses concluent a une augmentation de risque de survenue du
cancer de I'estomac (Kim et al., 2023), notamment chez les consommateurs de produits a
base de soja fermenté (Wang et al., 2021), et du cancer de la prostate (Liu et al., 2022).

S’agissant des études publiées ces derniéres années (2021 a 2024), une étude de cohorte
prospective montre que I'apport alimentaire en phytocestrogénes est associé a une diminution
de risque de survenue de cancer de l'ovaire (Song et al., 2024). Une autre étude de cohorte
prospective a montré une absence d’association avec le risque de survenue de cancer du
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sein, qu'’il s’agisse de consommation de produits a base de soja fermenté ou pas (Shirabe et
al., 2021). Toutefois, cette méme étude souligne un risque diminué de survenue d’'un cancer
du sein non localisé (métastasé) dans le cas d’'une consommation élevée en produis fermentés
(Shirabe et al., 2021). A noter qu'une étude de cohorte prospective n’a pas montré
d’association avec le risque de survenue de cancer du foie (Abe et al., 2021). Des études cas-
témoin en population générale ont montré une réduction du risque de survenue de cancer de
I'cesophage (Sun et al., 2021) et une réduction du cancer du sein mais seulement chez les
femmes pré-ménopausées (Feng et al., 2021). Une étude cas-témoin nichée au sein d’une
cohorte prospective a montré une diminution de risque de survenue de cancer du poumon
chez les non-fumeurs (Li et al., 2022). Finalement, des études transversales ont montré des
associations avec un excés de risque de cancers hormono-dépendants affectant le sein,
'endometre et la prostate (Liu et al., 2023 ; Lee et al., 2022).

A Noter que la majorité des études sur la cancérogénicité des isoflavones se sont basées sur
des évaluations indirectes des expositions estimées par des questionnaires alimentaires
rétrospectifs. De ce fait, les estimations peuvent étre soumises a de nombreux biais (de
mesure, de confusion, de mémoire). Quelques études se sont basées sur des mesures
ponctuels de I'exposition interne par dosage dans les urines d’'une ou plusieurs isoflavones.
Ces mesures ponctuelles (non répétées) peuvent également ne pas représenter un bon
indicateur d’exposition compte tenu des courtes durées de demi-vie des isoflavones.

3.1.6.2. Chez I’animal

Dans I'étude du NTP de 2008 décrite précédemment ou des rats SD males et femelles ont été
exposés a la génistéine pendant 2 ans, ont été observées chez les rats femelles (génération
F1C) des augmentations de l'incidence des adénomes et des adénocarcinomes de la glande
mammaire (tumeurs combinées, p = 0,037) a la dose de 500 ppm (16/40 vs 9/44 chez les
témoins), mais pas aux doses de 5 ppm et 100 ppm, de l'incidence des adénomes seuls de
I'hypophyse (Pars Distalis) (p = 0,004) a 500 ppm (38/47,9 vs 46/47,2 chez les témoins) et de
lincidence de la combinaison adénomes et carcinomes de I'’hypophyse (Pars Distalis)
(p =0,004) a 500 ppm (38/47,9 vs 46/47,2 chez les témoins), mais pas a 5 et 100 ppm. Il n’y
a pas eu d’'augmentation statistiquement significative de l'incidence de tumeurs chez le rat
male aux doses testées dans I'étude pour la génération F1C. Les observations ne montrent
pas non plus d’augmentation de l'incidence de tumeurs pour les autres sites analysés.

3.1.7.Populations sensibles

Les isoflavones ont des effets bénéfiques ou délétéres suivant les personnes concernées.
Cela dépend, entre autres, de I'age, du sexe, du statut ménopausal, de la période d'exposition
aux isoflavones et du statut tumoral (Hooper et al., 2010 ; EFSA, 2015 ; Wei et al., 2020 ; Lu
et al., 2022).

Compte tenu de la littérature, il est possible de définir les populations sensibles suivantes :

— les jeunes enfants, en particulier les petites filles, dont I'exposition précoce et prolongée
aux isoflavones peut entrainer plus tard une puberté précoce (Testa et al., 2018 ;
Segovia-Siapco et al., 2014),

— les femmes pré-ménopausées qui sont plus sensibles a l'effet proliférateur des

isoflavones sur les cellules mammaires en raison de la densité des récepteurs aux
cestrogénes. Celles-ci devraient limiter leur consommation de produits contenant des
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isoflavones (Petrakis et al., 1996 ; McMichael-Phillips et al., 1998 ; Hargreaves et al.,
1999 ; Ollberding et al., 2012),

— les femmes ayant des cellules prolifératives de la glande mammaire sensibles aux
cestrogenes. Celles-ci ont un risque accru de développer un cancer du sein suite a la
consommation d'isoflavones, et devraient donc limiter leur consommation (Grace et al.,
2004 ; Shike et al., 2014 ; Khan et al., 2012 ; Allred et al., 2001 ; Ju et al., 2001).

— les femmes enceintes ne constituent pas une population sensible en tant que telle,
mais au regard de certaines études expérimentales indiquant un effet délétére possible
sur la descendance, elles peuvent étre considérée comme une population sensible
pour protéger les enfants a naitre.

3.2. Recensement des VTR et limites d’apport

e VTR

En 2015, I'Efsa a conduit une évaluation des risques sanitaires pour les femmes
(péri)ménopausées, en se focalisant sur 3 organes cibles (glandes mammaires, utérus et
thyroide) (Efsa, 2015). L’Efsa n’a pris en compte que les études humaines conduites chez des
femmes (péri)ménopausées ou les études animales sur des animaux ovariectomisés. En
évaluant les effets des isoflavones sur ces trois organes cibles, 'Efsa a conclu qu'il n'était pas
possible d'extrapoler directement les observations d'un organe aux autres, au regard des
différences de fonctions, de la densité des récepteurs, des proportions de récepteurs aux
cestrogénes a et B et des effets de I'activation des récepteurs. L'Efsa n'a pas pu dériver de
VTR ou de limite maximale d’apport pour les compléments alimentaires contenant des
isoflavones, en I'absence de preuve d’effet néfaste sur la glande mammaire, l'utérus et la
thyroide et de preuves limitées pour le cancer du sein. L'Efsa précise que les conclusions de
son évaluation ne peuvent pas étre extrapolées a d’autres groupes de population et d’autres
situations dans la population générale.

En 2016, bien qu’aucune VTR n’ait été établie pour les isoflavones, 'Anses a calculé dans le
cadre de I'EAT infantile, a titre indicatif et pour la génistéine uniquement, des marges
d’exposition a partir d’'un LOAEL de 35 mg.kg pc™.j" issu d’'une étude multigénérationnelle
(NCTR, 2005 ; Rozman et al., 2006). Cette étude a montré que la génistéine exercait des
effets reprotoxiques de type cestrogénique ou anti-androgénique chez le rat SD. Cette étude,
évaluée par le NTP-CERHR (national toxicological program- center for the evaluation of risks
to human reproduction) a permis d’identifier un LOAEL de 35 mg.kg pc™.j" chez les nouveau-
nés males (descente testiculaire plus tardive, diminution de la DAG). A titre provisoire, une
marge d’exposition critique de 300 (10 pour prendre en compte la variabilité inter-espéces et
10 pour la variabilité interindividuelle et 3 car le point de départ est un LOAEL) a été
retenue conduisant a une limite maximale d’apport recommandée de 0,117 mg.kg pc™.j"' pour
les enfants de moins de 3 ans (Anses, 2016).

En 2020, le NCM a élaboré deux VTR basées sur des études animales, nommées HBGV
(health-based guidance value) pour la génistéine de 0,09 mg.kg pc™'.j' pour les femmes
enceintes et de 0,07 mg.kg pc™.j" pour les enfants de plus de 3 ans (NCM, 2020) (Tableau 1).
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Tableau 1 : HBGV pour la génistéine élaborées par le NCM

VR Organisme Nordic Council of Ministers
Année 2020
Nom HBGV
Valeur 0,09 mg.kg pc™.j! 0,07 mg.kg pc™.j!

Population cible

Femmes enceintes

Enfants de plus de 3 ans

(durée, voie)

Voie orale

Effet critique Effets sur le développement Avancement de I'age pubertaire
Etude clé Référence NTP, 2008 Lietal., 2014

Espéce Rats Sprague-Dawley Souris C57BL/6J

Exposition Multigénération (3 générations) de PND21 a I'age de 5, 6, 7 ou 10

semaines
Voie orale (alimentation)

Point de départ (PoD)

NOAEL = 100 ppm = 8,9 mg.kg pc™'.j™*

LOAEL = 100 ppm = 20 mg.kg pc™.j "™

Ajustement temporel

/

/

/

Ajustement allométrique /

Facteurs d'incertitude (FI) | 100 (FIa: 10 ; Flu : 10) 300 (Fla: 10 ; Flu: 10 ; Flug : 3)

* utilisation d’un facteur de conversion recommandé par 'Efsa de 0,2 pour les expositions subaigués
chez les souris. Ainsi, 1 mg.kg' dans Il'alimentation correspond a 0,2 mg.kg pc'.j .

¢ Limites d’apport en phytocestrogénes
Plusieurs pays ont proposé des limites maximales d’apport de phytocestrogénes dont
certaines fondées sur des données sur la génistéine, incluant les autorités italiennes en 2002,
I'Afssa® en 2005, la Japanese Food Safety Commission en 2006 et le comité scientifique
norvégien pour la sécurité alimentaire en 2017 (VKM, 2017).

En 2002, les autorités sanitaires italiennes ont conseillé au grand public de maintenir I'apport
quotidien en phytocestrogénes sous forme de compléments alimentaires a moins de 80 mg.j”,
exprimé comme la quantité totale d'isoméres d'isoflavones’ (Morandi et al., 2005). Cela
représente un apport quotidien maximal en phytocestrogénes d'environ 1 mg.kg pc™.j" chez
un adulte de 70 kg.

En 2005, I'Afssa a proposé une limite maximale d’apport de 1 mg.kg pc™.j" d’'isoflavones en
équivalent aglycones (Afssa, 2005). Cette limite maximale se base sur des effets
majoritairement observés chez les rongeurs avec une perte de poids suite & une exposition a
50 mg.kg pc.j' de génistéine (Slikker et al., 2001 cité dans Afssa 2005), parfois liée a une
baisse de la consommation alimentaire aprés exposition a des protéines de soja sous forme
de farine, concentré ou d’isolat (11-39 mg.kg pc’.j"') (Rackis, 1979 cité dans Afssa 2005).
L’étude d’Okazaki et al. ne confirme cependant pas ces résultats méme a la dose la plus forte
de génistéine testée (1000 mg.kg pc™.j") pendant 28 jours (NOAEL = 120 mg.kg pc™.j")
(Okazaki et al., 2002). Le NOAEL de 120 mg.kg pc™.j" observé chez le rat correspond a une
concentration plasmatique supérieure a 5 uM8. Cette concentration plasmatique peut étre
atteinte chez ’'Homme avec des doses en génistéine de I'ordre de 1,5 a8 2 mg.kg pc™.j".

6 Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments, devenu Anses en 2010.

7 daidzine, glycitine, génistine, 6"-O-acétyldaidzine, 6"-O-acétylglycitine, 6"-O-acétylgénistine,
malonyldaidzine, 6"-O-malonylglycitine, 6"-O-malonylgénistine, daidzéine, et génistéine

8 « En l'absence de données de cinétique propres a cette étude, une estimation fondée sur
I'extrapolation des données « ingéré-circulant » conduirait & des taux circulants plasmatiques de
génistéine supérieurs & 5 UM chez le rat » (Afssa, 2005).

6"'0'
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En 2006, la Japanese Food Safety Commission a fixé des limites d’apport alimentaire pour les
denrées alimentaires destinées a un usage médical spécifique et contenant des isoflavones
de soja en tant qu'ingrédient ayant des effets bénéfiques supposés sur la santé pour les
adultes (femmes pré et ménopausées et hommes) avec un apport alimentaire de 70-75 mg.j
' d'isoflavones de soja. Pour les foetus (femmes enceintes et susceptibles de I'étre), les
nourrissons et les enfants en bas age, il n’a pas été possible de recommander de limite
d'apport alimentaire (Japanese Food Safety Commission, 2006).

En 2017, le VKM a évalué les risques de la consommation de 40 ou 80 mg.j”' d’isoflavones de
soja ajoutées a des compléments alimentaires et a d'autres aliments. Pour les enfants de 10
a 13 ans inclus, les données étaient insuffisantes pour tirer des conclusions sur les effets
indésirables potentiels des isoflavones. Une consommation de 40 ou 80 mg.j"' d'isoflavones
chez les adolescents des deux sexes (14 a 17 ans inclus), chez les femmes et chez les
hommes pendant un a trois mois peut entrainer un risque d'effets indésirables sur les niveaux
d'hormones, y compris sur la fonction menstruelle chez les filles et les femmes. Chez les
femmes (péri)ménopausées, ces doses d’isoflavones pendant plusieurs mois et jusqu’a
plusieurs années ne semblent pas entrainer d’effet néfaste (VKM, 2017).

3.3. Proposition de VTR long terme par voie orale pour la population générale
3.3.1.Choix de I’effet critique

L’étude du NTP a montré que les effets transposables a ’'Homme suite a une exposition long
terme et apparaissant a la plus faible dose chez les rats males se limitaient a la glande
mammaire avec une augmentation de I'incidence de I'hyperplasie alvéolaire et canalaire de la
glande mammaire (NTP, 2008). Le schéma (cf. rapport) d'induction de I'hyperplasie d'une
génération a l'autre, avec des effets les plus forts observés dans les groupes de 100 et 500
ppm des générations F1 et F2 exposées en continu, indique que les expositions au cours du
développement et aprés le sevrage contribuent a cet effet. L'exposition tardive a la puberté et
a I'age adulte, comme dans la génération FO, a produit des effets moindres.

Ainsi, le CES retient 'augmentation de l'incidence de I'hyperplasie alvéolaire et
canalaire de la glande mammaire chez le rat male comme effet critique.

3.3.2.Analyse des VTR long terme existantes

En I'absence de VTR pour la population générale, les experts du CES proposent de construire
une VTR pour cette population cible.

3.3.3.Construction de la VTR pour la population générale
3.3.3.1. Choix de I’étude clé

Parmi les études disponibles chez I'animal, 'étude de reproduction et de développement sur
plusieurs générations du NTP est une étude approfondie en termes de durée, de nombre
d’animaux et d’observations pathologiques, suite a une exposition long terme a la génistéine.
Ainsi, 'étude du NTP (NTP, 2008) est retenue comme étude clé.
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3.3.3.2. Choix du point de départ

Dans I'étude clé retenue, des rats NCTR CD (Sprague-Dawley) méles et femelles (pour les
géneérations FO, F1, F2, F3 et F4) ont été exposés a la génistéine administrée aux doses de O,
5, 100 et 500 ppm dans la nourriture sans soja (soit 0,3 + 0,03 ; 59 £+ 0,5 ; 289 %
2,5 mg.kg pc™.j'). L'exposition chez les males de la génération FO via I'alimentation était de
98 jours. Dans cette étude, I'exposition des rats males de la génération FO a montré une
augmentation de l'incidence d’hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande mammaire a la
dose de 500 ppm (28,9 mg.kg pc'j"). Ceci a permis d'identifier la dose de 100 ppm
(5,9 mg.kg pc™.j') comme étant un NOAEL.

Le NOAEL de 5,9 mg.kg pc™'.j' est retenu comme point de départ.
3.3.3.3. Ajustement allométrique

Pour réduire lincertitude sur la variabilité inter-espéces, un ajustement allométrique a été
réalisé. Une dose équivalente humaine (HED = Human equivalent dose) est calculée a I'aide
de I'’équation suivante? :

Poids animal v
Poids homme

Dose équivalente Homme = Dose animal x (
Le poids moyen des rats est de 0,426 kg. Celui utilisé pour ’THomme pour le calcul est de 70 kg.
Soit NOAELwep = 5,9 x (0,426/70)>% = 1,65 mg.kg pc™.j’
Le NOAELwep de 1,65 mg.kg pc'.j' est retenu comme PoD.

3.3.3.4. Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de I'étude du NTP de 2008 a été effectué a l'aide des facteurs
d’incertitude (FI) suivants (Anses, a paraitre) :

— Variabilité inter-espéces (Fla): 2,5 pour tenir compte de la composante
toxicodynamique, un ajustement dosimétrique ayant été réalisé ;

— variabilité interindividuelle (Fly) : 10 par défaut ;

— transposition subchronique a chronique (Fls) : v10, la période d’exposition de 98 jours
correspondant a une durée subchronique (exposition des animaux males de la
génération FO de PND42 a 140) ;

— utilisation d’'un point de départ (Flg) : 1, le PoD étant un NOAEL ;

— insuffisance des données (Flp) : 1, de multiples études de la toxicité de la génistéine
étant disponibles.

Un facteur d’incertitude global de 79 est donc utilisé pour la construction de la VTR.

3.3.3.5. Proposition de VTR long terme par voie orale pour la population générale
et niveau de confiance

VTR = NOAELeo/ FI = 1,65 /79 = 0,02 mg.kg pc™.j™

9 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).
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Le niveau de confiance global pour cette VTR est estimé a 3/5, correspondant a un niveau de
confiance moyen.

3.4. Proposition de VTR long terme par voie orale pour la femme enceinte (enfants a
naitre), la femme en age de procréer et les enfants pré-pubéres

3.4.1.Choix de I'effet critique

Plusieurs études réalisées chez les rongeurs montrent des effets sur la reproduction (Nagao
et al., 2001 ; NTP, 2008 ; Caceres et al., 2020 ; Oliviera et al., 2022, DelForno et al., 2022 ;
Abo Elsoud et al., 2019 ; Eustache et al., 2020 et 2009 ; Maraudino et al., 2020).

Parmi les effets, sont identifiés un retard pubertaire chez le rat male, une diminution de I'age
de l'ouverture vaginale, une augmentation de la durée des cycles cestraux et une
augmentation du développement des glandes mammaires chez la souris femelle, une
hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande mammaire chez les males, des effets
fonctionnels sur la fertilité (diminution de I'index de fertilité) chez les femelles, une diminution
des poids relatifs des épididymes chez les rats males exposés in utero et aprés la naissance
et une diminution statistiquement significative de la taille des portées (résultats de
'accouplement des rats males de la génération F1 accouplés avec des femelles non
exposées). Parmi ceux-ci, une diminution du poids relatif des épididymes chez les rats méales
et une diminution statistiquement significative de la taille des portées ont été observés aux
doses les plus faibles identifiées dans les études jugées de bonne qualité pour tous effets
confondus.

Ainsi, le CES retient I'ensemble des effets sur la reproduction (diminution du poids
relatif des épididymes chez les rats males et une diminution statistiquement
significative de la taille des portées) comme effets critiques.

3.4.2.Analyse des VTR long terme existantes

Dans le rapport du NCM en 2020, deux VTR de 0,09 et de 0,07 mg.kg pc™'.j" ont été élaborées
et sont fondées, respectivement, sur des effets développementaux observés chez le rat
femelle (NTP, 2008) et des effets de puberté précoce chez la souris femelle (Li et al., 2014).
Ces deux VTR ne sont pas retenues par le CES, qui considére que les données issues d‘autres
études permettent d’identifier d’autres effets critiques avec des PoD plus faibles. Concernant
I'étude de Li et al., bien qu’elle soit de bonne qualité méthodologique, aucun élément dans
I'étude ne permet de recalculer et de confirmer les doses d’exposition des animaux exprimées
en mg.kg pc™.j'. Cette incertitude ne permet pas de retenir cette VTR.

Ainsi, compte tenu de ces limites, le CES ne retient pas les VTR existantes et propose
de construire une VTR long terme par voie orale.

3.4.3.Construction de la VTR long terme par voie orale pour la femme enceinte (enfants
a naitre), la femme en age de procréer et les enfants pré-pubéres

3.4.3.1. Choix de I’étude clé

Eustache ef al. ont exposé quotidiennement par gavage a des doses de génistéine de 1 et 10
mg.kg pc™.j" des rates gestantes Wistar han, de GD1 a PND21 (sevrage). Les ratons étaient
ensuite exposés quotidiennement, par gavage, jusqu’a PND80. Cette étude rapporte une
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diminution des poids relatifs des épididymes chez les rats males exposés in utero et apres la
naissance et une diminution, statistiquement significative, de la taille des portées (résultats de
'accouplement des rats males de la génération F1 accouplés avec des femelles non
exposées). Ces effets sont considérés comme néfastes et transposables a 'THomme. Ceux-ci
ont été observés aux doses les plus faibles identifiées dans les études jugées de bonne qualité
tous effets confondus.

Ainsi, I'étude de Eustache et al. de 2009, jugée de bonne qualité, est retenue comme
étude clé.

3.4.3.2. Choix du point de départ

Dans l'étude clé retenue (Eustache et al., 2009), les effets développementaux sur la
descendance exposée in utero et en postnatal sont ceux qui apparaissent a la dose la plus
faible. Ainsi, le CES retient comme point de départ un LOAEL de 1 mg.kg pc™.j'associé
a une diminution du poids relatif des épididymes chez les rats méles exposés in utero
et aprés la naissance, et une diminution, statistiquement significative, de la taille des
portées issues de I'accouplement des males de la génération F1 et des femelles non
exposées.

3.4.3.3. Ajustement allométrique

Pour réduire lincertitude sur la variabilité inter-espéces, un ajustement allométrique est
réalisé. Une dose équivalente humaine (HED) est calculée a l'aide de I'équation citée en
chapitre 3.3.3.3 en utilisant un poids moyen des rats de 0,25 kg et de 70 kg pour ’'Homme.
Soit LOAELwep = 1 x (0,25/70)%2° = 0,24 mg.kg pc™.j"

Le LOAELuep de 0,24 mg.kg pc™'.j' est retenu comme PoD.
3.4.3.4. Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de I'étude de Eustache et al. de 2009 a été effectué a l'aide des
facteurs d’incertitude (FI) suivants (Anses, a paraitre) :

— variabilité inter-espéces (Fla): 2,5 pour tenir compte de la composante
toxicodynamique, un ajustement dosimétrique ayant été réalisé ;

— variabilité interindividuelle (Fln) : /10, la VTR étant déja élaborée pour une population
sensible ;

— transposition subchronique a chronique (Fls) : 1, les effets critiques résultant d’'une
exposition in utero ;

— utilisation d’un point de départ (Flgi) : V10, le PoD utilisé étant un LOAEL ;

— insuffisance des données (FlIp) : 1, de multiples études de la toxicité de la génistéine
étant disponibles.

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

3.4.3.5. Proposition de VTR long terme par voie orale pour la femme enceinte
(enfants a naitre), la femme en age de procréer et les enfants pré-pubéres et
niveau de confiance

VTR = LOAELueo/FI = 0,24 / 25 = 0,01 mg.kg pc™.j*!
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Le niveau de confiance global pour cette VTR est estimé a 2,8/, correspondant a un niveau
de confiance moyen.

3.5. Conclusion et recommandations du CES

Deux VTR long terme par voie orale ont été élaborées pour la génistéine :

— une pour la population générale,
— une pour la femme enceinte (enfant a naitre), la femme en age de procréer et les
enfants pré-pubéres.

Bien que le calcul de ces VTR soit fondé sur les données propres aux effets de la génistéine,
elles peuvent étre étendues a la somme des isoflavones exprimée en mg.kg pc’j’
d’équivalent aglycone (libres ou conjuguées).

La VTR long terme par voie orale est fondée sur 'augmentation de I'incidence de I'hyperplasie
alvéolaire et canalaire de la glande mammaire chez le rat male. Un niveau de confiance moyen
a eteé attribué a cette VTR.

Une VTR long terme par voie orale pour la femme enceinte (enfant a naitre), la femme en age
de procréer et les enfants pré-pubéeres est proposée pour la génistéine basée sur une
diminution du poids relatif des épididymes chez les rats males exposés in utero et apres la
naissance, et une diminution statistiquement significative de la taille des portées issues de
'accouplement des méles de la génération F1 et de femelles non exposées. Un niveau de
confiance moyen a été attribué a cette VTR.
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Tableau 2 : VTR long terme par voie orale pour la génistéine pour la population générale et la femme
enceinte (enfant a naitre), la femme en age de procréer et les enfants pré-pubéres

VR Organisme Anses
Année 2024
Nom VTR long terme par voie orale
Valeur 0,02 mg.kg pc.j! 0,01 mg.kg pc.j!
Population cible Population générale Femme enceinte (enfant a

naitre), femme en age de
procréer et les enfants pré-
pubéres

Effet critique Augmentation de lincidence de | Diminution du poids relatif des
I'hyperplasie alvéolaire et | épididymes chez les rats males
canalaire de la glande mammaire | et diminution de la taille des
chez les rats males de Ila | portées

génération FO

Etude clé | Référence NTP, 2008 Eustache et al., 2009
Espéce Rats NCTR CD (Sprague-Dawley) | Rats Wistar han
Exposition Du jour postnatal 42 jusqu’au jour | De la gestation jusqu’au jour
(durée, voie) postnatal 140 (FO0) postnatal 80.
Point de départ (PoD) NOAEL = 5,9 mg.kg pc.j! LOAEL =1 mg.kg pc'.j!
Ajustement temporel Aucun Aucun
Ajustement allométrique NOAELHep = 1,65 mg.kg pc'.j! LOAELHep = 0,24 mg.kg pc.j
Facteurs dincertitude (FI) | 79 (FIa: 2,5 Flu:10;FlL:1; | 25 (Fla:2,5; Flu: vi0; FlL:
Fls:v10; Flo: 1) V10 ;Fls:1;Flo: 1)
Niveau de confiance Moyen Moyen

PND : jour post-natal, NOAEL : No Observed Adverse Effect Level (= dose maximale n’entrainant pas d’effet
néfaste observé), LOAEL : Lowest Observed Adverse Effect Level (= dose minimale entrainant un effet néfaste
observé), HED : Human Equivalent Dose, Flato : Composante toxicodynamique du facteur d'incertitude inter-
especes, Flu : Facteur d’incertitude intra-espéce ou interindividuel, Fls.L : Facteur d’incertitude lié au point de départ,
Fls : Facteur d’incertitude lié a la durée de I'étude clé, Flp : Facteur d’incertitude lié a I'insuffisance de données.

Selon les études expérimentales, tant in vitro qu’in vivo, le potentiel cestrogénique de la
génistéine est supérieur a celui de la daidzéine. Cependant, la daidzéine est transformée en
equol par le microbiote intestinal, et le potentiel cestrogénique de ce dernier est voisin de celui
de la génistéine (Shor et al., 2002 ; Setchell et al., 2002). Ainsi, pour les personnes
productrices d’équol, la génistéine et la daidzéine exercent finalement un effet cestrogénique
d’intensité comparable. Compte tenu de ces équivalences et du fait que les données
toxicologiques in vivo en lien avec une perturbation endocrinienne sont quasi exclusivement
fournies sur des effets de la génistéine, le calcul des VTR s’est fondé sur les données propres
aux effets de la génistéine, ces VTR pouvant étre étendues a la somme des isoflavones
(aglycones et glucuronides) exprimée en mg.kg pc'.j' d’équivalent aglycone (libres ou
conjuguées).

Il est important de garder a l'esprit que ces deux VTR proposées ont été déterminées en
suivant la méthodologie validée pour des agents chimiques dont I'exposition est indésirable
(pesticides, produits dangereux, intermédiaires de synthése, ...). Cependant, cette saisine
s'adresse a une famille de composés naturellement présents dans I'alimentation, et pour
lesquels il existe une grande quantité de données humaines testant leurs éventuels effets
bénéfiques et non pas indésirables.

page 23 /25



Avis de I’Anses
Saisine n°2022-SA-0221

Saisines liées n° 2019-SA-0010, 2019-SA-0205 ; 2019-
SA-0118

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
endosse les deux propositions de valeurs toxicologiques de référence (VTR) construites pour
la génistéine pour une exposition sur le long terme par voie orale, I'une pour la population
générale, l'autre pour la femme en age de procréer, les enfants pré-pubéres et la femme
enceinte. Bien que fondées sur des données propres a la génistéine, 'Agence considére que
ces deux VTR peuvent étre étendues a la somme des isoflavones exprimée en mg.kg.pc™.j”’
d’équivalent aglycone. En I'absence de données, il n'a pas été possible de proposer de VTR
pour les femmes ménopausées.

L’Agence rappelle qu'une VTR est un indice toxicologique qui permet de qualifier ou de
quantifier un risque pour la santé humaine.

A cette fin, la démarche générale mise en ceuvre pour définir les VTR repose sur le choix d’'un
effet critique correspondant a I'effet néfaste le plus sensible dment documenté, c’est-a-dire
apparaissant a la plus faible dose, indépendamment des mécanismes biologiques sous-
jacents. Les effets critiques retenus pour les deux VTR du présent avis, identifiés a partir des
études scientifiques actuellement disponibles, correspondent a des effets reprotoxiques
pouvant résulter d'un mode d’action endocrinien. L’Agence souligne a ce titre que la génistéine
et la daidzéine ont été examinées dans le cadre du réglement cosmétique, notamment du fait
de préoccupations sur leurs propriétés de perturbation endocrinienne (SCCS, 2022). Ces
préoccupations demeurent a l'issue de cette évaluation.

Les résultats obtenus soutiennent le besoin d’engager une réflexion méthodologique plus large
concernant la construction de VTR pour les substances présentant une activité endocrinienne
et l'utilisation de tels repéres toxicologiques dans des approches quantitatives de risques
sanitaires. Pour ce faire, 'Anses lancera une consultation auprés de ses homologues
européens afin de partager les pratiques de détermination de VTR et de conduite d’évaluations
de risques pour des perturbateurs endocriniens ou de substances présentant une activité
endocrine.

Dans l'attente, 'Anses considére que ces VTR peuvent d’ores et déja étre utilisées pour
évaluer les risques liés a des situations d’exposition contrainte aux isoflavones, comme dans
le cas par exemple d’'une proposition de menu unique en restauration collective. Ces VTR ont
ainsi été utilisées dans le cadre de I'expertise relative a I'évaluation du risque sanitaire de la
consommation d'aliments contenant des isoflavones (saisine 2022-SA-0221).

Enfin, '’Agence souligne que le choix de mesures de gestion des risques dans un contexte
d’exposition donné peut par ailleurs intégrer, en complément d’'une évaluation des risques sur
la base d'une VTR, d’autres paramétres tels que d’éventuels besoins identifiés pour des
populations ciblées, qu’il s’agisse des substances ou de leurs vecteurs, dans le cas ou leur
intérét nutritionnel ou physiologique ne peut étre substitué.

Pr Benoit VALLET
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Facteur d’'incertitude

Facteur d’incertitude inter-espéces

Facteur d’incertitude au manque de données

Facteur d’incertitude interindividuel

Facteur d’incertitude lié a I'utilisation d’'un LOAEL ou d’'une BMD
Jour gestationnel (= gestational day)

Groupe de travalil

Dose équivalente humaine (= Human équivalente dose)

Lowest observed adverse effect level (= dose minimale entrainant un effet
néfaste observé)

Nordic council of ministers (= conseil nordique des ministres)

No observed adverse effect level (= dose maximale n’entrainant pas
d’effet néfaste observé)

National toxicology program

Jour post-natal (= post natal day)

Sprague Dawley

Comité scientifique pour la sécurité sanitaire des consommateurs
Sex hormone binding globulin

Temps de demi-vie

Triiodothyronine

Thyroxine

Thyroglobuline

Thyroide peroxydase
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TSH . Thyroid-stimulating hormone

UDPGT . UDP-glucuronosyltransférase

US EPA : United States environmental protection agency (Etats-Unis)

VTR : Valeur toxicologique de référence

VKM . Vitenskapskomiteen for mat og miljg ( = comité scientifique norvégien pour

la sécurité alimentaire)
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
I'expertise

1.1 Contexte

Les phytocestrogénes sont naturellement présents dans certaines plantes. Leur appellation
provient de leurs activités cestrogéniques. Celle-ci découlent de leur similitude structurale avec
le 17 B-estradiol et/ou de leur capacité a se fixer sur les récepteurs aux cestrogénes. Les
phytocestrogénes se répartissent en 2 grandes familles :

- les flavonoides dont les coumestanes et les isoflavones, qui sont retrouvés
principalement dans les légumineuses (haricots, pois, feves), parfois a des taux
physiologiquement actifs, notamment dans le soja et les produits dérivés,

- les non-flavonoides dont les entérolignanes et leurs précurseurs (lignanes), qui sont
présents dans la plupart des produits végétaux a usage alimentaire riches en fibres
(fruits, légumes, céréales et graines oléagineuses) et qui ont une activité cestrogénique
plus modérée suite a une bioactivation par le microbiote intestinal.

L’Anses a été saisie par la Direction générale de la santé (DGS) et la Direction générale de
lalimentation (DGAL) le 29 octobre 2022 afin d’évaluer le risque sanitaire lié a la
consommation d’aliments contenant des isoflavones.

D’autre part, 'Anses évalue les teneurs en isoflavones dans les aliments tels que consommés,
notamment dans le cadre des Etudes Alimentation Totale (EAT) (Anses, 2011 ; Anses, 2016).
Ces études, conduites par I'Anses a I'échelle nationale selon une méthode standardisée et
recommandée par I'organisation mondiale de la santé (OMS), visent a surveiller I'exposition
des populations a des agents chimiques présentes dans les aliments. Des évaluations
quantitatives de risques sanitaires ont été réalisées quand cela a été possible. En I'absence
de VTR, les apports estimés en isoflavones, équol et coumestrol pour la population générale
dans 'EAT2 ont été comparés a la limite maximale d’apport de 1 mg.kg pc™.j' pour ces
substances proposées en 2005 par 'Agence (Afssa, 2005). lls y étaient inférieurs pour 99,9%
des adultes et 99,5% des enfants. Cependant, parmi les consommateurs de produits a base
de soja (boissons au soja, desserts au soja, tofu, etc.), ces apports dépassaient parfois cette
limite maximale. De fait, si un risque sanitaire semblait pouvoir étre écarté pour la population
générale, il ne pouvait I'étre pour cette catégorie de consommateurs (Anses, 2011).

En 2016, dans le cadre de 'EAT infantile (EATI), les plus fortes concentrations en isoflavones
étaient retrouvées dans les produits contenant du soja. Cependant, 'absence de valeur
toxicologique de référence pour les enfants de moins de 3 ans n’avait pas permis de conclure
sur le risque sanitaire lié a I'exposition a ces substances, a I'exception de la génistéine. Pour
celle-ci, les données ne permettaient pas d’écarter le risque pour les enfants consommateurs
de produits a base de soja, sur la base d’'une dose minimale entrainant un effet néfaste
observé (LOAEL) de 35 mg.kg pc.j' (NCTR, 2005 ; Rozman et al., 2006), sans pour autant
permettre I'établissement d’'une VTR (Anses, 2016). A titre provisoire, une marge d’exposition
critique de 300 avait été retenue (10 et 10 pour les variabilités inter et intra-individuelles et 3
car le point de départ était un LOAEL). Or I'exposition moyenne a la génistéine chez 14 enfants
de 1 a 36 mois consommateurs de soja était de 0,88 mg.kg pc™.j, correspondant a une marge
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de sécurité de 40%Les isoflavones sont également recherchées dans I'étude EAT3
actuellement en cours.

Ainsi, évaluer les risques d’une exposition aux isoflavones, demande de disposer de VTR long
terme par voie orale pour les isoflavones, en prenant en compte les différentes catégories de
population, notamment la population adulte, les femmes ménopausées, les femmes enceintes
et allaitantes, et les enfants.

1.2 Objet de la saisine

L’objet de la saisine 2022-SA-0221 déposée par la DGS et de la DGAL du 29 octobre 2022
porte sur I'évaluation du risque sanitaire de la consommation d’aliments contenant des
isoflavones, en lien avec le risque de perturbation endocrinienne (Annexe 1). Cette saisine
comporte plusieurs questions dont une relative a I'élaboration de valeurs toxicologiques de
référence (VTR) long terme par voie orale pour les isoflavones, en tenant compte des
différentes catégories de population. Le présent rapport ne concerne que cette derniéere.

Cette expertise pourra également servir a d’autres travaux de ’Agence dont 'EAT3.

1.2.1 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié au comité d’experts spécialisé (CES) « valeurs sanitaires de référence »
linstruction de cette expertise.

Les travaux d’expertise des rapporteurs ont été soumis régulierement au CES VSR pour avis
et discussion, sur les aspects tant méthodologiques que scientifiques. Ceux-ci ont également
été présentés au groupe de travail sur les perturbateurs endocriniens (GT PE). Le présent
rapport tient compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres
du CES VSR et/ou du GT PE.

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) ».

1.2.2 Méthode de travail

L’Anses définit une VTR comme une appellation générique regroupant tous les types d'indice
toxicologique permettant d'établir une relation entre une quantité ou concentration d’un agent
chimique et un effet néfaste (effet a seuil) ou entre une quantité ou concentration d’'un agent
chimique et une probabilité d'effet (effet sans seuil), a I'échelle d’'une population. Par définition,
elles sont construites pour protéger la population dans son ensemble, y compris les
populations sensibles (ex. enfants, personnes agées, etc.), des effets néfastes induits par
I'agent chimique (Anses, a paraitre).

2 La marge de sécurité est calculée en divisant le LOAEL (ici 35 mg.kg pc'.j! par I'exposition de la
population considérée (ici 0,88 mg.kg pc'.j).
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Les VTR sont spécifiques d’un agent chimique, d’une voie (respiratoire, orale, cutanée) et
d’'une durée d’exposition (court, moyen ou long terme?3).

Les VTR peuvent étre utilisées dans le cadre des évaluations quantitatives de risques
sanitaires (EQRS) réalisées a I'échelle populationnelle uniquement dans un contexte
d’exposition donné et aider ainsi au choix de mesures de gestion des risques. Elles peuvent
étre également utilisées pour I'élaboration de valeurs guides (ex. : VGAI, VGS EDCH) ou de
teneurs maximales réglementaires dans les aliments. Enfin, elles peuvent également servir a
hiérarchiser des agents chimiques en fonction du danger qu’ils représentent, ces valeurs
permettant souvent d’évaluer leur toxicité (Anses, a paraitre).

En fonction du corpus des données et des connaissances disponibles sur le ou les
mécanismes d’action biologique supposés de I'agent chimique d’'intérét, deux grands types de
VTR long terme peuvent étre élaborés :

- les VTR « a seuil de dose » qui correspondent a une estimation de la quantité ou de la
concentration maximale de I'agent chimique a laquelle un individu ou une population
peut théoriquement étre exposé, sans risque d’effet néfaste sur la santé au cours d’'une
durée déterminée et sur la base de toutes les informations disponibles au moment de
son élaboration. Elles sont construites dans le cas d’agents chimiques provoquant, au-
dela d’'une certaine dose, des effets dont la sévérité augmente avec la dose absorbée ;

- les VTR « sans seuil de dose » qui sont construites dans le cas d’agents chimiques
pour lesquels I'effet néfaste peut apparaitre quelle que soit la dose regue, la probabilité
de survenue d’effets néfastes augmentant avec la dose. Il s'agit, pour I'essentiel, des
effets cancérogénes résultant d’'un mécanisme génotoxique direct. Les VTR « sans
seuil de dose » correspondent soit a la probabilité supplémentaire par unité de dose
d’exposition a I'agent chimique (excés de risque unitaire : ERU), de développer I'effet
critique pour un individu ou une population exposé(e) durant sa vie entiére, soit a des
concentrations/doses correspondant a un niveau de risque déterminé (habituellement
104,10 et 10°).

Afin de construire des VTR, I’Anses s’appuie sur son guide d’élaboration des VTR (Anses, a
paraitre).

En préalable a I'élaboration des VTR, les données relatives a la caractérisation de I'agent
chimique (identification, propriétés physicochimiques, classifications), ainsi que des
informations générales sur les usages, les sources et les expositions sont recueillies (cf.
chapitre 2).

Un profil toxicologique est également réalisé de maniére systématique, afin de définir les effets
observés chez 'Homme et I'animal, en prenant en compte différents types d’exposition a
I'agent chimique d’intérét, caractérisés par leur durée et la voie d’exposition (orale, respiratoire,
cutanée), ainsi que les mécanismes d’action et les populations sensibles. Les éventuels effets
bénéfiques de 'agent chimique ne sont pas décrits dans le profil toxicologique.

Afin de recenser les données de toxicité par voie orale disponibles sur les isoflavones, une
revue bibliographique a été réalisée a partir des bases de données Pubmed et Scopus entre
le 1°" janvier 2021 et le 31 mai 2024 (Annexe 2). Cette période de recherche a été fixée en

3 Durée d’application des VTR :

- « court terme » pour les expositions d’'une journée a deux semaines,

- « moyen terme » pour les expositions supérieures a deux semaines mais inférieures a un an,

- « long terme » pour les expositions de plus d’un an.

Néanmoins, si cela est jugé pertinent, ces durées d’application pourront étre différentes pour certains
agents chimiques spécifiques et dans ce cas, les durées retenues devront étre justifiées.
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tenant compte de la date de fin de la revue de littérature réalisée dans le rapport de synthése
le plus récent identifié (SCCS, 2022). Les données antérieures sont issues des rapports de
synthéses rédigées par 'Afssa en 2005, 'Anses en 2016, et par des organismes européens
et internationaux tels que I'autorité européenne de sécurité des aliments (Efsa) en 2015, le
comité scientifique norvégien pour la sécurité alimentaire (VKM) en 2017 et le Consell
nordique des ministres (NCM) en 2020. Ces derniéres ne seront pas détaillées dans le présent
rapport et ne seront décrites que succinctement. Seuls les articles antérieurs jugés d’intérét
pour construire une VTR et les publications récentes identifiées sur la période 2021-2024
seront décrits de maniére détaillée dans le chapitre 3.

Cette recherche bibliographique a permis d’identifier 4254 références. 4229 études n’ont pas
été retenues. Aucune étude récente n’a été retenue pour la construction des VTR et 6
références complémentaires présentes dans les articles sélectionnés ou fournis par les
experts ont été ajoutées. Le détail de la recherche bibliographique est présenté en Annexe 2.

Un recensement des VTR existantes pour la voie orale publiées jusqu’en 2024 par les
principaux organismes de sécurité sanitaire reconnus au niveau supranational (OMS),
européen (Efsa) ou national/régional (US EPA, ATSDR, OEHHA, Santé Canada, RIVM, efc.)
a été réalisé. Seules les VTR publiées par une agence sanitaire et accompagnées d'un
argumentaire scientifique robuste rédigé en anglais ou en frangais ont été incluses dans ce
recensement. Les positions provisoires ou soumises pour consultation publique (draft) ont été
également décrites. Lorsque plusieurs VTR ont été produites au fil du temps par un organisme,
seule la VTR la plus récente publiée a été prise en compte.

L’élaboration des VTR suit une approche structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives par des groupes de spécialistes. Pour ce faire, 'Anses s’appuie sur son guide
d’élaboration des VTR (Anses, a paraitre). La construction des VTR différe en fonction des
connaissances ou des hypothéses formulées sur les mécanismes d’action des substances.
Toutefois, 'hypothése par défaut est de considérer une relation monotone entre I'exposition,
ou la dose, et l'effet, ou la réponse. En I'état 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, a paraitre).

En pratique, la construction d’'une VTR externe comprend les étapes suivantes (Figure 1) :

- identifier le ou les organes cibles et le ou les effets critiques, sur la base du profil
toxicologique ;

- identifier 'hypothése de construction, a seuil ou sans seuil de dose, en fonction du
mode d’action de la substance ;

- réaliser une analyse critique de chacune des VTR recensées afin d’identifier si I'une
d’elles peut étre retenue (choix). Cette analyse a été réalisée en prenant en compte
différents criteres d’analyse décrits dans le guide méthodologique de I'’Anses (Anses,
a paraitre), tels que la transparence et I'argumentation, les différents choix de
construction (choix de I'effet critique, de I'étude clé et du PoD ; utilisation d’ajustements
temporel et allométrique ; choix des facteurs d’incertitude pour les effets a seuil de
dose ou la méthode d’extrapolation aux faibles doses pour les VR sans seuil de dose)
et 'année d’élaboration ou de révision de la VTR. Quand aucune VTR n’est jugée
pertinente, la construction d’'une nouvelle VTR est entreprise ;

- choisir une (ou plusieurs) étude(s) clé(s) de bonne qualité scientifique la (ou les) plus
pertinente(s) parmi les études épidémiologiques ou toxicologiques permettant d’établir
une relation dose-réponse ;
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- définir un point de départ (PoD) chez 'lHomme ou l'animal a partir de cette(ces)
étude(s) ;

- réaliser des ajustements temporels et allométriques si nécessaire ;

- pour une VTR a seuil, appliquer des facteurs d’incertitude (FI) a ce PoD de maniére a
dériver une VTR applicable a 'ensemble de la population ;

- pour une VTR sans seuil, déterminer une pente et/ou des concentrations/doses
associées a plusieurs niveaux de risque ;

- fixer un niveau de confiance.

Recensement des données et des valeurs de référence

| Synthése des effets dont identification des
populations sensibles

Recensement des VTR existantes
=

N,

| Identification des effets néfastes - choix de I'effet critique

Aucune VTR

1 ou plusieurs VTR
disponibles | Choix de I'hypothése de construction

Analyses critiques des VTR existantes

[ VTR adaptées la ]\ --

situation considérée

VTR non adaptées a la

situation considérée
(durée, voie)

( Construction ) ( Choix )

]

| Sélection de(s) étude(s) clé |

Identification du PoD

Ajustement temporel (optionnel)

Ajustement allométrique (optionnel)’@ — §

<

| Niveau de confiance

Figure 1 : Schéma des différentes étapes de proposition d’une VTR (Anses, a paraitre)

Un niveau de confiance global est attribué a chaque VTR externe, qu’elle soit élaborée ou
choisie. Cing niveaux de confiance correspondant a cing couleurs sont possibles : fort, moyen-
fort, moyen, moyen-faible ou faible (Figure 2).

. Moyen-
Faible faible

1] R 7

Figure 2 : Niveau de confiance des VTR (Anses, a paraitre)

Fort
Ls]

w

Le niveau de confiance global des VTR externes est estimé grace a un outil établi par I'Anses
en se fondant sur différents critéres (Figure 3), tels que mentionnés dans le guide
meéthodologique de I'Anses (Anses, a paraitre). Cet outil doit étre utilisé systématiquement par
au moins trois évaluateurs indépendants et ayant participé a la construction ou a la sélection
de la VTR. Le niveau de confiance global est fixé collégialement sur la base des niveaux de
confiance attribués par ces 3 évaluateurs et des arguments associés.
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Critéres Sous-critéres Evaluateur 1 ° Evaluateur 2 'Evaluateur 3
[1- Corpus de données Niveau de confiance du critére 1 1as ]
G. Choix de l'effet 2.1 Caractére néfaste de I'effet 155 )
critique , .
2.2 Convergence des études 1a5s
2.3 Transposabilité animal-Homme et 1a5s
MOA
\_ Niveau de confiance du critére 2 Moyenne des ndtes attribuées au 3 soustcritéres Y,
3. Hypoth.ese de Niveau de cenfiance du critéere 3 Tas
| construction PRIS EN COMPTE QUE POUR CANCERO )
4, Choix de(s) 4.1Qualité de étude 145
étude(s) clé 4.2 Voie d'exposition Tou 5
4.3 Durée 1a5
Niveau de confiance du critére 4 Moyenne des fotes attribuées au 3 sobs-critéres
5. Choix PoD Niveau de confiance du critére 5
6. Ajustements 6.1 Temporel
6.2 Allométrique = Niveau de
confiance du critére 6
7. Choix de facteurs Niveau de confiance du critére 7 1a5
d’incertitude
NIVEAU DE CONFIANCE GLOBAL Moyenne des niveauxdefconfiance des critéres avec méme poids
pour a chacun sauf critére 2 (poids double)

\

1

Discussion collégiale > NIVEAU DE CONFIANCE FINAL |

Figure 3 : Logigramme explicitant I’attribution des niveaux de confiance (Anses, a paraitre)

1.3 Prévention des risques de conflits d’intéréts

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
https://dpi.sante.gouv.fr/.

sont publiées sur le site
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2 Informations générales

2.1 Identification des isoflavones

Les isoflavones, comme tous les phytocestrogénes, sont issues du métabolisme secondaire
des plantes : ils contribuent a leur systéme immunitaire, en ce sens que leur synthése est
induite par des agressions et des blessures (infections, attaques d’insectes, variation de
température et intempéries). Ce sont des composés non-stéroidiens polyphénoliques ayant
des activités biologiques variées, mais qui ont en commun d’exercer des activités
cestrogéniques. Celles-ci découlent de leur similitude structurale plus ou moins grande avec
le 17 B-cestradiol et de leur capacité a activer les récepteurs aux cestrogénes, notamment les
récepteurs nucléaires a et B, et le récepteur membranaire. Des effets cestrogéniques ont été
notés in vitro a des concentrations d’isoflavones 10 a 1000 fois supérieures a celles de
I'estradiol et également in vivo.

Les isoflavones possédent un ou plusieurs cycles aromatiques, porteurs d’au moins un groupe
hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction éther, ester, hétéroside. Cependant, elles
ne contiennent jamais d’atomes d’azote.

Les isoflavones peuvent exister sous forme :

- libres (i.e. les aglycones), a 'origine des effets biologiques : I'activité biologique dépend
du nombre d’OH et de la nature de leurs substituants,

- liées (i.e. les formes conjuguées glycosidées), dépourvues d’activité biologique, ainsi
que leurs dérivés acétylés (acétyl génistine, acétyl daidzine, etc.) ou malonylés
(malonyl génistine, malonyl daidzine, etc.). C’est sous ces formes liées qu’elles sont
présentes dans les plantes, et donc consommeées via 'alimentation.

Parmi les isoflavones, la génistéine et la daidzéine sont les aglycones les plus étudiées
(Tableau 1). Elles ont pour précurseurs des formes méthoxylées, dont la biochanine A pour la
génistéine, et la glycitéine ou la formononétine pour la daidzéine ; cette derniére peut étre
bioactivée en équol, un métabolite obtenu par digestion microbienne au niveau intestinal.
Ainsi, seuls la génistéine et la daidzéine sont traités dans cette expertise.
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Tableau 1 : Principales isoflavones

N°CAS Formule Formule développée
chimique

446-72-0 C15H1005 HO 0
Génistéine O
OH O O
OH
Daidzéine 486-66-8 C15H1004 HO 0O
%
OH
Biochanine A 491-80-5 C16H1205 HO I 0]
OH O O

Glycitéine 40957-83-3 C16H1205

-0

CHs

Formononétine 485-72-3 C16H1204 HO l O
IS
(o]

]
(S)-Equol 531-95-3 C15H1403 HO 0
S ON

CH;
Les données issues de la littérature rapportent le plus souvent des doses administrées, chez
’'Homme ou I'animal, exprimées en « isoflavones totales ». Il est a noter que ce vocable
exprime selon les études, soit une dose en isoflavones (sans que I'on sache précisément de
quelles isoflavones, il s’agit), soit en génistéine. Cette définition variant selon les études, elle
sera précisée pour chaque étude décrite.
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2.2 Propriétés physico-chimiques

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Le Tableau 2 détaille les principales propriétés physico-chimiques de la génistéine et de la
daidzéine, ainsi que de leurs congénéres.

Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques des principales isoflavones (SCCS, 2002 ; Pubchem)

Génistéine Daidzéine Glycitéine Biochanine A | Formononétine
N°CAS 446-72-0 486-66-8 40957-83-3 491-80-5 485-72-3
Forme Solide Solide Solide Solide Solide
physique
Poids
moléculaire 270,24 254,24 284,27 284,27 268,27
(g.mol™M
Solubilité dans
leau a 32°C 0,015 + 0,005 0,013 £ 0,01 0,54 0,071 0,15
(mg.mL")
Log Kow 2,84 2,55 2.57 3,34 2,96

2.3 Classification

Au titre du réglement (CE) n°1272/2008 (CLP), la génistéine, la daidzéine, la glycitéine, la
biochanine A et la formononétine ne possédent pas de classification harmonisée.

La génistéine et la daidzéine ont été dans le cadre du réglement cosmétique, notamment du
fait de préoccupations sur leurs propriétés de perturbation endocrinienne (SCCS, 2022). Ces
préoccupations demeurent a l'issue de cette évaluation.

Tableau 3 : Catégorisations d’isoflavones en tant que PE potentiels

Génistéine Daidzéine Glycitéine Biochanine A | Formononétine
ED List -+ - - - -
SVHC - - - - -
DHI (2007) - - - - -
Sin list - - - - -
TEDX oui oui oui oui /

-* La génistéine et la daidzéine ne sont plus sur I'ED list Il.

ED List: endocrine disrupter List, SVHC: Substance of very high concern, Deduct: Database of
Endocrine Disrupting Chemicals and their Toxicity profiles, DHI: DHI List - Study on enhancing the
Endocrine Disrupter priority list, SIN List: Substitute it now, TDEX: The endocrine disruption exchange.

2.4 Sources

Les isoflavones sont naturellement présentes dans les denrées alimentaires issues des
légumineuses. La génistéine, la daidzéine et la glycitéine sont trés présentes dans les graines
de soja et en moindre proportion, dans d’autres légumineuses et certains légumes (Tableau

4).
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Tableau 4 : Teneurs en isoflavones aglycones (ug/100 g d’aliment) d’aprés les études de I’'alimentation

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

totale francaises EAT2 (Anses, 2011) et EAT infantile (Anses, 2016)

Groupe d'aliments Aliment < 2 ®
e 2 3 g 2 &
s % s 3z 2 g
& & 8 g 2 S
9 o = 0] O 7]
o £ ~  Source
Produits laitiers beurre NA ND NA ND ND ND EATI
fromage fondu ND ND ND ND ND ND EATI
lait demi-écrémé ND 0,112 0,201 0,068 0,729 1,11 EAT2
lait demi-écrémé ND ND ND ND ND ND EATI
lait écrémé ND 0,108 0,182 0,021 0,964 1,28 EAT2
lait écrémé ND ND ND ND ND ND EATI
lait entier 0,058 0,062 0,358 0,043 0,718 1,24 EAT2
lait entier ND 1,56 ND ND ND 1,56 EATI
yaourt aromatisé ND 0,34 ND 0,37 ND 0,71 EATI
yaourt aux fruits ND ND ND 1,05 ND 1,05 EATI
yaourt nature ND ND ND ND ND ND EATI
CEufs et dérivés ceuf brouillé, omelette ND 7,30 ND 2,89 0,899 11,1 EAT2
ceuf dur ND 7,36 ND 2,56 1,01 10,9 EAT2
ceuf dur NA 5,74 NA 4,06 0,84 10,6 EATI
Huile huile de soja ND 153 ND 546 52,3 751 EAT2
Légumes (hors pomme de  artichaut ND ND ND ND ND ND EAT2
terre) et légumineuses carotte ND ND ND ND ND ND EAT2
céleri ND 0,070 ND ND ND 0,07 EAT2
céleri rave ND 0,180 ND ND ND 0,18 EAT2
chou-fleur ND ND ND ND ND ND EAT2
concombre ND 0,041 ND ND ND 0,041 EAT2
courgette ND ND ND ND ND ND EAT2
endive ND ND ND ND ND ND EAT2
épinard ND 0,031 ND ND ND 0,031 EAT2
germe de soja ND 150 ND 137 ND 286 EAT2
haricot ND 34,0 ND 34,1 2,83 70,9 EAT2
haricot NA 7,27 NA 20,0 ND 27,3 EATI
lentille ND ND ND ND ND ND EAT2
mais ND ND ND ND ND ND EAT2
navet ND ND ND ND ND ND EAT2
oignon ND ND ND ND ND ND EAT2
petit pois ND 0,316 ND 0,016 1,027 1,36 EAT2
poireau ND ND ND ND ND ND EAT2
poivron ND ND ND ND ND ND EAT2
radis ND ND ND ND ND ND EAT2
salade ND ND ND ND ND ND EAT2
tomate ND ND ND 0,154 ND 0,154 EAT2
Pommes de terre purée de pommes de terre NA ND NA ND ND ND EATI
Produits carnés et plats cassoulet NA 0,75 NA 1,06 ND 1,81 EATI
composés chipolata NA ND NA ND ND ND EATI
cordon bleu de volaille NA 4,67 NA 4,49 0,58 9,74 EATI
nugget de volaille NA 8,99 NA 7,64 0,98 17,6 EATI
poisson pané NA ND NA ND ND ND EATI
ravioli NA ND NA ND ND ND EATI
saucisse de Strasbourg ou knack NA 15,1 NA 19,3 1,84 36,2 EATI
Desserts frais compote de pommes NA ND NA ND ND ND EATI
créme dessert (classique) ND ND ND ND ND ND EATI
mousse au chocolat ND 0,50 ND 0,93 0,10 1,563 EATI
Condiments et sauces ketchup ND ND ND ND ND ND EAT2
mayonnaise ND 1,76 ND ND 0,25 2,01 EAT2
sauce de soja ND 629 ND 177 141 947 EAT2
sauce tomate sans viande ND ND ND ND ND ND EAT2
Analogues de produits boisson au soja ou tonyu 5 5610 30,2 7909 1397 14951 EAT2
animaux boisson au soja ou tonyu 1,37 3782 3,62 6999 241 11027 EATI
dessert au soja aromatisé
(chocolat/café/vanille) 1,41 1337 1,61 3098 17,2 4455 EATI
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Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Groupe d'aliments Aliment < 2

© © = © © P

c £ b £ c c

= ‘@ 5 ‘© o] S

® N c @2 5 3

S D g T = 5

hel [a} £ o o g

@ s Source
dessert au soja aromatisé au
chocolat ND 2490 17,2 3296 122 5924 EAT2
dessert au soja aux fruits 23 2843 57,3 3695 149 6767 EAT2
dessert au soja nature ND 1920 4,34 2559 70 4553 EAT2
escalopes végétales abasedesoja ND 5650 23,4 6348 791 12811 EAT2
tofu 100 21295 76,8 28229 3615 53316 EAT2

ND = non détecté ; NA = non analysé

Dans les produits a base de soja, la proportion des formes présentes, aglycones ou conjugués
(glucosides et dérivés), varie selon le procédé de fabrication. Ainsi dans les produits non
fermentés, par exemple boissons au soja, tofu et protéines de soja, ce sont principalement les
formes glycosylées et leurs dérivés malonylés qui sont prépondérants, alors que les aglycones
sont majoritaires dans les produits fermentés type miso et tempeh (Bustamante et al., 2018).

Pour un méme type d’aliment, la teneur en isoflavones peut varier d’'un facteur 2 a 3 selon les
variétés, les pratiques culturales, le terroir, le degré de maturité, les conditions climatiques,

etc. (Kuhnle et al., 2009 ; Szymczak et al., 2017).
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3 Synthese des données toxicologiques

Les données décrites dans ce chapitre sont issues de rapport de synthése identifiés dans les
littératures (Afssa 2005, Efsa, 2015, Anses 2016, VKM, 2017, NCM, 2020, SCCS, 2022)
complétées par une recherche bibliographique réalisée sur la période 2021-2024. Les études
citées et résumées dans ces synthéses sont souvent peu détaillées et issues elles-mémes de
la synthése de I'Efsa en 2015. Ainsi, ces études ne seront détaillées que succinctement, sauf
si elles sont retenues comme études clés pour élaborer une VTR. Les données récentes
identifiées sur la période 2021-2024 seront détaillées dans ce chapitre.

Les données faisant références aux effets potentiellement bénéfiques des isoflavones ne font
pas I'objet de la saisine et ne seront pas abordées dans ce rapport.

Seuls les résultats statistiquement significatifs sont décrits dans cette synthése.

3.1 Toxicocinétique
3.1.1 Absorption et biodisponibilité

¢ Chez PHomme

Chez I'Homme, I'absorption des isoflavones dépend de la capacité du microbiote intestinal a
hydrolyser les composés glycosylés. L’absorption des aglycones varie considérablement
selon les individus (de 30 a 96 %) (Efsa, 2015). De ce fait, la dose externe d’isoflavones est
donc un indicateur peu fiable de I'exposition interne (Efsa, 2015 ; van der Velpen et al., 2014).
Setchell et al. ont montré que les glycosides daidzine et génistine ne sont pas retrouvés dans
le sang périphérique d'adultes et que I'hydrolyse par les B-glucosidases des bactéries
intestinales est nécessaire pour leur absorption (Setchell et al., 2002 cité dans Efsa, 2015).
De méme, selon le VKM (VKM, 2017), les données disponibles montrent que la biodisponibilité
des isoflavones est plus élevée chez les enfants que chez les adultes. Les isoflavones
semblent avoir une meilleure biodisponibilité chez les jeunes enfants, en particulier, les jeunes
enfants nourris au lait de soja (6-9 mg.kg™'j' d'isoflavones) ont des concentrations
plasmatiques moyenne d’isoflavones totales bien plus élevées avec 3,7 UM comparé aux
adultes consommant réguliérement des produits du soja (0,1-1,2 uM) (Setchell et al., 1997 ;
Adlercreutz et al., 1994 cités par Efsa, 2015).

Citant I'étude de Setchell et al. de 2003, I'Efsa souligne que chez la femme adulte, lors d’'une
ingestion unique de 10, 20 ou 40 g de graines de soja, la daidzéine et la génistéine sont
absorbées relativement rapidement, les concentrations sériques maximales étant atteintes en
4 et 8 h aprés l'ingestion, avec des temps de demi-vie d’élimination compris entre 8 et
10 heures pour ces composés (Setchell et al., 2003 cité dans Efsa, 2015).

e Chez P’animal

Plusieurs études chez le rat et la souris ont été décrites dans le rapport de synthése de I'Efsa
de 2015, lui-méme repris dans des rapports de synthése ultérieurs (NCM, 2020 ; SCCS, 2022).
L’Efsa note que ces études sont le plus souvent réalisées soit avec des extraits de soja, de
trefle rouge ou de racines de kudzu (« vigne japonaise »), soit avec des isoflavones isolées ou
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en mélanges. L'Efsa note que I'absorption des isoflavones est relativement moins élevée chez
I'animal que chez 'Homme et avec une biodisponibilité plus faible chez les animaux males
que chez les animaux femelles. La biodisponibilité varie de 9 a 14 % pour la génistéine et de
29 & 34 % pour la daidzéine chez le rat. Chez la souris, la biodisponibilité est de 7 % chez les
males et de 15 % chez les femelles (Codham et al., 2002 cité dans Efsa, 2015).

3.1.2 Distribution

e Chez ’'Homme
Pour la génistéine et la daidzéine, les informations disponibles sont assez limitées.

Dans son rapport de 2015, I'Efsa notait que la génistéine et la daidzéine administrées chez
des patients admis en chirurgie pour une réduction mammaire ou une résection prostatique,
sous forme de lait de soja ou de complément alimentaire a base de soja, ont été retrouvées
dans les tissus des seins et de la prostate (Efsa, 2015).

e Chez I’animal

Dans son rapport de 2015, I'Efsa identifie uniquement trois études qui étudient la distribution
de la génistéine chez le rat. Coldham et Sauer ont étudié la pharmacocinétique de la génistéine
chez des rats males et femelles (n = 5) aprés administration orale de ["C]génistéine
(1,83 MBq, 4 mg.kg™") (Coldham et Sauer, 2000). L'Efsa note qu’aux temps de prélévement
de 2 et 7 heures aprés administration, les niveaux de radioactivité les plus élevés
(> 1 000 ng d'équivalent génistéine/g de tissu) se trouvaient dans le tractus gastro-intestinal
et dans les organes excréteurs, tels que le foie et les reins. Des concentrations intermédiaires
(<1 000 a 250 ng d'équivalent génistéine/g de tissu) ont également été mesurées dans les
organes reproducteurs (testicules, ovaires), l'utérus, la prostate et le vagin et des
concentrations plus faibles de radioactivité (<100 ng d'équivalent génistéine/g de tissu) dans
le cerveau, les tissus graisseux, le thymus, la rate, les muscles squelettiques et I'os.

L’Efsa mentionne également I'étude de Chang et al. de 2000 qui montre la présence de
génistéine a des taux allant jusqu'a 90 % dans plusieurs tissus (foie, cerveau, ovaires, utérus,
glandes mammaires, thyroide, testicules et prostate) aprés administration orale chez le rat
d’un régime supplémenté en génistéine a 5, 100 ou 500 pg.g™”' d’aliment pendant la période in
utero, via la lactation et jusqu’au jour post-natal 140 (PND140) (Chang et al., 2000 cité dans
Efsa, 2015). L’Efsa souligne que ceci est également confirmé par I'étude de Zhou et al. de
2008 qui ont observé des concentrations de génistéine les plus élevées dans le tractus gastro-
intestinal, et dans les organes excréteurs, le foie et les reins. Les concentrations dans les
organes reproducteurs étaient du méme niveau que les concentrations dans les muscles
squelettiques et dans la graisse (ovaires : 0,099 + 0,056 ug.g™ de tissus ; testicules : 0,124 +
0,043 ug.g" de tissus ; muscles : 0,068 + 0,027 ug.g™”' de tissus ; graisses : 0,217 + 0,040
ug.g™' de tissus) (Zhou et al., 2008 cité dans Efsa, 2015).
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3.1.3 Métabolisme

e Chez P’Homme

Le métabolisme des isoflavones aglycones issues du soja (daidzéine, génistéine et glycitéine)
et isoflavones de tréfle (biochanine A, formononétine) est résumé dans plusieurs rapports de
synthése.

Dans son rapport de 2015, I'Efsa note que les isoflavones sont métabolisées par la flore
bactérienne intestinale et par le foie aprés absorption. Les réactions de conjugaison
(glucuronidation et sulfatation) sont les voies d’élimination majeures. Les métabolites mineurs
sont des dérivés hydroxylés formés par I'action des mono-oxygénases a cytochromes P450.
Aprés son absorption au niveau du tractus intestinal, la génistéine est métabolisée par les
enzymes hépatiques de phase I en dihydrogénistéine, puis en
6'-hydroxy-O-déméthylangolensine, pour donner le p-éthylphénol et le trihydroxy-benzéne
(Anses, 2016). Chez I'Homme, la biochanine A est principalement déméthylée en génistéine
et la formononétine est déméthylée en daidzéine par les enzymes hépatiques de phase |
(Setchell et al., 2001 ; Howes et al., 2002 cités dans Efsa, 2015).

Dans le tractus gastro-intestinal, la daidzéine peut également subir une métabolisation en
dihydrodaidzéine puis en équol, métabolite hautement cestrogénique, par le microbiote
intestinal dont la spécificité est trés variable d'un individu a l'autre. La prévalence des
producteurs d'équol varie de 20 a 30 % dans la population des pays occidentaux a 50 a 60 %
dans les populations asiatiques consommant des régimes contenant du soja.
L‘O-desméthylangolensine (ODMA) est un autre métabolite intestinal de la daidzéine produit
par le microbiote intestinal (Anses, 2016). Le métabolisme microbien de la daidzéine chez
’'Homme est caractérisé par une grande variabilité interindividuelle et seule une partie de la
population est capable de produire du S-équol. En raison de cette hétérogénéité, des
métabolites microbiens autres que I'équol, par exemple la dihydrodaidzéine ou
I'O-déméthylangolensine, peuvent étre présents dans le plasma humain a des concentrations
plus élevées que le S-équol (SCCS, 2022).
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Figure 4 : Métabolisme de la génistéine (Boonpawa et al., 2017)
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e Chez P’animal

Dans son rapport de 2022, le SCCS souligne que contrairement a I'Homme, les animaux
étudiés (singes, rats, souris) sont décrits comme des producteurs d'équol a 100 %, ce qui
signifie que les microbiotes de ces animaux transforment la daidzéine exclusivement en
S-équol (Gu et al., 2006 cité dans SCCS, 2022).

3.1.4 Elimination

e Chez P’Homme

Dans son rapport de 2015, I'Efsa rapportait que chez 11 femmes ménopausées ayant ingéré
un bolus d'un extrait de soja commercial, les sulfoglucuronides dans le plasma et les
7-O-glucuronides dans l'urine étaient les métabolites prédominants de la daidzéine et de la
génistéine (Soukup et al., 2014 cité dans Efsa, 2015).

La majeure partie de la génistéine et de la daidzéine ingérées est excrétée dans les urines
sous forme de conjugués de phase Il issu du métabolisme hépatique et de conjugués de phase
Il de métabolites produits par le microbiote intestinal. L'élimination fécale s'est avérée étre une
voie minoritaire.

Dans son rapport de 2015, I'Efsa rapportait que les demi-vies (t12) d’élimination pour la
geénistéine totale étaient comprises entre 5,7 et 10,8 heures et ont été déterminées dans des
études d'intervention utilisant différents aliments a base de soja (farine de soja, boisson de
soja, noix de soja, poudre de soja) comme analogue d'isoflavones.

e Chez I’animal

Dans son rapport de 2015, I'Efsa décrit I'étude de King et al. qui compare la biodisponibilité de
la génistéine et de la daidzéine, chez des rats ayant regu une dose orale unique d'un extrait
de soja fournissant 74 umol.kg pc” de génistéine et 77 umol.kg pc™ de daidzéine (King et al.,
1998 cité dans Efsa, 2015). Selon I'Efsa, I'excrétion urinaire de la daidzéine était de 17 % de
la dose ingérée et de 11,9 % dans le cas de la génistéine sur une période de 48 heures aprés
I'administration. L'excrétion urinaire de S-équol représentait 5 % de la dose de daidzéine ;
41,9 % de la dose de génistéine étaient excrétés dans I'urine sous forme de 4-éthylphénol. La
daidzéine fécale représentait 2,3 + 0,5 % et la génistéine fécale, 3,4 + 0,4 % des doses
administrées.

3.1.5 Modéle PBPK

Pour la génistéine, trois études décrivent des modéles pharmacocinétiques chez le rat pour la
génistéine (Hakami et al., 2021 ; Zager et al., 2007 ; Schlosser et al., 2006), mais aucun n’a
été identifié¢ chez 'Homme dans la littérature. Pour la daidzéine, seule un modéle
pharmacocinétique a base physiologique humain a été identifié (Wang et al., 2022), dont
l'intérét de ce modéle réside dans la possibilité d'estimer le taux de conversion de la daidzéine
en équol par le microbiote intestinal.
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3.2 Toxicité aigué
3.2.1 Données chez ’Homme

Aucune donnée de toxicité aigué chez ’lHomme n’a été retrouvée dans la littérature.

3.2.2 Données chez I’animal

o Génistéine
Dans son rapport de 2015, I'Efsa cite deux études de toxicité aigué menée respectivement sur
deux souches de rats Wistar (Mc Clain et al., 2006b cité dans Efsa, 2015) et sur des chiens
de race beagle (Mc Clain et al., 2005 cité dans Efsa, 2015). Ces études sont brievement
décrites ci-dessous.

Dans la premiere expérience, des rats Wistar Hanlbm males et des femelles ont été nourris
avec un régime sans génistéine. Dans une seconde expérience, des rats Wistar Crl : (WI)BR
males et femelles ont été nourris avec un régime animal standard (Mc Clain et al., 2006b cité
dans Efsa, 2015). Les animaux ont été exposés a de la génistéine (pureté de 99,5 %) en une
seule dose de 2000 mg.kg pc™' par gavage et ont été observés pendant 2 semaines (mortalité
et signes cliniques). Les rats ont ensuite été euthanasiés et autopsiés.

Tous les rats de la premiére expérience ont survécu au traitement. Aprés euthanasie, la
nécropsie n'a révélé aucun effet, ni aucune modification du poids corporel ou de celui des
organes dont le poids a été mesuré (foie et reins). A noter qu’aucune étude histopathologique
n'a été menée.

Dans la seconde expérience, 'ensemble des chiens ont survécu (Mc Clain et al., 2005 cité
dans Efsa, 2015). Une léthargie a été observée chez tous les males et chez une femelle, un
jour aprés I'exposition. Une alopécie, 14 et 15 jours aprés I'exposition est rapportée a la dose
de 2000 mg.kg pc’' chez les femelles. Les auteurs de I'étude ont conclu que la génistéine
présente une faible toxicité aigué avec une DLso supérieure a 2000 mg.kg pc™' (McClain et al.,
2006b cité dans Efsa, 2015).

Dans la seconde étude, les chiens beagle ont été exposés par voie orale a de la génistéine
pendant 4 semaines a des doses de 0, 50, 150 et 500 mg.kg pc™.j' (Mc Clain et al., 2005 cité
dans Efsa, 2015). Le poids des organes, les paramétres hématologiques* et biochimiques® ont
été mesurés. Tous les organes ont été prélevés pour une analyse histopathologique.
L'administration de génistéine a des chiens pendant une période de 4 semaines n'a pas
entrainé d'effet néfaste. Les auteurs concluent que la dose sans effet néfaste observé
(NOAEL) pour la génistéine est supérieure a 500 mg.kg pc™.j".

4 Numeération érythrocytaire, hémoglobine, hématocrite, volume corpusculaire moyen, concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine, numération plaquettaire, nombre total de leucocytes, nombre
de réticulocytes, rapports de fluorescence des réticulocytes, érythrocytes nucléés, numération
différentielle des leucocytes, et la morphologie des globules rouges, temps de thromboplastine, temps
de thromboplastine partiel activé, et le fibrinogéne.

5 dans le sang : glucose, urée, créatinine, bilirubine totale, lipides totaux, cholestérol total, triglycérides,
phospholipides, aspartate amino-transférase, alanine amino-transférase, lactate déshydrogénase,
glutamate déshydrogénase, créatine kinase, phosphatase alcaline, gamma-glutamyl transférase, fer,
calcium, phosphore, magnésium, sodium, potassium, protéines totales et électrophorése des protéines ;
dans l'urine : la densité spécifique, osmolalité, couleur, aspect, pH, protéines, glucose, cétone,
bilirubine, sang, nitrite et urobilinogéne.
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e Daidzéine

Dans une étude de toxicité aigué par voie orale (version modifiée de la ligne directrice TG 423
de I'OCDE), des rats SD (n = 3/groupe) ont regu de la daidzéine par gavage a 0, 300, 2000 et
5000 mg.kg pc’, respectivement. Les animaux du groupe témoin ont recu 0,5 % de
carboxyméthylcellulose (CMC : véhicule de la daidzéine dans les autres groupes). Les
animaux ont été observés apres I'administration pour détecter tout signe de changement de
comportement (hypersalivation, diarrhée, tremblements, convulsions, |éthargie, coma) et
clinique (poids corporel, consommation de nourritures, paramétres hématologiques et
biochimiques, fonction rénale) pendant les 30 premiéres minutes, puis périodiquement
pendant les 24 premiéres heures, avec une attention particuliere pendant les 4 premiéres
heures. Des analyses histopathologiques ont également été menées. Les animaux ont toléré
la dose la plus élevée sans changement significatif sur le plan toxicologique. Sur la base de
cette étude et des observations, les auteurs ont estimé que la dose maximale tolérée était
supérieure a 5000 mg.kg pc' et que la daidzéine avait une toxicité aigué faible chez le rat
(Laddha et al., 2020).

3.3 Toxicité répétée et chronique

3.3.1 Données chez ’Homme

Plusieurs rapports de synthése ont décrit les données épidémiologiques étudiant I'association
entre une exposition aux isoflavones administrées sous différentes formes (extraits de soja,
protéines de soja, mélange d’isoflavones, génistéine, daidzéine, extrait de tréfle rouge) et les
effets néfastes éventuellement observés chez les hommes adultes, les femmes péri- et post-
ménopauseées, les femmes pré-ménopausées, les enfants et les adolescents (Efsa, 2015 ;
VKM, 2017 ; NCM, 2020). Seules les conclusions de ces rapports de synthése seront
rapportées dans le présent rapport.

Dans son rapport de 2015, 'Efsa a réalisé une évaluation des risques ciblée sur la population
des femmes péri- et post-ménopausées en considérant les organes cibles d'intérét suivants :
seins, utérus et thyroide. L’Efsa a conclu qu’il n’était pas possible de proposer une valeur de
référence unique ou un niveau d’apport sans effet néfaste pour les supplémentations
alimentaires contenant des isoflavones.

Dans son rapport de 2017, le VKM concluait qu’une supplémentation en isoflavones de 40 ou
80 mg.j" pris sur un ou 3 mois, ne représentait pas un risque d’effet néfaste sur les
concentrations hormonales chez les femmes pré-ménopausées, les hommes, les adolescents
de sexe masculins et féminin, et sur le cycle menstruel chez les adolescentes. Le VKM
souligne que les données sont insuffisantes pour conclure sur un potentiel effet néfaste chez
les enfants &4gés de 10 a 14 ans.

Dans son rapport de 2020, le NCM concluait qu’il n’y avait pas de risque identifié pour les
femmes enceintes (enfants a naitre) sur la base de la VTR établie a partir d’expérimentations
animales. Pour les filles et les gargons (4gés de 4 a 10 ans), en revanche, les résultats
indiquaient un risque potentiel pour les enfants sur la base de la VTR établie a partir
d’expérimentations animales.
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Il n’a pas été identifié de données récentes permettant de retenir une ou plusieurs études
basées sur des données humaines présentant une relation dose-réponse pour construire de
VTR.

3.3.2 Données chez I’animal

Dans une étude de toxicité répétée (OCDE 407), des rats Sprague-Dawley (SD) (n = 10/dose)
ont regu par voie orale de la daidzéine a 0, 25, 50 et 100 mg.kg pc™.j' pendant 28 jours
(Laddah et al., 2020). Les rats ont été observés régulierement pour détecter les signes de
toxicité et de mortalité. Le poids corporel, la consommation de nourriture et d'eau de tous les
animaux ont été enregistrés chaque semaine. A 28 jours, des prélevements d'urine ont été
réalisés a l'aide de cages meétaboliques. Le sang a été prélevé au niveau du plexus rétro-
orbitaire. Tous les animaux ont été sacrifiés aprés 28 jours de traitement et ont fait I'objet d'une
nécropsie comprenant un examen détaillé de la surface extérieure du corps, de tous les
orifices, des cavités thoracique et abdominale et de leur contenu. Le cerveau, le cceur, les
poumons, le foie, la rate, les reins, les glandes surrénales, I'estomac, les testicules et les
ovaires ont été prélevés et pesés immédiatement. Le poids des organes et leur poids relatif
ont été rapportés. Le poids corporel, la consommation de nourriture et d'eau des animaux
traités a la daidzéine n'étaient pas différents de ceux du témoin. Aucune différence
statistiquement significative n'a été observée dans les paramétres hématologiques® et
biochimiques’ des animaux traités a la daidzéine par rapport aux animaux témoins. Les
électrolytes (sodium, potassium, phosphates) se sont également révélés étre du méme niveau
dans les groupes traités a la daidzéine et les témoins. Aucune altération significative du
volume d'urine sur 24h n'a été observée chez les rats traités a la daidzéine par rapport aux
témoins. La fonction rénale n'était pas non plus été altérée. Aucune différence significative n'a
été observée dans les poids absolus et relatifs des organes dont 'examen histologique était
normal aprés le traitement a la daidzéine. Selon les auteurs, la dose la plus élevée de
100 mg.kg pc™'.j" peut étre considérée comme un NOAEL.

Culgu et al. ont exposé par voie orale, pendant 90 jours, 28 rats femelles Sprague-Dawley
(4gées d’'un mois, poids moyen : 55 g) réparties en quatre groupes (n = 7 rats/groupe) : le
groupe 1 a été nourri avec des aliments standards pour rats (8 g.j") ; le groupe 2 avec une
préparation pour nourrissons sans soja (8 g.j") ; le groupe 3 avec une formule a base de soja
a 1,12 g/100 mL (8 g.j'; Similac®) et le groupe 4 avec une formule contenant du soja a 2,64
9/100 mL (8 g.j”"; Modilac®). Des échantillons de sang ont été prélevés aux jours 0, 30, 60 et
90, pour évaluer la fonction thyroidienne. Tous les animaux ont été sacrifiés au jour 90. Les
glandes thyroides ont été excisées et examinées histologiquement. Les concentrations
sériques de T3 libre, de T4 libre, de TSH, d'anti-TPO et d'anti-TG étaient significativement plus
élevées dans le groupe 4 par rapport aux autres groupes. Aucune différence n’a été trouvée
dans les analyses histopathologiques. Les auteurs concluent que les préparations infantiles a
forte teneur en soja induisaient une hyperthyroidie avec des concentrations sériques de T3,
T4 et TSH élevées (Culgu et al., 2022).

6 Comptage des hématies, lymphocytes, hémoglobine, hématocrite, moyenne du volume corpusculaire,
moyenne en hémoglobine corpusculaire, concentration moyenne en hémoglobine corpusculaire, largeur
de distribution des hématies, plaquettes, procalcitonine, volume moyen plaquettaire, distribution
plaquettaire.

7 Glucose, protéine totale, albumine, créatinine, urée, triglycérides, cholestérol total, cholestérol HDL,
cholestérol LDL, bilirubine, acide urique, alanine aminotransférase, aspartate aminotransférase,
phosphatase alcaline.
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3.4 Effets sur la reproduction et le développement

3.4.1 Données sur la reproduction et le développement chez ’lHomme

Plusieurs rapports de synthése et revues, dont certains déja anciens, rapportent un impact
négatif des isoflavones sur la fertilité masculine, mais aussi des effets sur I'appareil
reproducteur féminin (ménopause) (Afssa, 2005 ; VKM, 2017 ; Messina et al., 2022).

Les données issues de ces rapports de synthése et revues ne seront pas détaillées. Seules
les études d’intérét identifiées dans ces rapports/revues ou les données les plus récentes,
seront décrites.

La plupart des études s’accordent pour conclure qu'une consommation réguliére de produits
dérivés de soja a peu ou pas d’effets néfastes sur la fertilité masculine. Toutefois, ces études
s’intéressaient pour la plupart a la consommation de soja seulement a 'dge adulte (40-
70 mg.j"). La revue de Messina et al. souligne que la consommation dans les pays asiatiques
est estimée a 30-50 mg.j'd’'isoflavones tandis celle des pays occidentaux (USA - Europe)
serait inférieure a 3 mg.j' (Messina et al., 2022).

Dans une étude transversale (Yang et al., 2022) réalisée en Chine chez 161 hommes adultes
agés de 19 a 51 ans, sans antécédents médicaux, aucune association n’a été observée entre
les concentrations urinaires d’isoflavones et les paramétres du sperme évalués (nombre,
concentration et mobilité des spermatozoides). Par contre, I'élévation des concentrations
urinaires de génistéine, glycitéine et dihydrodaidzéine était associée a de plus faibles
concentrations plasmatiques de testostérone.

Dans une étude américaine récente (Mitsumani et al., 2023), la consommation en isoflavones
de 660 femmes consultant un centre d’infertilité a été estimée par questionnaire alimentaire
portant sur les 3 derniers mois (consommation journaliére médiane estimée a 1,78 mg.j").
Aucune association n'a été observée entre la consommation d’isoflavones et la réserve
ovarienne ou a la concentration plasmatique en hormone antimullérienne (AMH).

Une étude prospective de cohorte méres-enfants ont étudié chez les nourrissons males
I'association entre la pratique d'alimentation (lait a base de soja, lait de vache ou lait maternel)
et les hormones de la reproduction mesurées longitudinalement, ainsi que le développement
des tissus hormono-sensibles mesurés par sonographie et examen clinique (Chin et al., 2021).
Les auteurs n'ont pas observé d'impact sur I'anatomie des nourrissons males, mais ont noté
un développement du pénis plus rapide chez les enfants nourris au lait de soja que chez les
enfants nourris au lait maternel (observations jusqu’a la 28°™ semaine de vie).

Une étude britannique sur 367 femmes enceintes n'a pas mis en évidence d'effet de la
consommation d'isoflavones sur I'age de la ménarche chez leurs filles (Marks et al., 2017 cité
dans NCM, 2020). Une étude japonaise sur plus de 40 000 femmes enceintes a évalué
l'incidence d'hypospadias chez les fils, I'hypothése étant que cette malformation serait
favorisée par la consommation d'isoflavones au cours de la grossesse. Il en ressort que chez
les femmes ayant la plus forte consommation d'isoflavones durant leur grossesse, l'incidence
d'hypospadias était la plus faible (Michikawa et al., 2019). Une méta-analyse réalisée en 2010,
puis actualisée en 2021, évaluant I'exposition aux isoflavones pendant la grossesse et le profil
d'hormones de la reproduction chez les hommes (18-81 ans), n'a pas mis en évidence de
différences significatives sur les concentrations de testostérone (libre ou totale), sex hormone
binding globuline (SHBG), cestrone et cestradiol (Reed et al., 2021).
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Dans les travaux de Upson et al. sur une cohorte de 1696 femmes afro-américaines, des
associations négatives ont été identifiées entre une consommation élevée en soja et produits
dérivés dés la petite enfance et une plus forte incidence de fibromes utérins lorsque les
femmes entrent en pré-ménopause (Upson et al., 2015 cité dans VKM, 2017), des fibromes
utérins plus volumineux (Upson et al., 2016a ; Quin et al., 2019 cités dans VKM, 2017), des
saignements plus abondants lors des menstruations (Upson et al., 2016b cité dans VKM
2017), et la nécessité de faire appel a des contraceptifs oraux pour soulager les douleurs
menstruelles (Upson et al., 2019 cité dans VKM 2017). Toutefois, les estimations des apports
sont semi-quantitatives. De plus, il n’est pas possible d’écarter un biais alimentaire lié a
I'origine ethnique des individus (Upson et al., 2016a cité dans VKM 2017).

Les conclusions relatives a un impact des phytocestrogénes sur I'adge de la puberté chez la
femme sont assez contradictoires. Plusieurs études relévent une puberté précoce lors d’une
forte consommation de produits a base de soja pendant la petite enfance, incluant les
formulations infantiles (D’Aloisio et al., 2013 ; Cheng et al., 2010 & 2012 ; Kim et al., 2010 &
2011 ; Valladares et al., 2012) tandis que d’autres ne montrent pas un tel avancement d’age
a la puberté (Segovia-Siapco et al., 2014 : Oliveira et al., 2021 ; Testa et al., 2018).

Une étude rétrospective cas-témoin menée au Brésil sur 161 enfants (dont 84 avec un
diagnostic de puberté précoce et 77 enfants témoins), a montré que les enfants qui
présentaient une puberté précoce avaient pour la plupart été allaités avec des préparations a
base de soja tandis que le groupe témoin comprenait majoritairement des enfants nourris
uniqguement au sein (Felicio et al., 2021). A linverse, dans leur méta-analyse portant sur 6
études (3 études sur la fréquence de la puberté précoce et 3 études sur 'age moyen a la
ménarche), Oliveira et al. n'ont pas identifié de lien entre prise de soja pendant la petite
enfance et avancement de la puberté (OR = 0,51 ; 1Cos% = 0,09 - 2,94 ; p = 0,969) et I'a4ge
moyen de la ménarche (OR = 0,14 ; 1Cgs% = -0,16 - 0,45 ; p = 0,186) (Oliveira et al., 2021).

3.4.2 Données sur la reproduction et le développement chez I’animal

Dans I'étude Nagao et al., des rats males et femelles Sprague-Dawley (Crj:CD, IGS) ont été
exposés par gavage a des doses orales de génistéine de 12,5, 25, 50 et 100 mg.kg pc™'.j"" du
jour postnatal (PND) 1 a PND5 (Nagao et al., 2001). Les nombres de petits a PND1 étaient 31
males et 29 femelles issus de sept portées dans le groupe témoin, 25 males et 25 femelles
issus de cing portées a la dose de 12,5 mg.kg pc™.j!, 25 males et 21 femelles issus de cing
portées a 25 mg.kg pc™.j', 28 males et 21 femelles issus de cing portées a 50 mg.kg pc™j’,
23 males et 25 femelles issus de six portées a 100 mg.kg pc’.j' . Les examens ont été
effectuées périodiquement a PND1, 6, 14, 21 et a la 5™¢, 7™ et 9°™ semaine. Les paramétres
observés étaient la maturité sexuelle (délai de l'ouverture vaginale chez les femelles et
séparation préputiale chez les males), les performances de la reproduction, la mesure des
concentrations spermatiques, les poids et I'histologie des organes reproducteurs et le dosage
de la testostérone sérique. Les résultats rapportés montrent des altérations histopathologiques
sur les ovaires et I'utérus des femelles a la plus forte dose de 100 mg.kg pc™'.j*, et une absence
d'effets reprotoxiques chez les males (Nagao et al., 2001).

Chez les males et les femelles, le poids corporel a la dose de 100 mg.kg pc'.j' était
significativement inférieur par rapport au contrble, a tous les temps de mesure. De plus, les
poids corporels a l'age de 5, 7 et 9 semaines a la dose de 50 mg.kg pc’.j' étaient
significativement inférieurs a ceux du contréle. Chez les femelles, le poids corporel était
diminué a toutes les doses a la 9°™ semaine. Il n'y avait pas d’effet du traitement sur
I'ouverture vaginale ou sur la séparation préputiale, et cela, pour toutes les doses testées et a
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tous les temps de mesure. La fertilité male n’était pas affectée par le traitement, les
concentrations sériques de testostérone et la qualité spermatique n‘étaient pas altérées. I n'y
avait pas d’altération histologique des gonades chez les males. La fertilité des femelles était
affectée a toutes les doses. Une irrégularité du cycle cestral, des altérations histopathologiques
des ovaires (atrophie, absence de corps jaune et follicules atrétiques) et de l'utérus
(hypertrophie/hyperplasie) ont été observés a la dose de 100 mg.kg pc™.j'. Cette étude a
permis d’identifier un LOAEL a 12,5 mg.kg pc™.j" associé a un effet fonctionnel sur la fertilité
(diminution de l'index de fertilité) chez les femelles.

En 2008, le NTP a réalisé, chez le rat NCTR CD (SD), une étude multigénérationnelle a
plusieurs bras, combinant une étude sur la reproduction et une autre sur la toxicité a long
terme visant les effets cancérogénes. Cette étude suit les bonnes pratiques de laboratoire
selon les standards de la Food and Drug Administration (21 CFR, Part 58). Des groupes de
35 couples d’animaux (pour les générations FO, F1, F3 et F4) ou 40 couples d’animaux (pour
la génération F2) ont été exposés a de la génistéine administrée aux doses de 0, 5, 100 et
500 ppm dans la nourriture (régime a base d’aliments 5K96, sans soja, ni luzerne, Purina mills
Inc.), soit 0,3 + 0,03; 5,9 + 0,5 et 28,9 + 2,5 mg.kg pc™.j" chez les males (F0), 0,3 £ 0,02
mg.kg pc™j’, 6,9 + 0,3 mg.kg pc.j'et 34,6 + 1,6 mg.kg pc'.j! chez les males (F1-F2) et 0,5
+ 0,02 mg.kg pc™.j?, 10,0 £ 0,5 mg.kg pc™.j’, 50,6 + 2,4 mg.kg pc.j'chez les femelles (hors
période de lactation). Les doses administrées en période de lactation chez les femelles
(génération FO-F2) étaient de 0,7 + 0,04 mg.kg pc'.j", 14,6 + 0,9 mg.kg pc’.j’, 78,0 + 3,9
mg.kg pcj’.

La durée de I'exposition via I'alimentation variait selon la génération (Figure 6) : 98 jours
(génération F0), 161 jours (générations F1 et F2) ou 42 jours (génération F3 et F5). Vingt-cing
rats par sexe de chaque génération (FO a F4) ont été sélectionnés au hasard pour des études
vie-entiére et programmés pour nécropsie PND140.

Concernant I'étude multigénérationnelle de toxicologie sur la reproduction, les males et les
femelles ont été exposés a la génistéine selon la durée indiquée dans le schéma expérimental
ci-dessous :

- FO:de PND42 a PND140 (98 jours),

- F1:delaconception a PND140 (161 jours),

- F2:dela conception a PND140 (161 jours),

- F3: de la conception a PND21, puis alimentation sans la génistéine de PND21 a
PND140 (161 jours au total, 42 jours d’alimentation avec la substance d’essai),

- F4 :pas d’exposition ; alimentation sans la génistéine de la conception jusqu’a PND140
(161 jours au total),

- F5: pas d’exposition ; alimentation sans la génistéine de la conception jusqu’a PND
(42 jours au total).

Concernant I'étude de toxicité long terme (étude de cancérogénicité), les males et les femelles
ont été exposés a la génistéine, selon la durée indiquée dans le schéma expérimental ci-
dessous, consistant en trois bras d’exposition et dont les résultats ont été publiés séparément
(NTP, 2008) :

1) exposition continue depuis la conception jusqu'a 2 ans (désignée F1 continu, ou F1C)
pour évaluer les effets d'une exposition vie entiére,

2) exposition depuis la conception jusqu'a PND140 suivi d'un régime alimentaire sans la
substance d’intérét jusqu'a 2 ans (désignée F1 tronquée a PND140, ou F1T140) pour
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déterminer si les effets observés dans I'étude multigénérationnelle ont conduit a des
effets néfastes a long terme,

3) exposition depuis la conception jusqu'au sevrage suivie d'un régime témoin jusqu'a 2
ans (désignée F3 tronquée a PND21, ou F3T21) pour évaluer les effets a long terme
de l'exposition développementale. La désignation F3 pour le groupe d’exposition
F3T21 indique que ces animaux étaient issus des mémes portées que les animaux F3
de la présente étude.

En raison du nombre d'animaux requis pour I'étude long terme de génistéine, des groupes
d'animaux distincts ont été utilisés pour I'étude sur la reproduction et I'étude long terme sur la
génération F1. L'évaluation de la toxicité long terme résultant d'une exposition alimentaire sur
une période allant de la conception jusqu'au sevrage (F3T21) a été réalisée auprés d'animaux
de la génération F3 issus de I'étude sur la reproduction.

PND 42 PND 140
. v PND140

—= F,T140 i .
_ > F,C Chronic Bioassay

F2 PND 140
|
J —=F,T21 Chronic Bioassay
| PND 140
4
F,* ]
Dietary exposure % Nursing exposure

I utero exposure D Control diet

* F, generation was mated as F, to F; to produce F; litters

Figure 6 : Schéma expérimental de I’étude multigénérationnelle sur reproduction (NTP, 2008)

Les données collectées au cours I'étude et lors de la nécropsie sont détaillées ci-aprés. Des
controles de morbidité et de mortalité ont été effectués deux fois par jour et tous les animaux
trouvés moribonds ou morts ont été soumis a une nécropsie compléte. Les poids corporels
des animaux FO répartis dans les groupes d'exposition a PND42 ont été mesurés. Par la sulite,
les poids corporels et les observations cliniques ont été mesurés chaque semaine jusqu'a
I'euthanasie des animaux. Pour les générations F1 a F4, les poids corporels et les
observations cliniques ont été mesurés chaque semaine a PND21 jusqu'a la fin de I'étude. De
plus, le poids corporel des petits a été mesuré a PND2, 4, 7 et 14.

Les utérus présentant un bouchon vaginal ont été examinés a la recherche de sites de
résorption. Les organes pesés avant la fixation étaient : les glandes surrénales, le cerveau,
les épididymes, les reins, le foie, les ovaires gauche et droit, la vésicule séminale avec glande
coagulante, la rate, les testicules gauche et droit, le thymus et I'utérus. Les organes pesés

page 34/100 Juin 2024



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

aprés fixation étaient : I'hypophyse, la prostate dorsolatérale et ventrale (les lobes ont été
séparés apres fixation) et la glande thyroide. Le fémur droit a été retiré et fixé.

Pour les animaux survivants de chacune des générations de FO a F4 et les animaux morts ou
moribonds avant la fin de I'étude, une histopathologie compléte a été réalisée sur toutes les
Iésions macroscopiques, les organes reproducteurs, les glandes mammaires et les reins (a
I'exception des reins de FO, et des méles des générations F3 et F4). De plus, les tissus suivants
ont été examinés dans les groupes témoins et a la dose de 500 ppm pour ces générations :
glandes surrénales, os (fémur), moelle osseuse, foie, glande pituitaire, peau, rate, thymus et
glande thyroide.

A PND140, des échantillons de sperme ont été collectés sur des animaux males survivants
des générations FO a F4 pour I'évaluation de la motilité des spermatozoides, du nombre de
spermatozoides épididymaires, du nombre de spermatides testiculaires et de la morphologie
des spermatozoides. Des échantillons ont été prélevés 3 jours aprés l'ouverture vaginale
(générations F1 a F4) sur des femelles pendant 14 jours consécutifs et pendant 10 jours
consécutifs avant PND140 (générations FO a F4) pour les évaluations cytologiques vaginales
(pourcentage de temps passé dans les différentes étapes du cycle cestral ; nombre et
pourcentages de cycles anormaux d'cestrus, de dicestrus et la somme des cycles anormaux
d'cestrus et de dicestrus ; durée du cycle cestral).

Pour les générations FO a F4 a la nécropsie a PND140, un comptage des follicules de petites
tailles, en croissance et antraux, a été réalisé sur cinq sections des ovaires gauche et droit de
huit animaux par groupe d'exposition et par génération.
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Les résultats de I'étude multigénérationnelle sur la reproduction sont donnés dans les tableaux

5et6.
Tableau 5 : Résultats de I'’étude multigénérationnelle sur la reproduction (NTP, 2008)
Génération
Effets FO F1 F2 F3 F4 F5
exposée exposée exposée exposée de la non non exposée
de PND42 de la de la conception a exposée (jusqu’a
a PND140 | conception | conception PND21 (jusqu’a PND21)
a a (jusqu’a PND140)
PND140 PND140 PND140)
Poids corporels
Pré-sevrage (femelle) NA 1 (500) 1 (500) 1 (500) 1 (500) NA
Post-sevrage (femelle) | (500) 1 (100, 500) 1 (500) - 1 (500) NA
Pré-sevrage (male) NA 1 (5, 100, 500) 1 (500) 1 (500) 1 (500) NA
Post-sevrage (méale) - 1 (100, 500) - - - NA
Consommation d’aliments
Femelle | 1 (500) | 1 (500) | 1 (500) | - 1 (500) NA
Taille des portées
Femelle | NA | - | 1 (500) | - - -
Poids des petits a la naissance
Male NA 1 (100) - - - 1 (5, 100, 500)
Femelle NA - - - - 1 (5, 100, 500)
Distance ano-génitale
Male PND2 NA | (500) - - - -
Femelle PND2 NA 1 (500) 1 (500) 1 (100) NA 1 (500)
Ratio NA 1 (500) - -
Ouverture vaginale
Age NA 1 (500) 1 (500) 1 (5) - NA
Poids corporel NA 1 (5,500) 1 (500) 1 (500) - NA
Descente testiculaire
Age | NA | - | - | 1 (500) - NA
Cytologie vaginale aprés ouverture vaginale
% temps en dioestrus NA - - - 1 (100) NA
% Temps en proestrus NA | (500) - - - NA
% Cycles Anormaux NA 1 (500) - - - NA
Nombre de cycles NA 1 (500) - - - NA
anormaux
Durée du cycle NA 1 (500) 1 (500) - - NA
Cytologie vaginale a la fin de I’exposition
% Temps en cestrus - - 1 (5) - - NA
% Temps en dioestrus - - 1 (5 - - NA
Nombre de cycles - - - 1 (500) - NA
anormaux
Poids corporel en fin d’étude
Male - | (500) - - - NA
Femelle 1 (500) 1 (500) | (500) - - NA

1 ou | : augmentation ou diminution par rapport aux témoins a la dose d'exposition indiquée entre parenthéses ou,
le cas échéant, une tendance globale significative de la concentration d'exposition ; « - » : aucun groupe exposé
ne différe significativement du groupe témoin pour la génération considérée par comparaisons appariées ; NA :

Non applicable.
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Tableau 6 : Résultats de I'’étude multigénérationnelle sur la reproduction (NTP, 2008)

Effets Génération

FO F1 F2 F3 F4 F5

exposée de exposée de la | exposée de la exposée de la non exposée non exposée
PND42 a conception a | conception a |conception a PND21 (jusqu’a (jusqu’a
PND140 PND140 PND140 (jusqu’a PND140) PND140) PND21)
Poids des organes (Male)
Glandes surrénales
Absolu 1 (5) - - - - NA
Relatif 1.(5) - - - - NA
ANCOVA 1 (5) - - - - NA
Cerveau
Absolu - - 1 (500) - 1 (500) NA
Relatif - - 1(5) - - NA
ANCOVA - - 1 (500) - - NA
Reins
Relatif - 1 (500) - - - NA
ANCOVA - 1 (500) - - - NA
Foie
Absolu - - - - 1 (500) NA
Relatif - 1 (500) - - 1 (500) NA
ANCOVA - 1 (500) - - 1 (500) NA
Hypophyse
Absolu - - 1 (500) - - NA
Relatif - - 1 (500) - - NA
ANCOVA - - 1 (500) - - NA
Rate
Absolu 1.(5) - 1.(5) - - NA
Relatif 1 (5) - - - - NA
ANCOVA 1 (5) - - - - NA
Testicules
Absolu 1 (500) - - - - NA
Relatif 1 (500) - - - - NA
ANCOVA 1 (500) - - - - NA
Thymus
Absolu - - | (100) - 1 (100) NA
Relatif - - 1 (100) - - NA
ANCOVA - - 1 (100) - - NA
Poids des organes (Femelle)
Glandes surrénales
Absolu | - | - | 1 (5) - - NA
Cerveau
Relatif | 1 (500) | 1 (500) | - - - NA
Reins
Absolu | - | | (500) | - - - NA
Foie
Relatif - 1 (5, 500) 1 (100) - - NA
ANCOVA - 1 (5, 100, 500) - - - NA
Hypophyse
Absolu 1 (100) - - - - NA
Relatif 1 (100) 1 (500) - - - NA
ANCOVA 1 (100) - - - - NA
Rate
Absolu - 1 (5) - - - NA
Relatif - 1.(5) - - - NA
ANCOVA - 1 (5) - - - NA
Thymus
Absolu - - - | (100) - NA
Relatif - - - 1 (100) - NA
ANCOVA - - - | (100) - NA
Glande thyroide
Absolu - - 1 (500) - - NA
Relatif - 1 (500) - - - NA
ANCOVA - - 1 (500) - - NA
Histopathologie (Male)
Glandes mammaires, 1 (500) 1 (100, 500) 1 (100, 500) 1 (Tendance) - NA
hyperplasie alvéolaire
/ ductale
Tubules rénaux, - 1 (100, 500) 1 (100, 500) - - NA
minéralisation
Reins, inflammation - 1 (500) - - - NA
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Tubules rénaux,
inflammation

1 (500)

- - NA

1 ou | : augmentation ou diminution par rapport aux témoins a la dose d'exposition indiquée entre parenthéses ou,
le cas échéant, une tendance globale significative de la concentration d'exposition ; « - » : aucun groupe exposé
ne différe significativement du groupe témoin pour la génération considérée par comparaisons appariées ; NA :
Non applicable.

Cette étude montre une diminution du poids corporel chez les femelles exposées, plus
importante a 500 ppm, dans les générations exposées continuellement a la génistéine (FO a
F2), bien que le poids corporel diminue également chez les femelles de la génération F4 non
exposée. Dans toutes les générations (FO, F1, F2) ou le poids corporel chez les femelles a
diminué, la consommation alimentaire était également diminuée, a I'exception du groupe 100
ppm de la génération F1. Le poids corporel des males au cours de la période post-sevrage a
diminué dans les groupes F1 recevant 100 et 500 ppm.

Chez les ratons, méme si le poids a la naissance n'était en général pas plus petit dans les
groupes exposeés, les gains de poids corporel au cours de la période précédant le sevrage ont
diminué chez les males et les femelles exposés a 500 ppm dans toutes les générations, ainsi
que chez les males de la génération F1exposés a 5 et a 100 ppm. Le poids a la naissance des
ratons était réduit chez les males F1 exposés a 100 ppm et chez tous les groupes exposés m
de la génération F5 (males et de femelles).

Aucun effet de la génistéine sur le nombre de follicules ou sur I'histologie ovarienne n'a été
noté, bien que des perturbations du cycle cestral, y compris des cycles prolongés, aient été
observées chez les animaux F1 et F2 exposés en continu a 500 ppm peu aprés I'ouverture
vaginale, mais pas aprés que ces animaux eurent mis bas et allaité leurs portées.

Concernant la mesure de la distance anogénitale (DAG), les petits méles (PND2) du groupe
500 ppm de la génération F1 ont présenté une diminution de la DAG moyenne, par rapport
aux témoins de cette génération, tandis que les femelles (PND2) ont présenté une diminution
de la DAG par rapport aux témoins des générations F1 (500 ppm), F2 (500 ppm) et F3
(100 ppm).

L'exposition a 500 ppm de génistéine a avancé le moment de I'ouverture vaginale chez les
ratons femelles des générations F1 a F2, et a 5 ppm pour la génération F3. Le poids corporel
a l'ouverture vaginale était diminué a 500 ppm chez les ratons femelles des générations F1 a
F3, et a 5 ppm pour la génération F1. Cet effet n'a pas été observé sur la génération F4 non
exposeée.

Chez le male, un retard dans le temps de descente testiculaire a été observé uniquement chez
la génération F3 exposée a 500 ppm de la conception jusqu'au sevrage. Concernant les effets
sur le poids des organes des générations FO a F5, les effets de I'exposition a la génistéine sur
le poids des organes chez les deux sexes sont limités dans 'ensemble a une seule génération.
Parmi ceux-ci, une augmentation du poids de I'nypophyse chez les méles F2 exposés a 500
ppm, sans une Iésion microscopique (Tableau 6).

Le seul changement statistiquement significatif induit par la génistéine sur le poids de I'appareil
reproducteur chez les deux sexes concerne la génération FO exposée a la fin de la puberté et
a I'age adulte (augmentation du poids des testicules a 500 ppm) (Tableau 6).

Aucune lésion histologique liée a l'exposition n'a été trouvée dans les évaluations
histopathologiques des tissus chez les rats femelles. Les lésions liées a I'exposition chez les
rats males se limitaient a la glande mammaire et aux reins. Le schéma d'induction de
I'nyperplasie d'une génération a l'autre, avec les effets les plus forts observés dans les groupes
de 100 et 500 ppm des générations F1 et F2 exposées en continu, indique que les expositions
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au cours du développement et aprés le sevrage contribuent a cet effet. L'exposition tardive a
la puberté et a l'dge adulte, comme dans la génération FO, ou I'exposition est
développementale, comme dans la génération F3, a produit des effets moindres. L'incidence
de I'hyperplasie alvéolaire/canalaire des glandes mammaires était Iégérement augmentée a
500 ppm chez les males de la génération F4, mais il ne s'agissait pas d'une augmentation.
Dans cette étude, seule une atteinte des glandes mammaires des méles a été observeée.

Une incidence accrue de minéralisation des tubules rénaux, ou néphrocalcinose, a été
observée chez les males exposés a 100 ou 500 ppm, l'augmentation étant limitée aux
geénérations F1 et F2 exposées en continu. La néphrocalcinose induite par la génistéine chez
les males était de sévérité minime a légére et ne semble pas avoir eu d'impact sur la longévité
des animaux ou la fertilité, ce parameétre, ainsi que I'hyperplasie de la glande mammaire chez
le méle, semblait étre systématiquement lié a une exposition a la génistéine de 100 ppm ou
plus.

Cette étude a permis d’identifier un NOAEL a 5,9 mg.kg pc.j' (100 ppm) et un LOAEL a 35
mg.kg pc’.j' (500 ppm) associé a une hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande
mammaire chez les males de la génération FO, ainsi qu'un NOAEL a 0,35 mg.kg pc™.j' (5
ppm) et un LOAEL a partir de 7 mg.kg pc’'.j”' (100 ppm) associé a une hyperplasie alvéolaire
et canalaire de la glande mammaire chez les males chez les générations F1 et F2.

Eustache et al. ont exposé des rattes gestantes Wistar han (n = 10 femelles/dose)
quotidiennement par gavage a des doses de génistéine de 0, 1 et 10 mg.kg pc™'.j' du premier
jour de gestation(GD) jusqu’a PND21 (sevrage), les petits ont ensuite été exposés
quotidiennement par gavage jusqu’a PND80 (Eustache et al., 2009). La distance anogénitale
a été mesurée a PND25. A PNDB8O, plusieurs paramétres de fertilité de la génération F1 ont
été mesurés (index d’accouplement, index de fertilité, taille des portées, poids moyens, ratio
males/femelles, pourcentage de pertes post-implantatoires). Un dosage plasmatique de la
FSH, LH, cestradiol et testostérone a été également réalisé.

A PND85 (jour de fin d’étude), les poids des testicules, des épididymes, des vésicules
séminales, de la prostate ventrale et du foie ont été mesurés. Un dénombrement des
spermatozoides épididymaires a également été réalisé. Les paramétres de la motilité
spermatique ont été mesurés (pourcentage de spermatozoides progressivement motiles,
vitesse moyenne de trajectoire, vélocité en ligne droite et curviligne, rectilignité et l'index
linéaire).

A PND25, cette étude n’a pas montré d’effet sur la DAG et sur les organes génitaux, sauf a la
plus forte dose ou 5 animaux sur 5 ont un développent de pénis immature.

A PNDB85, le poids des animaux était augmenté a 1 mg.kg pc™,j" (350 +7vs 309+ 7 ; p< 0,01)
eta 10 mg.kg pc’'.j' (333 £ 6 vs 309 + 7 ; p < 0,05). Il n’y avait pas d’effet sur les poids relatif
des testicules, des vésicules séminales, ou de la prostate ventrale, aux deux doses. Le poids
relatif des épididymes était diminué a 1 mg.kg pc™.j'(1,30 + 0,03 vs 1,56 + 0,07 ; p < 0,01) et
a10 mg.kg pcj'(1,36 £ 0,07 vs 1,56 £ 0,07 ; p < 0,01). Le poids relatif du foie était augmenté
a10mg.kg pc’'.j'(33,1+0,5vs 30,9 0,7 ; p <0,05).

Les paramétres de motilité spermatique montraient une diminution de :

- la vitesse en ligne droite (VSL exprimée en um.s™") a 1 mg.kg pc™.,j' (69 + 2 vs 83 + 4
;p<0,01)eta10mg.kgpcj'(71+2vs;83+4;p<0,01);

- la vitesse moyenne sur trajectoire (VAP exprimée en um.s™') a1 mg.kg pc’.j' (120 + 2
vs 132+4;p<0,01)eta 10 mg.kg pc'.j'(114 £ 2 vs 132 £ 4 ; p<0,001) ;
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- la vitesse curviligne (VCL exprimée en um.s™') a 1 mg.kg pc™.j" (254 + 5vs 308 + 12 ;
p <0,001) eta 10 mg.kg pc’.j'(254 +5vs 308 + 12 ; p < 0,001) ;

- la fréquence croisée des battements (BCF exprimée en Hz) a 1 mg.kg pc’.j' (23,7 =
0,4 vs 26,7+0,9;p<0,01)eta10 mg.kg pc'j'(24,5+0,5vs 26,7+ 0,9 ; p <0,05);

- la rectitude de trajectoire (STR exprimée en %)uniquement a 1 mg.kg pc’.j’ (58,0
1,4vs 63,8+ 1,8;p<0,01);

- la concentration spermatique dans I'épididyme caudal (exprimée en millions par mL) a
10 mg.kg pc'.j' (79 £ 10 vs 104 + 14 ; p < 0,05).

Les résultats sur I'accouplement et la fertilité montraient que le traitement n'a pas eu
d’incidence sur l'index d’accouplement, I'index de fertilité, les pertes post-implantatoires, le
poids moyen des petits et le sexe ratio a la naissance. La taille de la portée était diminuée a
1 mg.kg pc™.j'(7,3+4 vs 13%1,6 ; p<0,05) et 10 mg.kg pc'.j*(7,8+2,9 13+1,6 ; p<0,01).

Cette étude a permis d'identifier un LOAEL de 1 mg.kg pc™.j! associé a une diminution du
poids relatif des épididymes chez les males et une diminution de la taille de la portée chez les
femelles.

Dans I'étude de Li et al., des souris femelles C57BL/6J ont été exposées par voie orale (dans
la nourriture) a partir de PND21 jusqu’a 10 semaines (des mesures a 5, 6, 7 et 10 semaines)
a0, 5,100 et ou 500 ppm de génistéine (soit, selon les auteurs, 0, 0,5, 10, ou 50 mg.kg pc™.j")
(Li et al., 2014). L'ouverture vaginale a été évaluée quotidiennement du sevrage jusqu'a la
détection de I'ouverture vaginale (n = 35/groupe). Le cycle cestral a été suivi quotidiennement
sur deux périodes : a partir du jour ouverture vaginale pendant 10 jours et de 5 a 8 semaines
(n = 6/groupe). Toutes les souris ont été disséquées au stade de I'cestrus a la 5™, geme, 7éme
ou 10°™ semaine. Les animaux ont été nourris avec une alimentation sans phytocestrogéne.
Les observations ont porté sur le délai de I'ouverture vaginale, 'analyse du temps d’ovulation
(par frottis vaginaux), le développement des corps jaunes et de la glande mammaire. Le
développement de la glande mammaire a été analysé par morphométrie en histologie de la
structure entiére (dimensions, structures et surfaces acinaires), associée a une analyse de
'expression des récepteurs hormonaux (immunohistologie) et de I'expression de génes
impliqués (PCR) dans le développement de la glande mammaire (CK5, CK8, CK14, et CK18,
PR, Areg, et Wnt4, sur des souris de 5 semaines a 500 ppm uniquement). Le développement
des ovaires a été évalué par examen histologique chez les souris agées de 5, 6 et 7 semaines.
Une analyse de I'impact sur le taux d’implantation embryonnaire a également été réalisée,
avec une observation des cycles sur des souris dgées de 5 a 8 semaines (i.e. période de
maturation mammaire) et un focus sur les 10 premiers jours qui suivent 'ouverture vaginale.
Les résultats montrent un impact sur l'ouverture vaginale et sur la durée des cycles
cestraux avec une diminution de I'age de I'ouverture vaginale a 10 et 50 mg.kg pc’.j, une
augmentation de la durée de la phase d’cestrus a 50 mg.kg pc™.j!, une augmentation du
nombre de jours passés en phase d’cestrus a toutes les doses, une diminution du nombre
d’animaux avec un cycle cestral normal a 10 et 50 mg.kg pc™.j™!, une augmentation significative
de corps jaune (indicateurs d’ovulation) a 0,5 mg.kg pc'j' et une augmentation du
développement des glandes mammaires a 10 et 50 mg.kg pc™.j". Les auteurs concluent a un
effet de puberté précoce, lié a I'exposition a la génistéine, sans répercussion sur le taux
d’implantation embryonnaire chez la souris (Li et al., 2014).

Cette étude a permis d'identifier un LOAEL a 10 mg.kg pc™.j' (100 ppm) associé a une
diminution de I'age de 'ouverture vaginale, une augmentation de la durée des cycles cestraux
et une augmentation du développement des glandes mammaires chez les souris femelles.
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Dans I'étude d’Abo-Elsoud et al., des lapins méales (souche non spécifiée, n = 7/dose, n = 21 ;
agés de 8,5 mois, poids moyen = 3 1 0,06 kg) ont été exposés pendant 12 semaines a 0, 5 ou
20 mg.kg pc.j! d’'isoflavones de soja (proportion de 1 génistéine pour 5,7 de daidzéine) (Abo-
Elsoud et al., 2019). Les parameétres estimant la libido ainsi que les concentrations
spermatiques et la fertilité (index de fertilité, taille des portées, poids des portées, et viabilité
des portées), ainsi que les concentrations spermatiques et les concentrations sériques de
I'hormone thyroidienne T3 et de la testostérone.

Les résultats montrent une baisse de la libido (augmentation du temps de réaction ; 15,42 sec
a 5mg.kg pcj', 16,77 sec a 20 mg.kg pc’.j' vs 10,84 sec chez les témoins ; p < 0,05), une
diminution de la testostérone sérique (3,95 ng.mL" a 5 mg.kgpc'j', 4,37 ng.mL" a
20 mg.kg pc™.j" vs 5,17 ng.mL" chez les témoins ; p = 0,017), mais qui n'affectait pas les
portées (nombre, poids, viabilité) et une augmentation de la triiodothyronine (T3) (1,81 ng.mL"
a5mg.kg pc’.j' vs 1,22 ng.mL"" chez les témoins) et 1,68 ng.mL™" &8 20 mg.kg pc.j" vs 1,22
ng.mL™ chez les témoins ; p < 0,05). Il N’y avait pas d’effet du traitement sur la taille, la viabilité
et le poids des portées a la naissance. Il a également été observé une diminution de la
concentration spermatique (x106/mL) a 5 (260,6 vs 327,1 ; p < 0,05) et 20 mg.kg pc™'.j" (249,2
vs 327,1 ; p < 0,05), des spermatozoide totaux (exprimé en millions par éjaculat) a 5 (177,2 vs
196,3; p < 0,05) et 20 mg.kg pc’'.j' (137,1 vs 196,3 ; p < 0,05), des spermatozoide mobile
totaux (exprimé en millions par éjaculat) a 5 (141,8 vs 139,4 ; p<0,05) et 20 mg.kg pc™'.j' (97,3
vs 139,4; p < 0,05), de la fraction totale des spermatozoides fonctionnels (exprimée en
millions par éjaculat) a 5 (119,3 vs 122,3; p < 0,05) et 20 mg.kg pc'.j'( 844 vs 122,3;
p <0,05). Les résultats ne montrent pas de différence du pourcentage de spermatozoides
anormaux (exprimé en %) a 5 et 20 mg.kg pc™.j™".

Cette étude a permis d'identifier un LOAEL de 5 mg.kg pc’.j' associée a une diminution
significative de la concentration en spermatozoides et de la testostéronémie, ainsi qu’une
augmentation significative de la T3 pour un mélange d’isoflavones de soja (Abo-Elsoud et al.,
2019).

Dans une seconde étude d’Eustache et al. de 2020, des rats Wistar Han ont été exposés,
quotidiennement, par gavage, a 0 et 1 mg.kg pc'.j" de génistéine, selon deux schémas
d’exposition :
- exposition des femelles (F1 issue de couples non exposés) a partir de GD1 jusqu’a
PND21 (sevrage). La génération F2 était suivie jusqu’a PND100,
- exposition des males (F1 issue de couples non exposés) de PND21 jusqu’a PND100.
Ces rats males étaient accouplés avec des femelles non exposées pour donner une
génération F2 qui était suivie jusqu’a PND100 (Eustache et al., 2020).

Plusieurs paramétres liés a la fonction de reproduction ont été évalués, ainsi que les profils
d'expression de génes impliqués dans la méiose, I'apoptose, la stéroidogenése, chez les rats
exposeés et leur progéniture. Les effets observés portent sur la DAG, le délai de début de la
puberté (jour postnatal de séparation préputiale compléte), performance de reproduction et de
fertilité (uniquement chez le male de la génération F1). A PND100, les poids relatifs des
épididymes, testicules, vésicules séminales, prostate et foie ont été mesurés chez les animaux
de la génération F1 et F2. Un comptage spermatique des épididymes a également été réalisé.

Dans les conditions de cette étude, la génistéine n’a pas eu d’effet sur la DAG, sur le délai
d’apparition de la puberté, et sur les paramétres de performance de fertilité et de reproduction.
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La génistéine a diminué le contenu spermatique épididymaire chez les animaux F1 exposés
pendant la période pré-pubertaire jusqu’a I'dge adulte (valeurs numériques non disponibles
dans l'article).

Les expressions des génes impliqués dans la stéroidogenése étaient altérées lors des deux
fenétres d’exposition, notamment I'exposition pendant la gestation/lactation. Pour cette fenétre
d'exposition, les expressions de Star (p < 0,01), Cyp11a1 (p < 0,001), Cyp17a1 (p < 0,001)
étaient diminuées par I'exposition a la génistéine (valeurs numériques non disponibles dans
l'article).

Cette étude a permis d’identifier un LOAE de 1 mg.kg pc™.j" associé a une diminution du
contenu spermatique des épididymes chez les méles (males F1 exposés de PND21 a
PND100).

Marraudino et al. ont exposé, par voie orale, des souris CD-1 méales et femelles de PND1 ou
PND8 a une dose unique de génistéine de 50 mg.kg pc.j" diluée dans de I'huile de sésame
(Marraudino et al., 2021). Les animaux ont ensuite été observés a PND12, 22, 30 et 60. Les
observations ont porté sur le délai de I'ouverture vaginale, le cycle cestral et I'analyse de la
glande mammaire (whole mount a PND22, 30 et 60), sur les poids de l'utérus et des testicules,
le poids corporel, la consommation de nourriture, les concentrations d’hormones circulantes
(leptine, progestérone et testostérone) et un marquage immunohistochimique de Ila
kisspeptine, POMC (pro-opiomélanocortine) et de I'orexine sur des coupes cérébrales.

L’exposition a la génistéine était associée a une ouverture vaginale plus précoce (femelles
non exposeées : 27,8 + 0,29 ; femelles exposées : 26,5 + 0,30, p = 0,005) et a une altération
du cycle cestral. Les femelles exposées a la génistéine ont passé plus de temps en cestrus et
en dicestrus que les femelles non exposées (35 % en cestrus et 51 % en dicestrus vs 30% en
cestrus et 43% en dicestrus, respectivement), avec une réduction significative de la phase
proestrus (p = 0,03 ; femelles non exposées : 16,67 vs femelles exposées : 6,67).

Une différence du poids absolu de l'utérus a été observée a PND22, uniquement. Il n’y avait
pas de différence des poids des testicules a PND22 et 30 chez les méles exposés et les
témoins. Une diminution du poids des testicules des individus exposés a été observée a
PND60.

L’exposition a la génistéine a augmenté chez les femelles les concentrations circulantes de
progestérone a PND60 (p = 0,007), mais pas a PND30. Une diminution de la concentration
circulante de testostérone a été observée chez les males a PND60 mais pas a PND30. Chez
les animaux témoins des deux sexes, la concentration plasmatique de leptine était faible et
sans différence entre les sexes jusqu’a PND22. Chez les femelles traitées, la concentration
de leptine était augmentée a PND60 vs PND30 (p < 0,001). Au contraire, chez les males du
groupe témoin, la concentration de leptine était augmenté a PND30 vs PND22 (p = 0,001),
puis diminuée a PND60 vs PND30 (p < 0,001).

Concernant les effets sur le développement de la glande mammaire, I'exposition a la
génistéine n’a pas eu d’effet sur les bourgeons terminaux, quelle que soit la période de
développement considérée. De méme, I'exposition n’avait pas modifié I'architecture globale
de la glande mammaire au PNDG60, le nombre de branches étant similaire chez les femelles
non exposées (6,67 + 0,22) et exposées (7,17 £ 0,51 ; p = 0,408).

Oliveira et al. ont administré par gavage des rats males Wistar (n = 54) a des doses de 0; 0,5 ;
5 ou 50 mg.kg pc.j! d'isoflavones de soja (Glycine max L., extrait de soja a 40% isoflavones,
dilué dans I'huile de mais ; composition non précisée) de PND23 jusqu’a PND60 (Oliveira et
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al.,, 2022). Les auteurs ont étudié la croissance des animaux, l'dge a la puberté, les
concentrations sériques de LH, FSH, testostérone et cestradiol, et 'expression des transcrits
d’ARNm de génes codant pour des génes clés de contrdle de I'axe hypothalamo-hypophyso-
testiculaire. L’exposition aux isoflavones des rats méales prépubéres n’a pas eu d’effet sur la
croissance des animaux. Il a été observé une augmentation de I'age de la puberté chez les
rats males prépubéres a toutes les doses testées. La médiane et I'écart interquartile de I'age
a la puberté était de 35 (ICgs% = 34 ; 38,75), 41 (ICys% = 38,5 ; 42), 39,5 (ICes% = 38 ; 43), 39
(ICos% = 37,75; 40) jours a 0;05; 5 et 50 mg.kg pc’j', respectivement. Dans
I'nypothalamus, une augmentation de I'expression de Esr1 a été observée a 0,5 et 5
mg.kg pc'j" (p < 0,01 et p < 0,05). Dans I'nypophyse, une augmentation de I'expression de
Gnrhr (50 mg.kg pc.j'; p < 0,05), une réduction de I'expression de Lhb (0,5 mg.kg pc.j'; p
< 0,05) et une réduction de l'expression de Ar ont été notées (50 mg.kg pc'.j'; p < 0,05).
Dans les testicules, une augmentation de I'expression Lhcgr (50 mg.kg pc'.,j"; p < 0,05) et
une réduction de I'expression de Star (0,5 et 5 mg.kg pc'.j'; p < 0,05) a été observée. Les
concentrations sériques de LH (5 et 50 mg.kg pc.j"; p < 0,01 et p < 0,05) et de FSH (0,5
mg.kg pc'j"; p<0,05) étaient augmentées, tandis que celles de la testostérone et de
I'cestradiol étaient réduites. Ces résultats suggérent que la consommation d’isoflavones
pendant la période prépubertaire perturbe I'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire chez le
rat male, provoquant un hypogonadisme hypergonadotrope et une altération des niveaux
d'expression des génes clés régulant I'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire.

L’étude de Oliviera et al. a permis d’identifier un LOAEL de 0,5 mg.kg pc™.j" associé a un age
retardé de la séparation balano-préputiale (retard pubertaire) et une diminution significative de
la testostéronémie (Oliviera et al., 2022).

La méme équipe a exposé par gavage des rats Wistar males (n = 32, 8/groupe) a des doses
de 0;0,5; 5 ou 50 mg.kg pc.j" d’isoflavones de soja (Glycine max L., extrait de soja a 40%
isoflavones, dilué dans I'huile de mais ; composition non précisée) de PND23 jusqu’a PND60
(Dal Forno et al., 2023). Le groupe contrle n'a regu que de I'huile de mais. A la fin du
traitement, du sang a été prélevé pour réaliser des dosages d’hormones thyroidiennes (TSH,
T3, T4), les organes tel que I'hypothalamus, ’hypophyse, la thyroide, le foie et le cceur ont été
prélevés afin d’évaluer I'expression des ARNm des génes impliqués dans la régulation de I'axe
hypothalamo-hypophyso-thyroidien. La concentration sérique de TSH a augmenté dans les
groupes traités avec 0,5 (p < 0,05) et 5 mg.kg pc”.j”" (p < 0,01) d'isoflavones, alors qu'aucune
variation de T3 et de T4 n’a été observée. En ce qui concerne I'expression génique des ARNm,
Mct-8 était augmenté dans I'hypothalamus, Mct-8, Thra1l et Thrb2 ont diminué dans
I'nypophyse, Nis et Pds étaient réduits dans la thyroide. Dans le coeur, Mct8 et Thrb2 étaient
augmentés, Thra1 était diminué. Dans le foie, Mct8, Thra1 et Thrb2 étaient diminués. D’aprés
les auteurs, ces résultats suggérent que la consommation d'isoflavones de soja pendant la
période prépubertaire pourrait induire chez le rat male une hypothyroidie subclinique, avec
des altérations de la régulation de I'axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien, une modulation
de la synthése des hormones thyroidiennes et des altérations périphériques des organes
cibles des hormones thyroidiennes.

Dans une étude de Caceres et al. sur la fonction de reproduction, des rats Wistar males (n = 65
; ageés de 60 jours) ont été exposés, par voie orale, pendant 5 mois, a des isoflavones. Les
animaux ont été répartis en trois groupes (n = 25/dose), un groupe témoin, un groupe
faiblement supplémenté en isoflavones (17 mg.kg pc™.j" de génistéine et 12 mg.kg pc'.j' de
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daidzéine), et un groupe richement supplémenté en isoflavones (170 mg.kg pc'.j"' de
génistéine et 120 mg.kg pc'.j' de daidzéine) (Caceres et al., 2023). Les mélanges
d’isoflavones ont été directement dilués dans I'eau de boisson aux concentrations étudiées.
La progestérone, I'androsténedione, la déhydroépiandrostérone, la testostérone, la
dihydrotestostérone, le 173-cestradiol et le sulfate d'cestrone ont été mesurés dans le sérum
et les tissus testiculaires. Le nombre et la viabilité des spermatozoides, ainsi que I'histologie
des testicules (poids, longueur, volume, diamétre des tubules séminiféres, numération des
spermatozoides dans les testicules et les épididymes) ont été investigués. Durant les
premiéres semaines d'expérimentation, la consommation d’un régime faiblement ou richement
supplémenté en isoflavones n'avait pas d'effet significatif sur le poids corporel. Aprés la 12°m¢
semaine, le groupe faiblement supplémenté en isoflavones a montré une perte significative de
poids corporel (p<0,05) par rapport au groupe témoin, tandis que le groupe recevant le régime
richement supplémenté en isoflavones a montré un gain de poids corporel significatif (p< 0,05).
Aucune différence dans la consommation de nourriture et d’eau n’a été observée entre les
trois groupes. Le poids relatif des testicules était significativement réduit (p<0,05) a partir de
la 12°m¢ semaine chez les rats recevant un régime faiblement ou richement supplémenté en
isoflavones. En fin de traitement, I'administration d’'un régime richement supplémenté en
isoflavones avait provoqué une réduction significative (p<0,05) du diamétre des tubules
séminiféres par rapport au groupe témoin et au régime faiblement supplémenté en isoflavones.

Quarante pour cent des rats sous un régime faiblement supplémenté en isoflavones et 80 %
des rats sous un régime richement supplémenté en isoflavones ont présenté des
dégénérescences des tubes séminiferes en comparaison avec le témoin. Au début du
traitement et jusqu’a la 16™ semaine, il n’y avait aucune différence dans la qualité du sperme.
A partir de la 16°™ semaine, les différences étaient statistiquement significatives (p<0,05)
jusqu’a la fin de I'étude. La motilité des spermatozoides et le nombre de spermatozoides
étaient significativement réduits (p < 0,05) dans les groupes sous régimes faiblement et
richement supplémentés en isoflavones. Les concentrations plasmatiques de progestérone
ont diminué significativement (p < 0,05) dans les groupes sous régimes faiblement et
richement supplémentés en isoflavones. Aucune différence significative n'a été observée dans
les concentrations plasmatigues de DHEA, les concentrations plasmatiques
d’androsténedione ont révélé des différences significatives pour les groupes sous régime
faiblement et richement supplémenté en isoflavones et le contrdle. Les concentrations
plasmatiques de testostérone et de dihydrotestostérone étaient réduites (p < 0,05) dans les
groupes sous régimes faiblement et richement supplémentés en isoflavones. Des
concentrations plasmatiques significativement plus élevées de sulfate d'oestrone et
d’cestradiol ont été mesurées dans les groupes expérimentaux comparés au groupe témoin.
La concentration testiculaire de testostérone était diminuée dans les deux groupes
supplémentés comparés au groupe témoin. Aucune différence significative n’a été retrouvée
pour la progestérone, la déhydroépiandrostérone (DHEA) et I'androsténedione dans les
testicules. A la 4°™ semaine de traitement, une augmentation significative (p < 0,05) a été
observée pour les concentrations d’cestrone sulfate chez les rats soumis a un régime
faiblement et richement supplémentés en isoflavones, bien qu'a partir de la 8™ semaine, ces
concentrations aient diminué significativement (p < 0,05) jusqu'a la fin du traitement.
Cependant, les niveaux d'cestradiol dans les groupes isoflavones étaient significativement plus
élevés (p < 0,05) a partir de la 4°™ semaine jusqu'a la 20°™ semaine par rapport au témoin.
Ces différences de concentrations testiculaires de testostérone et cestradiol entre le groupe
contrble et les groupes traités se reflétent également dans le rapport testostérone/cestradiol
(T/E2) avec une réduction du rapport T/E2 des groupes traités depuis la 8™ semaine jusqu'a
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la fin de I'expérimentation, dénotant un déséquilibre hormonal. Les auteurs concluent que,
chez le rat méle adultes, un régime long terme faiblement et richement supplémentés en
isoflavones compromet la fonctionnalité testiculaire en provoquant un déséquilibre de
’lhoméostasie hormonale qui entraine une réduction de la qualité du sperme.

Cette étude a permis d’identifier un LOAEL de 0,56 mg.kg pc'.j' associé a une diminution
significative de la testostérone circulante dés la premiére semaine d’exposition et de
dihydrotestostérone dés la 2°™® semaine, et une diminution semi-quantitative (histologie) des
spermatozoides épididymaires.

3.5 Génotoxicité

Les données identifiées dans la littérature sur la génotoxicité des isoflavones concernent
principalement la génistéine et la daidzéine. Les rapports de synthése les plus récents citent
le rapport de 'Efsa de 2015 et du SCCS de 2022. Les études citées ci-dessous sont détaillées
dans I'annexe 4.

3.5.1 Génistéine

o Test de mutation génique sur bactéries (4 études)

Le rapport du SCCS de 2022 décrit quatre études négatives pour la génotoxicité de la
génistéine évaluée par le test de Ames sur plusieurs souches de bactéries (TA1535, TA153,
TA98 TA100 et Escherichia coli WP2 uvrA).

e Tests in vitro
o Test d’aberrations chromosomiques et de micronoyau in vitro sur cellules de
mammiferes (10 études)

Le rapport du SCCS de 2022 rapporte un effet clastogéne de la génistéine dans de
nombreuses études menées in vitro, mais cet effet n'a pas été confirmé dans des études in
vivo. Les résultats de 7 tests d’aberrations chromosomiques/micronoyaux étaient positifs,
tandis qu'une étude était négative et une autre étude non conclusive. Ces études sont trés
hétérogénes en qualité et certaines n’ont pas été réalisées conformément aux BPL (bonnes
pratiques de laboratoire).

o Test de mutation génique in vitro sur cellules de mammiféres (10 études)

Plusieurs tests de mutation génique sur différents types de cellules de mammiféres (cellules
de lymphome de souris L5178Y, cellules V79, cellules d'embryon de hamster syrien (SHE)
primaires ou cellules lymphoblastoides humaines AHH-1) traitées a la génistéine sont
disponibles. Les sites de mutations recherchées sont localisés dans les loci Tk, Hprt, ainsi que
dans le locus Na*/K*-ATPase. Toutes les études étaient positives. Deux études, jugées de
bonne qualité par le SCCS, ont montré un effet positif avec et sans activation métabolique.

o Test de dommages a I’ADN in vitro (10 études)

Plusieurs tests de dommages a 'ADN (tests des cométes in vitro) sur cellules animales,
lymphocytes et leucocytes humains en cultures primaires, cellule humaine en culture primaire
de cancer papillaire de la thyroide, spermatozoides, cellules du cblon et différentes lignées
cellulaires de mammiféres (cellules V79, HT 29 et CHO) ont été menés (cité dans Efsa, 2015 ;
VKM, 2017 ; SCCS, 2022). Selon le SCCS (SCCS, 2022), cing études ressortent positives,
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tandis que quatre ont été jugées négatives. Aucune des études n'a été réalisée conformément
aux BPL.

o Autres tests in vitro de génotoxicité (4 études)

Deux essais de transformation cellulaire ont été réalisés sur des cellules SHE (Tsutsui et al.,
2003 ; Harvey et al., 2005 cités dans SCCS 2022). L'étude de Tsutsui et al. montre que la
génistéine est capable d'induire une transformation morphologique des cellules SHE. Dans la
méme étude, la génistéine a également été testée pour la formation d'adduits a I'ADN par post-
marquage au 2P, avec des résultats positifs. Cependant, la version pH 6,7 de I'essai SHE
décrite par Harvey et al. s'est révélée négative.

e Tests invivo
o Test d'aberrations chromosomiques/micronoyau in vivo (OCDE 474) (3 études)

Les tests du micronoyau in vivo, chez les souris et les rats aprés administration orale de
génistéine, se sont révélés négatifs (McClain et al., 2006b cité dans SCCS 2022). Deux tests
du micronoyau in vivo, n’ont pas montré d’augmentation de I'incidence des micronoyaux pour
une dose unique en génistéine chez la souris (Record et al., 1995 ; Masuda et al., 2012 cités
dans SCCS 2022).

o Testin vivo de dommages a ’'ADN (test des cométes) (1 étude)

Un test des cométes in vivo aprés administration orale de génistéine seule s'est révélé négatif,
mais la co-administration de génistéine et de NaNO; a augmenté les dommages a I'ADN avec
et sans formamidopyrimidine glycosylase (FPG) (Toyoizumi et al., 2010 cité dans SCCS,
2022).

o Test in vivo de mutations géniques et autres test in vivo (8 études)

Plusieurs études de mutation génique in vivo chez les mammiféres exposés a la génistéine
sont disponibles sur des rats transgéniques Big Blue pour le géne cll du foie (Chen et al., 2005
cité dans SCCS 2022), le géne lacl dans les cellules utérines chez la femelle (Aidoo et al.,
2005 cité dans SCCS 2022), le géne lacl dans les cellules de la glande mammaire chez la
femelle (Manjanatha et al., 2006 cité dans SCCS 2022), le géne Hprt dans les lymphocytes
isolés de la rate de la femelle (Manjanatha et al., 2006 cité dans SCCS 2022) et le géne lacl
du tissu cardiaque (Manjanatha et al., 2005 cité dans SCCS 2022). Toutes ces études in vivo
sur des rats transgéniques Big Blue ont donné des résultats négatifs.

Une dose de génistéine de 10 mg.kg pc' administrée par voie sous-cutanée chez des rats
Wistar males juvéniles a augmenté la quantité de complexes covalents topoisomérase lla et
b-ADN dans l'intestin (Baechler et al., 2016 cité dans SCCS 2022). Cependant, aucun effet
sur la topoisomérase lla et le complexe b-ADN n'a été constaté aprés une exposition a un
régime riche en isoflavones (via I'alimentation majoritairement sous forme de glycosides a 25
et 50 mg.kg pc™) chez des rats males via la mére pendant la durée de la gestation, la lactation,
et ensuite de PND21 a PND30.

La génistéine posséde la propriété d’inhiber la topoisomérase in vivo, cette propriété est plus
marquée lors d’'une exposition sous-cutanée que par la voie alimentaire avec un régime riche
en isoflavones.

Les mécanismes de génotoxicité de la génistéine semblent étre associés a une inhibition de
I'ADN topoisomérase Il (Efsa, 2015 ; SCCS, 2022), une enzyme qui catalyse la rupture et la
jonction des deux brins d'ADN en présence d'ATP, relachant ainsi la torsion de la super hélice
ou en décaténant les molécules d'ADN double brins. L'ADN topoisomérase Il est nécessaire
a la séparation des molécules d'ADN filles aprés la réplication, mais aussi a la transcription, a
la réplication, a la condensation/décondensation des chromosomes, a la ségrégation mitotique
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et a la recombinaison de I'ADN. La génistéine se lie a 'ADN topoisomérase Il en stabilisant le
« complexe clivable » avec I'ADN, générant ainsi des cassures double brin (CDB) de I'ADN
« dissimulées par les protéines » (Mizushina et al., 2013 cité dans Efsa, 2015). Ce processus
est connu pour conduire a l'induction d'aberrations chromosomiques par le biais d'un
mécanisme a seuil.

3.5.2 Daidzéine

Selon les données citées dans les rapports de I'Efsa de 2015 et du SCCS de 2022, la
daidzéine ne s'est pas révélée mutagéne dans le test de mutation génique sur bactéries et
aucun effet génotoxique n'a été observé sur des cellules de mammiféres in vitro. Les
références et les tests sont synthétisés en annexe 4.

e Test de mutation génique sur bactéries (2 études)

La daidzéine a été testée dans plusieurs études par le test d'Ames sur des souches de S.
typhimurium TA98, TA100 et TA1538, avec des résultats non concluants ou négatifs. Ces
études ont été considérées négatives par le SCCS (Sugimura et al., 1981 ; Bartholomew 1980
cités dans le SCCS 2022). Aucune de ces études n'a été réalisée conformément aux BPL.

e Tests in vitro
o Test d’aberrations chromosomiques et de micronoyau in vitro sur cellules de
mammiferes (6 études)

Plusieurs tests MN/CA in vitro sur la daidzéine sont disponibles (Kulling et al., 1997 ; Schmidtt
et al., 2003 ; Tsutsui et al., 2003 ; Di Virgilio et al., 2004 ; Lepri et al., 2013). La daidzéine a
été testée sur des fibroblastes V79 de hamster chinois, avec un résultat positif. Dans une étude
recherchant l'induction d'aberrations chromosomiques sur des cultures de cellules SHE, les
résultats ont été négatifs. Dans une étude sur des cellules de lymphome de souris L5178Y tk*"
, la daidzéine a été testée, avec un résultat non concluant.

Deux études sur des fibroblastes V79 et sur des cellules d'hépatome de rat HTC ont montré
des résultats non concluants (Lepri et al., 2013, cité par SCCS, 2022).

Aucune de ces études n'était pleinement compatible avec la norme TG de 'OCDE en vigueur
et n'a été réalisée conformément aux BPL.

o Test de mutation génique in vitro sur cellules de mammiféres (10 études)
Plusieurs tests de mutation génique ont été réalisés sur des cellules de mammiféres dans le

locus Hprt sur des cellules V79, avec un résultat non concluant, et dans le locus Na*/K*-
ATPase sur des cellules V79 et SHE primaires, avec un résultat positif.

o Test de dommages a 'ADN in vitro (6 études non BPL)

Plusieurs tests des cométes ou tests d'élution de I'ADN sur différents types de cellules
ont été menés. Dans une étude sur cellules HT29 + formamido-pyrimidine DNA
glycosylase (FPG), la daidzéine a été testée avec un résultat négatif. Trois études sur
les lymphocytes et les spermatozoides ont donné des résultats positifs. La daidzéine a
été testée avec un résultat équivoque dans une étude sur les cellules MIA PaCa-2 et
HT-29. Une étude sur I'élution alcaline de I'ADN dans les cellules V79 a donné un
résultat négatif.

Aucune de ces études n'a été réalisée conformément aux BPL.
o Autres tests in vifro de génotoxicité (2 études)
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La daidzéine a été évaluée dans un test de transformation cellulaire (CTA) dans une étude
donnant avec un résultat positif (cellules SHE). La formation d'adduits a I'ADN a également
été testée par I'essai de post-marquage au *?P dans une étude avec un résultat positif (cellules
SHE).

Aucune des études n'a été menée conformément au statut BPL.

o Test in vivo de mutations géniques et autres test in vivo (8 études)

La daidzéine a été testée dans un test des cométes chez la souris aprés administration orale,
avec un résultat non concluant. Elle a également été testée dans un test d'échange de
chromatides sceurs chez la souris aprés administration intrapéritonéale, avec un résultat
positif.

3.5.3 Conclusion

En ce qui concerne la génistéine et la daidzéine, le test de mutation génique sur cellules
procaryotes (test d’Ames) est négatif. Cependant, d’autres test in vitro, considérant divers
effets (cassures chromosomiques ou formation d’adduits) se sont révélés positifs pour ces
deux composés. Enfin, les essais in vivo de mutagenése ou de dommages a I'ADN
(aberrations chromosomiques, micronoyaux) se sont révélés négatifs pour la génistéine, mais
un test d’échange des chromatides sceurs est positif pour la daidzéine et un test de dommage
a 'ADN (test des comeétes) est positif pour la génistéine dans un contexte sensibilisé
(exposition au NaNO3). Etant donné les éléments mécanistiques connus (interaction possible
avec le complexe topoisomérase II/ADN), le potentiel génotoxique des isoflavones ne peut
étre exclu.

3.6 Cancérogénicité
3.6.1 Chez ’'Homme

Les différents rapports de synthése s’accordent sur I'existence de conclusions ambigués
s’agissant des études s’adressant aux liens entre I'exposition aux isoflavones et le risque de
survenue de cancer (Afssa, 2005 ; Efsa, 2015 ; Anses, 2016 ; VKM, 2017 ; NCM, 2020 ;
SCCS, 2022). Les études se sont intéressées principalement au risque de cancers hormono-
dépendants, notamment du sein (chez la femme) du fait des propriétés cestrogéniques des
isoflavones. Bien qu'un nombre conséquent d’études ont souligné des associations
protectrices au regard de la survenue d’'un cancer du sein, les résultats restent hétérogénes,
notamment en fonction du statut ménopausique de la femme. Certaines études montrent des
associations protectrices exclusivement chez la femme non-ménopausée ou exclusivement
chez la femme ménopausée. D’autres études ne montrent aucune association quel que soit
ce statut ou a I'inverse une augmentation de risque. Les travaux s’intéressant au cancer de la
prostate, moins nombreux que ceux s’adressant au cancer du sein, aboutissent a des
conclusions également divergentes. Pour d’autres localisations tumorales, endométre, ovaire,
testicule, thyroide et colon, les données existantes sont insuffisantes et ne permettent pas de
conclure sur la présence ou I'absence d’associations.

Plusieurs méta-analyses récentes (2021 a 2024) suggérent une réduction de risque de
survenue du cancer du sein (Shin et al., 2023 ; Yang et al., 2023 ; Liu et al., 2022 ; Boutas et
al., 2022), du cancer du poumon chez les non-fumeurs (Chei et al., 2022) et du cancer de
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'estomac chez les consommateurs de produits a base de soja non fermenté (Wang et al.,
2021). D’autres méta-analyses concluent a une augmentation de risque de survenue du
cancer de I'estomac (Kim et al, 2023) notamment chez les consommateurs de produits a base
de soja fermenté (Wang et al, 2021) et du cancer de la prostate (Liu et al, 2022).

S’agissant des études publiées ces derniéres années (2021 a 2024), une étude de cohorte
prospective montre que I'apport alimentaire en phytocestrogénes est associé a une diminution
de risque de survenue de cancer de I'ovaire (Song et al, 2024). Une autre étude de cohorte
prospective a montré une absence d’association avec le risque de survenue de cancer du
sein, qu’il s’agisse d’individu consommant des produits a base de soja fermenté ou pas
(Shirabe et al., 2021). Toutefois, cette méme étude souligne un risque diminué de survenue
d’'un cancer du sein non localisé (métastasé) dans le cas d’'une consommation élevée en
produis fermentés (Shirabe et al., 2021). A noter qu’'une étude de cohorte prospective n’a pas
montré d’association avec le risque de survenue de cancer du foie (Abe et al., 2021). Des
études cas-témoin en population générale ont montré une réduction de risque de survenue de
cancer de I'cesophage (Sun et al., 2021) et une réduction du cancer du sein mais seulement
chez les femmes pré-ménopausées (Feng et al., 2021). Une étude cas-témoin nichée au sein
d’'une cohorte prospective a montré une diminution de risque de survenue de cancer du
poumon chez les non-fumeurs (Li et al.,, 2022). Finalement, des études transversales ont
montré des associations avec un exces de risque de cancers hormono-dépendants affectant
le sein, 'endométre et la prostate (Liu et al., 2023 ; Lee et al., 2022).

A noter que la majorité des études sur la cancérogénicité des isoflavones se sont basées sur
des évaluation indirectes des expositions estimées par des questionnaires alimentaires
rétrospectif. De ce fait les estimations peuvent étre soumises a de nombreux biais (de mesure,
de confusion, de mémoire). Quelques études se sont basées sur des mesurages ponctuels de
I'exposition interne par dosage dans les urines d’une ou plusieurs isoflavones. Ces mesures
ponctuelles (non répétées) peuvent également ne pas représenter un bon indicateur
d’exposition tenant compte des courtes durées de demi-vie des isoflavones.

3.6.2 Chez I’animal

Dans une étude du NTP de 2008 décrite précédemment, des rats SD males et femelles ont
été exposés a la génistéine pendant 2 ans, ont été observées une augmentation de I'incidence
des adénomes et des adénocarcinomes (tumeurs combinées, p = 0,037) de la glande
mammaire chez les rats femelles (génération F1C) a la dose de 500 ppm (16/40 vs 9/44 chez
les témoins), mais pas aux doses de 5 ppm et 100 ppm. Les auteurs ont noté également des
augmentations de l'incidence des adénomes seuls (p = 0,004) de I'hypophyse (Pars Distalis)
a la dose de 500 ppm (38/47,9 vs 46/47,2 chez les témoins) et de celle de la combinaisons
(adénomes et carcinomes, p = 0,004) de I'hypophyse (Pars Distalis) chez les rats femelles
(génération F1C) a la dose de 500 ppm (38/47,9 vs 46/47,2 chez les témoins), mais pas a 5
ppm et 100 ppm. |l n'y a pas eu d’augmentation de I'incidence de tumeurs chez le rat male
aux doses testées dans I'étude pour la génération F1C. Les observations ne montrent pas non
plus d’augmentation de I'incidence de tumeurs pour les autres sites analyseés.
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3.7 Populations sensibles

Les isoflavones ont des effets bénéfiques ou délétéres suivant les personnes concernées.
Cela dépend, entre autres, de I'age, du sexe, du statut ménopausal, de la période d’exposition
et du statut tumoral (Hooper et al., 2010 ; Efsa, 2015 ; Wei et al., 2020 ; Lu et al., 2022).

Compte tenu de la littérature, il est possible de définir les populations sensibles suivantes :

les jeunes enfants, en particulier les petites filles, dont I'exposition précoce et prolongée
aux isoflavones peut entrainer plus tard une puberté précoce (Testa et al., 2018 ;
Segovia-Siapco et al., 2014),

les femmes pré-ménopausées qui sont plus sensibles a l'effet proliférateur des
isoflavones sur les cellules mammaires en raison de la densité des récepteurs aux
cestrogénes. Celles-ci devraient limiter leur consommation de produits contenant des
isoflavones (Petrakis et al., 1996 ; McMichael-Phillips et al., 1998 ; Hargreaves et al.,
1999 ; Ollberding et al., 2012),

les femmes ayant des cellules prolifératives de la glande mammaire sensibles aux
cestrogénes. Celles-ci ont un risque accru de développer un cancer du sein suite a la
consommation d'isoflavones, et devraient donc limiter leur consommation (Grace et al.,
2004 ; Shike et al., 2014 ; Khan et al., 2012 ; Allred et al., 2001 ; Ju et al., 2001).

les femmes enceintes ne constituent pas une population sensible en tant que telle,
mais au regard de certaines études expérimentales indiquant un effet délétére possible
sur la descendance, elles peuvent étre considérée comme une population sensible
pour protéger les enfants a naitre.
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4 Recueil des valeurs toxicologiques de
référence existantes pour le long terme par
voie orale et limite d’apport

e VIR

En 2015, I'Efsa a conduit une évaluation des risques sanitaires pour les femmes
(péri)ménopausées en se focalisant sur 3 organes cibles (glandes mammaires, utérus et
thyroide) (Efsa, 2015). L’Efsa n’a pris en compte que les études humaines conduites chez des
femmes (péri)ménopausées ou les études animales sur des animaux ovariectomisés. En
évaluant les effets des isoflavones sur ces trois organes cibles, I'Efsa a conclu qu'il n'était pas
possible d'extrapoler directement les observations d'un organe aux autres, au regard des
différences de fonctions, de la densité des récepteurs, des proportions de récepteurs aux
cestrogénes a et B et des effets de I'activation des récepteurs. L'Efsa n'a pas pu dériver de
VTR ou de limite maximale d’apport pour les compléments alimentaires contenant des
isoflavones, en I'absence de preuve d’effet néfaste sur la glande mammaire, I'utérus et la
thyroide et de preuves limitées pour le cancer du sein. L’Efsa précise que les conclusions de
son évaluation ne peuvent pas étre extrapolées a d’autres groupes de population et d’autres
situations dans la population générale.

En 2016, bien qu’aucune VTR n’ait été établie pour les isoflavones, 'Anses a calculé dans le
cadre de I'EAT infantile, a titre indicatif et pour la génistéine uniquement, des marges
d’exposition au regard d’'un LOAEL de 35 mg.kg pc™.j’, issu d’une étude multigénérationnelle
réalisée par le national center for toxicological research (NCTR) en 2005 sur des rats SD.
Cette étude a montré que la génistéine exercait des effets reprotoxiques de type cestrogénique
ou anti-androgénique chez le rat. Cette étude (NCTR 2005 citée dans Rozman et al., 2006),
évaluée par le NTP-CERHR (national toxicological program- center for the evaluation of risks
to human reproduction), a permis d’identifier un LOAEL de 35 mg.kg pc™'.j! chez les nouveau-
nés males (descente testiculaire plus tardive, diminution de la distance anogénitale) et
44 mg.kg pc'.j' chez les nouveau-nés femelles (diminution de la DAG, de cycles anormaux,
d’'une précocité dans la maturation sexuelle). Ce LOAEL ne prend en compte que les effets
reprotoxiques et développementaux observés au cours de I'étude multi-génération et devrait
étre revue a la lumiére des données plus précises si celles-ci sont disponibles et validées. A
titre provisoire, une marge d’exposition critique de 300 a été retenue : 10 pour prendre en
compte la variabilité inter-espéces, 10 pour la variabilité interindividuelle et 3 car le point de
départ est un LOAEL, conduisant a une limite maximale d’apport recommandée de 0,117
mg.kg pc'.j" pour les enfants de moins de 3 ans (Anses, 2016).

En 2020, le Nordic Council of Ministers (NCM) a élaboré deux VTR, nommées HBGV (health-
based guidance value), pour la génistéine de 0,09 mg.kg pc™.j! pour les femmes enceintes a
partir de I'étude du NTP de 2008 et de 0,07 mg.kg pc™'.j" pour les enfants de plus de 3 ans en
s’appuyant sur I'étude de Li et al. de 2014 (cf. chapitre 3.3).

Le Nordic Council of Ministers n’a pas identifié d’effet critique pour les isoflavones chez les
enfants ou les femmes enceintes a partir d’études épidémiologiques parmi les effets
considérés : age au début de la puberté, cancer du sein, hypospadias et fonction thyroidienne.
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Le NCM a considéré possible de dériver une HBGV pour la génistéine sur la base de doses
internes de génistéine associées a des effets néfastes chez les rats adultes et les petits. Pour
ce faire, il serait nécessaire de disposer des niveaux sanguins chez I'adulte et I'enfant suivant
un régime alimentaire contenant du soja et de comparer la toxicocinétique entre 'lHomme et
les rats, ce qui n’entrait pas dans le périmétre de I'expertise du NCM.

Ainsi, ces HBGV ont été établies sur la base de données expérimentales. Deux études ont été
considérées pertinentes pour la dérivation ’HBGV :

- pour les enfants et les foetus : L’étude multigénération du NTP de 2008 qui met en
évidence des effets sur le développement chez des rats exposés jusqu’a 500 ppm de
génistéine (LOAEL) et un NOAEL de 100 ppm (8,9 mg.kg pc.j") ;

- pour les enfants : I'étude de Li et al. de 2014 dans laquelle un avancement de I'age
pubertaire a été observée chez des souris (n = 35) exposées dés le sevrage a 100 et
500 ppm de génistéine et des modifications du développement mammaire et ovarien
chez un plus faible nombre de souris (n = 6-10/groupe/age). Un LOAEL de 100 ppm
(10 mg.kg pc™.j") et un NOAEL de 5 ppm (0,5 mg.kg pc™.j") ont ainsi été identifiés.

Sur la base de ces 2 études, le Nordic Council of Ministers a retenu un LOAEL de 100 ppm
(10 mg.kg pc™.j") pour dériver une HBGV pour les enfants plutét que le NOAEL de 5 ppm
(0,5 mg.kg pc™.j') issu de I'étude de Li et al. 2014, considérant que cette étude présente un
intervalle important entre les doses et qu’en conséquence le NOAEL serait trop conservateur.
Aprés application d’'un facteur de conversion de 0,2 recommandé par I'Efsa pour les
expositions subaigués des souris® (Efsa, 2012), le LOAEL est estimé a 20 mg.kg pc™.j". Des
facteurs d’incertitude de 10 pour la variabilité inter-espéces (Fla), 10 pour la variabilité
interindividuelle (Fln) et de 3 pour I'utilisation d’'un LOAEL (Flug) ont été appliqués pour aboutir
a une HBGV de 0,07 mg.kg pc™'.j" pour les enfants (correspondant a 2,1 mg.j"' de génistéine
chez un enfant de 30 kg).

Pour les femmes enceintes, le Nordic Council of Ministers a retenu un NOAEL de 100 ppm
issue de I'étude multigénérationnelle du NTP 2008, correspondant a une dose de 8,9 mg.kg
pc.j' chez les femelles non allaitantes. Un facteur d’incertitude de 100 par défaut (Fla et Fly)
aboutissant a une valeur de 0,09 mg.kg pc™.j" (6,3 mg.j' de génistéine pour une personne de
70 kg).

A noter quil n'a pas été possible de proposer une HBGV sur la base des données
expérimentales pour un mélange des composants du soja.

8 Pour les études chez la souris, 'Efsa a déterminé un facteur 0,2 pour convertir les concentrations de
agents chimiques dans les aliments (mg.kg') en doses journalieres (mg.kg pc'.j!). Celui-ci a été calculé
a partir d'études a long terme chez des souris exposées via I'alimentation, en utilisant les données de
consommation hebdomadaire moyenne d'aliments du groupe témoin et celles sur le poids corporel
moyen du groupe témoin provenant de 38 études chroniques chez la souris.
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Tableau 7 : HBGV pour la génistéine élaborées par le Nordic Council of Ministers

VR Organisme Nordic Council of Ministers
Année 2020
Nom HBGV
Valeur 0,09 mg.kg pc.j" 0,07 mg.kg pc'.j"
Population cible femmes enceintes enfants de plus de 3 ans
Effet critique Effets sur le développement Avancement de I'dge pubertaire
Etude clé Référence NTP (2008) Li et al., 2014
Espeéece Rats Sprague-Dawley Souris C57BL/6J
Exposition Multigénération (3 générations) de PND21 a I'age de 5, 6, 7 ou 10
(durée, voie) Voie orale semaines
Voie orale (alimentation)
Point de départ (PoD) NOAEL =100 ppm = 8,9 mg.kg pc™'.j' | LOAEL = 100 ppm = 20 mg.kg pc™.j"
Ajustement temporel / /
Ajustement allométrique / /
Facteurs d’incertitude (FI) 100 (Fla: 10 ; Flu: 10) 300 (Fla:10;Fly:10; Flus : 3)

* utilisation d’un facteur de conversion recommandé par 'Efsa de 0,2 pour les expositions subaigués
chez les souris. Ainsi, 1 mg.kg' dans l'alimentation correspond a 0,2 mg.kg pc'.j' .

e Limites d’apport en phytocestrogénes

Plusieurs pays ont proposé des limites maximales d’apport de phytocestrogénes dont
certaines fondées sur des données sur la génistéine incluant les autorités italiennes en 2002,
I'Afssa® en 2005, la Japanese Food Safety Commission en 2006 et le comité scientifique
norvégien pour la sécurité alimentaire (VKM) en 2017.

En 2002, les autorités sanitaires italiennes ont conseillé au grand public (sans limitation
spécifique d'age ou de stade de vie) de maintenir I'apport quotidien en phytocestrogénes sous
forme de compléments alimentaires a moins de 80 mg.j"!, exprimés comme la quantité totale
d'isoflavones (daidzine, glycitine, genistine, 6"-O-acetyldaidzine, 6"-O-acetylglycitine, 6"-O-
acetylgenistine,  6"-O-malonyldaidzine, = 6"-O-malonylglycitine, = 6"-O-malonylgenistine,
daidzeine, et genisteine) (Gazzetta Ufficiale Italiana 18/7/(2002), number 188, annex 2 citée
dans Morandi et al., 2005). Cela représente un apport quotidien maximal en phytocestrogenes
d'environ 1 mg.kg pc™.j"' chez un adulte de 70 kg. Ce choix a été motivé par I'utilisation
croissante de compléments alimentaires par les femmes pour leurs effets bénéfiques
supposés pendant la ménopause (Morandi et al., 2005).

En 2005, I'Afssa a proposé qu’une limite maximale d’apport de 1 mg.kg pc'.j" d'isoflavones
en équivalent aglycones (Afssa 2005).

En 2006, la Japanese Food Safety Commission a fixé des limites d’apports alimentaires pour
les denrées alimentaires destinées a un usage médical spécifique et contenant des
isoflavones de soja en tant qu'ingrédient ayant des effets bénéfiques supposés sur la santé
pour différentes populations :

- pour les adultes (femmes et hommes), un apport alimentaire de 70-75 mg.j"
d'isoflavones de soja a été déterminé comme la limite supérieure d'un apport quotidien
sur la base du 95°™ percentile de I'apport alimentaire en isoflavones issues de produits
alimentaires a base de soja au Japon (64-76 mg.j! équivalent aglycone, femmes pré-
ménopausées : 64 mg.j!, femmes ménopausées : 74 mg.j', hommes : 76 mg.j") et

9 Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments, devenu I'’Anses en 2010.
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considérant que la moitié de la dose d’isoflavones administrée pendant 5 ans (75 mg.j
) dans une étude randomisée en double aveugle a des femmes ménopausées était
une limite sre (LOAEL = 150 mg.j - hyperplasie de I'endométre) (Unfer et al., 2004
cité dans Japanese Food Safety Commission, 2006) ;

- pour les femmes enceintes ou susceptibles de I'étre, au regard de la protection du
foetus, il n'a pas été possible de recommander de limite d'apport alimentaire en tant
gu'aliment destiné a un usage médical spécifique, en plus de I'apport par les aliments
standard. Cela repose sur le fait qu'il n'existe aucun avantage connu lié a la
consommation d'isoflavones de soja par les femmes enceintes et que les isoflavones
de soja peuvent inhiber la topoisomeérase Il et potentiellement provoquer une anomalie
du géne MLL (favorisant le développement de leucémie myéloide-lymphoide) chez les
foetus exposés in utero ;

- pour les nourrissons et les enfants en bas age, il n’a pas été possible de recommander
de limite d'apport sur la base de données suggérant des effets sur la reproduction chez
des animaux nouveau-nés et immatures exposés a des concentrations élevées
d'isoflavones de soja et des effets médiés par les cestrogénes (Japanese Food Safety
Commission, 2006).

En 2017, dans le cadre d’'une évaluation de risques sur les isoflavones de soja, le VKM a
évalué les risques de la consommation de 40 ou 80 mg.j" d’isoflavones de soja ajoutées a des
compléments alimentaires et a d'autres aliments pour différentes populations. Pour les enfants
de 10 a 13 ans inclus, les données étaient insuffisantes pour tirer des conclusions sur les effets
indésirables potentiels des isoflavones dans les compléments alimentaires. Une
consommation de 40 ou 80 mg.j" d'isoflavones sous forme de compléments alimentaires
pendant un a trois mois, chez les adolescents des deux sexes (14 a 17 ans inclus), peut
entrainer un risque d'effets indésirables sur les niveaux d'hormones, y compris sur la fonction
menstruelle chez les filles. Ces doses d'isoflavones ne semblent pas entrainer d'autres effets
indésirables significatifs chez les adolescents (VKM, 2017). Chez les hommes, le VKM conclut
que les isoflavones en tant que compléments alimentaires a des doses de 40 ou 80 mg.j"
prises pendant un a trois mois peuvent présenter un risque d'effets néfastes sur les niveaux
d'hormones. Ces doses ne semblent pas avoir d'autres effets négatifs significatifs pour cette
population (VKM, 2017). Chez les femmes en &ge de procréer, la consommation de 40 ou 80
mg.j! d’isoflavones en tant que compléments alimentaires pendant un a trois mois peut
entrainer des effets néfastes sur les niveaux d'hormones et/ou la fonction menstruelle. Ces
doses ne semblent pas entrainer d'autres effets néfastes significatifs chez les femmes pré-
ménopausées (VKM, 2017). Chez les femmes (péri)ménopausées, ces doses d’isoflavones
en tant que compléments alimentaires pendant plusieurs mois et jusqu’a plusieurs années ne
semblent pas entrainer d’effet néfaste (VKM, 2017).
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5 Proposition de VTR long terme par voie orale
pour la population générale

5.1 Choix de I'effet critique

L’étude du NTP de 2008 a montré que les effets transposables a 'Homme suite a une
exposition long terme et apparaissant a la plus faible dose chez les rats males se limitaient a
la glande mammaire avec une augmentation de l'incidence de I'hyperplasie alvéolaire et
canalaire de la glande mammaire (NTP, 2008). Le schéma d'induction de I'hyperplasie d'une
génération a l'autre, avec des effets les plus forts observés dans les groupes de 100 et 500
ppm des générations F1 et F2 exposées en continu, indique que les expositions au cours du
développement et aprés le sevrage contribuent a cet effet. L'exposition tardive a la puberté et
a I'age adulte, comme dans la génération FO, a produit des effets moindres.

Ainsi, le CES retient I'augmentation de l'incidence de I’hyperplasie alvéolaire et
canalaire de la glande mammaire chez le rat male comme effet critique.

5.2 Analyse des VTR long terme existantes

En I'absence de VTR pour la population générale, les experts du CES proposent de construire
une VTR pour cette population cible.

5.3 Construction de la VTR pour la population générale
5.3.1 Choix de I’étude clé

Parmi les études disponibles chez I'animal, I'étude de reproduction et de développement sur
plusieurs générations du NTP est une étude approfondie en termes de durée, de nombre
d’animaux et d’observations pathologiques, suite a une exposition long terme a la génistéine.
Ainsi, I’étude du NTP, 2008 (NTP, 2008) est retenue comme étude clé.

5.3.2 Choix du point de départ

Dans I'étude clé retenue des rats NCTR CD males et femelles (pour les générations FO, F1,
F2, F3 et F4) ont été exposés a de la génistéine via I'alimentation administré aux doses de 0,
5, 100 et 500ppm pendant 98 jours (génération FO), 161 jours (générations F1 a F4) ou 42
jours (génération F5). Vingt-cinq rats par sexe de chaque génération (FO a F4) ont été
sélectionnés au hasard pour des études vie-entiére et programmés pour nécropsie le jour
postnatal 140 (PND140).

Dans cette étude, I'exposition des rats males de la génération FO a montré une augmentation
de lincidence d’hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande mammaire a la dose de 500
ppm (28,9 mg.kg pc.j"). Ceci a permis d'identifier la dose de 100 ppm (5,9 mg.kg pc™'.j")
comme étant un NOAEL qui a été retenu comme point de départ.
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5.3.3 Ajustement allométrique

Pour réduire l'incertitude sur la variabilité inter-especes, un ajustement allométrique a été
réalisé. Une dose équivalente humaine (HED = Human Equivalent Dose) est calculée a I'aide
de I'équation suivante® :
. . 1/4
.. . Poids animal
Dose équivalente Homme = Dose animal x| ———
Poids homme

Le poids moyen des rats est de 0,426 kg. Celui utilisé pour 'Homme pour le calcul est de
70 kg.

Soit une dose critique NOAELwep = 5,9 * (0,426/70)"%2°= 1,65 mg.kg pc™.j"
Le NOAELwep de 1,65 mg.kg pc'.j' est retenue comme point de départ.

5.3.4 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de I'étude du NTP de 2008 a été effectué a l'aide des facteurs
d’incertitude (FI) suivants (Anses, a paraitre) :

- Variabilité inter-espéces (Fla) : 2,5
L’ajustement dosimétrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine (HED),

a l'aide de I'équation précédente. Pour tenir compte de la composante toxicodynamique, un
facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5 selon les recommandations de I'’Anses.

- Variabilité interindividuelle (FIx) : 10

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

- Transposition subchronique & chronique (Fls) : V10

Dans cette étude, les animaux méales de la génération FO sont exposés de PND42 jusqu’a
PND140. Cette période d’exposition de 98 jours correspondant a une durée subchronique, le
Fls est de V10.

- Utilisation d’un point de départ (Fls.) : 1
Le PoD étant un NOAEL, le Flg, est de 1.
- Insuffisance des données (Flp) : 1

De multiples études de la toxicité de la génistéine étant disponibles, la valeur retenue pour ce
facteur est de 1.

Un facteur d’incertitude global de 79 est donc utilisé pour la construction de la VTR.

5.3.5 Proposition de VTR long terme par voie orale et niveau de confiance

VTR = NOALweo/Fl = 1,65 mg.kg pc™.j' / 79 = 0,02 mg.kg pc.j™

10 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).
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Un niveau de confiance global moyen (note de 3/5) a été attribué grace a un outil établi par
'Anses en se fondant sur (Annexe 4) :

la nature et la qualité dans le corpus de données (note de 5/5) : nombreuses études
disponibles tant animales que humaines sur les isoflavones, et la génistéine en
particulier,

le choix de l'effet critique et le mode d’action (note de 3,3/5) : les jeunes gargons
semblent moins sensibles que les jeunes filles aux effets cestrogéniques des
isoflavones, bien que les études ne soient pas toutes convergentes. Il y a peu de cas
publiés de gynécomastie liée a une consommation élevée en soja chez I'homme adulte
ou chez les gargons. On note également des différences de métabolisation des
isoflavones entre le rongeur et 'Homme,

le choix de I'étude clé (note de 5/5) : I'étude du NTP de 2008 est de bonne qualité avec
plusieurs doses testées sur plusieurs générations et couvre une durée d’exposition
suffisante,

le choix du point de départ (note de 3/5) : cette étude a permis d’identifier un couple
NOAEL/LOAEL,

le niveau de confiance dans le choix des facteurs d’incertitude (note de 1/5) : aucune
donnée humaine ne permet de réduire la valeur du Fly.

Moyen- 1

Faible faible

1]

Lol 43 Iil

Figure 7 : Niveau de confiance de la VTR long terme par voie orale pour la population générale
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6 Proposition de VTR long terme par voie orale
pour la femme enceinte (enfants a naitre), la
femme en age de procréer et les enfants preé-
puberes.

6.1 Choix de I'effet critique

Plusieurs études réalisées chez les rongeurs montrent des effets sur la reproduction (Nagao
et al., 2001 ; NTP, 2008 ; Caceres et al., 2020 ; Oliviera et al., 2022, DelForno et al., 2022 ;
Abo Elsoud et al., 2019 ; Eustache et al., 2020 et 2009 ; Marraudino et al., 2020).

Parmi les effets identifiés, sont identifiés un retard pubertaire chez le rat male, une diminution
de I'dge de l'ouverture vaginale, une augmentation de la durée des cycles cestraux et une
augmentation du développement des glandes mammaires chez la souris femelle, une
hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande mammaire chez les méles, des effets
fonctionnels sur la fertilité (diminution de I'index de fertilité) chez les femelles, une diminution
des poids relatifs des épididymes chez les rats males exposés in utero et aprés la naissance
et une diminution statistiquement significative de la taille des portées (résultats de
'accouplement des rats males de la génération F1 accouplés avec des femelles non
exposées). Parmi ceux-ci, une diminution du poids relatif des épididymes chez les rats méales
et une diminution statistiquement significative de la taille des portées ont été observés aux
doses les plus faibles identifiées dans les études jugées de bonne qualité pour tous effets
confondus.

Ainsi, le CES retient I'ensemble des effets sur la reproduction (diminution du poids
relatif des épididymes chez les rats males et une diminution statistiquement
significative de la taille des portées) comme effets critiques.

6.2 Analyse des VTR long terme existantes

Dans le rapport du NCM en 2020, deux VTR de 0,09 et de 0,07 mg.kg pc™'.j" ont été élaborées
et sont fondées, respectivement, sur des effets développementaux observés chez le rat
femelle (NTP, 2008) et des effets de puberté précoce chez la souris femelle (Li et al., 2014).
Ces deux VTR ne sont pas retenues par le CES, qui considére que les données issues d‘autres
études permettent d’identifier d’autres effets critiques avec des PoD plus faibles. Concernant
I'étude de Li et al., bien qu’elle soit de bonne qualité méthodologique, aucun élément dans
I'étude ne permet de recalculer et de confirmer les doses d’exposition des animaux exprimées
en mg.kg pc™.j'. Cette incertitude ne permet pas de retenir cette VTR.

Ainsi, compte tenu de ces limites, le CES ne retient pas les VTR existantes et propose
de construire une VTR long terme par voie orale.
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6.3 Construction de la VTR
6.3.1 Choix de I’étude clé

Eustache ef al. ont exposé quotidiennement par gavage a des doses de génistéine de 1 et 10
mg.kg pc.j des rates gestantes de souche Wistar han, de GD1jusqu’a PND21 (sevrage). Les
ratons étaient ensuite exposés quotidiennement par gavage jusqu'a PND80. Les méales de
cette génération F1, ont ensuite été accouplés avec des femelles non exposées. Cette étude
rapporte une diminution du poids relatif des épididymes chez les rats méles exposés in utero
et aprés la naissance et une diminution statistiquement significative de la taille des portées
(résultats de I'accouplement des rats méles de la génération F1 accouplés avec des femelles
non exposées). Ces effets sont considérés comme néfastes et transposables a 'Homme.
Ceux-ci ont été observés aux doses les plus faibles identifiées dans les études jugées de
bonne qualité tous effets confondus.

Ainsi, I'étude de Eustache et al. de 2009, jugée de bonne qualité, est retenue comme
étude clé.

6.3.2 Choix du point de départ

Dans I'étude clé retenue (Eustache et al., 2009), les effets développementaux sur la
descendance exposée in utero et en postnatal sont ceux qui apparaissent a la dose la plus
faible. Ainsi, le CES retient comme point de départ un LOAEL de 1 mg.kg pc™.j'associé
a une diminution du poids relatif des épididymes chez les rats males exposés in utero
et aprés la naissance et une diminution statistiquement significative de la taille des
portées issues de I'accouplement des males de la génération F1 et des femelles non
exposées.

6.3.3 Ajustement allométrique

Pour réduire lincertitude sur la variabilité inter-espéces, un ajustement allométrique est
réalisé. Une dose équivalente humaine (HED) est calculée a I'aide de I'équation suivante :

Poids animal jm

Dose équivalente Homme = Dose animal x | —
Poids homme

en utilisant le poids moyen des rats est de 0,25 kg et de 70 kg pour ’'Homme.
Soit LOAEL uep = 1 x (0,25/70)%2° = 0,24 mg.kg pc™.j’
Le LOAELwep de 0,24 mg.kg pc™'.j! est retenu comme PoD.

6.3.4 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de I'étude de Eustache et al. de 2009 a été effectué a l'aide des
facteurs d’incertitude (FI) suivants (Anses, a paraitre) :

- Variabilité inter-espéces (Fla) : 2,5

11 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).
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L’ajustement dosimétrique a permis de calculer une dose équivalente humaine, a l'aide de
I'équation précédente. Pour tenir compte de la composante toxicodynamique, un facteur
d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5 selon les recommandations de I'Anses.

Variabilité interindividuelle (Fly) : V10

La valeur de V10 est utilisée la VTR étant déja élaborée pour une population sensible.

Transposition subchronique a chronique (Fls) : 1

Les effets critiques résultant d’'une exposition in utero, la valeur de 1 est retenue.

Utilisation d’un point de départ (Flg.) : V10

Le PoD utilisé étant un LOAEL, la valeur de V10 est retenue.

Insuffisance des données (Flp) : 1

De multiples études de la toxicité de la génistéine étant disponibles, la valeur retenue pour ce
facteur est de 1.

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

6.3.5 Proposition de VTR long terme par voie orale et niveau de confiance

VTR = LOAEL#ep/FI = 0,24 mg.kg pc™.j'/ 25 = 0,01 mg.kg pc™.j™

Le niveau de confiance global moyen (2,8/5) a été attribué grace a un outil établi par 'Anses
en se fondant sur (Annexe 5) :

la nature et la qualité dans le corpus de données (note de 4/5) : nombreuses études
disponibles tant animales que humaines sur les isoflavones, et la génistéine en
particulier,

le choix de I'effet critique et le mode d’action (note de 4/5) : les effets des isoflavones
sur I'appareil reproducteur masculin sont décrits dans de nombreuses publications.
Néanmoins, il manque des données humaines,

le choix de I'étude clé (note de 4,7/5) : L’étude de Eustache et al. de 2009, jugée de
bonne qualité, couvre une durée d’exposition suffisante et une voie d’exposition
adéquate mais ne comporte que deux doses,

le choix du point de départ (note de 1/5) : cette étude permet d’identifier un LOAEL,

le choix des facteurs d’incertitude (note de 3/5):la littérature est suffisamment

abondante sur ces populations sensibles pour réduire le Fly.
Moyen-

faible

Faible Fort

1]
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Figure 8 : Niveau de confiance pour la VTR long terme par voie orale pour la femme enceinte (enfants a

naitre), la femme en age de procréer et les enfants pré-pubéres
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7 Conclusion et recommandations du CES

Deux VTR long terme par voie orale ont été élaborées pour la génistéine :

- une pour la population générale,
- une pour la femme enceinte (enfant a naitre), la femme en &ge de procréer et les
enfants pré-pubéres.

Bien que le calcul de ces VTR soit fondé sur les données propres aux effets de la génistéine,
elles peuvent étre étendues a la somme des isoflavones exprimée en mg.kg pc’.j"
d’équivalent aglycone (libres ou conjugués).

La VTR long terme par la voie orale pour la population générale est fondée sur 'augmentation
de l'incidence de I'’hyperplasie alvéolaire et canalaire de la glande mammaire chez le rat male.
Un niveau de confiance moyen a été attribué a cette VTR.

La VTR long terme par voie orale pour la femme enceinte (enfant a naitre), la femme en age
de procréer et les enfants pré-pubéres est fondée sur une diminution du poids relatif des
épididymes chez les rats males exposés in utero et aprés la naissance et une diminution
statistiquement significative de la taille des portées issues de 'accouplement des males de la
génération F1 et de femelles non exposées. Un niveau de confiance moyen a été attribué a
cette VTR.
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Tableau 8 : VTR long terme par voie orale pour la génistéine pour la population générale et pour la femme
enceinte (enfant a naitre), la femme en dge de procréer et les enfants pré-pubére

VR Organisme Anses
Année 2024
Nom VTR long terme par voie orale
Valeur 0,02 mg.kg pcj 0,01 mg.kg pc.j
Population cible Population générale Femme enceinte (enfant a naitre),

femme en age de procréer et les
enfants pré-pubéres

Effet critique Augmentation de lincidence de | Diminution du poids relatif des
I'hyperplasie alvéolaire et | épididymes chez les rats males et
canalaire de la glande mammaire | diminution de la taille des portées
chez les rats méles de Ila
génération FO

Etude clé | Référence NTP. 2008 Eustache et al., 2009

Espece Rat NCTR CD (Sprague-Dawley) | Rats wistar han
Exposition De PND42 a PND140 (FO) De la gestation jusquau jour
(duree, voie) postnatal 80.

Point de départ (PoD) NOAEL = 5,9 mg.kg pc'.j-! LOAEL = 1 mg.kg pc-'.j-

Ajustement temporel

Aucun Aucun
Ajustement allométrique | NOAEL, e = 1,65 mg.kg pc.j-! LOAELwep = 0,24 mg.kg pc.j-!
Facteurs d’incertitude (FI) | /¢ 25

Flatp: 2,5 Flatp: 2,5

Flu: 10 Flu: 10

Flo:1 FlL: V10

Fls : V10 Fls : 1

Flo: 1 Flo: 1
Niveau de confiance Moyen Moyen

PND : jour post-natal, NOAEL : No Observed Adverse Effect Level (= dose maximale n’entrainant pas
d’effet néfaste observé), LOAEL : Lowest Observed Adverse Effect Level (= dose minimale entrainant
un effet néfaste observé), HED : Human Equivalent Dose, Fla-to : Composante toxicodynamique du
facteur d’incertitude inter-espéces, Flu : Facteur d’incertitude intra-espéce ou interindividuel, FlsL :
Facteur d’incertitude lié au point de départ, Fls : Facteur d’incertitude lié a la durée de I'étude clé, Flp :
Facteur d’incertitude lié a l'insuffisance de données.

Recommandations

Selon les études expérimentales, tant in vitro qu’in vivo, le potentiel cestrogénique de la
génistéine est supérieur a celui de la daidzéine. Cependant, la daidzéine est transformée en
équol par le microbiote intestinal, et le potentiel cestrogénique de ce dernier est voisin de celui
de la génistéine (Shor et al., 2012). Ainsi, pour les personnes productrices d’équol, la
génistéine et la daidzéine exercent finalement un effet cestrogénique d’intensité comparable.
Compte tenu de ces équivalences et du fait que les données toxicologiques in vivo en lien
avec une perturbation endocrinienne sont quasi exclusivement fournies sur des effets de la
génistéine, le calcul de ces VTR soit fondé sur les données propres aux effets de la génistéine,
elles peuvent étre étendues a la somme des isoflavones exprimée en mg.kg pc’j’
d’équivalent aglycone (libres ou conjuguées).
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Il est important de garder a I'esprit que ces deux VTR proposées ont été déterminées en
suivant la méthodologie validée pour des agents chimiques dont I'exposition entraine des
effets indésirables. Cependant, cette saisine s'adresse a une famille de composés
naturellement présents dans I'alimentation, et pour lesquels il existe une grande quantité de
données humaines testant leurs éventuels effets bénéfiques et non pas indésirables.

Date de validation du rapport d’expertise collective par le comité d’experts spécialisé :
le 28/06/2024.

Maisons-Alfort, le

Au nom des experts du CES

« Valeurs sanitaires de
référence »,

M. Fabrice Michiels
Le président du CES
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Annexe 1 : Lettre de saisine

2022.5A-0221

GOUVERNEMENT

bt Courrier arrivé

Fraternité

2.1 NOv, 2077

DIRECTION GENERALE -

Paris, le 77 vthhe 2022

Dossier suivi par : Erwan de Gavelle

DGAL/SPPSI/SDATAA/BPAL La Directrice générale de |'alimentation

Réf. : SDATAA-BPAL Le Directeur général de la santé

Tél.: 0149 55 50 24 :
Mél. : erwan.degavelle@agriculture.gouv.fr a

Dossier suivi par : Isabelle de Guido-Vincent-Genod ~ Monsieur le Directeur général de I’ANSES
DGS/EA/EA3 14, rue Pierre et Marie Curie

Réf. : 94701 MAISONS ALFORT CEDEX

Tél.: 014056 68 47

Meél. : Isabelle.de-guido@sante.gouv.fr

Objet : Demande d’avis de |'Anses relatif a I’évaluation du risque sanitaire de la consommation
d’aliments contenants des isoflavones, en lien avec le risque de perturbation endocrinienne

Contexte

D'aprés I'étude INCA3, 1,8 % des adultes déclarent suivre un régime végétarien excluant au minimum la
viande. Le Programme national de I'alimentation et la nutrition 2019-2023 (PNAN) prévoit des actions
pour promouvoir les apports en protéines végétales. Les recommandations alimentaires du Programme
national nutrition santé (PNNS) sont d’augmenter la consommation de légumes secs, et d‘aller vers des
féculents complets, en raison de leur richesse en fibres. Par ailleurs, la loi dite Climat et Résilience, dans
son article 252, introduit I'obligation, dans I'ensemble de la restauration collective scolaire, de proposer
au moins un menu végétarien par semaine, et, & titre expérimental, les collectivités territoriales
volontaires peuvent proposer quotidiennement le choix d’un menu végétarien depuis le 22 ao0t 2021.
Le menu végétarien doit s'insérer dans un plan alimentaire respectueux des exigences fixées par l'arrété
du 30 septembre 2011 relatif a la qualité nutritionnelle des repas servis dans le cadre de la restauration
scolaire, en cours de révision. Au plus tard le 1er janvier 2023, dés lors qu’ils proposent habituellement
un choix multiple de menus, les gestionnaires, publics et privés, des services de restauration collective -
de I'Etat, de ses établissements publics et des entreprises publiques nationales seront tenus de proposer
quotidiennement le choix d’un menu végétarien. Ces menus contiennent trés souvent des produits a:

base de soja en raison de leur richesse en protéines et de la diversité de textures existantes (edamame,
protéines texturées, tofu...).

A la suite de la saisine de la direction générale de la Santé du 16 mai 2019 afin d‘élaborer les
recommandations nutritionnelles pour les populations spécifiques, le Haut conseil de la santé publique
a publié le 10 mars 2022 Iavis relatif a la révision des repéres alimentaires du PNNS pour les femmes
enceintes et allaitantes. Il recommande, par mesure de précaution, de s’abstenir de consommer des
produits contenant des phytoestrog&nes et donc d‘éviter les aliments & base de soja en raison de leur
richesse en phytoestrogénes et les compléments alimentaires contenant des phytoestrogénes. Le seuil
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limite de sécurité des phytoestrogénes ayant été défini sur la base de données anciennes, le HCSP
recommande la mise a jour par I'’Anses du rapport de'AFSSA (Agence francaise de sécurité sanitaire des
aliments) de mars 2005 portant sur lesirisques assocnes a ces substances, en particulier pour les femmes
enceintes et allaitantes. i

Cadre général de la saisine

L'Anses a été saisie par la direction générale de la-Santé le 20 décembre 2019 pour un appui scientifique
et technique relatif aux recommandations nutritionnelles pour la mise en place du menu végétarien
hebdomadaire en restauration collective scolaire (saisine 2019-SA-0205). Des premiers éléments
scientifiques transmis par I’Anses le 17 janvier 2020 ont permis d‘élaborer des recommandations de
composition des menus végétariens hebdomadaires, avec une fréquence maximale d‘un menu & base
de soja sur 20 repas successifs, dans I'attente d’une analyse des risques détaillée par rapport 3
I'exposition aux phytoestrogénes. En effet, sur ce sujet, I’AST du 17 janvier 2020 indiquait que cette
question nécessitait une expertlse en évaluation des risques sanitaires incompatible avec le délai de la
saisine.

En paralléle, I'Anses a mis en place un groupe de travail dans le cadre de la saisine portant sur
I'établissement de repéres alimentaires destinés aux personnes suivant un régime d’exclusion de tout ou
partie des aliments d’origine animale (saisine 2019-SA-0118). La substitution des protéines animales par
des protéines végétales souvent issues du soja souléve la question du risque lié a une augmentation de
I'exposition aux phytoestrogénes.

Les phytoestrogénes comportent principalement des isoflavones, retrouvées en quantités élevées dans
le soja et les produits dérivés. lls comprennent également les entérolignanes, dont les précurseurs
(lignanes) sont présents en plus faibles quantités dans de nombreux aliments : fruits, légumes, céréales
et graines oléagineuses.

Il est demandé a I’Anses d’évaluer le risque sanitaire lié a la consommation d‘aliments contenant des
isoflavones.

Les questions posées a I’Anses sont les suivantes :

- au regard des données disponibles les plus récentes, quelle est la valeur toxicologique de
référence (VTR) long terme par voie orale en isoflavones. Cette VTR devra prendre en compte
les différentes catégories de population, notamment la population adulte, les femmes
ménopausées, les femmes enceintes et allaitantes, et les enfants ;.

- identifier les aliments de consommation courante riches en isoflavones et déterminer les
quantités maximales de consommation de ces aliments, afin de ne pas dépasser la VTR établie.
Ce travail sera effectué pour I'ensemble de la population adulte, ainsi que pour les populations
spécifiques, notamment les femmes enceintes et allaitantes, et les enfants s

- Existe-t-il des liens entre |'exposition des nourrissons aux isoflavones par la consommation de
préparations & base de protéines de soja ou par |'allaitement par les méres consommant des
produits riches en isoflavones et la santé aux différents age de la vie ?

- _ Dans le cadre de la restauration collective :
Quelles sont les fréquences recommandées sur 20 repas successifs de composantes (entrée,
plat, dessert) a base de soja (soja et produits dérivés de soja comme le tonyu, du tofu et des
desserts 3 base de soja) étant donné. la teneur en isoflavones, ainsi que les portions
recommandées :
- pour les enfants en restauration scolaire (de la maternelle au lycée) ;
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- pour les enfants en créche (de 0 a 3 ans) ;
- pour les adultes en restauration d’entreprise ;
- pour les personnes dgées en EHPAD ?

Délai de réponse

La remise d’un rapport intermédiaire concernant les 3 premiéres questions est attendue avant le 1
janvier 2024. Le rapport final est attendu au 1¢ juillet 2024.

Destinataires pour la réponse mail :

DGS : christel.courcelle@sante.gouv.fr, melanie.picherot@sante.gouv.fr isabelle.de-guido@sante.gouv.fr
DGAL : carole.foulon®@agriculture.gouv.fr erwan.degavelle@agriculture.gouv.fr, saisines-
anses.dgal@agriculture.gouv.fr

Nos services se tiennent & votre disposition pour vous apporter toute information complémentaire.
Nous vous remercions de bien vouloir accuser réception de la présente demande.

La Directrice Générale de I'Alimentation Le Directeyf §énéral de la Santé

Signature numérique
Maud FAIPOUX IDy¢'vya i FaPOUX ID

Maud FAIPOUX Jér SALOMON
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Annexe 2 : Recherche bibliographique

Date de la recherche Pubmed : 25 mai 2024.

Requéte

Nombre de
références

Commentaires

((isoflavone*[Title/Abstract]) OR (soybean*[Title/Abstract]) OR (soy bean*[Title/Abstract])
OR (soyabean*[Title/Abstract]) OR (soya[Title/Abstract]) OR (genistein[Title/Abstract]) OR
(glycitein[Title/Abstract]) OR (daidzin[Title/Abstract]) OR (genistin[Title/Abstract]) OR
(glycitin[Title/Abstract]) OR (phytoestrogen*[Title/Abstract]))

Scopus (Article tilte, Abstract, keywords):

isoflavons OR soybean OR soy OR beans OR soyabeans OR soya OR genistein OR
glycitein OR daidzin OR genistin OR glycitin OR phytoestrogens

73122

304 397

((animal*[Title/Abstract]) OR (rat[Title/Abstract]) OR (rats[Title/Abstract]) OR
(mouse[Title/Abstract]) OR (mice[Title/Abstract]) OR (nonhuman(Title/Abstract]))

Scopus (Article tilte, Abstract, keywords):

animals OR rat OR rats OR mouse OR mice OR nonhuman

3 728 966

11 156 005

((human[Title/Abstract]) OR (humans[Title/Abstract]) OR (woman[Title/Abstract]) OR
(women[Title/Abstract])) OR (man[Title/Abstract]) OR (men[Title/Abstract]) OR
(child*[Title/Abstract]) OR (adolescent*[Title/Abstract]) OR (youth*[Title/Abstract]) OR
(young*[Title/Abstract]) OR (teen*[Title/Abstract]) OR (adult*[Title/Abstract]) OR ("middle
aged"[Title/Abstract]) OR (aged[Title/Abstract]) OR (elder*[Title/Abstract]) OR (senior
citizen*[Title/Abstract]))

Scopus (Article tilte, Abstract, keywords):

human OR humans OR woman OR women OR man OR men OR child OR adolescent
OR youth OR young OR teen OR adult OR middle aged OR aged OR elder OR senior
citizen

8706 944

27337

((risk*[Title/Abstract]) OR (safe*[Title/Abstract]) OR (adverse[Title/Abstract]) OR (side-
effect*[Title/Abstract]) OR (hazard*[Title/Abstract]) OR (harm[Title/Abstract]) OR
(harmful[Title/Abstract]) OR (negative[Title/Abstract]) OR (contraindicat*[Title/Abstract])
OR (contra-indicat*[Title/Abstract]) OR (toxic[Title/Abstract]) OR (toxicity[Title/Abstract]))

Scopus (Article tilte, Abstract, keywords):

risk OR safe OR adverse OR side-effect OR hazard OR harm OR harmful OR negative
OR contraindicat OR contra-indicat OR toxic OR toxicity

6 459 626

11 627 462

(((isoflavone*[Title/Abstract]) OR (soybean*[Title/Abstract]) OR (soy bean*[Title/Abstract])
OR (soyabean*[Title/Abstract]) OR (soya[Title/Abstract]) OR (genistein[Title/Abstract]) OR
(glycitein[Title/Abstract]) OR (daidzin[Title/Abstract]) OR (genistin[Title/Abstract]) OR
(glycitin[Title/Abstract]) OR (phytoestrogen*[Title/Abstract]))) AND (((risk*[Title/Abstract])
OR (safe*[Title/Abstract]) OR (adverse[Title/Abstract]) OR (side-effect*[Title/Abstract]) OR
(hazard*[Title/Abstract]) OR (harm[Title/Abstract]) OR (harmful[Title/Abstract]) OR
(negative[Title/Abstract]) OR (contraindicat*[Title/Abstract]) OR (contra-
indicat*[Title/Abstract]) OR (toxic[Title/Abstract]) OR (toxicity[Title/Abstract])))

12815

47880

((((isoflavone*[Title/Abstract]) OR (soybean*[Title/Abstract]) OR (soy
bean*[Title/Abstract]) OR (soyabean*[Title/Abstract]) OR (soya[Title/Abstract]) OR
(genistein[Title/Abstract]) OR (glycitein[Title/Abstract]) OR (daidzin[Title/Abstract]) OR
(genistin[Title/Abstract]) OR (glycitin[Title/Abstract]) OR (phytoestrogen*[Title/Abstract])))
AND (((risk*[Title/Abstract]) OR (safe*[Title/Abstract]) OR (adverse[Title/Abstract]) OR
(side-effect*[Title/Abstract]) OR (hazard*[Title/Abstract]) OR (harm[Title/Abstract]) OR
(harmful[Title/Abstract]) OR (negative[Title/Abstract]) OR (contraindicat*[Title/Abstract])
OR (contra-indicat*[Title/Abstract]) OR (toxic[Title/Abstract]) OR (toxicity[Title/Abstract]))))

2970

18264
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AND (((animal*[Title/Abstract]) OR (rat[Title/Abstract]) OR (rats[Title/Abstract]) OR
(mouse[Title/Abstract]) OR (mice[Title/Abstract]) OR (nonhuman(Title/Abstract])))

((((isoflavone*[Title/Abstract]) OR (soybean*[Title/Abstract]) OR (soy
bean*[Title/Abstract]) OR (soyabean*[Title/Abstract]) OR (soya[Title/Abstract]) OR
(genistein[Title/Abstract]) OR (glycitein[Title/Abstract]) OR (daidzin[Title/Abstract]) OR
(genistin[Title/Abstract]) OR (glycitin[Title/Abstract]) OR (phytoestrogen*[Title/Abstract])))
AND (((risk*[Title/Abstract]) OR (safe*[Title/Abstract]) OR (adverse[Title/Abstract]) OR
(side-effect*[Title/Abstract]) OR (hazard*[Title/Abstract]) OR (harm[Title/Abstract]) OR
(harmful[Title/Abstract]) OR (negative[Title/Abstract]) OR (contraindicat*[Title/Abstract])
OR (contra-indicat*[Title/Abstract]) OR (toxic[Title/Abstract]) OR (toxicity[Title/Abstract]))))
AND (((human[Title/Abstract]) OR (humans[Title/Abstract]) OR (woman[Title/Abstract])
OR (women[Title/Abstract]) OR (man[Title/Abstract]) OR (men[Title/Abstract]) OR
(child*[Title/Abstract]) OR (adolescent*[Title/Abstract]) OR (youth*[Title/Abstract]) OR
(young*[Title/Abstract]) OR (teen*[Title/Abstract]) OR (adult*[Title/Abstract]) OR ("middle
aged"[Title/Abstract]) OR (aged[Title/Abstract]) OR (elder*[Title/Abstract]) OR (senior
citizen*[Title/Abstract])))

4772

16

((((isoflavone*[Title/Abstract]) OR (soybean*[Title/Abstract]) OR (soy
bean*[Title/Abstract]) OR (soyabean*[Title/Abstract]) OR (soya[Title/Abstract]) OR
(genistein[Title/Abstract]) OR (glycitein[Title/Abstract]) OR (daidzin[Title/Abstract]) OR
(genistin[Title/Abstract]) OR (glycitin[Title/Abstract]) OR (phytoestrogen*[Title/Abstract])))
AND (((risk*[Title/Abstract]) OR (safe*[Title/Abstract]) OR (adverse[Title/Abstract]) OR
(side-effect*[Title/Abstract]) OR (hazard*[Title/Abstract]) OR (harm[Title/Abstract]) OR
(harmful[Title/Abstract]) OR (negative[Title/Abstract]) OR (contraindicat*[Title/Abstract])
OR (contra-indicat*[Title/Abstract]) OR (toxic[Title/Abstract]) OR (toxicity[Title/Abstract]))))
AND (((animal*[Title/Abstract]) OR (rat[Title/Abstract]) OR (rats[Title/Abstract]) OR

(mouse[Title/Abstract]) OR (mice[Title/Abstract]) OR
(nonhuman(Title/Abstract]))) Filters: from 2021 — 2024
Scopus :

( TITLE-ABS-KEY ( isoflavones OR soybean OR soy OR beans OR soybeans OR soya
OR genistein OR glycitein OR daidzin OR genistin OR glycitin OR phytoestrogens ) AND
TITLE-ABS-KEY ( animals OR rat OR rats OR mouse OR mice OR nonhuman ) AND
TITLE-ABS-KEY ( risk OR safe OR adverse OR side-

effect OR hazard OR harm OR harmful OR negative OR contraindicate OR contra-
indicat OR toxic OR toxicity ) ) AND PUBYEAR > 2020 AND PUBYEAR < 2025

503

4137

((((isoflavone™*[Title/Abstract]) OR (soybean*[Title/Abstract]) OR (soy
bean*[Title/Abstract]) OR (soyabean*[Title/Abstract]) OR (soya[Title/Abstract]) OR
(genistein[Title/Abstract]) OR (glycitein[Title/Abstract]) OR (daidzin[Title/Abstract]) OR
(genistin[Title/Abstract]) OR (glycitin[Title/Abstract]) OR (phytoestrogen*[Title/Abstract])))
AND (((risk*[Title/Abstract]) OR (safe*[Title/Abstract]) OR (adverse[Title/Abstract]) OR
(side-effect*[Title/Abstract]) OR (hazard*[Title/Abstract]) OR (harm[Title/Abstract]) OR
(harmful[Title/Abstract]) OR (negative[Title/Abstract]) OR (contraindicat*[Title/Abstract])
OR (contra-indicat*[Title/Abstract]) OR (toxic[Title/Abstract]) OR (toxicity[Title/Abstract]))))
AND (((human(Title/Abstract]) OR (humans[Title/Abstract]) OR (woman[Title/Abstract])
OR (women[Title/Abstract]) OR (man[Title/Abstract]) OR (men[Title/Abstract]) OR
(child*[Title/Abstract]) OR (adolescent*[Title/Abstract]) OR (youth*[Title/Abstract]) OR
(young*[Title/Abstract]) OR (teen*[Title/Abstract]) OR (adult*[Title/Abstract]) OR ("middle
aged"[Title/Abstract]) OR (aged[Title/Abstract]) OR (elder*[Title/Abstract]) OR (senior
citizen*[Title/Abstract]))) Filters: from 2021 — 2024

Scopus :

( TITLE-ABS-KEY ( isoflavones OR soybean OR soy OR beans OR soybeans OR soya
OR genistein OR glycitein OR daidzin OR genistin OR glycitin OR phytoestrogens ) AND
TITLE-ABS-KEY ( human OR humans OR woman OR women OR man OR men OR child
OR adolescent OR youth OR young OR teen OR adult OR middle AND aged OR aged
OR elder OR senior AND citizen ) AND TITLE-ABS-KEY ( risk OR safe OR adverse OR
side-effect OR hazard OR harm OR harmful OR negative OR contraindicate OR contra-
indicat OR toxic OR toxicity ) ) AND PUBYEAR > 2020 AND PUBYEAR < 2025

873

page 79 /100

Juin 2024




Anses e Rapport d’expertise collective

Critéres d’exclusion :
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Etudes sur les mécanismes d’action, les expositions court terme, les

voies d’administration sous-cutanée, les études sur des mélanges d’isoflavones ou les
mélanges de génistéine et daidzéine, les administrations par dose unique, les études sur

animaux pathologiques ou transgéniques, les méta-analyses.

Diagramme Prisma :

Références identifiées par
recherche sur base de
données (n = 5529)

Références supplémentaires
identifiées par d’autres
sources (n =6)

'

v

(4
£S
[\l
g
e
-
<
d
i<

»|  Doublons exclus (n = 1275)
A
Références identifiées apres
suppression des doublons (n =4254)
o p| Reéférences exclues sur titre et
.‘_f A résumé* (n =4209)
d
5 Références sélectionnées sur titre et
résumé (n =45)
- 5| Reéférences exclues sur texte
= ¥ intégral* (n =17)
<
é Références éligibles sur texte
intégral (n =28)

Références™* exclues avec
raisons (ex : qualité

\ 4

insuffisante, inaccessibilité

<
.S
g
<
=

Références™ incluses dans la
synthése™* (n =25)

des données...) (n =3)

* si utile, préciser les raisons d’exclusions ou encore le nombre de références exclues par raison d’exclusion

** si pertinent selon les besoins de la méthode d’expertise, rapporter le nombre d’études a la place du nombre de références

*** expliciter s'il s’agit d’une synthese qualitative ou quantitative ou éventuellement
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Annexe 3 : Données de génotoxicité pour la génistéine et la daidzéine (issues du rapport SCCS, 2022)

GENISTEINE

o Test de mutations géniques sur bactéries (test d’Ames)

Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Résultats | Références
métabolique)
Salmonella typhimurium 0, 1, 10, 50, 100, 500 pg/plaque - Bartholomew et
TA1538, TA98 et TA100 S9 Aroclor 1254 Ryan, 1980
S. typhimurium TA98 et TA100 | Aucune donnée sur les concentrations utilisées - Sugimura et al.,
1977
Test de mutations géniques sur | Test de mutation inverse dans les souches TA1535, TA153, TA98 ; McClain et al.,
des souches de S. typhimurium | TA1DD et Escherichia coli WP2 uvrA. Plaques en ftriple traitées avec Avec et | 2006a
et E. coli conformément a la une concentration allant jusqu'a 3 300 pg/plaque dans une premiére sans S9
ligne directrice 471 de I'OCDE expérience et avec jusqu'a 1 000 pg/plague dans une deuxiéme Mix.
expérience en présence et en absence S9 de foie de rats.
Test de mutations géniques sur | Exposition a la génistéine en milieu acide (aprés un traitement aux - Masuda et al.,
souches TA98 et TA100 de S. nitrites) 2012
typhimurium
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e Tests du micronoyaux et d’aberrations chromosomiques sur cellules de mammiféres
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Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique) Résultats | Références
Test du micronoyau (MN) sans 5, 10, 18, 25, 50, 75uM + Virgilio et al.,
CytB, coloration CREST Contréles positifs MMS a 50ug/mL et vincristine a 10 nM. Un solvant 2004
Fibroblastes pulmonaires du diméthylsulfoxyde (DMSO) et un milieu témoin ont été réalisés en paralléle pour

hamster chinois male V79 chaque test. Les cellules étaient traitées pendant 18 h (1,5 cycle cellulaire).

Test du micronoyau (MN) sans | 5 10, 18, 25 M, exposition pendant 6 h puis conservées dans un milieu frais + Kulling et

CytB et coloration CREST sur pendant 6 a 24 h. Les cellules ont été étalées sur lames (150 000 cellules par lame). Metzler, 1997
fibroblastes pulmonaires de 2 000 cellules par lame ont été examinées pour détecter les signaux MN (coloration

hamster chinois male V79. DAPI et PI) et CREST.

Cytotoxicite avec la Trois expériences indépendantes.

sulforhodamine B

Test de micronoyaux en culture | 25 yM, exposition pendant 6 h + Kulling et al.,

de lymphocytes sanguins 1999
périphériques humains

Test du micronoyau avec Cyt B | 0- 1. 5, 10 et 20 pg/mL, exposition pendant 24h + Morris et al., 1998
sur lymphoblastoides humain

AHH-1 et L3

Aberrations chromosomiques in | o5 uM de génistéine. + Record ef al.,
vitro sur splénocytes de souris 1995

en culture

Aberrations chromosomiques in | 100 uM de génistéine pendant 2 et 4 heures. + Nakayama et al.,
vitro sur cellules HeLa 53 2014
Aberrations chromosomiques 12,5 ; 25 ; 50 UM + Tsutsui et al.,
sur cultures primaires de Traitement pendant 24 heures Avec 2003

cellules SHE (a partir de foetus cytotoxicit

de 13 jours de gestation). é

Etude du micronoyau sur
cellules d'hépatome HTC

10 uM Cytotoxicité MTT 24 h

Lepri et al., 2013

Test de blocage du micronoyau
par cytokinése in vitro pour les
cellules MCF-7

Exposition de 24h sans S9 mix a 107 et 10® M en génistéine.
Contrble positif BaP

Nasri et
Pohjanvirta, 2021
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Schmitt et al.,
+/- lymphome de souris cellules | Exposition pendant 5h plus 20h d'incubation, sans S9. 2003

Test du micronoyau L5178Y tk 30 pM ‘ ‘ -
(clone 3.7.2¢)
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o Tests de mutations géniques sur cellules de mammiféres
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Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Résultats | Références
métabolique)
Test a I'hypoxanthine guanine | 3 heures d’incubation - Kulling et Metzler, 1997
phosphoribosyl transférase
(HPRT) sur fibroblastes
pulmonaires de hamster chinois
male V79
Test de mutation génique sur | Temps d'exposition de 3 et 24 heures. + McClain et al., 2006b
cellules de mammiferes Présence de S9 (temps d'exposition 3 heures).
Lymphome de la souris L517BY | £ rabsence de S9-mix, les cellules ont été traitées avec jusqu'a 60
Tk+/ et 7,5 pg/mL
OCDE TG 476 En présence de S9-mix, les expériences ont été réalisées jusqu'a
une concentration maximale de 6,5 et 7,5 pg/mL
Mutations génétiques dans les 0, 1,5, 10 et 20 pg/mL + Morris et al., 1998
cellules lymphoblastoides Exposition pendant 24 h.
humaines AHH-1 tk +/- (p53+/-) et | La fraction mutante au locus tk déterminée par la résistance au
L3 (p53+/-) TFT et au locus Hprt par la 6-TG.
Test du lymphome de souris, Exposition a des concentrations de génistéine de 2,5 a 20 pg /ml + Zou et al., 2012
locus Tk. pendant 3 ou 24 heures en l'absence d'activation métabolique.
Test de mutations génétiques au | Cellules traitées 48h avec la génistéine et d'autres phytoestrogénes + Tsutsui et al., 2003.
niveau du locus Na+/K+ ATPase | ou B[a]P pour les mutations du géne au niveau des locus Na+/K+
ou hprt sur cellules SHE (a partir | ATPase ou hprt (résistance a Qua ou TG). Temps d'expression : 4
de foetus agés de 13 jours de jours ; plus 7 jours pour la formation des colonies
gestation)
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o Tests de dommages a ’ADN in vitro (tests des cométes, élution alkaline,...)

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Substance Résultats Références
métabolique)
Test d’élution Exposition a la génistéine pendant 6 h. Génistéine. + Kulling et Metzler,
alcaline de I'ADN 1997
Cellules V79
'Cassures de Exposition 3h, 100, 250 et 500 pM, Génistéine - Di Virgilio et al.,
I'ADN par le test | controles positifs H202. 2004
des cometes sur | Royge neutre et MTT - Traitement 24h.
fibroblastes
pulmonaires de
hamster chinois
male V79
Dommages a Cinq patients atteints de mucopolysaccharidose (MPS) de type IV | Solution mére + Negretto et al.,
I'ADN par le A d'un 4ge moyen de 20ans, (280 pM de 2014
test des cométes | Leucocytes ont été traités pendant 6 heures avec 10, 30 et 50 pM | génistéine et
sur leucocytes. de génistéine. 0,05 % de
DMSO)
Test alcalin in Lymphocytes humains traités entre 10 et 50 uM. Génistéine + Ullah et al., 2009
vitro des cométes purifiée. Efsa, 2015 ;
sur les VKM, 2017
lymphocytes
humains
Action Cellules humaines de cancer papillaire de la thyroide (CTP) Génistéine - Ullah et al., 2009
antinéoplasique traitées avec de la génistéine (1-10-50-100 uM). La viabilité purifiée
sur tissus cellulaire, la prolifération, les dommages primaires de I'ADN et les
thyroidiens. dommages chromosomiques ont été évalués.
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Test des Exposition de 30 minutes a la génistéine 12,5-100 uM (cellules Génistéine de + Pool-Zobel et al.,
cométes HT29), 12,5-50 uM cellules primaires de la muqueuse du cdlon. synthése Augmentation 2000
HT29 clone 19 des cassures de
et cellules brins
primaires du Réponse a la
cblon dose dans les

cellules HT29

(12,5-100 uM),

Dans les cellules

primaires de la

muqueuse du

céblon, pas de

SBS, pas
d'oxydation de
I'ADN (12,5-50
uM).
Test des Concentrations de génistéine : 0, 1, 10, 25, 50, 100, uM Génistéine + Anderon et al.,
cométes sur des | Lymphocytes traités pendant 0,5 h : 2 études distinctes 1997
spermatozoides | Spermatozoides traités pendant 1h : 3 études distinctes.
humains
Leucocytes
isolés du sang
périphérique (1
donneur
masculin et 1
donneur féminin)
Test des Comete : lymphocytes traités pendant 30 minutes a 37°C, sperme | Génistéine + Cemeli et al.,
cometes traité pendant 1 heure a 37°C a la génistéine. 2004,
Lymphocytes Viabilité vérifiée par exclusion au bleu de Trypan.
isolés d'un Les valeurs du moment de la queue pour les lymphocytes et le %
donneur sain. d'ADN de la téte pour les spermatozoides ont été déterminés.
Echantillon de
sperme d'un
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autre donneur
sain.

Test alcalin des

Cellules cancéreuses du cOlon HT-29 traitées avec 2 a 200 uM

Génistéine

Salti et al., 2000 ;

comeétes in vitro pendant 1 ou 48 heures. Efsa, 2015 ;
cellules HT-29 VKM, 2017.
Test alcalin des Les tissus thyroidiens ont été traités avec de la génistéine (1-10- Ferrari et al.,
cométes in vitro 50-100 uM). Exposition 4 et 24h. La viabilité cellulaire [...] 2019
Prolifération, les dommages primaires de I'ADN et les dommages
chromosomiques ont été évalués.
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e Autres tests in vitro
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Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Résultats | Références
métabolique)

Effet inhibiteur de la Activité inhibitrice potentielle de la génistéine sur les ADN + Mizushina et

génistéine sur les topoisomérases | et Il (topo | et ) purifiées du placenta humain. al., 2013

topoisomérases | et Il de

I'ADN (topo | et ll) isolées

du carcinome du célon

humain HCT116

Essai de transformation Cellules traitées avec de la génistéine et d'autres phytocestrogénes + Tsutsui et al.,

cellulaire (CTA) ou avec du B[a]P pendant 48 heures. 2003

Des cultures de cellules

SHE ont été établies a

partir de foetus de 13 jours

de gestation.

Essai de transformation Génistéine testée (avec I'hémisulfate de métaprotérénol, la p- - Harvey et al.,

cellulaire (CTA) anisidine, le résorcinol, la roténone et le benzo[a]pyréne) a 2-4 2005

Essai standard d'exposition | ug/ml (pH 6,7, la concentration maximale a été limitée par la

SHE sur 7 jours cytotoxicité). Traitement continu pendant 7 jours

Adduits a I'ADN par post- Génistéine 12,5, 25 et 50 yM pendant 24 h + Tsutsui et al.,

marquage au 32P

Des cultures de cellules
SHE ont été établies a
partir de foetus de 13 jours
de gestation

cochromatographie

2003
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e Etudes sur micronoyaux et d’aberrations chromosomiques in vivo (OCDE TG 474) :

Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique) Résultats Références
Test du 3 tests indépendants in vivo du micronoyau de la moelle osseuse effectués sur - McClain et al.,
micronoyau in des souris Moro traitées par voie orale pendant 14 jours a des doses de 0,2, 2 et 2006a

vivo chez la 20 mg.kg pc™.j?, chez des rats RAIf (500, 1000 et 2000 mg.kg™' dans une solution

souris aqueuse de carboxyméthylcellulose a 0,5 %) et des rats Wistar traités par voie

et des rats orale une fois par jour.

Rats Wistar traités par voie orale une fois a la dose unique de 2000 mg.kg™ (avec
des récoltes a 24 et 48 heures).

Les concentrations sanguines de génistéine totale mesurées lors du test du
micronoyau effectué chez les males et les femelles Wistar étaient respectivement
de 40, 313 et 24 940 nmol/L.

Test du Les effets de la génistéine ont été étudiés chez des souris femelles C57BL/6J - Record et al.,
micronoyau in (&gées d'environ 8 semaines) auxquelles on a administré par voie orale 20 mg.kg 1995

vivo chez la pc'.j' de génistéine pendant 5 jours.

souris

Induction in vivo | Administration de la génistéine seule ou aprés un traitement au nitrite dans des - Masuda et al.,
d'aberrations conditions acides lors d'un test in vivo du micronoyau dans les cellules du sang 2012
chromosomiques | périphérique de souris males ICR.

chez les

o Tests des cométes et de dommages a I'ADN in vivo

Souches Conditions d’exposition Résultats Références
(concentration/durée/activation métabolique)

Test des cométes avec | Génistéine dissoute dans une solution saline - - Toyoizumi et al.,

modification Fpg sur administration orale a la dose de 1 mg.kg pc™ (souris Administration unique 3h 2010

les cellules de la n = 5/ groupe) et 10 mg.kg™' de NaNO; d'exposition négative.

muqueuse gastrique Test des cométes modifié par le taux de glycémie a 3 +

Effets de heures avec la génistéine seule et 1, 3 et 6 heures Administration conjointe de

I'administration aprés la co-administration avec le NaNO». génistéine et de NaNO2 a

conjointe de génistéine | Moment de la queue augmenté de maniére

et de NaNO3 Mesure de la 8-oxodG nucléaire significative les dommages a
SOD, histopathologie I'ADN.
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o Etudes de mutations géniques in vivo et autres tests :
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Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique) Résultats | Références
Essai de tumorigenése | 40 souris p53-/- males et 40 femelles (dgées de 4 a 6 semaines ; 20 souris avec un régime de - Misra et al.,
chez la souris p53-/-, controle et 20 souris avec régime contenant 0,04 % de génistéine (50 a 60 mg.kg pc'.j!) pendant 2002
souris méales femelles environ 100 jours.

Tissus prélevés pour I'histopathologie (cerveau, glande salivaire, structures nasales, ganglions

lymphatiques mandibulaires et mésentériques, pancréas, hypophyse, glande surrénale, thyroide,

parathyroide, trachée/cesophage, thymus, foie, vésicule biliaire, rate, poumon, cceur, peau

abdominale droite avec glandes mammaires, estomac, jéjunum, célon, duodénum, iléon, caecum,

rectum, vessie urinaire, rein, fémur, testicule/épididyme, vésicule séminale, vessie/prostate ou

ovaire, corne utérine)
Mutation génétique in Rats Big Blue femelles traités avec 80 mg.kg pc™' de DMBA. Certains rats ont également regu un - Chen et al,,
vivo chez le rat supplément de 1 000 ppm de génistéine (environ 20 mg.j™"). Seize semaines aprés le traitement, les 2005
Rats femelles Big Blue | rats ont été sacrifiés, leurs foies ont été prélevés et les fréquences de mutants (MF) et les types de

mutations ont été déterminés dans le géne cll du foie.
Essai de mutagénése Différents groupes de traitement (n = 5 rats pour I'étude de mutagenése et 10 rats pour I'étude de - Aidoo et al.,
Lacl dans des cellules | cancérogenése par groupe) ont été nourris avec un régime contenant 250 ppm ou 1 000 ppm de 2005

utérines chez des rats
transgéniques Big Blue
femelles (agées de 3
semaines)

génistéine, jusqu'a la fin des expériences. En méme temps, 2 groupes de rats ont été gavés avec
une dose unique (1 ml) de 80 mg.kg™' de DMBA, et les 2 autres groupes ont été gavés avec un
volume égal d'huile de sésame. A I'age de 9 semaines, un groupe de rats traités au DMBA ou
contrélés par le véhicule a subi une ovariectomie bilatérale.

Les utérus ont été récoltés et pesés pour I'essai de mutagenése lacl a 23 semaines (16 semaines
apres le traitement au DMBA) et a 27 semaines (20 semaines aprés le traitement au DMBA) pour
I'étude de la cancérogénése. Une analyse de I'antigéne nucléaire des cellules
proliférantes/apoptose dans les tissus utérins et une analyse histopathologique ont été réalisées.

Mutation de génes chez

Différents groupes de traitement (n = 5 rats pour I'étude de mutagénése et 10 rats pour I'étude de

Manjanatha et

des rats transgéniques | cancérogénese par groupe) ont été nourris avec un régime contenant 250 ppm ou 1 000 ppm de al., (2006).
Big Blue femelles génistéine, jusqu'a la fin des expériences.
(4gées de 3 semaines) | Au 50e jour postnatal (PND50), 2 groupes de rats ont été gavés avec une dose unique (1 mL) de 80
Essai de mutagenese mg.kg™' de DMBA, et les 2 autres groupes ont été gavés avec un volume égal d'huile de sésame.
lacl dans les cellules de | Deux semaines aprés le traitement au DMBA, les rats ont été divisés en deux groupes et ont été
la glande mammaire soit ovariectomisés bilatéralement (OVX), soit laissés sans traitement (INT).
page 90 /100 Juin 2024




Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Les glandes mammaires ont été prélevées et pesées pour I'essai de mutagénése lacl a 23
semaines d'age (16 semaines aprés le traitement au DMBA) et a 27 semaines (20 semaines aprés
le traitement au DMBA) pour I'étude de la cancérogénése.

L'analyse de l'antigéne nucléaire des cellules proliférantes/apoptose dans les tissus des glandes
mammaires et I'analyse histopathologique ont été réalisées.

Mutations génétiques
chez des rats
transgéniques Big Blue
femelles (dgées de 3
semaines)

Essai de mutagenése
du géne Hprt dans des
lymphocytes isolés de
la rate et cultivés
pendant 2 jours

Différents groupes de traitement (n = 5 rats pour I'étude de mutagénése et 10 rats pour I'étude de
cancérogénése par groupe) ont été nourris avec un régime contenant 250 ppm ou 1 000 ppm de
génistéine, jusqu'a la fin des expériences.

A PND50, 2 groupes de rats ont été gavés avec une dose unique (1 ml) de 80 mg.kg™' de DMBA, et
les 2 autres groupes ont été gavés avec un volume égal d'huile de sésame. Deux semaines aprés
le traitement au DMBA, les rats ont été divisés en deux groupes et ont été soit ovariectomisés
bilatéralement (OVX), soit laissés sans traitement (INT).

Les glandes mammaires ont été prélevées et pesées pour I'essai de mutagénése lacl a 23
semaines d'age (16 semaines apreés le traitement au DMBA) et a 27 semaines (20 semaines aprées
le traitement au DMBA) pour I'étude de la cancérogénése.

Analyse de I'antigéne nucléaire des cellules proliférantes/apoptose dans les lymphocytes de la rate
et analyse histopathologique

Manjanatha et
al.,2006

Mutation génétique in

Des rats femelles ont regu 80 mg.kg™' de DMBA ou de véhicule par gavage et ont été nourris de

Manjanatha et

vivo chez le rat sur des | fagon chronique avec des régimes contenant 0, 250 ou 1000 ug.g™" de génistéine ou 5 pug.g™ d'E2. al. (2005).
rats Big Blue Seize semaines aprés le traitement carcinogéne, les animaux ont été sacrifiés et les coeurs ont été

prélevés et traités pour déterminer la fréquence et les types de mutations dans le tissu cardiaque.
Test d'échange de Deux groupes de 5 souris ont été prétraités par voie i.p. avec : (i) DMSO (solvant de contréle) ; (ii) Giri et al.,
chromatides sceurs génistéine ; (iii) daidzéine ; ou (iv) une combinaison de daidzéine et de génistéine. L'un des deux 1995

dans la moelle osseuse
Souris ICR femelles
Adduits a I'ADN
Post-marquage au 32P
Dans le foie et les
glandes mammaires

groupes prétraités de maniére identique a ensuite regu un traitement au DMBA (50 mg.kg™) et
l'autre n'a regu que le solvant, le DMSO.

Génistéine : 10 ou 20 mg.kg™.j' pendant 6 jours, la derniére dose étant administrée juste avant le
traitement au 5-bromodésoxyuridine (BrdU), ou 50 mg.kg™' a 12 heures d'intervalle pendant 3 jours,
la cinquiéme dose étant administrée juste avant le traitement au BrdU.

Action sur les
topoisoméase Il in vivo.
Des rats males
juvéniles

wistar males juvéniles

Les rats Wistar ont regu soit une dose unique de génistéine par voie sous-cutanée (s.c. ; 10 mg.kg™
BW), soit un régime riche en isoflavones tout au long de leur vie, comprenant la phase in utero, la
phase de lactation et 10 jours de consommation orale, alors que la génistéine était principalement
absorbée sous forme de glycosides (25-50 mg.kg pc™). Les effets des complexes covalents
topoisomérase |I-ADN dans le duodénum et le cblon ont été mesurés a l'aide du test biologique

« Isolation of in vivo complexes of enzyme to DNA » (ICE).

Baechlar et al.,
2016
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o Test de mutations génique sur bactéries (test d’Ames)

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Résultats Références
métabolique)
S. typhimurium TA98 et TA100 Pas de donnée sur les concentrations utilisée. La daidzéine a - Sugimura et al.,
probablement été testée a des concentrations allant jusqu'a 1981
200 ug/plaque
S. typhimurium TA98, TA100 0, 1, 10, 50, 100 pg/plaque - Bartholomew et al.,
TA1538 1980
e Tests du micronoyaux et d’aberrations chromosomiques sur cellules de mammiféres :
Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique) Résultats Références
Test du micronoyau (MN) | Cytotoxicité : jusqu'a 100 uM Non Kulling, 1997
sans CytB et avec Test MN : 100 uM concluant
coloration CREST Les cellules ont été exposées pendant 6 heures, puis conservées dans un
Fibroblastes pulmonaires | milieu frais pendant 6 a 24 heures supplémentaires.
V79 de hamster chinois Les cellules ont été placées sur des lames de verre de microscope stériles
Cytotoxicité évaluée avec | dans un flacon quadriperme (30 000 cellules/mL de DMEM, 5 mL
la sulforhodamine B correspondant a 150 000 cellules par lame). 2000 cellules par lame ont été
examinées pour les signaux MN (coloration DAPI et Pl) et CREST.
Trois expériences indépendantes.
Test du micronoyau 0, 25, 50, 100 uM (la limite de solubilité) Non Schmitt, 2003
Cellules de lymphome de | Exposition pendant 5h plus incubation de 20h, sans mélange S9. concluant

souris L5178Y tk+/- (clone
3.7.2c)

Coloration a I'acridine orange. n =3
La MMC a été utilisée et la génistéine (30 uM) a été utilisée comme contrdle
positif dans les expériences testant les métabolites.

Aberrations
chromosomiques

Les cultures de cellules
SHE ont été établies a

Des cellules dans des flacons de 75 cm? ont été traitées avec de la daidzéine
(50, 100, 200 pM) pendant 24 heures. Trois heures avant la récolte, du
colcemid a été administré et des chromosomes en métaphase ont été
préparés. Pour la détermination des aberrations chromosomiques, 100
meétaphases ont été notées par groupe expérimental.

Tsutsui et al.,
2003
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partir de foetus de 13 jours
de gestation.
Test du micronoyaux sur Daidzéine a 0,1, 1 ou 10 yM avec la doxorubicine a 0,2 uM ou le 2- Non Lepri et al., 2013
cellules v79 aminoanthrace a 13 yM. concluant
1000 cellules binucléées ont été notées sur des lames codées lors de trois
répétitions expérimentales (1000 cellules par traitement).
Cytotoxicité avec réduction du MTT : 0,1, 1, 10, 50 et 100 uM pendant 24 h.
Test du micronoyaux sur Test des micronoyaux en présence et en I'absence d'activation métabolique - Study report
lymphocytes humains en Foie de rat induit par I'Aroclor 1254, Traitement 4h avec et sans S9 mix 4 h, Number FSR-IPL
culture concentrations 125, 62,5, 31,25, 15,63 ug/mL ; 24 traitements sans S9-mix 220304,
125 - 62,5, 31,25, 15,63, 7,81 ug/mL. Contréle positif avec S9-mix INSTITUT
cyclophosphamide 10 pug/mL ; sans S9-mix mitomicyn C 0,15 (4h de PASTEUR DE
traitement), et pour 24h de traitement mitomicyn C LILLE, Genetic
0,075 pg/mL et griséofulvine 10 ug/mL. Toxicology
2000 cellules par échantillon ont été évaluées. Laboratory, 2022
o Tests de mutations géniques sur cellules de mammiféres
Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Résultats Références
métabolique)
Test de I'hypoxanthine Les cellules ont été ensemencées dans un flacon de culture Non Kulling et al., 1997
guanine cellulaire de 250 mL et incubées pendant 24 h. Le milieu a ensuite concluant
phosphoribosyltransférase | été retiré et les cellules ont été incubées avec de la daidzéine a 100
(HPRT) MM pendant 3 h dans du DMEM sans FCS.
Fibroblastes pulmonaires Période d'expression de 6 jours
V79 de hamster chinois Fréquence de mutation représentée par le nombre de mutants
résistants a la 6-TG pour 106 cellules viables.
Mutations génétiques au Durée d'expression : 4 jours ; plus 7 jours pour la formation de Equivoque | Tsutsui et al., 2003
niveau des loci Na+/K+ colonies
ATPase ou Hprt SHE
cultures cellulaires établies
a partir de feetus de 13
jours de gestation
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o Tests de dommages a ’ADN in vitro (tests des cométes, élution alkaline,...)

Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique) Résultats | Références
Les cassures d'ADN ont été analysées 3 x 106 cellules V79 par flacon placées dans des flacons de culture - Kulling et al.,
par la technique d'élution sur filtre alcalin | cellulaire de 650 ml ont été cultivées pendant 48 h, puis exposées a la 1997
(Kohn et al., 1981). daidzéine pendant 6 h.
Cellules V79 Les fractions éluées des filtres ont été analysées pour I'ADN par la méthode

fluorométrique Hoechst 33258
Test des cométes sur des Parameétres de mesure de la cométe + Anderson et
spermatozoides humains et des al., 1997
leucocytes isolés du sang périphérique (1
donneur masculin et 1 donneur féminin)
Test des cométes sur des Concentrations de daidzéine : 0, 10, 50, 100 uM + Anderson et
spermatozoides humains La durée d'exposition des spermatozoides n'est pas claire. al., 1997
Les échantillons provenaient de donneurs
fertiles et infertiles : deux étaient des
échantillons frais et les quatre autres ont
été recus congelés (au total 6 donneurs).
Test des cométes Lymphocytes et le % d'ADN de la téte pour les spermatozoides ont été + Cemeli et al.,
Lymphocytes isolés d'un donneur sain. déterminés. En raison des niveaux élevés de dommages de fond dans les 2004.
Echantillon de sperme d'un autre donneur | spermatozoides (environ 15-30%), le % d'ADN de téte a été utilisé pour
sain. I'analyse statistique comme indicateur des ruptures de brins induites.
Test des cométes + formamido-pyrimidine | >80% tout au long de I'expérience des cométes. - Baechler et al.,
ADN glycosylase (FPG) Cytotoxicité évaluée 24 h, par libération de LDH et réduction de la WST-1 2014
Lignée cellulaire de carcinome du célon
humain HT29
Test des comeétes Test des comeétes : cellules incubées avec la concentration IC50 (200 pM) Equivoque | Gundogdu et

MIA Cellules humaines de carcinome de daidzéine pendant 48 h. al., 2018
pancréatique PaCa-2 et cellules humaines | Au moins 50 cométes sélectionnées au hasard sur chaque lame en trois
de cancer du colon HT-29 exemplaires ont été capturées, la longueur de la queue des cométes a été
mesurée a l'aide de Comet Assay IV Version 4.3.2.
Cytotoxicité : Test de réduction XTT : 25 yM - 1 mM aprés 24 h et 48 h
d'exposition.
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e Autres test in vitro
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Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique) Résultats | Références

Essai de Cellules traitées avec de la daidzéine a 50, 100 ou 200 yM ou du B[a]P a 4 + Tsutsui et al., 2003
transformation MM pendant 48 heures.

cellulaire (CTA) | Ensuite, les cellules ont été trypsinisées, une partie de la suspension

Des cultures de | cellulaire a été analysée pour la transformation morphologique, et les cellules

cellules SHE ont | restantes ont été sous-cultivées pour les expériences de mutation.

été établies a Pour la transformation, 2 000 cellules ont été replacées sur des boites de 100

partir de foetus mm (20 boites pour chaque groupe) et incubées pendant 7 jours pour la

de 13 jours de formation de colonies.

gestation.

Adduits a I'ADN | Des cellules dans des flacons de 75 cm2 ont été traitées avec de la daidzéine + Tsutsui et al., 2003
par post- (50, 100, 200 uM) pendant 24 heures.

marquage au
32P

Des cultures de
cellules SHE ont
été établies a
partir de foetus
de 13 jours de
gestation
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o Etudes de mutations géniques in vivo sur mammiféres

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Souches

Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique)

Résultats

Références

Mutations génétiques
chez les rats
transgéniques Big Blue
femelles (agées de 3
semaines)

Essai de mutagenése
lacl dans des cellules
utérines

Groupe | (INT) : des séries de n = 5 rats/groupe pour I'étude de
mutagénése ont été nourris avec des régimes contenant 250 ppm ou 1
000 ppm de daidzéine, jusqu'a la fin des expériences.

Groupe Il (OVX) : au méme moment, des groupes de rats ont été gaveés
avec 250 ppm ou 1 000 ppm de daidzéine et, a I'age de 9 semaines, ont
subi une ovariectomie bilatérale.

Les utérus ont été prélevés pour I'essai de mutagenése lacl a 23 semaines
dans les deux groupes.

Aidoo et al., 2005

Mutations génétiques
chez les rats
transgéniques Big Blue
femelles (dgées de 3
semaines)

Essai de mutagenése
lacl dans les cellules
de la glande
mammaire

Groupe | (INT) : n = 5 rats par groupe pour I'étude de mutagénése ont été
nourris avec des régimes contenant 250 ppm ou 1 000 ppm de daidzéine,
jusqu'a la fin des expériences.

Groupe Il (OVX) : au méme moment, des groupes de rats ont été gavés
avec 250 ppm ou 1 000 ppm de daidzéine et, a I'age de 9 semaines, ont
subi une ovariectomie bilatérale.

Les glandes mammaires ont été prélevées pour le test de mutagenése lacl
a I'age de 23 semaines dans les deux groupes.

Manjanatha et al.,
2006

Mutations génétiques
chez des rats
transgéniques Big Blue
femelles (agées de 3
semaines)

Essai de mutagenése
du géne Hprt dans des
lymphocytes isolés de
la rate et cultivés
pendant 2 jours

Groupe | (INT) : n = 5 rats par groupe pour I'étude de mutagénése ont été
nourris avec des régimes contenant 250 ppm ou 1 000 ppm de daidzéine,
jusqu'a la fin des expériences.

Groupe Il (OVX) : en méme temps, des groupes de rats ont été gavés
avec 250 ppm ou 1 000 ppm de daidzéine et, a I'dge de 9 semaines, ont
subi une ovariectomie bilatérale.

Les lymphocytes ont été récoltés pour le test de mutagénése Hprt a I'age
de 23 semaines dans les deux groupes.

Manjanatha et al.,
2006
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e Tests cométes in vivo

Saisine n° 2022-SA-0221 « VTR isoflavones »

Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation Résultats Références
métabolique)

Test des comeétes avec La daidzéine dissoute dans une solution saline a été administrée par Non Toyoizumi et al.,

modification des FpG sur des | voie orale a raison de 1 mg.kg pc™' (souris n = 5/groupe). concluant 2010

cellules de la muqueuse Test des cométes modifié par le FPG 3 heures aprés I'administration de

gastrique de souris la daidzéine.

Les effets de I'administration | Cinquante cellules ont été examinées par souris (250 cellules par

conjointe de daidzéine et de | groupe). Le moment de queue de I'ADN a été mesuré a l'aide du

NaNO: ont également été logiciel Comet Analyzer Youworks Biolmaging.

étudiés. Mesure de la 8-oxodG nucléaire aprés administration conjointe de
daidzéine (1 mg.kg™") et de NaNO, (10 mg.kg™).

e Autres tests in vivo
Souches Conditions d’exposition (concentration/durée/activation métabolique Résultats Références

Test d'échange
de chromatides
sceurs dans la
moelle osseuse
Souris ICR
femelles

Des groupes de 5 souris ont été prétraités i.p. avec du DMSO (contrdle du
solvant) ou de la daidzéine a 3 doses : 10 ou 20 mg.kg™.j"" pendant 6 jours, la
derniére dose étant administrée juste avant le traitement au 5-
bromodésoxyuridine (BrdU), ou 50 mg.kg™ a 12 heures d'intervalle pendant 3
jours, la cinquieme dose étant administrée juste avant le traitement au BrdU
(6x50 mg.kg pc ).

+/-

Giri and Lu, 1995
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Annexe 4 : Grille d’évaluation du niveau de confiance de la VTR
orale long terme pour la population générale

[ Substance [Génistéine |
[ N° CAS [446-720 ]
Type de VTR long terme par voie orale

Organisme constructeur |ANSES
VR Année 2024

Nom VTR pour la génistéine

Valeur 0.02 mg/kg pc par jour . . . . . .

Outil de fixation des niveaux de confiance pour les VTR a
Effet critique Augmenlalit?n de lincidence de I'hy;?erplasie alvéolaire seuil
et canalaire de la glande mammaire chez les rats
males de la génération FO

Référence NTP 2008
Etude clé Pop}JIatlon de I'étude, Rat NCTR CD (Sprague-Dawley)

espéce

Exposition (durée, voie) |De PND42 & PND140 (F0)
PoD NOAEL = 5,9 mg/kg par jour
Ajustement temporel non
Ajustement allométrique (0,426/70)"0.25 Experts
Facteurs d'incertitude (Fl) Argumentaires des experts

FID:1
Fl global =79

Read-across non Niveau de confiance Date d'évaluation : 28/06/2024

Nombreuses études disponibles tant animales
Corpus de données Quantité et qualité pour la voie et la durée considérée 5! que humaines sur les isoflavones, et la

génistéine en particulier

Caractére néfaste de |'effet 5
les jeunes garcons semblent moins sensibles que
les jeunes filles aux effets cestrogéniques des
Convergence des études 1 isoflavones, bien que les études ne soient.p'as
toutes convergentes. |l y a peu de cas publiés de
gynécomastie liée a une consommation élevée en
Choix de I'effet critique soja chez I'nomme adulte ou chez les gargons.
On note également des différences de
Transposabilité Animal --> Homme et MoA (mode d'action) 4 métabolisation des isoflavones entre le rongeur
et 'Homme,
Confiance pour le critére "choix de I'effet critique" 3.3
Hypothése de construction A seuil par défaut
Qualité de I'étude 5 | etu.de du NTP de 2908e5t de bc.Jnne q\fal,te éVEC
plusleurs doses testées sur plusleurs générations
Choix de I'étude (ou des études) clé |Voie exposition S| Adéquate
Durée 5 I'étude couvre une durée d’exposition suffisante,
Confiance pour le critére "choix de I'étude clé" 5.0
fonction E-R modérée ou
B BMD/BMDL, couple NOAEL/LOAEL, NOAEL seul ou LOAEL seul,
Choix du PoD . - . LOAEL/NOAEL (forte 3
fonction Exposition-Risque (E-R) N
confiance)
Temporel
Ajustements o AJusteme.n't ERECEtE aucune donnée humaine ne permet de réduire
Allométrique des coefficients par 1
. la valeur du Fly
défaut
Fla
Fl, 1 [
Choix FI Fl
Flg
Flp
somme 20.7
si C11=Homme -
LIGNES MASQUEES niveau 3.4
somm 21.7
si C11=Animal me
niveau 3.1
valeur 3.1
Niveau de confiance global 5
Niveau Moyen
Niveaux de confiance
si read-across : possibilité de baisser valeur
éventuellement (jugement d’experts) Niveau
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Annexe 5 : Grille d’évaluation du niveau de confiance de la VTR

orale long terme pour la femme enceinte (enfants a naitre), la

femme en age de procréer et les enfants pré-pubéres

IGénistéine |
[446-72-0 ]

long terme par voie orale

ANSES

2024

VTR pour la génistéine

0.01 mg/kg pc par jour
diminution du poids relatif des épididymes chez
les males et diminution de la taille de la portée

chezles femelles

Eustache 2009

Rats wistar han

De la gestation jusqu’au jour postnatal 80.
LOAEL = 1 mg/kg par jour

non

(0,25/70)70.25

FIA-TD: 2,5

FIH : v10

FIL:Vv10

FIS:1

FID:1

Fl global =25

non

Outil de fixation des niveaux de confiance pour

les VTR a seuil

Experts

Date de I'évaluation : 28.6.24

Niveau de confiance

Argumentation de I'évaluateur

Nombreuses études disponibles
tant animales que humaines sur

Quantité et qualité pour la voie et la durée considérée 4 . s
les isoflavones, et la génistéine
en particulier,

Caractere néfaste de |'effet 5

les effets des isoflavones sur
I'appareil reproducteur masculin
Convergence des études 3 sont décrits dans de nombreuses
publications. Néanmoins, il
manque des données humaines,

Transposabilité Animal --> Homme et MoA (mode d'action) 4 Il manque des donnése humaines

Confiance pour le critére "choix de I'effet critique" 4.0

A seuil par défaut

L’étude de Eustache et al. de
2009, jugée de bonne qualité,

Qualité de I'étude 4 couvre une durée d’exposition
suffisante mais ne comporte que

deux doses,

Voie exposition 5 une voie d’exposition adéquate

Durée 5 durée d'exposition suffisante

Confiance pour le critére "choix de |I'étude clé" 4.7

BMD/BMDL, couple NOAEL/LOAEL, NOAEL seul ou LOAEL seul,
fonction Exposition-Risque (E-R)

fonction E-R faible ou
NOAEL ou LOAEL

cette étude permet d’identifier un
LOAEL

Temporel

Allométrique

Ajustement avec valeurs
des coefficients par
défaut

Fla
la littérature est suffisamment
Fly 3 abondante sur ces populations
sensibles pour réduire le FIH.
Fl
Flg
Flp
si C11 = Homme som_rne 20:7;
niveau 3.4
21.7
si C11 = Animal Zelmiints
niveau 3.1
valeur 3.1
Niveau de confiance global .
Niveau Moyen
si read ross : p ilité de bai valeur
= N ’
éventuellement (jugement d’experts) Niveau
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Annexe 6 : Suivi des actualisations du rapport

Date Page Description de la modification

26/03/2025 |5 Correction d'une erreur dans l'orthographe du nom et dans
l'organisme d'appartenance de Mme Catherine BENNETAU-
PELISSERO
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