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Introduction générale

Les bisphénols sont des substances chimiques de synthése principalement utilisées dans la
production de polycarbonates et de résines époxy qui ont des utilisations industrielles trés
larges. Le bisphénol A (BPA) reste le bisphénol le plus présent, mais avec les restrictions
réglementaires d’utilisation, les industriels utilisent maintenant d’autres bisphénols comme
substitut du BPA.

Aujourd’hui, les bisphénols sont omniprésents dans 1’environnement humain et 1’exposition
humaine est ubiquitaire. Plusieurs études de biosurveillance ont permis d’évaluer 1’exposition
humaine aux bisphénols, en termes de dose d’exposition, au travers de leurs concentrations
urinaires.

Le BPA est classé comme perturbateur endocrinien par 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), « présumé toxique pour la reproduction » et répertorié en tant que substance « treés
préoccupante » par I’Agence Européenne des substances chimiques (ECHA). De plus, une
¢tude récente a montré que des substituts du BPA comme le Bisphénol AF (BPAF), le
Bisphénol AP (BPAP), le Bisphénol B (BPB), le Bisphénol F (BPF), le Bisphénol S (BPS), le
Bisphénol P (BPP) et le Bisphénol Z (BPZ) ont des activités agonistes et antagonistes des
cestrogénes et agonistes des androgenes (Kojima et al. 2019; Rosenmai et al. 2014). De fagon
plus générale, certaines données suggerent que les bisphénols structurellement proches
pourraient provoquer des perturbations endocriniennes (Rosenmai et al. 2014; Rochester,
Bolden 2015; Usman, Ahmad 2016; Moreman et al. 2017; Siracusa et al. 2018; Pelch et al.
2019; Chen et al. 2016).

Les effets potentiellement perturbateurs endocriniens des bisphénols dépendent des quantités
de substance active qui atteignent les tissus cibles et peuvent exercer des effets. Ces dernicres
sont contrdlées par le niveau des concentrations plasmatiques qui sont elles-mémes reliées aux
doses par un parametre toxicocinétique clé, la clairance plasmatique. Lors d’une exposition par
voie orale, cette relation fait également intervenir le facteur de biodisponibilité.

Si les paramétres pharmacocinétiques (PK) du BPA et du BPS ont été¢ bien documentés, la
pharmacocinétique des autres bisphénols n’a pas été évaluée.

Dans ce contexte, notre étude expérimentale sur un modele porcin consiste a déterminer les
parametres PK, notamment la biodisponibilité et la clairance, de 12 analogues du BPA et

d’estimer 1’exposition interne en termes de concentrations plasmatiques



Aprés une premicre partie bibliographique présentant les données de la littérature sur les

bisphénols, I’étude expérimentale sera présentée puis les résultats de 1’étude seront discutés.



Partie 1 : Etude bibliographique
Choix des différents bisphénols de I'étude

Notre étude pharmacocinétique (PK) a été réalisée avec 13 bisphénols en mélange, dont le
BPA et le BPS. Les paramétres PK du BPA et du BPS ont ét¢ comparés a ceux précédemment
déterminés chez le porcelet afin de valider notre approche dite cocktail.

Les autres bisphénols, présentés plus en détail dans le Tableau 1, ont été choisis en raison de
leur niveau de production selon 1’agence européenne des produits chimiques (ECHA) supérieur
a 1 tonne / an en 2015 (BPAF, Bisphényl-4,4’-diol (BP4-4), 3,3’-dimethylbisphenolA (3-
3BPA), Bisphénol M (BPM)), de leur présence dans les aliments (BPAP, BPB, BPF, BPP, BPZ)
(Liao, Kannan 2013), le choix des deux derniers a également été motivé par leurs différences

structurelles (4,4’-Dihydroxydiphenyl Ether (DHDPE), Bisphénol FL (BPFL)).
Il. Utilisations et caractéristiques des différents bisphénols étudiés

A. Les bisphénols

Les bisphénols sont une famille de composés aromatiques portant deux groupes phénols

leur conférant des propriétés oestrogéniques.

Il en existe une vingtaine dont le plus connu est le BPA qui est la premiére substance chimique
a avoir été identifiée en tant que perturbateur endocrinien au niveau européen.

Les connaissances sur les autres bisphénols sont plus limitées bien que, des études in vivo et in
vitro aient montré que le BPS, le BPF et le BPAF présentaient un potentiel perturbateur
endocrinien comparable a celui du BPA (Chen et al. 2016). 11 a été ainsi montré que le BPS, le
BPF, le BPB et le Bisphénol E (BPE), activent comme le BPA les récepteurs aux oestrogénes
et aux androgenes (Rosenmai et al. 2014).

D’aprés les données disponibles in vivo, ex vivo et in vitro, une étude récente a démontré que
le BPB répond a la définition de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) d’un perturbateur

endocrinien (Serra Héléne et al. 2019).



L’utilisation industrielle des bisphénols a débuté dans les années 1950 avec une production en
constante augmentation. Ils sont uniquement d’origine anthropique et constituent un enjeu
¢conomique important pour la filiére industrielle.

Ils sont utilisés principalement dans la production de plastiques en polycarbonate et de résines

époxydes pour leur simplicité de production et leur faible cott.

B. Bisphénol A

Le bisphénol A, également appelé 4,4’-dihydroxy-2,2-diphénylpropane, est un composé
chimique synthétisé pour la premiere fois par le chimiste russe Alexandre Dianin a la fin du
19¢me sigcle. Dans les années 1930, ses propriétés cestrogéno-mimétiques ont été démontrées. 11
ne fut jamais utilisé comme cestrogéne de synthése du fait de la découverte a la méme époque
d'un autre composé de synthése, le diéthylstilbestrol, dont les propriétés se révélerent plus

intéressantes. Macroscopiquement, il se présente sous la forme de cristaux blancs.

Le BPA est I'un des produits chimiques dont le volume de production est le plus ¢levé au niveau
mondial avec une production de 5.4 millions de tonnes en 2015 (Aster 2019).

Le BPA a été utilisé dans différents produits mais principalement comme monomere dans la
fabrication de résines polycarbonates (bouteilles plastiques, biberons, lunettes...) et de fagon
secondaire dans la fabrication de résines époxydes servant par exemple de revétement interne
aux composés alimentaires métalliques (Gouzy 2010). Le BPA est également utilis¢é comme
révélateur dans les papiers thermiques comme les tickets de caisse ou en dentisterie dans les
composites dentaires qui sont a base de bis-GMA, un diester d’acide méthacrylique et de BPA.
Les différentes utilisations industrielles des polycarbonates et des résines époxydes sont

mentionnées dans la Figure 1.

Production mondiale de résines époxydes

Production mondiale de polycarbonate .
Volume 2005 : 1,6 millions de tonnes

Volume 2006 : 2,9 millions de tonnes

M Composites 5%
N Média optique 32%
1aoptig W Electrique et électonique 16%
3% 3% 2% M Electrique et électonique 23%
B Revétementisolant 18%
W Assemblage 15%
W Revétement de canettes et de bobines
11%
¥ Revétementdans le secteur
automobile 9%
¥ Adhésifs 4%

B Construction13%
B Automobile 9%

W Bouteilles et emballages 3%

Photocure 2%

Médical et santé 3%
Autres 2% Génie civil 15%

Secteur de la marine 20%

Figure 1 : Domaine d’utilisation des polycarbonates et des résines époxydes dans le secteur industriel (ANSES

2013)
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Aujourd’hui, le BPA est considéré comme ubiquitaire dans I’environnement (Corrales et al.
2015).

C. Les autres bisphénols

Depuis la mise en place d’une réglementation sur le BPA, trois bisphénols ont été utilisé

dans I’industrie de la plasturgie comme principaux substituts : le BPS, le BPF et le BPAF

Les informations sur 1’utilisation et la production ou I’importation en Europe ainsi que les

caractéristiques chimiques des bisphénols sont regroupées dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Présentation des caractéristiques chimiques, de ['utilisation industrielle et de la production ou importation de chacun des 13 bisphénols de l'étude

Production ou

importation
Nom N° CAS Formule chimique Utilisation industrielle dans la zone Réferences
européenne en
tonnes/an (date)
- Monomere dans la fabrication de résines
Bisphénol .
1Spheno 80-05-7 O O polycarbonates > 10 Millions
A HO BPA on
- Fabrication de résines époxydes
- BPS se trouve aujourd’hui dans une grande
variété de produits de la consommation (Mallozzi et al.
courante 2016)
i - Seul substituant du BPA autorisé dans les (Réglement
Bisphénol “OO" o _ _ . 10000-100000 109011 del
80-09-1 o) contenants alimentaires en matiéres 0/2011 de la
5 BPS en 2020 C .
plastiques ommission)
- Fabrication de résines polyéthersulfone (Brignon 2015)
(Esteban 2019)

- Résines époxydes

Révélateur dans les papiers thermiques
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- Monomere dans la fabrication des

¢ polyimides, polyamides, polyesters (Chen et al. 2016)
Bisphénol 1478- ~-F
P HO Q O oH - Agent de réticulation dans les 100 — 1 000
AF 61-1
FBEA: fluoroélatsomeres, électronique et fibres
optiques
- Résines époxydes (Brignon 2015)
Bisphénol  620-92- :
P - Révélateur dans les papiers thermiques <100 (ECHA)
F 8 HO OH
BPF - Résines benzoxazines
- Différents polyméres, thermoplastiques
- Produits chimiques utilisés dans les papiers (ECHA)
3-3BPA  79-97-0 “OOH et colorants 1-10
- Agentintermédiaire dans la fabrication
d’autres substances industrielles
7\ l/\ll e - Différents polymeres, fabrication de
Bisphénol  13595- HO‘Q @'O” . (ECHA)
thermoplastiques > 1
M 25-0 5PM
- Forte analogie structurale avec le BPA (Serra Hélene et
Bisphénol HO Q O OH
pB 77-40-7 . . - Détecté dans plusieurs produits alimentaires <1 al. 2019)

(conserves, laits)

(ECHA)
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(Brignon 2015)

HO OH
Bisphénol = 843-55- O O - Polycarbonate réservé a des applications
Non evalué¢ (NE)
Z 0 ‘ industrielles
BPZ
- Différents polymeres, fabrication de (ECHA)
thermoplastiques
BP4-4 92-88-6 HOOH - Agent intermédiaire dans la fabrication NE
d’autres substances industrielles
- Produits chimiques de laboratoire
(ECHA)
Bisphénol 3236- O O
P . - Non Communiqué (NC) par 'ECHA NE
FL 71-3 O O
HO BPFL OH
Bisphénol 1571- HO OH
P Q O - NCpar 'ECHA NE
AP 75-1 )
BPAP
Bisphénol 2167- Ho OH
P O O O - NCpar 'ECHA NE
P 51-3 Bpp
1965- © - NCpar 'ECHA
DHDPE /©/ \O\ NE
09-9 HO OH

DHPDE
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[l. Cadre reglementaire des bisphénols

L'utilisation industrielle du bisphénol A et de I’ensemble des bisphénols a fait 1'objet d'un
encadrement juridique croissant ces derniéres années.
Le Canada a été le premier pays a légiférer sur le BPA en interdisant son utilisation dans les

vaisselles pour enfant des 2008.

A. BPA

En 2006, I’ Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a établi la Dose Journaliere
Tolérable (DJT) a 50 pg par kg de poids corporel (kgpc) et par jour en appliquant un facteur de
sécurité de 100 a la NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) (EFSA 2015). Le niveau
d’exposition au BPA via I’alimentation et les boissons était alors considéré comme bien
inférieur a cette DJT.

Cette DJT a ensuite été abaissée a 4 ug/kgp/j en 2014 (EFSA 2015).

Au sein de 1I’Union Européenne (UE), ’emploi du BPA est autorisé dans les matériaux en
contact avec les aliments conformément au reglement 10/2011/EU relatif aux matériaux et
articles en matiere plastique destinés a entrer en contact avec des denrées alimentaires.

Ce réglement a été mis a jour le ler avril 2011 par le réglement d’exécution (UE) n°321/2011
qui concerne la restriction de 1’utilisation du bisphénol A dans les biberons en plastique pour
nourrissons. En 2018, la limite de migration spécifique applicable aux matiéres plastiques,
revétements et vernis destinés aux métaux et aux autres sources de contact avec du BPA a été

abaissée de 0.6 a 0.05 mg de BPA par kg de denrées alimentaires.

Cependant, d’autres réglementations existent pour d’autres utilisations.

En juin 2014, la Commission Européenne a corrigé [’annexe Il de la directive 2009/48/CE
portant sur la sécurité des jouets, y incluant une limite de migration pour le BPA de 0.1 mg/L.

Depuis 2018, la limite de migration a été diminuée a 0.04 mg/L pour le BPA.

En 2014, a I’initiative de la France, le comité d’évaluation des risques de ’ECHA (I’Agence
Européenne des Substances Chimiques) s’est montré favorable a classer plus sévérement le

BPA. En 2016, la Commission européenne a décidé de modifier le niveau de toxicité en passant
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de la catégorie « reprotoxique suspecté» (Catégorie 2) a « présumé toxique pour la
reproduction » (Catégorie 1B).

De plus, le BPA a été identifié par le Comité des Etats membres en tant que SVHC (Substances
of Very High Concern) a plusieurs reprises : le 19 décembre 2016 a cause de ses propriétés
reprotoxiques ensuite ce sont ses propriétés de perturbateur endocrinien qui ont été mises en
cause, tout d’abord le 16 juin 2017, concernant la santé humaine et le 14 décembre 2017
concernant 1’environnement (ECHA 2018). Ces décisions impliquent I’ajout du BPA a la
« Candidate List » en 2018 a [’annexe XIV de la reglementation REACH. Cette annexe liste les
substances chimiques qui nécessitent une réglementation pour étre présente sur le marché au

sein de I’Union Européenne.

Depuis 2020, les papiers thermiques dont la concentration en BPA est supérieure ou égale a
0.02% en poids ne sont plus autorisés (Reglement (UE) 2016/2235 de la Commission du 12
décembre 2016 modifiant ’annexe XVII du réglement (CE) n° 1907/2006 du Parlement
européen et du Conseil concernant [’enregistrement, [’évaluation et [’autorisation des
substances chimiques, ainsi que les restrictions applicables a ces substances (REACH), en ce
qui concerne le bisphénol A (Texte présentant de l’intérét pour I’EEE ) 2016). Cette restriction

ne s’appliquant pas au BPS qui représente donc une alternative possible.

Enfin, le BPA est inscrit dans 1’annexe II de la directive 76/768/CEE listant les substances qui

ne doivent pas entrer dans la composition des produits cosmétiques.

La réglementation frangaise est plus restrictive que la réglementation européenne concernant
I’'usage du BPA. Ainsi, la France a adopté le 1¢ janvier 2015, la Loi n°2012-1442 du 24
Décembre 2012, interdisant la fabrication, I’importation, I’exportation et la mise sur le marché
de tout conditionnement, contenant ou ustensile comportant du BPA destiné a entrer en contact

direct avec des denrées alimentaires

B. Substituts du BPA

En Europe, le BPS est autorisé dans les matiéres plastiques et articles destinés a étre en

contact avec les aliments, avec un taux de migration de 0.05 mg/kg (Reglement 10/2011 de la
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Commission Européenne). La réglementation sur les papiers thermiques ne concerne pas le BPS

qui est donc une alternative possible.

Le bisphénol S est inscrit a I'annexe VI du réglement CLP et posséde un étiquetage officiel
harmonisé au niveau de I'Union européenne (catégorie de danger H413 : peut-&tre nocif a long

terme pour les organismes aquatiques).

L’ECHA, sur demande de la Commission Européenne, est en train d’évaluer, les risques que
représente le BPS pour la santé humaine, et la possible substitution du BPA par le BPS.
Le bisphénol F figure dans la réglementation CLP, les autres bisphénols ne sont pas vraiment

réglementés a I’heure actuelle.

V. Exposition humaine

Comme toute substance chimique, le risque que posent les bisphénols pour la santé humaine
est une combinaison du danger 1i€ a leurs propriétés intrinséques et du niveau d’exposition de
la population humaine a ces bisphénols. L’exposition elle-méme résulte de la dose regue ainsi

que de la fréquence d’exposition.

11 existe trois types d’exposition ayant une signification différente (Gauderat 2016) :
- L’exposition externe, qui correspond a la quantité de substance a laquelle le sujet est
exposé dans son environnement (voie pulmonaire, voie orale, voie cutanée, ...).
- L’exposition interne, qui correspond a la quantité de substance absorbée qui dépend
de la voie d’exposition
La concentration plasmatique en bisphénol non-conjugué. Ce sont ces
concentrations qui contrélent la quantité de bisphénol actif (non conjugué) qui

atteint les tissus cibles.

A. BPA

1. Exposition externe au BPA

Aujourd’hui, le BPA est considéré comme ubiquitaire dans 1’environnement (Corrales et al.
2015).
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La voie orale est la principale source d’exposition au BPA (environ 80 %) en grande majorité
via les aliments contenus dans les emballages plastiques ou 1’eau de boisson (Esteban 2019).
La voie d’exposition cutanée qui contribuerait a environ 12 %, est associée a la manipulation
des tickets thermiques et a [l’application de cosmétiques (EFSA 2015). Enfin, la voie
respiratoire, largement minoritaire, résulte de 1’inhalation de particules de poussieres contenant

du BPA (EFSA 2015).

a. Voieorale

Tout aliment peut étre contaminé par du BPA a toute étape de la chaine de production

ou de transformation, et surtout lors de la conservation dans des contenants composés de BPA.

Les aliments en conserve sont les aliments qui contribuent le plus a I’exposition alimentaire
humaine quelle que soit la classe d’age (EFSA 2015). Une étude a montré que, pour un méme
aliment, la concentration de BPA était 10 a 100 fois supérieure s’il était conditionné dans un
contenant métallique recouvert de résines époxydes (de 1’ordre de la dizaine a la centaine de
ng/g) que dans un contenant sans BPA (inférieur a 1 ng/g) (Geens et al. 2010; Esteban 2019).

Selon la quantité¢ d’aliments, une quantité de BPA pouvant atteindre quelques centaines de

ng/keg,/] pourrait étre ainsi ingérée.

Dans une moindre mesure, la viande et les produits a base de viande et de poisson ont aussi été

identifiés comme a 1’origine d’une exposition au BPA.

La présence de BPA dans I’eau buvable a aussi ét¢ démontrée, en quantité relativement faible
dans I’eau courante, et plus importante dans I’eau conditionnée dans un contenant plastique en
polycarbonate (maximum 4 pg/L) (Esteban 2019).

Ainsi une eau contaminée, peut entrainer une exposition externe au maximum de 1’ordre du

ng/ke,/] et participe peu a ’exposition alimentaire au BPA (moins de 2.8%) (ANSES 2013:

Esteban 2019)

Enfin, le lait maternel peut présenter des concentrations de 1’ordre du pg/L de BPA, entrainant

une exposition externe du bébé de 1’ordre de centaines de ng/kgy./j (Mendonca et al. 2014).
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On trouve enfin d’autres sources d’expositions mineures comme les jouets en plastique portés

a la bouche par les enfants ou encore les scellant dentaires.

Les deux principales sources de contamination sont donc la consommation d’aliments
conservés dans des contenants recouverts de résines époxydes et la consommation d’eau dans

des contenants plastiques en polycarbonate.

Pour I’EFSA, I’exposition alimentaire de BPA est la plus élevée dans la catégorie des
nourrissons et des enfants en bas age (375 ng/kgyc en moyenne) en raison d’une exposition

plus élevée rapportée a leur poids corporel. (EFSA 2015)

b. Voie cutanée

Une contamination par voie cutanée existe et passe en particulier par la manipulation de

papier thermique a révélateur d’encre au BPA comme les tickets de caisse.

Sur 11 études, la concentration moyenne en BPA des papiers thermiques allaient de 9 310 a 19
600 pg/g. Du BPA a méme été détecté dans du papier recyclé a des concentrations allant jusqu’a

42 600 png/g (Bjornsdotter, de Boer, Ballesteros-Gomez 2017).

Les cosmétiques représentent aussi une source de BPA de notre environnement, avec une
exposition augmentée par leur temps de contact. L’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES) rapporte, des données de la littérature,
que le BPA serait présent dans différents types de produits cosmétiques sur le marché nord-

américain dans des concentrations de 1 pg/ga 100 pg/g (ANSES 2013).

L’EFSA estime que la voie cutanée engendre une dose externe faible de BPA, inférieure a

Ing/kgyc/j.
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c. Voie respiratoire

Enfin, la voie respiratoire est une voie d’exposition par inhalation de poussicres
contenant du BPA. Ce BPA peut provenir de certaines peintures, revétements de sol, matériels

¢lectroniques et électriques ...

Le BPA est peu retrouvé dans ’air intérieur du fait de sa faible pression de vapeur saturante
mais il est fréquemment détecté dans les poussicres sédimentées (Esteban 2019).

Le BPA est le bisphénol le plus retrouvé dans les poussiéres de tous les pays étudiés (Wang et
al. 2015).

La concentration moyenne de BPA de 10 ng/m? dans Iair intérieur de 30 logements frangais.et
de 5.8 ng/kg de poussieres (Esteban 2019).

Dans une étude américaine, le BPA a été détecté dans 95% des échantillons de poussicres

sédimentés a des concentration allant de 0.5 a 10.2 mg/kg (Loganathan, Kannan 2011).

Les résultats de 1’évaluation probabiliste de I’ANSES donnent pour un adulte des
expositions (ANSES 2013) de I’ordre de la dizaine de pg/kgp/j a quelques ng/kg,./j par
inhalation.

L’¢étude de (Liao, Liu, Guo, et al. 2012) va elle aussi dans ce sens avec une valeur médiane
d’ingestion de BPA par les poussiéres intérieures, de 1’ordre du ng/kg,./j dans toutes les classes
d’ages.

L’exposition via I’inhalation de I’air intérieur et I’ingestion de poussieres représenterait donc

moins de 10 % de I’exposition totale au BPA (Geens et al. 2009).

2. Exposition interne au BPA

L’exposition interne correspond a la fraction de la dose externe qui a été absorbée par

I’organisme.
Les métabolites conjugués du BPA, qui seront détaillés dans le paragraphe §1.V.A.4, sont

excrétés dans les urines en quasi-totalité en moins de 24h. Néanmoins, on retrouve aussi du

BPA non conjugué en faible quantité dans les urines (Volkel et al. 2002).
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La quantité¢ de BPA total (BPA conjugué + BPA non conjugué) retrouvée dans les urines peut
donc étre considérée comme un bon marqueur de la quantité de BPA absorbée au cours de la

période précédant la miction c’est-a-dire la dose interne de BPA.

Les ¢études de biosurveillance humaines basées sur 1’évaluation des concentrations urinaires de
BPA total ont permis de montrer I’omniprésence du BPA au sein de la population. En effet, des
niveaux mesurables de BPA total ont ét¢ rapportés dans plus de 90 % des échantillons d’urine
d’une cohorte représentative de la population américaine (Calafat et al. 2008). En France, le
BPA total ainsi que le BPA libre a été détecté¢ dans 100 % des échantillons urinaires (Fillol et
al. 2021; Esteban 2019).

Les moyennes géométriques des concentrations urinaires en BPA total décrites dans des études
menées aux Etats-Unis, au Canada, en Allemagne et en France sont comprises entre 1.33 et
1.99 ug/L avec un 95°™ percentile compris entre 6.34 et 13.2 pg/L (Koch et al. 2012; Esteban
2019)

Cependant, d’aprés la surveillance biologique aux Etats-Unis et au Canada depuis 2003 dans
I’enquéte Nhanes, on remarque une diminution progressive et continue de I’imprégnation au
BPA. En effet, la concentration moyenne en BPA urinaire est passée de 4.32 pg/g a 1.81 pg/g
de créatinine chez les 6-11ans et de 2.39 ng/g a 1.27 pg/g dans la catégorie adulte. (Berman et
al. 2014). En France, les niveaux d’imprégnation par le BPA restent supérieurs a ceux décrits
aux Etats-Unis et au Canada que ce soit chez les enfants ou chez les adultes. Ils sont par contre
plus similaires aux résultats d’études dans d’autres pays européens comme 1’Allemagne ou la

Belgique (Esteban 2019).

Dans I’é¢tude allemande réalisée entre 1995 et 2009, portant sur 506 individus, 1’exposition

interne par jour a pu étre calculée a partir du BPA total quantifié¢ dans les urines avec une valeur

moyenne géométrique de 0.039 ng/kg,c/j et un intervalle de confiance a 95% allant de 0.037 a

0.042 ng/kgp/j (Koch et al. 2012).

Ces données sont en accord avec les doses internes de BPA estimées par ’EFSA en 2015
d’apres différentes études européennes. En effet, la dose interne moyenne pour un adulte est
estimée a 0.039 ng/kgpc/j, tandis qu’elle est de 0.107 pg/kgye/j pour un enfant entre 3 et Sans et
de 0.056 pg/kgpe/j pour une personne entre 65 et 75 ans (EFSA 2015).
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En ce qui concerne les concentrations plasmatiques en BPA, une étude a été réalisée en Corée
du Sud sur 300 femmes enceintes et leur feetus. Les concentrations sanguines de BPA total
variaient de valeurs non détectables a 66.48 ug/L (95°™ percentile a 39,47 pg/L) chez les
femmes enceintes et de valeurs non détectables a 8.86 pg/L (95°™ percentile a 3,94 pg/L) chez
le feetus (Lee et al. 2008).

Pour le BPA libre, une douzaine d’études depuis 1999, révélent une concentration dans le sérum

allant de 0.2 a 20 ng/mL de sérum (Vandenberg et al. 2007).

Il existe néanmoins des sous-populations a risque en raison de I’exposition externe d’origine
professionnelle. Ainsi, les caissiers manipulant les tickets thermiques ont présenté des
concentrations urinaires en BPA total significativement plus importantes que le groupe témoin
avec respectivement 8.92 pg/L contre 3.54 pg/L. Il n’y a par contre pas de différence
significative pour le BPA libre (Ndaw et al. 2016). La dose interne a été calculée chez une
population de femme exposée professionnellement, celle-ci variait de 0.01 pg/kgp/j a 0.71

ng/kgpe/j (ANSES 2013).

Des facteurs de risque autres que 1’exposition professionnelle ont aussi été étudiés.

En effet, une étude en Chine portant sur 952 individus s’est intéressée aux quantités de BPA
total dans les urines et le sérum en fonction des facteurs suivants : sexe, consommation d’alcool,
de tabac et les catégories d’ages. Il en résulte que le fait d’étre un homme et une personne

fumeuse sont des facteurs de risque de I’augmentation de I’exposition interne au BPA (He et

al. 2009).

3. Controverse sur 'estimation de I’exposition de la population humaine au BPA

La controverse sur I’exposition humaine au BPA est liée a certaines des valeurs tres
¢levées de concentrations plasmatiques en BPA (de I’ordre du ng/mL) rapportées dans la
littérature (Vandenberg et al. 2007). Ces valeurs sont incompatibles avec d’une part,
I’exposition externe humaine (de quelques dizaines de ng/kgpc/jour) et, d’autre part avec la trés
faible biodisponibilité¢ orale du BPA (inférieure a 1 %) liée a I’intense métabolisme pré
systémique hépatique du BPA. Les valeurs des concentrations plasmatiques estimées a partir

des modeles PK sont en effet de I’ordre du picomolaire (Mielke, Gundert-Remy 2009).
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Les agences réglementaires et certaines études ont donc émis 1’hypothése d’une contamination
des échantillons analysés par du BPA ubiquitaire dans ’environnement. C’est la raison pour
laquelle les données des concentrations plasmatiques en BPA ne sont pas prises en compte dans
I’évaluation du risque (Dekant, Volkel 2008; EFSA 2015). Cet argument a été réfuté par une

partie de la communauté scientifique (vom Saal, Welshons 2014).

Les concentrations plasmatiques plus €levées, que celles attendues d’aprés les modeles PK,
pourraient étre en partie expliquées par une sous-estimation de la biodisponibilité du BPA par
voie orale. En effet, il a été prouvé que le BPA peut étre absorbé efficacement et trés rapidement
a travers la muqueuse buccale aprés une exposition sublinguale (Gayrard et al. 2013). Cette
voie peut donc entrainer des expositions internes au BPA beaucoup plus élevées que celles

connues pour ’absorption du BPA par le tractus gastro-intestinal.

B. Les autres bisphénols

1. L’exposition humaine externe

a. Voie Alimentaire

De méme que pour le BPA, c’est la voie alimentaire qui est prépondérante dans
I’exposition externe humaine pour les autres bisphénols (BPF, BPB, BPZ, BPAP, BPAF, BPP)
(Wang et al. 2015), (BPF, BPP) (Wu et al. 2018).

D’aprés I’étude de Liao, Kannan de 2013 aux USA, I’exposition aux bisphénols par
I’alimentation ne se limite pas au BPA. En effet, 60% des bisphénols présents dans les denrées
alimentaires ne sont pas du BPA.

Le BPA est, effectivement, le bisphénol le plus représenté dans les denrées alimentaires de cette
étude (31 = 37%), le BPF étant le deuxiéme le plus représenté (17% = 21%). Le BPS, BPAF et
BPAP représentent tous moins de 10 % de la quantité totale de bisphénols. Les fréquences de

détection du BPB, BPP et BPZ sont toutes inférieures a 5%.

La quantité absolue de bisphénols et la proportion relative de bisphénols différent grandement

entre les différentes catégories d’aliments. Les légumes sont la catégorie d’aliment qui contient
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le plus de BPA (8.99 ng/g), les poissons et produits de la mer pour le BPF (4.63 ng/g) et les
produits a base de viande pour le BPS (0.609ng/g) (Liao, Kannan 2013).

Tableau 2 : Récapitulatif de deux études qui estiment les apports alimentaires journaliers moyens en bisphénols
dans différentes populations.

BPA BPS BPF BPAP BPB BPZ BPAF BPP XBP

Apports alimentaires journaliers moyens estimés (ng/kgpcj) de bisphenols pour divers
groupes d’ages aux Etats-Unis. (Liao, Kannan 2013)
Nourrisson 114 .72 129 327 1.07 234  0.847 5.6l 142

(<I an)

Enfants (1- 195 434 223 843 1.19 2.55 1.52 747 243
<6 ans)

Enfants (6- 912 249 127 3.28 0.596 1.31 0.629 441 117
<11 ans)

Adolescents 48.6 1.60  7.68  1.55 0.332 0.748 0.312 2.70  63.6
(11-<21 ans)

Adultes (=21 44.6 131 746 1.20 0346 0.799 0.275 2.65 58.6
ans)

Apports alimentaires journaliers moyens estimés (ng/kgp./j) de bisphénols pour adultes
hommes et femmes en Chine. (Liao, Kannan 2014)
Hommes 484 955 965 28,6  2.05 2.19 0485 227 646

Femmes 494 9.56 102 30.3 2.06 2.33 0.500 23.8 664

Les résultats présentés dans le Tableau 2 montrent qu’aux Etats-Unis, I’exposition alimentaire
aux bisphénols quotidienne pour un adulte est d’en moyenne 58.6 ng/kgp./j avec un 95°me
percentile de 289 ng/kg,c/j. Les enfants sont encore une fois plus exposés que les adultes
quelque soit le bisphénol (Liao, Kannan 2013).

En Chine, I’exposition alimentaire quotidienne des adultes est bien supérieure a celle décrite
pour les USA avec une moyenne a 646 ng/kgp./j pour les hommes et 664 ng/kg,./j pour les
femmes. Il n’y a cependant pas de différence significative pour I’exposition alimentaire en
fonction du sexe que ce soit pour la somme de bisphénols ou pour chaque bisphénol en

particulier (Liao, Kannan 2014).

L’exposition quotidienne alimentaire aux autres bisphénols est 1 a 2 ordres de grandeur

inférieure a celle du BPA dans les deux populations (Liao, Kannan 2013; 2014).
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b. Voie cutanée

Le passage transdermal via le papier thermique est particulierement important, le BPS
ayant largement remplacé le BPA comme révélateur d’encre dans les papiers thermiques.
Selon un recueil de 5 études dans différents pays, 135 des 383 (soit 35.2%) recus de caisse en
papier thermique testés contenaient du BPS. Les concentrations en BPS variaient de 0.0138 a
26 200 pg/g avec une moyenne pour 4 des 5 études comprise entre 11 200 et 16 300 pg/g
(Bjornsdotter, de Boer, Ballesteros-Gomez 2017). A noter que les concentrations en BPS

retrouvées dans les papiers thermiques sont du méme ordre de grandeur que celles en BPA.

Ici encore il existe des sous-populations a risque en raison d’une exposition professionnelle. En
effet, ’exposition quotidienne au BPS est significativement plus importante pour la catégorie
de population d’agent de caisse par rapport a la population générale avec des moyennes

géométriques respectivement de 787 ng/j contre 10.5 ng/j (Liao, Liu, Kannan 2012).

Les autres bisphénols ne sont pas utilisés dans le papier thermique et nous n’avons pas de
données bibliographiques sur d’autres utilisations qui provoqueraient une absorption cutanée.
Cependant, le BPA et le BPS étant absorbés par voie transcutanée il est tout a fait possible que
les autres bisphénols le soient aussi. Des tests cutanés avec des patchs de BPF ont permis de
mettre en évidence une réaction cutanée, ce qui suppose une absorption par cette voie (Pelch et

al. 2017).
c. Exposition par I'air
Une fois de plus, il n’existe pas d’étude sur I’exposition humaine a tous les bisphénols
par voie respiratoire mais deux études, présentées dans le Tableau 3, portent sur 1’exposition

par voie respiratoire a d’autres bisphénols que le BPA. (Wang et al. 2015) (Liao, Liu, Guo, et
al. 2012).
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Tableau 3 : Récapitulatif de deux études qui quantifient la concentration de différents bisphénols dans les
! ! Y )4
poussieres intérieures. ND = Non Détectable

BPA BPS  BPF BPAP BPB BPZ BPAF BPP IBPs
Total de 12 pays : n=284, en ng/g (Wang et al. 2015).

Moyenne 1000 220 1000 038 <1 < 3.1 <2 2200
0.5

Min 9,6 <2 <1 <05 <1 < <0.1 <2 23
0.5

Max 32000 21000 110000 4.5 84 < 54 9.4 11000
0.5 0

Fréquence de 100 100 83 1 1 - 73 - 100

détection (%)

Total Usa, Chine, Corée du Sud, Japon : n=156, en ng/g (Liao, Liu, Guo, et al. 2012).

Moyenne 1330 340 54 036 08 ND 0.69 0.74 2290

géométrique

Min ND 0.83 ND ND ND ND ND ND 26

Max 39100 26600 107000 7.1 30 ND 91 630 11100
0

Fréquence de 98.7 100 74.4 64 385 0 21.2 64 100
détection (%)

Pour tous les échantillons testés quel que soit le pays, la présence d’au moins un bisphénol était
mise en évidence avec une valeur moyenne de 2200 ng/g pour la somme des bisphénols (Wang

et al. 2015) et 2290 ng/g (Liao, Liu, Guo, et al. 2012).

Mais il existe des variations importantes de la quantité de bisphénols ou de la proportion relative
des différents bisphénols en fonction de I’environnement testé (Wang et al. 2015).

Outre le BPA qui est majoritaire, le BPS est détecté dans 100% des cas et représente a peu pres
10% du bisphénol total. Le BPF est lui aussi trés présent avec en moyenne 1000 ng/g de
poussiere (Wang et al. 2015) et 54 ng/g de poussiére (Liao, Liu, Guo, et al. 2012).

Les 5 autres bisphénols sont en quantité relative plus anecdotique que le BPA et le BPS mais
dans I’étude de Liao, Liu, Guo et al de 2012, le BPAP est présent dans 64% des échantillons,
le BPAF dans 21% et le BPP dans 64%.
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Comme le montre le Tableau 4, I’exposition quotidienne pour un adulte en bisphénols via
I’ingestion des poussiéres, estimée par les mesures de concentrations dans les poussiéres et avec
le postulat d’une absorption de 100 %, est de 1.72 ng/kgp./j aux Etats-Unis et de 0.78 ng/kgp/j
en Chine (Liao, Liu, Guo, et al. 2012).

Encore une fois, il est montré que les enfants sont la catégorie de population la plus exposée
aux bisphénols avec 12.6 ng/kgpc/j aux Etats-Unis.

Hormis le BPA, le BPS est le bisphénol qui représente le plus gros apport journalier dans les 4
pays de I’étude de Liao, Liu, Guo de 2012 alors que c’est le BPF dans 1’étude de Wang de 2015.

Tableau 4 : Estimation d’apports journaliers médian par ingestion de poussieres (ng/kgpc/j) de bisphénols pour
divers groupes d’ages aux Etats-Unis (Liao, Liu, Guo, et al. 2012).

BPA BPS BPF BPAP BPB BPZ BPAF BPP IBP
Nourrisson 564 220 0.17 8.95
(<I an)
Enfants (I- 791 3.09 0.24 12.6
<6 ans)
Enfants (6- 2.18 0.85 0.07 3.46
<11 ans)
Adolescents 136  0.53  0.04 2.15
(11-<21 ans)
Adultes (=21 1.08 042  0.03 1.72
ans)

2. L’exposition humaine interne

a. BPS

Dans I’organisme le BPS est principalement métabolisé en BPS glucuronide (BPSG) qui
est ¢liminé dans les urines. Par conséquent, par le méme principe que pour le BPA, les études
de biosurveillance évaluent la dose interne en BPS, a partir des concentrations urinaires de BPS

retrouvées dans les urines (Song, Xie, Cai 2018).

Une étude englobant les Etats-Unis ainsi que 7 pays asiatiques a rapporté une concentration

moyenne de BPS dans les urines de 0.654 ng/mL avec un taux de détection de 84%. C’est dans
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la population japonaise que les concentrations se sont révélées les plus importantes avec en
moyenne 2.27 ng/mL. (Liao, Liu, Alomirah, et al. 2012). On note cependant une augmentation
de la fréquence de détection du BPS dans les urines entre 2000 et 2014 ce qui peut s’expliquer

par le remplacement du BPA par le BPS (Ye et al. 2015).

Le Tableau 5 présente des études portant sur la concentration de différents bisphénols dans
différentes matrices : urine, sérum et lait maternel.
On peut observer qu’hormis I’étude réalis¢ en Arabie Saoudite, les concentrations en BPS sont

toujours inférieures a celle en BPA.

En France chez des enfants, le BPS total a été détecté et quantifié dans 99.9 % des 500
¢échantillons d’urine. La moyenne géométrique des niveaux d’imprégnation par le BPS total
¢tait égale a 0.444 [0.362 ; 0.545] pg/L avec une valeur maximale observée de 125.4 pg/L. Les
résultats de 1’étude montrent aussi que les plus jeunes enfants sont en moyenne plus imprégnés

par le BPS (Esteban 2019).

En ce qui concerne les populations les plus a risque, une étude a été réalisée chez des agents de
caisse de la méme facon que pour le BPA. De la méme fagon, les concentrations urinaires en
BPS de la population a risque (2.53 pug/L) ont été supérieures a celles d’un groupe témoin (0.67
png/L, (Ndaw et al. 2018).

Une autre étude a été basée sur le dosage de BPA et BPS dans le sérum avant et apres la
manipulation de tickets thermiques par la méme population a risque (caissiere). Le pourcentage
de caissieres ayant une concentration quantifiable en BPS a été significativement plus important

dans les échantillons collectés apres le travail, 40.6% contre 15.6% (Thayer et al. 2016).

b. Autres bisphénols

En France, le BPF total a été détecté¢ et quantifié dans 100 % des 500 échantillons
d’urines d’une population d’enfants. La moyenne géométrique des niveaux d’imprégnation par
le BPF total était égale a 0.263 [0.231 ; 0.301] pg/L avec une valeur maximale observée de
23.63 pg/L. Les résultats de I’étude montrent comme pour le BPA et le BPS que les plus jeunes

enfants sont en moyenne plus imprégnés par le BPF.
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Une ¢étude réalisée en Arabie Saoudite s’est intéressée a la concentration urinaire de différents
bisphénols. Le BPF et le BPAF étaient présents avec des concentrations moyennes respectives
de 2.04 ng/mL et 1.52 ng/mL, soit plus de deux fois inférieures a celles du BPA et plus de dix
fois inférieures a celles de BPS.

Les BPAP, BPB, BPZ, BPP étaient eux aussi présents mais a des concentrations inférieures a

0.5 ng/mL (Asimakopoulos et al. 2016).

L’exposition interne au BPF, BPS et BPA semble étre plus élevée chez les personnes vivant en
milieu urbain que celles vivant en milieu rural. Le constat est différent dans la méme étude pour
les autres bisphénols dont a I’inverse la valeur moyenne d’exposition interne est plus élevée

pour le groupe vivant en milieu rural que celui vivant en milieu urbain (Zhang et al. 2016).
Enfin, une étude sur le lait maternel a mis en évidence du BPA dans 90 % des échantillons, du

BPS dans seulement un seul échantillon alors que les autres molécules ciblées n’ont pas été

détectés.
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Tableau 5 : Récapitulatif d’études sur la concentration moyenne en bisphénols dans différentes matrices en fonction de I’étude (plasma, globule rouge, lait, urine...).

Pays, Population, Matrice BPA BPS BPF BPAP BPB BPZ BPAF BPP Références
année Nombre
France, Femme enceinte, Lait 0.23 (<LOQ- 0% 0% 0% 0% 0% 0% (Deceunin
2015 18 maternel (<LOQ-1.16)  0.23) ck et al.
Moyenne (ug/kg) 90% 5.6% 2015)
Taux de détection (%)
France, Enfants, 500 Urine 2.26 0.444 0.263 (Esteban
2019 Moyenne géométrique 2019)
(ug/'L)
Etats- Taux de détection (%) Sérum Ticket BPA, Ticket BPS, (Thayer et
Unis, n=233 n=32 al. 2016)
2016
Caissiére avant la prise 21.2% 15.6%
de fonction
Caissiére apres la prise 21.2% 40.6%* * : difféerence significative entre
de fonction les deux groupes
Arabie Population générale, Urine 5.71 13.3 2.04 0.43 0.16 0.16 1.52 0.18 (Asimakop
Saoudite 130 oulos et al.
2014 Moyenne arithmétique 2016)
(ng/mL)
Chine Population a proximité ~ Urine 2.99 0.361 0.349 0.0600 0.0278 0.0288 0.0174 0.0290  (Zhang et
2016 d’une usine de (0.233-27.6) (<LOQ- (<LOQ-8.68) (<LOQ-0.136) (<LOQ- (<LOQ- (<LOQ- (<LOQ al.2016)
démantélement de 100% 1.38) 90% 3% 0.142) 0.0582) 0.134) -
Moyenne  déchet électronique, 97% 9% 2% 7% 0.0936)
(ng/mL) 116 3%
Taux de Population rurale, 22 0.589 0.388 0.0886 0.0706 0.0329 0.0274 0.0338 0.0441
détection (<LOQ-4.12)  (0.192-1.07) (<LOQ-0.855) (<LOQ-0.703) (<LOQ- (<LOQ- (<LOQ- (<LOQ
(%) 91% 100% 41% 9% 0.112) 0.531) 0.550) -0.336)
23% 14% 14% 5%
Population urbaine, 20 0.952 0.652 0.556 0.0244 <LOQ <LOQ 0.0132 0.0207
(<LOQ-4.07)  (0.113-1.57)  (0.127-3.04) (<LOQ- 0% 0% (<LOQ- (<LOQ
80% 100% 100% 0.1020) 0.0736) -
15% 20% 0.0414)
5%
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C. Estimation de 1’apport quotidien de bisphénols totaux

Une étude sur des enfants vivants dans le Sud de la Chine a estimé I’apport quotidien
en différents bisphénols aprés mesure de 1’exposition interne, les résultats sont présentés dans

le Tableau 6.

Tableau 6 : Estimation de I’apport quotidien de bisphénols par la mesure de [’exposition interne (urine, sang...).

BPA BPS BPF BPAP BPZ BPAF BPP >BP

Enfant du Sud de Chine, n=283 (ng/kg;/j), par concentration urinaire (Chen et al. 2018)

Moyenne  22.2 1.52 5.171 1.26 0.72 0.38 9.31 40.5

V. Parametres pharmacocinétique

Nous allons aborder cette partie, en reprenant les connaissances actuelles des données
pharmacocinétiques chez différentes espeéces dont le porc qui est le modéle animal de notre

étude.

La toxicocinétique contribue a I’évaluation du risque pour les populations humaines vis-a-vis
d’une molécule. Les modeles pharmacocinétiques s’appuient soit sur des données
expérimentales obtenues chez I’animal ou bien sur des données des ¢études de biosurveillance
humaine concernant les expositions humaines.

La pharmacocinétique permet d’évaluer 1’action de 1’organisme sur la molécule et par

conséquent, la relation entre 1’exposition externe et 1I’exposition interne.

Nous avons pu voir dans la partie précédente que les doses internes des bisphénols peuvent étre
estimées par les concentrations urinaires en bisphénols. Cependant la dose interne n’apporte
pas d’information sur le niveau des concentrations tissulaires a I’origine des effets biologiques

contrairement a la concentration plasmatique qui contréle les concentrations tissulaires.

L’évaluation des concentrations plasmatiques humaines se heurte a des difficultés
méthodologiques li¢es aux limites de détection des techniques de dosage des bisphénols souvent

supérieures aux niveaux attendu des concentrations lorsque le sujet humain est exposé a des

31



doses environnementales. De plus, toutes les formes de bisphénols dans I’organisme ne sont
pas biologiquement actives. Par exemple, seules les formes non conjuguées du BPA ou du BPS
sont biologiquement actives. Enfin, lors des prélévements sanguins, du traitement des
¢chantillons sanguins et des dosages il peut y avoir une contamination par des bisphénols libérés

par les dispositifs de prélévement et d’analyse des échantillons.

Nous pouvons, en revanche, prédire les concentrations plasmatiques en bisphénols

biologiquement actifs grace aux parameétres PK.

L’évaluation des parametres PK nécessite le recours a des doses tres supérieures aux doses
d’expositions environnementales. Des données expérimentales obtenues chez 1’animal
suggerent que 1’exposition systémique au BPA reflétée par ’aire sous la courbe des
concentrations plasmatiques est proportionnelle a la dose (Sun Dong Yoo, Beom Soo Shin,
Seung 2000) et que les données toxicocinétique obtenues chez I’animal peuvent étre extrapolées
a I’'Homme (Taylor et al. 2011). Ainsi les modeéles pharmacocinétique auraient un caractére

prédictif de I’exposition humaine interne au BPA.

Nous allons détailler la toxicocinétique du BPA qui a été beaucoup étudiée et nous ferons
ensuite une synthese des rares données concernant les autres bisphénols et qui ont justifié¢ cette

étude.

A. BPA

Le BPA a fait I’objet d’un grand nombre d’études pharmacocinétiques in vivo ou in
Vitro.
Les études pharmacocinétiques in vivo réalisées chez de nombreuses espéces (rat, souris, porc,
brebis ou singe) avec des voies d’administrations diverses (orale, sous-cutanée, intraveineuse)
ont permis de mesurer 1’absorption, la distribution, le métabolisme et 1’élimination du BPA.
Les études in vitro portant sur des matrices biologiques animales ou humaines ont permis
d’étudier la fraction libre du BPA dans le plasma, les voies de métabolisation et les clairances

intrinséques associées.
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1. Absorption et biodisponibilité

Les termes absorption et biodisponibilité ne sont ni synonymes ni interchangeables
(Chiou 2001). L absorption n’est qu’une des étapes entre I’exposition externe et la délivrance
au site d’action. La biodisponibilité est plus générale. Selon ’EMEA (European Medicines
Evaluation Agency) « La biodisponibilité désigne la vitesse a laquelle la fraction active est
absorbée a partir d’une forme pharmaceutique et devient disponible sur le site d’action »

(Toutain, Bousquet-Melou 2004a).

a. Voie orale

L’absorption dans le tractus gastro-intestinal est rapide et importante chez différentes especes
telles que le rat, la souris et le singe. La concentration maximale de BPA dans le sang augmente
linéairement avec la dose (Doerge et al. 2010).

Chez ’'Homme des études ont été réalisées a de faibles doses d’exposition (de 54-90 pg/kgpe
soit 5 mg/personne) qui sont néanmoins 10 fois plus élevées que les estimations des plus hautes
expositions humaines quotidiennes. Apres administration par voie orale le BPA est rapidement
absorbé par le tractus gastro-intestinal (Vdlkel et al. 2002).

Enfin, une absorption trés performante par les muqueuses de la cavité buccale a été mise en
évidence chez le chien apres une exposition sublinguale. Cela entraine une exposition interne
en BPA beaucoup plus élevée que celle obtenue aprés absorption au niveau du tractus gastro-
intestinal seul (Gayrard et al. 2013). La similitude de nombreux mécanismes de transports des
médicaments ainsi que 1’histologie de la muqueuse buccale du chien par rapport a la muqueuse
buccale humaine (Barsuhn et al. 1988) donnent une grande pertinence a ce modéle.

La biodisponibilité du BPA via I’alimentation dépend donc probablement du temps de résidence
dans la bouche et, par conséquent, du type d’aliment ingéré. Le rapport entre les aires sous la
courbe (AUC) de concentrations plasmatiques de BPA et de Bisphénol A glucuronide (BPAG)
est 2 fois plus élevé pour un aliment dont le temps de séjour buccal est plus long que pour un
aliment liquide qui ne séjourne pas longtemps dans la cavité buccale. (Teeguarden et al. 2011;
Thayer et al. 2015). Lors d’absorption par voie buccale, le premier passage hépatique est évité,
le BPA n’est donc pas métabolisé, il en résulte une biodisponibilité en BPA accrue.

Les concentrations plasmatiques en BPA actif chez ’Homme sont donc probablement sous-

estimés par les agences reglementaires (ANSES et EFSA) qui consideérent une biodisponibilité
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orale de BPA libre de 1 a 3% pour I’ANSES (CHIM 2009).

b. Voie cutanée

Une ¢étude in vitro sur de la peau humaine montre qu’apres 24h de contact cutanée, on obtient
une quantité totale de BPA absorbée de 9.3% de la dose appliquée (Demierre et al. 2012). Ces
résultats sont du méme ordre de grandeur que ceux de précédentes études utilisant de la peau
humaine (Merck et al. 2010) ou de la peau de porc (Kaddar et al. 2008). Les flux d’absorption
percutanée in vivo et ex vivo du BPA chez le rat étaient assez semblables, suggérant qu’une
extrapolation de résultat ex vivo a une situation in vivo était possible aussi chez ’Homme

(Marquet et al. 2011).

Une étude récente, sur des Hommes, a permis de montrer que 2.2% de la dose administrée (100

ng/kg) par voie cutanée pendant 12 heures, était devenue biodisponible (Sasso et al. 2020).

c. Parinhalation

Il n’y a pas d’étude de la toxicocinétique du BPA apres exposition par inhalation, toutefois

compte tenu du coefficient de partage et de I’anatomie alvéolaire, une forte absorption du BPA

est attendue par voie pulmonaire.

( En conclusion, la faible biodisponibilité orale du BPA s’explique par un métabolis@
pré-systémique intense dans I’intestin et le foie et non par un faible taux d’absorption. En
revanche, les absorptions sublinguale (Gayrard et al. 2013) et cutanée (Sasso et al. 2020),

permettant d’éviter [’effet de premier passage hépatique, peuvent conduire a une

Qodisponibilité du BPA supérieure a celle attendue aprés une ingestion orale de BPA. j

2. Distribution

Le volume de distribution a I’équilibre (Vss) est un parametre pharmacocinétique qui

permet de déterminer la quantité de molécule dans I’organisme a 1’équilibre.
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Le Vss est donc défini comme une constante de proportionnalité qui relie la quantité totale de
médicament dans I'organisme a sa concentration plasmatique a un moment donné (Toutain,
Bousquet-Melou 2004b).

Ce volume de distribution a été estimé chez ’Homme a 1 L/kg par une approche allométrique
(Collet et al. 2015) et a 2 L/kg par un modele pharmacocinétique fond¢ sur des paramétres
physiologiques (Shin et al. 2004).

Le Vs élevé suggere que la distribution du BPA dans I’ensemble des tissus de 1’organisme est
rapide. Le BPA est lié¢ a plus de 90% a des protéines plasmatiques notamment I’albumine. La
forme libre, qui est la forme active se retrouve dans le plasma a hauteur d’environ 5% (Csanady

et al. 2002).

3. Clairance

La clairance plasmatique est déterminée par la somme de toutes les clairances
individuelles des organes métabolisant/excréteur donc principalement la clairance hépatique et
rénale. La clairance plasmatique (qui est un volume divisé par un temps donc un débit),
représente la capacité de 1I’organisme a éliminer une molécule donnée. La clairance plasmatique
est le parametre pharmacocinétique le plus important car c’est le seul qui contrdle 1’exposition

a une molécule pour une biodisponibilité donnée (Toutain, Bousquet-Melou 2004c).

Lors d’une étude allométrique, la clairance du BPA a été estimée chez plusieurs espéces et
aucune différence interspécifique de clairance n’a été observée lorsqu’elle est rapportée au
poids corporel. A partir de ces valeurs, la clairance humaine a donc été estimée par allométrie
a 1.5 L/h/kg (Collet et al. 2015).

Cette clairance du BPA avait été estimée a 1.7 L/h/kg par un modele pharmacocinétique fondé
sur des parametres physiologiques (Shin et al. 2004).

Toujours dans I’étude de Collet, les données urinaires obtenues montrent que la clairance du
BPA est presque intégralement hépatique avec une clairance rénale inférieure a 1% (Collet et

al. 2015).
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4. Meétabolisme et excrétion

Les deux principales voies d’¢limination d’une molécule par un organisme sont le
métabolisme, qui consiste en une transformation de la molécule par réaction enzymatique, et

I’excrétion, qui consiste en une sécrétion de la molécule en dehors de 1’organisme.

Le BPA est éliminé principalement par métabolisme hépatique ou la principale voie de
métabolisation du BPA est une glucuronoconjuguaison qui consiste en un ajout d’un acide
glucuronique et est catalysé par les UDP-glucoronosyltransférase. Le produit de la réaction est
le bisphénol A mono-R-D-glucuronide (BPAG). De maniére trés secondaire il existe aussi une
seconde voie : la sulfoconjuguaison qui consiste a 1’ajout d’un groupement sulfate. La réaction
est catalysée par les sulfotransférases et le produit est un BPA-sulfate (BPAS) (Yokota et al.
1999).

En ce qui concerne I’excrétion urinaire, le BPA est principalement éliminé sous forme de BPAG
dans les urines chez plusieurs espéces dont ’homme, le singe, la brebis (Volkel et al. 2002).
Chez les rongeurs, le BPAG est majoritairement ¢liminé par voie biliaire et subit un cycle

entéro-hépatique (Sakamoto et al. 2002).

5. Temps de demi-vie

Le temps de demi-vie plasmatique est le temps nécessaire pour diviser par deux la
concentration plasmatique apres avoir atteint le pseudo-équilibre. Lorsque 1’absorption n’est
pas limitante, la demi-vie est contrdlée par la clairance plasmatique et le volume de distribution.
A D’inverse, lorsque le processus d’absorption est un facteur limitant, la demi-vie est un reflet
du temps et du taux d’absorption et plus du tout du processus d’élimination (Toutain, Bousquet-

Melou 2004d).

Une étude a partir d’administration IV a révélé une demie vie comprise entre 0.62 et 1.3h chez
le mouton, le cheval, le chien et le porc (Collet et al. 2015). Les temps de demi-vie du BPA et
BPAG, apres administration orale de BPA, ont également été estimés chez 1’Homme

respectivement 8 6.4 h+2.0 h et 6.2 = 2.6 h (Thayer et al. 2015).
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B. Autres bisphénols

1. Etude in vitro

Le métabolisme du BPS varie selon les modéles cellulaires utilisés. Sur certains modéles
comme le poisson zebre, le BPSG a été le seul métabolite identifi¢é du BPS. En revanche, les
cellules de la lignée d’hépatocytes humains métabolisent le BPS en BPSG et en Bisphénol S
sulfate (BPSS).

La glucuronoconjuguaison et la sulfoconjuguaison varient en fonction des différences

d’expressions d’enzymes et limitent 1’interprétation de ces modéles in vitro (Grandin 2018).

La clairance plasmatique du BPAF a été comparé a celle du BPA in vitro sur des hépatocytes
de différentes espéces. La clairance du BPAF est inférieure a celle du BPA de 1.5 4 4 fois chez

le rat, de 6 a 18 fois chez la souris et de 4 4 9 fois chez I’Homme. (Waidyanatha et al. 2015).

2. Absorption cutanée sur un modele ex vivo

Une étude de 2019, ex vivo sur un épiderme reconstruit d’humain a montré que le
coefficient de perméabilité du BPS est significativement inférieur a celui du BPA.
En proportion relative par rapport a la quantité de bisphénol dans le sang, la proportion du BPS
libre est plus élevée que la proportion de BPA libre.
En conclusion, I’étude révéle que 1’absorption cutanée est plus faible pour le BPS. Cependant,
une efficacité de biotransformation, elle aussi plus faible pour le BPS, est aussi a prendre en

compte dans 1’évaluation des risques liés au BPS (Liu, Martin 2019).

3. Données toxicocinétiques in vivo chez des modéles animaux

Chez un modéle porcin, modele de référence pour les humain, par la similarité du tractus
digestif, différentes études montrent que le BPS est lui aussi absorbé par voie orale avec une
absorption proche de 100% (Gayrard et al. 2019; Waidyanatha et al. 2018).

Nous observons cependant un métabolisme hépatique plus faible que pour le BPA avec
seulement 41% du BPS glucuroconjugué lors d’un premier passage hépatique, conduisant a une
biodisponibilité¢ systémique du BPS de 57.4%, soit une valeur bien plus importante que celle

du BPA (0.5%). Dans ce mod¢le animal, la clairance plasmatique du BPS a été rapportée
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comme 3.5 fois plus faible que celle du BPA (Gayrard et al. 2019). Chez le rat, les métabolites
de BPS retrouvés dans les urines sont des conjugués de type glucuroconjugués et

sulfoconjugués (Waidyanatha et al. 2018).

Le BPS et ses métabolites sont ainsi largement excrétés et subissent une rétention tissulaire

minimale (Waidyanatha et al. 2018).

L’excrétion du BPS, administré par voie orale a des souris, est principalement urinaire, avec
une excrétion de 52.8 % a 78.1 % de la dose administrée. L’excrétion fécale étant de 10 %, ces
résultats indiquent un taux d’absorption élevé du BPS. Le BPS est retrouvé dans les urines, 50
% sous forme glucuronoconjuguée, 8 a 21 % sous forme sulfoconjuguée et 2 a 9 % sous forme
inchangge.

Dans cette étude aussi, la rétention tissulaire du BPS est minimale avec moins de 1 % de la dose

administrée retrouvé dans les tissus (Song, Xie, Cai 2018).

Le Vg du BPS chez le rat est de 364 mL/kg, celui du BPAF entre 77 mL/kg et 464 mL/kg selon
I’espéce, rat ou souris et le sexe (Gayrard et al. 2020; Waidyanatha et al. 2019).

Le BPAF a été rapidement absorbé et conjugué chez le rat et la souris, aprés administration
orale et faiblement biodisponible. En effet, la biodisponibilité chez les souris (5.64% chez les
males et 3.13% chez les femelles) et chez les rats (0.88% chez les males et 1.02% chez les
femelles) est de I’ordre de grandeur de celle du BPA dans d’autres études (Waidyanatha et al.
2019).

4. Etude allométrique
Grace a une mise a I’échelle allométrique (rats, porcelets, moutons), la clairance

plasmatique du BPS a pu étre extrapolée pour un Homme de 70 kg a 0.92 L/min, soit a une

valeur environ deux fois plus faible que la clairance du BPA (1.79 L/min) (Gayrard et al. 2020).
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5. Données toxicocinétiques chez ’homme

Une étude toxicocinétique réalisée chez ’homme a montré que le BPS est absorbé au
bout d’une 1h aprés son administration orale (Oh et al. 2018).
Cette ¢tude a également montré que le BPS et ses métabolites sont excrétés uniquement par
voie urinaire avec une demi-vie de 1’ordre de 7h dans I’organisme. L'excrétion urinaire
fractionnée (Fuc) du BPS total pendant 48 h était de 92 = 17 % pour les hommes et de 70 + 36

% pour les femmes

Apres une exposition orale de 6 volontaires au BPS a 0.1 mg/kg,., la valeur maximale
plasmatique moyenne a été atteinte au bout de 0.7h pour le BPS et 1.1h pour le BPSG. La
fraction de BPS inchangé atteignant la circulation systémique, autrement dit la fraction
biodisponible, a été estimée en moyenne a 62 %.

La clairance plasmatique moyenne a été estimée a 0.57 L/kgpc/h.

La demi-vie d’¢élimination moyenne est d’environ 8h pour le BPS et d’environ 9h pour le BPSG.
Le pourcentage moyen de la dose administrée récupérée dans les urines était d’environ 2 %
sous forme de BPS et de 54 % sous forme de BPSG, ce qui confirme le métabolisme du BPS

en BPSG et sa voie d’élimination (Khmiri et al. 2020).

Aprés une exposition cutanée de BPS a la dose d’1 mg/kg appliquée sur 40 cm? de surface de
I’avant-bras sur les 6 mémes volontaires, les valeurs maximales plasmatiques ont été atteintes
entre 5 et 8h selon les individus, ce qui traduit une absorption plus lente en comparaison a la

voie orale (Khmiri et al. 2020).

Ces données PK du BPS confortent les données précédemment obtenues chez le porcelet

(Gayrard et al. 2019).
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Partie 2 : Matériel et Méthodes

[. Matériel testé

A. Identification du matériel testé

Le Tableau 7 ci-dessous présente les caractéristiques physico-chimiques des différents

bisphénols utilisés dans I’étude.

Tableau 7 : Tableau regroupant les bisphénols de I’étude, leur N° CAS, la formule chimique et des caractéristiques physico-
chimiques importantes pour | ’étude

Nom N° CAS Formule brute PM LogP pKa
(g/mol)
Bisphénol S 80-09-1 0,S(CsH4OH), 250.27 2.15 8.436
Bisphénol A 80-05-7 Ci5H1602 228.29 4.15 9.516
3-3BPA 79-97-0 Ci17H2002 256.34 5.12 9.743
Bisphénol F  620-92-8 Ci3H1202 200.24 3.35 9.658
Bisphénol 3236-71-3 C25H1802 350.41 6.17 9.14
FL
Bisphénol Z  843-55-0 CisH2002 268.35 4.9 9.446
BP4-4 92-88-6 Ci2H1002 186.21 293 9.453
Bisphénol 1571-75-1 C20H1802 290.36 5.34 9.361
AP
Bisphénol 1478-61-1 CisHioF6O2 336.23 5.02 8.904
AF
Bisphénol P 2167-51-3 C24H2602 346.46 7.04 9.493
Bisphénol M 13595-25-0 C24H2602 346.46 7.04 9.474
DHDPE 1965-09-9 Ci2H1003 202.21 2 -
Bisphénol B 77-40-7 Ci6Hi1802 242.31 4.56 9.494
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B. Préparation du matériel testé

1. Meéthode de préparation

Voie Intraveineuse (IV) :

Deux solutions distinctes de BP (IVA et IVB) ont été préparées pour les administrations IV,
I’une contenant les 6 premiers bisphénols du 7ableau § (IVA), I’autre contenant les 7 derniers
(IVB).

Pour chacune des solutions, les BP ont ét¢ dissous dans du Diméthylsulfoxide (DMSO) a une
concentration finale de 60 mM de fagon a réaliser une administration a la dose de 6 umoles/kg
(1.2-2.1 mg/kg selon les différents BP) lors de I’administration d’un volume de 0.1 mL/kg
(Tableau 8).

L’absence de précipitation de la solution dans le sang a été vérifice.

Tableau 8 : Composition de la solution administrée en IV

S Dose Administrée
Nom PM(g/mol) Dose (mg/kg) administrée T
(mg/mL)
Bisphénol S 250.27 1.50 15.02 6.0
Bisphénol FL 350.41 2.10 21.02 6.0
BP4-4 186.21 1.12 11.17 6.0
Bisphénol p | [VA 346.46 2.08 20.79 6.0
DHDPE 202.21 1.21 12.13 6.0
Bisphénol AP | 290.36 1.74 17.42 6.0
Bisphénol A 228.29 1.37 13.70 6.0
3-3’ BPA 256.34 1.54 15.38 6.0
Bisphénol F 200.24 1.20 12.01 6.0
BisphénolZ | [yp 268.35 1.61 16.10 6.0
Bisphénol M 346.46 2.08 20.79 6.0
Bisphénol AF 336.23 2.02 20.17 6.0
Bisphénol B | 242.31 1.45 14.54 6.0

Voie orale (VO) :

Pour les administrations par voie orale, une seule solution contenant tous les BP (solution VO)
a été préparée a une concentration de 100 mM dans un mélange DMSO et d’huile de mais afin
d’obtenir une dose de 200 umoles/kg (37-70 mg/kg selon les BP) en administrant 2 mL/kg de

cette solution (7ableau 9). Dans un premier temps, les bisphénols ont été solubilisés dans le
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DMSO puis dans I’huile de mais.
Tableau 9 : Groupe VO : Dose 200 umoles/kg soit 2 mL/kg

C sol administrée D.o?e :

Nom PM(g/mol) Dose (mg/kg) (mg/mL) Administrée

(umoles/kg)
Bisphénol S 250.27 50.05 25.03 200.0
Bisphénol A 228.29 45.66 22.83 200.0
3-3’ BPA 256.34 51.27 25.63 200.0
Bisphénol F 200.24 40.05 20.02 200.0
Bisphénol FL 350.41 70.08 35.04 200.0
Bisphénol Z 268.35 53.67 26.84 200.0
BP4-4 186.21 37.24 18.62 200.0
Bisphénol AP 290.36 58.07 29.04 200.0
Bisphénol AF 336.23 67.25 33.62 200.0
Bisphénol P 346.46 69.29 34.65 200.0
Bisphénol M 346.46 69.29 34.65 200.0
DHDPE 202.21 40.44 20.22 200.0
Bisphénol B 242.31 48.46 24.23 200.0

2. Contréle des solutions administrées

Deux aliquots de 500 puL pour chaque solution (IVA, IVB, VO) et pour chaque période
sont prélevés et conservés a - 20 °C. Ces échantillons seront mesurés par la suite pour évaluer

la concentration réelle administrée en chaque bisphénol.

[I. Systeme biologique

A. Description

L’étude a été réalisée chez 9 porcelets femelles de race Large White agées de 28 jours
(age du sevrage du porc) lors de leur arrivée. Le premier jour de 1’étude, ils étaient agés de 39
jours et pesaient de 8.75 a 14.05 kg. Au début de la 3°™ période de I’étude, ils étaient agés de
47 jours et pesaient entre 14.5 et 21.3 kg.

B. Lieux d’origine

Les porcelets sevrés (28 jours) sont fournis par I’¢levage du GAEC de Calvignac.

Adresse : Claude et Jean-Christophe Grillat, GAEC de Calvignac 82300 ST VINCENT
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Courriel : fermerdecalvignac@wanadoo.fr

C. Conditions d’hébergement au cours de 1’étude

A leur arrivée, soit 7 jours avant le début de I’étude, les porcelets sont hébergés dans la
porcherie du batiment 8.5 de 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Ils ont un éclairage
artificiel de 8h00 a 20h00 et la température est maintenue a 22°C. Chaque animal est identifié
avec une lettre (A-I).

Les porcelets ont été logés dans un espace de 12 m2 avec un acceés permanent a I’eau.

Ils ont été nourris avec un aliment 1¢" age distribué en 2 repas par jour (2 10h00 et 16h00).

[ll. Méthodologie expérimentale

A. Procédures expérimentales

Les parameétres PK du Bisphénol A et de 12 analogues ont été évalués chez 9 porcelets
répartis en 3 groupes de 3 porcelets. L.’étude s’est déroulée selon un plan d’expérience en cross
over sur 3 périodes de 72h séparées entres elles de 24h (Figure 2).

Au cours des 3 périodes, 3 porcelets ont re¢u une administration intraveineuse de 7 bisphénols
(solution IVA), 3 autres porcelets recevaient une administration intraveineuse de 6 bisphénols
(solution IVB) en cocktail a la dose de 6 umol/kg tandis que les 3 derniers recevaient une
administration orale des 13 BP aux doses de 200 umol/kg.

A chaque période les porcs ont recu une solution différente des précédentes, ainsi a la fin de
I’étude chaque porc avait recu les 3 solutions. Les administrations ont été réalisées selon le

tableau ci-dessous :
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Figure 2 : Schéma expliquant le déroulement de la procédure expérimentale en 3 périodes

Période 1 du 02.12 au 05.12  Période 2 du 06.12 au 09.12  Période 3 du 10.12 au 13.12

Déroulé de la procédure expérimentale pour une période donnée

¢ Administration des IVA, IVB, VO en fonction des porcs a TO
Administration
des solutions

e 2ml
prélevements | ® Temps 2,5,15,30,60min et 2,3,4,6,8,11,24h post adminstration

sanguins

¢ Totalité des urines (mictions spontanée)
prélevements | ® Temps 3,6,8,11 et 24h post administration

uriniares

* Totalité des fecés

prélevements | ® Temps 3,6,8,11 et 24h post administration Période 1 Periode2 Période 3
fécaux ) Porcs A-C VA VO IVB
Porcs D-F IVB VA \'e]
Porcs G-I Vo VB VA

Les porcelets sont mis en cage quelques heures dans la semaine précédant la période 1 afin de

faire les préleévements urinaires et fécaux controles.

Des prélévements sanguins de 2 mL ont été réalisés au cours des 72h suivant les administrations
réalisées aux temps 2, 5, 15, 30, 60 min post administration puis 2, 3, 4, 6, 8, 11, 24, 34, 48 et
72h et la totalité de I'urine produite a été collectée aux temps 3, 6, 8, 11 et 24h. 24h (Figure 2).
Le prélévement d’urine a nécessité le recours a une cage sur caillebotis pendant les 24h suivant

I’administration de la solution de bisphénol.

Le volume total de sang prélevé pour chaque période, de 1’ordre de 32 mL correspond a environ

4 % du volume plasmatique.

B. Modalités d’administration des solutions

Les porcelets sont pesés le jour précédant chacune des administrations de fagon a prendre en

compte le poids corporel individuel pour administrer la quantité de solution adaptée.
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» Voie intraveineuse (IV)
Les administrations IV ont été réalisées via un cathéter (24G Terumo®) mis a demeure au
niveau d’une veine de I’oreille juste avant les administrations (0,1 mL/kgy.). Les solutions ont
¢été¢ administrées a I’aide d’une seringue de 2 ou 5 mL. Le cathéter a ensuite été rincé avec 5 mL

de sérum physiologique avant son retrait.

» Voie orale (VO)
La solution a été¢ administrée par gavage orogastrique a I’aide d’une sonde gastro-duodénale et

d’une seringue de 50 mL. La sonde a été rincée a 1’eau avant d’étre retirée.

C. Modalités de collectes des échantillons

» Prélevement de sang
Les échantillons de sang (2 mL) ont été prélevés par ponction de la veine jugulaire droite a
I’aide d’une aiguille verte (21G, 0.8 mm de diamétre et 38 mm de long) et d’un tube vacutainer
contenant de I’héparinate de lithium.
Apres homogénéisation, les tubes ont ét¢ immédiatement placés dans de la glace et rapidement
centrifugés pendant 10 minutes a 3000 tr/min. Le plasma a ensuite été réparti en 4 fractions

aliquotes, dont deux de 0.1 mL et deux de 0.5 mL, conservés par la suite a - 20°C.

» Prélevement d’urines
Les urines émises par miction spontanée ont été recueillies dans un bécher en verre maintenu
dans de la glace et recouvert d’un filtre de nylon (250 um). Le volume recueilli a chaque temps
de prélévement a été évalué a 1’aide d’une éprouvette graduée et notée.
Un échantillon de 10 mL d’urine a été conservé dans un tube Falcon de polypropyléne de 15
mL placé dans de la glace. Les tubes ont été centrifugés pendant 10 min a 3000 tr/min.

L’urine a été répartie en 3 fractions aliquotes dont deux fractions de 0.1 et une de 1 mL.
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D. Modalités d’analyse des échantillons

» Détermination des concentrations des bisphénols
Les concentrations plasmatiques en bisphénol non conjugué sont déterminées apres

précipitation des protéines par chromatographie liquide couplé a un spectrophotomeére de

masse (UPLC-MS).

Les concentrations urinaires en bisphénol non conjugué et bisphénol total sont quantifiés
aprés chromatographie liquide ultra-haute performance couplée a la détection UV (UHPLC-

uv).

V. Analyse des données obtenues

Les résultats ont été analysés selon un modéle non compartimental a ’aide du logiciel Excel®.
A partir des cinétiques temporelles des concentrations plasmatiques des bisphénols, les

parametres PK des bisphénols ont été estimés a I’aide des équations suivantes.

r . . Dose IV
Equation 1 : Clairance =

AUC IV
’ . AUCvo Doseiv
Equation 2 : F =

AUCiv Dose vo

F : Biodisponibilité par voie orale.

AUCrv, AUCyo sont les aires sous la courbe concentrations plasmatiques-temps
respectivement obtenues apres administration IV et VO de bisphénols. Elles ont été calculées
avec la méthode des trapezes linéaires.

Doserv et Dosevo correspondent aux doses de bisphénol administrées respectivement par voie

IV et VO.
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AUMCiv
AUCiv

Equation 3 : MRT =

MRT : Temps moyen de résidence
AUMC représente ’aire sous le premier moment de la courbe concentration plasmatique-

temps

Equation 4 : Vss = CL X MRT

Vs : Volume de distribution a 1’équilibre

CL : Clairance
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Partie 3 : Résultats

Parmi les 26 échantillons de plasma collectés avant I’administration des bisphénols, seuls deux
d’entre eux contenaient du BPS et un seul du BPM a des concentrations supérieures a la limite

de détection. Ce résultat témoigne d’une trés faible contamination des échantillons.
Validation de I"approche cocktail

Les paramétres PK du BPA et du BPS dont la clairance plasmatique et la biodisponibilité
obtenus suite a ’administration d’un mélange de 5 a 7 bisphénols n’ont pas différé
significativement de ceux obtenus précédemment chez le porcelet lorsque le BPA et le BPS
¢taient administrés de fagon isolée par voie IV et orale (Gayrard et al. 2019).

La clairance plasmatique de BPA et de BPS administrés en mélange n’a pas significativement
différé des valeurs de clairance obtenues suite a 1’administration isolée de BPA (56.7 = 5.6 vs
56.8 £20.5 mL/kg.min) et de BPS (20.3 £ 3.3 et 15.8 £ 4.0 mL/kg.min). De la méme fagon, les
biodisponibilités orales du BPA et de BPS n’ont pas été différentes de celles précédemment

évalués suite a des administrations isolées de BPA et BPS (Gayrard et al. 2019).
Il. Excrétion urinaire des bisphénols

Les Figure 3 et 4 représentent pour les 13 bisphénols étudiés, I’évolution de I’excrétion
urinaire cumulée de bisphénol total (fraction cumulée de la dose excrétée) au cours des
premieres 24 heures suivant I’administration des solutions.

Apres 24h, la fraction moyenne de bisphénol excrétée dans les urines a varié de 3 += 1 % (BPFL)
a 72 £ 15 % (BPS) apres les administrations IV et de 1 + 0.3 % (BPFL) a 59 + 13 % (BPS)

apres les administrations orales.

La fraction de la dose de BPM, BPP et BPFL excrétée dans les urines a été inférieure a 10 % a
la fois apres leur administration orale et I'V.

Le taux d’excrétion urinaire cumulée a été plus important aprés 1’administration IV que suite a
I’administration par voie orale pour tous les BP sauf le DHDPE (32 + 14% IV contre 40 + 10%
VO) et le BP4-4 (51 £17 % IV contre 54 + 12 % VO).

48



Trois heures aprés I’administration IV, le taux d’excrétion urinaire cumulée de seulement trois
des bisphénols (BPM, BPAF et BPZ) n’a pas atteint au moins 50 % de la valeur atteinte au bout
de 24 heures.

Concernant I’administration par voie orale, apres 6h, le taux d’excrétion urinaire cumulée de 9
bisphénols sur 13 (BPP, BPFL, BPAP, BPB, BPAF, BPM, BPA, BPZ, 3-3BPA) était inférieur

a 50 % de la valeur atteinte au bout de 24h.

Figure 3 : Evolution au cours du temps du taux cumulé de bisphénol total récupéré par rapport a la dose administrée par
voie IV pour les 13 bisphénols de [’étude
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[l. Exposition interne aux bisphénols

Les Figures 5 et 6 illustrent 1’évolution temporelle des concentrations plasmatiques
moyennes des 13 bisphénols obtenues suite a I’administration IV et orale des bisphénols a des
porcelets.

Aprés ’administration 1V, Figure 5, la premiére concentration mesurée, soit 2 minutes apres
administration, est du méme ordre de grandeur pour tous les bisphénols : [1.16 + 0.41] nmol/l
pour le BPZ a [17.84 £ 7.00] nmol/l pour le BPS. Ensuite, les concentrations diminuent
rapidement en fonction du temps pour tous les bisphénols.

Plus de la moiti¢ des bisphénols ont présenté une concentration inférieure a la limite de
quantification (LOQ < 2.5 a 25 ng/mL en fonction des bisphénols) au bout des 2 heures suivant

I’administration IV [BPS, BPAF, BPAP, BPF, DHDPE, BPM, BP4-4], dont deux au bout de
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30 minutes [DHDPE, BP4-4]. Le BPP est le bisphénol qui persiste le plus longtemps dans le
plasma, ses concentrations étant supérieures a la LOQ au cours des 8 heures post administration.
Les concentrations des autres bisphénols sont devenues inférieures a la LOQ entre 3 et 4 heures

aprés les administrations [BPA, BPB, 3-3BPA, BPZ, BPFL].

Figure 5 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyenne (+ Ecart Type (ET) ) en bisphénol obtenues
apres une administration IV a 8 porcelets d’une solution comprenant soit le BPA, le BPAF, le BPB, le BPF, le BPM, le
BPZ, le 3-3BPA ou une solution comprenant le BPS, le BP4-4, le BPAP, le BPP, le BPFL et le DHDPE a une dose
nominale de 6umol/kgpe. Les valeurs moyennes ont été calculées aux périodes pour lesquelles les concentrations
plasmatiques étaient supérieures a la LOQ chez au moins 6 porcelets.
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Apres I’administration orale, Figure 6, les concentrations plasmatiques de BPS, BP4-4, BPB,
BPF, 3-3 BPA et BPAF ont augmenté pour atteindre des valeurs maximales environ 1 a 2 h 30
apres I'administration. Les concentrations maximales ont été atteintes au bout de 3 a 4 h 30 pour
le BPAP, BPP, BPFL, BPM et le BPZ.

Les concentrations plasmatiques maximales moyennes de BPS (29 + 9 nmol/mL) étaient plus
de 100 fois supérieures a celles de 3-3BPA, BPZ, BPB, BPAF et BPA, allant de 0.12 a 0.23
nmol/mL et au moins 6 fois plus élevées que les celles de BPAP, BPM, BPFL, BPF, BPP, BP4-
4 et DHDPE qui ont été comprises entre 0.38 et 5.12 nmol/L.
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Figure 6 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes (nmol/mL) de chaque BP aprés
["administration orale du mélange de 13 bisphénols a la dose nominale de 200 umol/kg de poids corporel. Les valeurs
moyennes ont été calculées aux périodes de temps pour lesquelles les concentrations plasmatiques étaient supérieures
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Les paramétres toxicocinétiques de I’ensemble des bisphénols calculés a I’aide d’un modéle

non compartimental sont présentés dans le Tableau 10 et la Figure 7 suivants.
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Tableau 10 : Parametres toxicocinétiques moyens (£ ET) des 13 bisphénols chez le porcelet. Les paramétres toxicocinétiques sont calculés selon un modele non compartimental. Un mélange de
bisphénols comprenant soit le BPA, le BPAF, le BPB, le BPF, le BPM, le BPZ, le 3-3 BPA ou comprenant le BPS, le BP4-4, le BPAP, le BPP, le BPFL, le DHDPE a été administre par voie IV, a
une dose nominale de 6 umol/kg de poids corporel. Un mélange de 13 bisphénols a été administré par voie orale a la dose nominale de 200 pumol/kg de poids corporel.

BPS BPA 3-3BPA BPF BPFL BPZ BP4-4 BPAP BPAF BPP BPM DHDPE BPB

Clairance Moyenne 20.26  56.69 56.79 43.32 36.09 73.68  70.92  49.05 64.77 42.82 53.31 48.80 43.94
(mL/min/kg)

ET 3.32 5.63 15.26 5.23 4.04 23.17 2142 9.34 17.17 9.83 14.60 16.83 16.58

Biodisponibilit¢t Moyenne 55.89 1.24 2.46 6.47 19.89 4.49 7.41 6.73 5.12 9.72 14.46 19.39 1.56
par voie orale

(%) ET 23.15 0.97 1.24 4.08 9.63 237 5.65 4.68 2.72 2.71 9.80 8.30 1.09

Volume de Moyenne 395.17 1976.41 2318.06 1031.14 1312.10 5182.40 580.21 1414.11 2191.90 3308.32 3212.73 321.01 1671.39
distribution a

I’équilibre ET 118.95 279.86 417.09 246.43 161.24 2064.97 199.48 47633 519.00 1190.80 175437 59.42 505.35
(mL/kg)
Temps de Moyenne 19.33 34.96 41.82 24.09 36.47 68.68 8.52 28.72 30.39 75.79 58.39 6.90 34.75
résidence
moyen (min) ET 3.95 4.62 6.58 6.33 3.55 18.13 3.14 6.46 3.94 16.80 25.31 1.30 5.25
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Figure 7 : Paramétres toxicocinétiques moyens (+ ET) des 13 bisphénols chez le porcelet. Les parametres toxicocinétiques sont calculés selon un modele non compartimental.
Un mélange de bisphénols comprenant soit le BPA, le BPAF, le BPB, le BPF, le BPM, le BPZ, le 3-3 BPA ou comprenant le BPS, le BP4-4, le BPAP, le BPP, le BPFL, le
DHDPE a été administré par voie IV, a une dose nominale de 6 umol/kg de poids corporel. Un mélange de 13 bisphénols a été administré par voie orale a la dose nominale de
200 pumol/kg de poids corporel.
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La clairance plasmatique moyenne de tous les bisphénols, excepté le BPS, a varié entre 36 et
73 mL/kg/min.
La clairance moyenne du BPS a été d’environ 2 a 4 fois inférieure (20.3 + 3.3 mL/kg/min) a

celle des autres bisphénols.

Le Vs était compris entre 321 mL/kg [DHDPE] et 5182 mL/kg [BPZ]. Trois bisphénols ont eu
un Vg inférieur a 1000 mL/kg [DHDPE, BPS, BP4-4], le Vs des sept autres BP étant compris
entre 1000 et 2400 mL/kg [BPF, BPFL, BPAP, BPB, BPA, BPAF, 3-3BPA]. Le Vs du BPM
et du BPP ¢était de 3300 mL/kg, la valeur la plus élevée étant obtenue pour le BPZ (5182 mL/kg).

Le temps de demi-vie d’élimination a varié entre 6.9 [DHDPE] et 75.8 min [BPP].

Les demi-vies d’élimination ont été inférieures a 86 min pour 9 bisphénols [BPA, BPZ, BPAF,
3-3BPA, BPM, BPAP, BPP, BPFL], les 3 autres ayant une demi-vie d’élimination entre 146 et
213 min [BPS, BPF, BP4-4].

La biodisponibilité¢ orale des bisphénols était trés variable. En particulier, la biodisponibilité
orale du BPS (55.9 % £ 23.1 %), beaucoup plus importante que celle des autres bisphénols qui
¢taient toutes inférieure a 20 %. Elle était intermédiaire et comprise entre 14 et 20 % pour trois
bisphénols [BPM, DHDPE, BPFL], et entre 5 et 10 % pour cinq d’entre eux [BPAF, BPF,
BPAP, BP4-4, BPP]. Quatre bisphénols avaient une biodisponibilité inférieure a 5% [BPZ, 3-
3BPA, BPB, BPA].

On peut relever que le BPS avait une biodisponibilité¢ de 3 a 50 fois supérieure aux autres BP,

le BPA ayant la plus faible biodisponibilité 1.2 + 1.0 %.
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Partie 4 : Discussion

Le but de I’étude était de comparer la toxicocinétique de 13 bisphénols incluant les
principaux substituts du BPA dont le BPS et le BPF. Notre organisme d’étude est le porcelet en
raison des similarités de son tube digestif avec celui de ’'Homme et de la prépondérance de la
voie d’exposition orale aux bisphénols.

Aprées des administrations IV ou par voie orale, des prélévements sanguins et urinaires ont été
réalisés a des intervalles de temps réguliers. Une analyse toxicocinétique non compartimentale
de la cinétique temporelle des concentrations plasmatiques en BP obtenue suite aux
administrations par voie IV et orale des bisphénols en mélange a permis d’estimer les

parametres toxicocinétiques.

L’approche cocktail a été validée en comparant la clairance et la biodisponibilité orale du BPA
et BPS obtenus suite a I’administration de ces bisphénols dans un mélange de 13 BP aux valeurs

précédemment obtenues suite a des administrations uniques de BPA ou de BPS (Gayrard et al.

2019).

La fraction de la dose de BP excrétée dans les urines aprés 1’administration orale a été du méme
ordre de grandeur que celle obtenue aprés 1’administration IV pour tous les BP. Ce résultat

indique que 1’absorption digestive de tous les bisphénols est ¢levée.

Pour certains bisphénols [BPM, BPP, BPFL], la fraction de la dose administrée qui a été
récupérée dans les urines a été trés faible (10 < %). Etant donné que les analyses ont été réalisées
aprés une hydrolyse par des glucuronidases, les faibles quantités de BP total (non conjugué et
glucuronoconjugué) des urines peuvent étre expliquées par une autre voie de métabolisation,
précédant 1’excrétion urinaire, que la glucuronoconjuguaison qui est prépondérante pour les
autres bisphénols. Une voie d’excrétion biliaire préférentielle des métabolites conjugués des
bisphénols conjugués pourrait aussi expliquer cette faible excrétion urinaire rapportée par notre
étude.

Les trois bisphénols les moins excrétés dans 1’urine dans notre étude [BPM, BPP, BPFL] sont
les trois bisphénols présentant le plus haut poids moléculaire, respectivement, 346, 346 et 350
g/mol. L addition du groupe glucuronide de poids moléculaire 176 g/mol conduit a des poids

moléculaires de ces trois bisphénols glucuroconjugués supérieurs a 500 g/mol. Or, la voie
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d’excrétion biliaire devient une voie majeure a partir d’un certain poids moléculaire, entre 500
et 600 g/mol chez ’Homme, entre 200 et 325 g/mol chez le rat, aux alentours de 400 g/mol
chez le cochon d’Inde et 475 g/mol chez le lapin (Roberts et al. 2002). Des mesures de
I’excrétion fécale des BP pourraient permettre de vérifier I’hypothése d’une élimination biliaire
des métabolites des BP de poids moléculaire élevé.

Cela nous ameéne donc a nous questionner sur les enquétes de biosurveillance de 1’exposition
des bisphénols qui se basent sur 1’analyse des BP dans les échantillons urinaires. En effet,
I’estimation de 1’exposition des populations a partir de la concentration urinaire ne semble pas

étre pertinente pour tous les bisphénols.

La clairance plasmatique du BPS est de 2 a 4 fois inférieure a tous les autres bisphénols, et en
particulier environ 3 fois inférieure au BPA. L’écart de clairance plasmatique entre le BPS et
le BPA semble cohérent avec une précédente étude qui montrait une clairance du BPS 3.5 fois
inférieure a celle du BPA chez le porcelet (Gayrard et al. 2019). La clairance du BPS estimée
par allométrie chez I’Homme était également deux fois inférieure a celle du BPA (Gayrard et
al. 2020).

La clairance plasmatique du BPAF est Iégérement supérieure a celle du BPA et 3 fois supérieure
au BPS dans notre étude. Pourtant, elle était attendue nettement inférieure a celle du BPA et
proche de celle du BPS d’aprés des études sur des hépatocytes de rat, souris et humain réalisées

in vitro (Waidyanatha et al. 2015; 2018).

En ce qui concerne la biodisponibilité, nos résultats sont similaires a ceux qui ont été obtenus
dans d’autres études sur d’autres especes.

La biodisponibilité orale du BPS, importante dans notre étude (56 %), est proche de celle
estimée lors d’une étude sur ’'Homme (62 %) (Khmiri et al. 2020).

La biodisponibilité orale du BPAF du porcelet (5.12 £ 2.72 %) est, elle aussi, trés proche de
celle obtenue chez la souris (5.64 % chez les males et 3.13 % chez les femelles) ou le rat (0.88
% chez les males et 1.02 % chez les femelles) (Waidyanatha et al. 2019).

Les différences de biodisponibilité pourraient étre expliquées par des différences de structure
des bisphénols mais I’influence d’aucun paramétre physico-chimique n’a pu étre mis en

évidence.

Les volumes de distribution a I’équilibre des BP sont tous au minimum supérieurs a 320 mL/kg
ce qui est bien supérieur au volume de plasma chez les porcs (50 mL/kg) (Hannon, Bossone,
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Rodkey 1985) ce qui montre que les bisphénols ont une distribution tissulaire importante.

Le volume de distribution du BPS est un ordre de grandeur inférieur a celui évalué chez le rat,
le Vss du BPAF a lui un ordre de grandeur similaire a celui évalué chez le rat et la souris
(Gayrard et al. 2020; Waidyanatha et al. 2019).

Une grande variabilit¢ du Vs des BP a été observée dans notre étude. En fonction des
bisphénols, le V¢ a varié de 1.5 a 13 fois le Vss du BPS. De méme que pour la biodisponibilité,
ni la lipophilie ni 1’état d’ionisation ne peuvent expliquer cette variabilité¢ du Vss. La différence
de liaison des BP aux protéines plasmatiques pourrait expliquer les différences de distribution

des bisphénols.

En conclusion, les différences des paramétres toxicocinétiques des bisphénols mis en évidence
dans cette étude pourraient étre extrapolées a I’homme. Elles pourraient permettre d’orienter le
choix d’un substitut du BPA afin d’éviter une substitution regrettable comme celle opérée avec
le BPS qui est le BP qui présente la biodisponibilité la plus élevée et la clairance la plus faible.
Les données d’excrétion urinaire des BP doivent également étre prises en considération pour

I’interprétation des données de biosurveillance basées sur I’analyse d’échantillons urinaires.
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Conclusion

L‘étude porte sur 13 bisphénols dont le BPA et le BPS ainsi que 11 autres, choisis en raison de
leur niveau de production et de leur présence dans les aliments. Le porcelet est le modele
d’étude en raison de la similarité de son systéme digestif avec celui de ’Homme.

L’objectif était de combler un manque de connaissances pharmacocinétiques en produisant des
paramétres PK clés pour les 11 bisphénols beaucoup moins étudiés que le BPA et le BPS.
L’approche cocktail de 1’étude a été validée en comparant les parameétres PK obtenus pour le
BPA et le BPS avec ceux issus de précédentes études ou ils étaient administrés de fagon isolé.
De prochaines études pourront s’appuyer sur ce résultat pour minimiser le nombre d’animaux
par expérience.

Certains bisphénols comme le BPM, le BPP et le BPFL sont tres peu excrétés dans les urines,
la concentration urinaire couramment utilisée pour les études de biosurveillance est donc en
réalité un mauvais indicateur de 1’exposition humaine a ces bisphénols.

Bien que les bisphénols soient assez similaires structurellement, leur biodisponibilité aprés
exposition orale est trés variable. La biodisponibilité élevée du BPS, principal substituant du
BPA, conduit a une exposition systémique a la substance active beaucoup plus élevée que celle
des autres bisphénols étudiés. De plus, nous n’avons pas mis en évidence de relation entre des
facteurs physico-chimiques et les paramétres PK ce qui rend le comportement

pharmacocinétique d’autres bisphénols difficilement prédictibles.
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Titre: Etude pharmacocinétique comparée de 13
bisphénols

Résumé :

Le bisphénol A (BPA) est un perturbateur endocrinien reconnu mais de récentes études
suggerent que des substituts du BPA exercent des effets comparables sur les systémes
endocriniens. Dans ce contexte, notre étude évalue les parameétres pharmacocinétiques (PK) de
13 bisphénols dont le BPA suite a leur administration en cocktail par voie intraveineuse et orale
chez le porcelet en raison des similitudes de sa fonction gastrointestinale avec celle de ’homme.
Les résultats indiquent que les bisphénols sont bien absorbés par voie orale et mettent en
¢vidence d’importantes variations de biodisponibilité, de la clairance et d’excrétion urinaire.
Pour une méme dose administrée par voie orale, I’exposition systémique au bisphénol S (BPS)
est de six a plus de cent fois supérieure a celles des autres bisphénols. Ainsi, la substitution du

BPA par le BPS serait associée a la plus importante exposition interne a un composé hormonalement

actif.
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Abstract :

Bisphenol A (BPA) is an endocrine disruptor but recent studies suggest that BPA substitutes
exert comparable effects on endocrine systems. In this context, our study evaluates the
pharmacokinetic (PK) parameters of 13 bisphenols including BPA after their administration as
a cocktail by the intravenous and oral routes in piglets. Piglets are our study model thanks to
the similarity of their digestive tract with Human.

The results indicate that bisphenols are well absorbed by the oral route and show significant
variations in bioavailability, clearance and urinary excretion. For the same oral dose, systemic
exposure to bisphenol S (BPS) is six to more than 100 times higher than the other bisphenols.
Thus, substitution of BPS for BPA would be associated with the highest internal exposure to a

hormonally active compound.
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