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Analyse par chromatographie liguide d'un
mélange de bisphénols appliquée a une

étude toxicocinetique : Y a-t-il un risque de
substitution regrettable du BPA ?
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Contexte

H.C CH % Perturbateur endocrinien
3 . Fonction de reproduction
. v 4 et environnement
Bisphenol A (BPA) » HOOH

Polycarbonate / résine époxy Interdit (France, 2015)
Limite de migration fixée a 0.05 mg/kg (Suisse, 2019)

o R
O Potentiel
b O oH perturbateur
HO

) o endocrinien
Oestrogénomimétiques

Structures analogues

Beg and Sheikh, 2020 ; Kojima et al. 2019 ; Shi et al, 2018, 2019 ; Pelch et al, 2019 ; Rosenmai et al, 2014



Contexte

Ingestion

" Inhalation > [ ' ~— Exposition ubiquitaire

N . . - -
% | Voie transcutanée _

’ -

Estimation de la dose journaliére a partir des

804 Taux de détection dans les aliments (%) az i S concentrations urinaires (ug/jour)
60~
40-
201
0-
QQV. @Q‘b Q’QQ Q,Qvg Q,Qvg QQQ QQQ Q’Qq’ BPA BPF BPS BPP BPAP BPB BPZ BPAF

Liao and Kannan, 2013 et 2014, Morgan et Clifton, 2021,

Karsauliya et al. 2021. Wang et al. 2020. ,



Contexte

Risque — @ x Frequence

du danger
| Il
Effets Exposition
@ Bisphénols
" A

Etude de .. ) iy
: : Mécanismes d’exposition
biosurveillance

A\ | |

|
Substitutions Développement de modeles prédictifs de I'exposition
regrettables

Evaluer les parametres toxicocinétiques déterminant
I’exposition interne des analogues du BPA




Bisphénols étudiés
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Contexte

Exposition systémique
maternelle ?

Exposition par voie orale au BPA et au BPS

Oral Systemic Bioavailability of Bisphenol A and Bisphenol S in Pigs s ety
Véronique Gayrard,’? Marléne Z. Lacroix,? Flore C. Grandin,’? Séverine H. Collet,? Hanna Mila,"? Catherine Viguié,’? 2 100
Clémence A. Gély,? Blandine Rabozzi,? Michéle Bouchard,” Roger Léandri® Pierre-Louis Toutain® and g
Nicole Picard-Hagen'? = 10
oH i E 250 fois plus
o 1 .
O £ BPS exposé au BPS
© 041 ,
©
o—1 VS g BPA qu’au BPA
"L e o
g CHy o
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Voie orale O
@ .
HO

\
Evaluer les parametres toxicocinétiques

déterminant I'exposition interne maternelle des

: analogues du BPA
clairance \_ J

Dose = biodisponibilité

v

Concentrations plasmatiques

Exposition interne =




Procécure d’expérimentale

Administration de 12 BPs : BPA, 3-3 BPA, BPF, BPZ,
BPM, BPAF, BPB, BPS, BPFL, BP4-4, BPP, BPAP

— Décours temporel des concentrations plasmatiques
Voie intraveineuse R

1 R
‘\£ ~ Voie orale o
A e "o
- é/ IV : 6 umol/kg

(o]
o

©® Administration par voie orale
# Administration intravasculaire

Concentration plasmatique

VO : 200 pmol/kg —
- - x
6 prélév;ments : 17 prélevements :
24h 72h

Temps



Stratégie analytique

e=== - Bisphénols aglycones (BPs)
L] Bisphénols totaux (BPs + BPs-G)

@l —=Ss$ - Bisphénols aglycones (BPs)

s DoOSages simultanés

mm VIEthodes spécifiques

mm Calibration sur 3 log de [C]

mem  Rapide et simple (=100 échantillons/ jours)




Quantification BPs Totaux &

Metabollsatlon ‘k‘ EI|m|nat|on i Concentrations
{1 élevées en BPs-G + BPs
°” » Détection UV

BPs BPs-G

., UHPLC-UV

g 8-Glucuronidase R Précipitation MeOH, .. h
o R Q centrifugation .. :
e ()~ o
-Ooc)iOH 2 H , 3 7°C HO 0.04-

0.
0.0
BPs totaux
B P S —-— G 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80
;

—— SampleName: QCH2 Vial: 1:26

Chromatogramme BPs total a 0,3 ug/mL dans les urines de porcs,
colonne BEH Phényl

Calibration : 0,2 - 100 pg/mL
LOQ entre 0,2 et 1 pug/mL 0




Quantification BPs Aglycones &

Metabollsatlon ‘a‘ EI|m|nat|on q—
‘i L

BPs-G >> BPs

BPs BPs-G Pré-concentration
Détection UV

Préparation d’échantillon adaptée de Gély et al, 2021

Extraction SPE Evaporation sous N, Reconstitution o UHPLC-UV
400uL 100pL standard 200uL - g
d'échantillon—if interne 50/50:H,0/MeOH o0so] ;
| Lo
T D bd " e

uuuuuu

—— SampieName: QCM1 Vial: 2.5

Chromatogramme BPs aglycones a 0,15 ug/ml dans les urines
de porcs, colonne BEH Phényl

Pré-concentration par 2
Calibration: 0,01 - 20 pg/mL
LOQ entre 0,01 et 1 pug/mL 11




Quantification BPs Aglycones

Metabollsatlon R
ﬁ O - BPs rapidement métabolisés

- Suivisur 72 h

BPs BPs-G » Nécessite une faible sensibilité
Détection MS/MS

UHPLC-MS/MS
100uL 200pL standard T v

}
d’échantillon —if interne dans MeOH

Vortex, centrifugation L
> . 1 i

750

colonne BEH Phényl

MRM & 250 ng/mL des bisphénols aglycones dans le plasma de porcs,

Calibration : 2,5 - 2500 / 5000 ng/mL
LOQ entre 2,5 et 5 ng/mL
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Résultats
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% de la dose excrétée
dans les urines en 24 h
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m) Absorption élevée
m) % de la dose excrétée variable en fonction
de BPs

é —> Métabolite glucuronide non majoritaire

- Non éliminé dans les urines

m) Dose sous forme aglycone < 1%
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Résultats

Parametres TK déterminés par modélisation non linéaire a effet mixte

Tractus gastro-
intestinal Voie Orale

lAbsorption

Compartiment central .
Parametres TK :

(-]
(=]

Voie Intraveineuse

AUC Voie intravasculaire

- C timent Clairance = —2%¢
g . ompartimen - =
540 Distribution périFr)Jhérique AUCy
‘E 'oie extravasculaire . . . ol e s AU C
e - Biodisponibilité = —X2
8 " AUCIV
o 20 40 60 80
Jemos
l Elimination

TK approche cocktail yS TK BPA BPS administrés seul (Gayrard et al., 2019)

— Pas d’effet sur la clairance et la biodisponibilité

é Approche cocktail validée
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Résultats

100
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Clairance (mL/min/kg)
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*

Cl BPS < Cl autres

I I

Q o & < >R R v o2
RN IR ARG SR AR S I
%,boqso%;zgq?oqgo

60 < Cl < 80 mL/min/kg
40 < Cl < 60 mL/min/kg
Cl <40 mL/min/kg

Biodisponibilité (%)

100 -
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F=60%
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Résultats

Exposition systémique par voie

100000 orale pour une méme dosey 150
O TK des BPs en mélange = Réduction nombre d’animaux
10000 X7-20
] X O Parameétres TK # selon les BPs
x2-3 ; ;
1000- 1
X x X s 0 BPA plus faible exposition maternelle
100
O BPS : substitution regrettable en terme d’exposition
10 1 1 1 QI 1 1 1 1 1 1 1 1
Vv o0 oV < M R R v o2
SELLTF F LTS SLS
‘b’

AUC/Dose en (nmol*min/mL) / (mmol/kg)
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= Transfert placentaire ?

Exposition systémique
maternelle ?

Evaluer les parameétres toxicocinétiques (passage placentaire)
déterminant I'exposition foetale des analogues du BPA




Transfert placentaire

Conditions physiologiques : Collaboration avec I’hopital Paule de Viguier
-Débit
-Température
-Milieu 5
_pH - Mlllefu ‘:tzlEarle
Pompe péristalti-que pH; 7.2
Qy =12 mL/min (thermostaté a 37°C avec

un bain-marie)

15 bisphénols (env. Milieu de Earle
1+ OOOtI? g/l m L) n;:te;n:l Pompe péristaltique
antipyrine M = i
(thermostaté a 37°C avec L e
& un bain-marie) Cmpm'
* ]

Echantillonnage de

l'exsudat maternel _ Echantillonnage de

I'exsudat veineux foetal

( @ Débitmetre) s
%‘ 15 bisphénols + antipyrine

Dosage simultané (LC-MS/MS) 18




Transfert placentaire

[C] dans exsudats foetal Taux de transfert bisphénol

Taux de transfert (%) = * 100 Indice de clairance (InCl) =

[C]dans milieu maternel Taux de transfert antipyrine
Indice de clairance
1.0+
B Cocktail
504
0.8- W Seul
£ 404
: 0.6-
8 30,
il 0.41
2 104 0.2-
O»;«nlipyrineBPA BPB 3,3BPA BPF BPE BP44 BPAP BPAF BPP BPM BPC BPZ BPBP BPS BPFL 0-0_
v >
4 4
n=5 Q Q

» Validation approche cocktail é

Corbel et al., 2014 et Grandin et al., 2019



Transfert placentaire

différents de I'antipyrine de I'antipyrine

Taux de transfert non significativement “ Taux de transfert significativement différents
i
1.0 ' '
] |
><>< ><><>< g L : :
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Conclusion

- Exposition maternelle par rapport ah

BPA // . Y
Dose entrant dans le compartiment
@ foetal par rapport au BPA |
BPFLBPP BPM  BPAF BPZ
BPS BPF BP44 BPAP  BPB 3-3BPA /

- - \ BPP BPM BPF BPFL BPAF BPZ
Passage placentalre ex-vivo par BP44 BPAP BPB 3-3BPA

rapport au BPA
& Passage foeto-maternel

@ Métabolisme feetal
o fl Structures moléculaire TK |
/10-13 < =
BPAPBPFBP4-4 BPBPBPZBPP BPS BPFL

 BPEBPB3-3BPA  BPM BPCBPAF 4
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Tableau 2 : Etat de la réglementation du BPA dans divers pays.

Pays Application Limite Introduction
Plastique en contact avec les denrées | Limite de migration fixée a
: : 2018
alimentaires 0.05 mg/kg
i Biberons en polycarbonate* Interdit 2011
gnton Limite de migration fixée &
Européenne | Jouets 0.04 mgll 2017
: : Interdit (limite fixée a
Papiers thermiques 0.02% du poids) 2020
Autriche Tétines et jouets de dentition Interdit 2012
" Contenants alimentaires dédiés aux 2
Eolgique enfants de moins de 3 ans S—— 2013
Danemark Contenants a¥|_rnenta|res dédiés aux Interdit 2010
enfants de moins de 3 ans
France Tous les contenants alimentaires Interdit 2015
Sudde Contenants all_rnemalres dédiés aux |nterdit 2013
enfants de moins de 3 ans
Plastique, vernis et revétement en Limite de migration 2019
contact avec la nourriture fixée a 0.05 mg/kg
Vernis et revétement de contenants Aucune miaration
alimentaires dédiés aux nourrissons Tk 9 2019
o autorisée
et enfants en bas-age
Suisse Limite de migration
Joits fixée 2 0.04 mg/l -
Biberons en polycarbonate* Interdit 2017
BPA et BPS interdits Décambre
Papiers thermiques (limite fixée a 0.02% du
g 2020
poids)
Australie Pas d'interdiction réglementaire
Chine Biberons en polycarbonate Interdit 2011
Canada Biberons en polycarbonate Interdit 2010
Japon Pas d'interdiction, mais mesures volontaires des fabricants
Biberons en polycarbonate Interdit 2012
USA Contenants alimentaires dédiés aux Interdit ou non selon les
i 2010-2013
enfants de moins de 3 ans Etats

"

Dans le cadre de la légisiafion des matiéres plastiques en contact avec les denrées alimentaires

23



