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Résumé

La mesure du bisphénol-S (BPS) et de son glucurono-conjugué (BPSG) dans 1’urine peut
étre utilisée pour la biosurveillance de 1’exposition dans les populations. Cependant, cela
nécessite une connaissance approfondie de la toxicocinétique de ces composés alors qu’a ce jour,
il existe peu de données a cet effet chez I’humain. L’évolution dans le temps du BPS et du BPSG
a été évaluée dans des matrices biologiques accessibles et représentatives comme 1'urine et le
sang de volontaires exposés par voie orale et cutanée. Suite a 1’approbation du comité d’éthique
de la recherche de I’Université de Montréal, six volontaires ont été exposés par voie orale a une
dose deutérée de BPS-d8 de 0,1 mg/kg de poids corporel. Un mois plus tard, 1 mg/kg pc de BPS-
d8 ont été appliqués sur 40 cm? de I’avant-bras puis lavés 6 h aprés I’application. Des
¢chantillons de sang ont été prélevés avant le dosage et a des intervalles de temps fixes sur une
période de 48 h apres traitement; des collectes urinaires complétes ont été recueillies avant

I’exposition et a des intervalles préétablis sur 72 h apres dosage.

Aprés exposition par voie orale, les profils temporels des concentrations plasmatiques de
BPS-d8 et de BPSG-d8 évoluaient en paralléle et ont montré une apparition et une élimination
rapides. Les valeurs maximales de BPS-d8 et BPSG-d8 dans le plasma ont été atteintes en
moyenne (+ écart-type [ET]) a 0,7 £ 0,1 et 1,1 + 0,4h apres le dosage et les demi-vies
d’élimination apparentes (moyenne = ET) (t '2) de 7,9 = 1,1 et 9,3 + 7,0 h ont été calculées a
partir de la phase terminale, respectivement. La fraction de BPS-d8§ atteignant la circulation
systémique inchangée (c’est-a-dire la biodisponibilité¢) a en outre été estimée a 62 = 5 % en
moyenne (£ ET) et la clairance plasmatique systémique a 0,57 + 0,07 L/kg pc/h. Toujours apres
exposition orale, les profils temporels des taux d’excrétion urinaire évoluaient aussi de maniere
parallele aux concentrations plasmatiques et étaient similaires pour tant pour le composé parent
que le métabolite. Le pourcentage moyen (+ ET) de la dose administrée récupérée dans 1’urine
sous forme de BPS-d8 et BPSG-d8 au cours de la période de 72 h apres le dosage était de 1,72 +
1,3 et 54 £ 10 %.

Aprés application cutanée, les niveaux plasmatiques étaient inférieurs a la limite
inférieure de quantification (LLOQ) a la plupart des points dans le temps. Cependant, les valeurs

maximales étaient atteintes entre 5 et 8 h selon les individus, suggérant un taux d’absorption plus



lent par rapport a 1’exposition orale. De méme, des quantités limitées de BPS-d§ et de son

conjugué, estimées en pourcentage de dose, de I’ordre 0,004 + 0,003 et 0,09 + 0,07 %.

En somme, cette étude a fourni une plus grande précision sur la cinétique du BPS chez
I’humain. Ces données seront utiles pour développer un modéle toxicocinétique pour une
meilleure interprétation des données de biosurveillance. Pour la voie orale, le taux d’absorption
apparent similaire du BPS-d8 et BPSG-d8 aprés une exposition par voie orale suggére que les
formes libres et conjuguées du BPS atteignent la circulation sanguine systémique a peu pres dans
le méme intervalle de temps. Ceci indique un effet de premier passage hépatique, c’est-a-dire une
conjugaison du BPS-d8 dans le foie avant d’atteindre la circulation systémique. Néanmoins,
malgré ’effet de premier passage, la biodisponibilit¢ du BPS-d8 et donc la forme active non
conjuguée du BPS dans le sang est relativement élevée. Celle-ci est en fait largement plus
importante que celle du BPA. Le BPS libre s’est aussi avéré avoir a un temps de résidence
plasmatique plus long que le BPA. Pour la voie cutanée, les données ont montré que le BPS
atteignait rapidement la circulation sanguine systémique et était donc rapidement absorbé par
peau. Par contre, son ¢limination du corps semble étre plus lente aprés exposition cutanée
comparativement a son ¢limination apres exposition orale. Par ailleurs, malgré le fait que le BPS
serait rapidement absorbé au niveau de la peau, la fraction d’absorption cutanée était trés faible

par rapport a la fraction d’absorption orale.

Mots-clés : BPS ; BPSG ; biomarqueurs d’exposition ; exposition orale ; exposition cutanée.



Abstract

The measurement of bisphenol-S (BPS) and its glucurono-conjugate (BPSG) in urine may
be used for the biomonitoring of exposure in populations. However, this requires a thorough
knowledge of their toxicokinetics. The time courses of BPS and BPSG were assessed in
accessible biological matrices of orally and dermally exposed volunteers. Under the approval of
the Research Ethics Committee of the University of Montreal, six volunteers were orally exposed
to a BPS-d8 deuterated dose of 0.1 mg/kg body weight (bw). One month later, 1 mg/kg bw of
BPS-d8 were applied on 40 cm? of the forearm and then washed 6 h after application. Blood
samples were taken prior to dosing and at fixed time periods over 48 h after treatment; complete

urine voids were collected pre-exposure and at pre-established intervals over 72 h postdosing.

Following oral exposure, the plasma concentration—time courses of BPS-d§8 and BPSG-d8
over 48 h evolved in parallel and showed a rapid appearance and elimination. Average peak
values (£SD) were reached at 0.7 + 0.1 and 1.1 + 0.4 h postdosing and mean (+SD) apparent
elimination half-lives (t/2) of 7.9 £ 1.1 and 9.3 + 7.0 h were calculated from the terminal phase of
BPS-d8 and BPSG-d8 in plasma, respectively. The fraction of BPS-d8 reaching the systemic
circulation unchanged (i.e. bioavailability) was further estimated at 62 + 5% on average (+SD)
and the systemic plasma clearance at 0.57 = 0.07 L/kg bw/h. Plasma concentration—time courses
and urinary excretion rate profiles roughly evolved in parallel for both substances, as expected.
The average percent (£SD) of the administered dose recovered in urine as BPS-d8 and BPSG-d8
over the 0—72 h period postdosing was 1.72 + 1.3 and 54 £+ 10%.

Following dermal application, plasma levels were under the lower limit of quantification
(LLOQ) at most time points. However, peak values were reached between 5 and 8 h depending
on individuals, suggesting a slower absorption rate compared to oral exposure. Similarly, limited
amounts of BPS-d8 and its conjugate were recovered in urine and peak excretion rates were
reached between 5 and 11 h postdosing. The average percent (£SD) of the administered dose
recovered in urine as BPS-d8 and BPSG-d8 was about 0.004 + 0.003 and 0.09 + 0.07%,

respectively.



This study provided greater precision on the kinetics of this contaminant in humans and,
in particular, evidenced major differences between BPA and BPS kinetics with much higher
systemic levels of active BPS than BPA, an observation explained by a higher oral bioavailability
of BPS than BPA. These data should also be useful in developing a toxicokinetic model for a

better interpretation of biomonitoring data.

Overall, this study provided greater precision on the kinetics of this contaminant in
humans. These data will be useful in developing a toxicokinetic model for a better interpretation
of biomonitoring data. For the oral route of exposure, the apparent similar absorption rate of
BPS-d8 and BPSG-dS after oral exposure suggests that free and conjugated forms of BPS reach
the systemic blood circulation at about the same time interval. This indicates a first-pass effect in
the liver, i.e. a conjugation of BPS-d8 in the liver before reaching the systemic circulation.
Nevertheless, despite the first-pass effect, the bioavailability of BPS-d8 and therefore the
proportion of unconjugated active form of BPS reaching the systemic bloodstream is relatively
high. It is actually much higher than that of BPA. Free BPS was also found to have a longer
plasma residence time than BPA. For the dermal route of exposure, data show that BPS quickly
reaches systemic blood circulation and is therefore rapidly absorbed by skin. On the other hand,
its elimination from the body appears to be slower after dermal exposure compared to its
elimination after oral exposure. Furthermore, despite the fact that BPS is rapidly absorbed
through the skin, the dermal absorption fraction was very small compared to the oral absorption

fraction.

Keywords: BPS; BPSG; biomarkers of exposure; oral exposure; cutaneous exposure.
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1 Introduction

Le bisphénol S, bis (4-hydroxyphényl) sulfone (BPS) est une substance synthétisée a
partir de la sulfonation de phénols (Johannes 2014). Il est omniprésent dans I’environnement
(Liao et al. 2012a). Le BPS a été synthétisé pour la premiere fois en 1869 et a commencé a étre
utilisé comme substitut de son analogue, le bisphénol A (BPA) dans les années 2000 (Glausiusz
2014). Le BPS a une utilisation commerciale largement répandue. Il est utilis¢ comme
intermédiaire dans la production de résines €époxy et plastiques polycarbonates, de sorte qu’il est
présent dans divers produits industriels (produits de nettoyage, par exemple), produits de
consommation alimentaires (viandes, produits laitiers) et dans les soins personnels (produits pour
le corps et les cheveux, par exemple) (Vidas et al. 2010). I est également utilis¢é comme
révélateur dans les papiers thermiques (tickets), offrant des propriétés thermosensibles (ANSES
2013). La population générale peut donc étre exposée par I’ingestion d’aliments contaminés, mais

¢galement par contact cutané (Wu et al. 2018).

Etant donné que son analogue de BPA s’est avéré avoir des propriétés de perturbation du
systéme endocrinien, certains auteurs ont également évalué le potentiel estrogénique du BPS in
vitro et in vivo chez les animaux (Chen et al. 2016; Rochester et Bolden 2015; Vidas et al. 2010).
Comme observé pour le BPA, les études suggerent que le BPS est hormonalement actif, montrant
des activités estrogéniques chez le rat in vivo, ainsi qu’un potentiel estrogénique et anti-
androgéniques in vitro. Selon Kojima et al. (2019), le BPS a montré une activité agoniste des
récepteurs des cestrogenes humains (ERa et ERB) du méme ordre de grandeur que le BPA
(Kojima et al. 2019). Dans une étude in vivo chez des rats femelles, Ahsan et al. (2018) ont
¢galement montré que le BPS altérait le cycle de 1’cestrus ainsi que la fonction et le

développement de 1’ovaire.

Selon les études sur le métabolisme chez I’animal, le BPS est rapidement conjugué aux
glucuronides une fois absorbé dans 1’organisme, a I’instar de son analogue du BPA. La fraction
libre de BPS est considérée la fraction active, alors que le produit de détoxification BPS-
glucuronide (BPSG) est le principal composé excrété dans 1’urine (Grandin et al. 2018). Chez
I’Homme, la littérature sur I’exposition au BPS dans la population générale est de plus en plus

nombreuse, comme 1’indiquent les mesures du BPS et du BPSG dans des matrices biologiques.



Ces matrices biologiques sont en quelque sorte des parties du corps constituant une sauvegarde

de I’historique d’exposition et qui sont faciles a prélever et sains a manipuler sur le plan éthique.

L’¢étude de Liao et al. (2012a) a été la premicre a rapporter les niveaux de BPS dans la
population générale ; les auteurs ont montré que le BPS total (la somme des formes libre et
conjuguée du BPS) était détectable dans 81 % des échantillons d’urine ponctuels (n = 315)
prélevés chez des Américains et des Asiatiques (Chinois, Indiens, Japonais, Coréens, Koweitiens,
Malaisiens et Vietnamiens) agés de 2 a 84 ans, avec des concentrations moyennes géométriques
de 0,168 pg/L (étendue de la limite de quantification de 0,02 a 21 pg/L). Liu et al. (2017) ont
¢galement mesuré le BPS total dans 61 échantillons de sang maternel et de sang de cordon
appariés provenant de la population chinoise. Bien que le PBS total n’ait pu étre détecté que dans
quatre échantillons de sang maternel et sept échantillons de sang de cordon, dans une plage de
<0,03 a 0,07 pug/L, cette étude a montré que le BPS peut traverser le placenta humain. Plus
récemment, Ndaw et al. (2018) ont mesuré le BPS total dans des échantillons d’urine avant et
apres le quart de travail et la premiére matinée, chez 17 caissiers frangais et 15 témoins ; ils ont
constaté que les valeurs de concentrations étaient nettement plus élevées chez les caissiers que
chez les témoins (moyenne géométrique [fourchette] de 2,48 [0,1 a 28,4 ug/L] par rapport a
0,72 pg/L [<LOQ de 0,1 a 229 pg/L]).

Lehmer et al. (2018) ont analysé les concentrations de BPS total dans des échantillons
ponctuels d’urine d’enfants (n = 868) et d’adultes (n = 1808) participant & I’Enquéte nationale sur
la santé et la nutrition (NHANES) 2013-2014 ; le BPS total a été détecté¢ dans 89,4 % des cas,
avec une concentration médiane de 0,37 pg/L chez 1’adulte (interquartile de 0,14 a 0,88 pg/L) et
de 0,29 (0,12 4 0,70) pg/L chez I’enfant.

Dans une cohorte prospective de femmes néerlandaises inscrites en début de grossesse
(n=1396), (Philips et al. 2018) ont signalé un taux de détection de BPS total de 67,8 % dans les
¢échantillons ponctuels d’urine prélevés en 2004-2005 et des concentrations médianes de
0,36 pg/L (interquartile de 0,17 a 1,08 pg/L), ce qui est similaire aux résultats obtenus chez les
participants de I’enquéte NHANES. D’autres chercheurs (Ghayda et al. 2019; Radwan et al.
2018) ont également documenté des concentrations de BPS total dans le sperme et dans 1’urine de
158 hommes inscrits dans une cohorte prospective du Massachusetts (Etats-Unis) recherchant un

traitement de fertilit¢ de 2011 a 2017, et ont signalé un taux de détection de 76 % (> 0,1 ug/L)
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sur 338 échantillons d’urine, une moyenne géométrique de 0,37 pg/L et un intervalle interquartile

de 0,22 0,9 pg/L.

Pour pouvoir interpréter les données de biosurveillance, il est important de disposer
d’informations sur la toxicocinétique des biomarqueurs d’exposition les plus représentatifs pour
quantifier. Bien que la toxicocinétique du BPA, analogue au BPS, ait ét¢ largement documentée
chez ’'Homme (Fisher et al. 2011; Teeguarden et al. 2015; Thayer et al. 2015), celle du BPS
demeure peu documentée a ce jour. Les études animales montrent qu’apres absorption, le BPS est

rapidement conjugué en BPS glucuronide et excrété principalement dans I’urine (Figure 1).
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Figure 1: Biotransformation du bisphénol S en BPS-glucuronide et BPS-sulfate (Gayrard et
al. 2019b)
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Une seule étude toxicocinétique humaine du BPS a été réalisée au moment du début du
projet (Oh et al. 2018). La détermination de la toxicocinétique du BPS et du BPSG directement
chez I’Homme est importante compte tenu des différences potentielles de cinétique entre I’animal
et I’humain. Oh et al. (2018) ont documenté I’évolution temporelle du BPS (BPS libre et total)
dans le plasma et I'urine de sept hommes et femmes de volontaires coréens vivant a Séoul
exposés oralement a 8,75 ug de BPS-d4/kg de poids corporel, dissout dans de 1’éthanol et déposé
sur un biscuit. Dans cette étude, le BPGS n’a pas ét¢ mesuré directement ; il a plutdt été estimé
par la différence entre le BPS non conjugué analysé sans hydrolyse enzymatique et le BPS total,
soit la somme du BPS non conjugué et conjugué aux glucuronides mesuré aprés hydrolyse
enzymatique avec la B-glucuronidase. A partir de ces données notamment, Karrer et al. (2018)
ont utilisé un modele pharmacocinétique a base physiologique pour le BPA et ’ont extrapolé a
ses analogues, y compris le BPS, en i) déterminant les coefficients de partage propres a la
substance (tissu a sérum) avec une approche relation quantitative structure-activité (RQSA) et ii)
paramétres du métabolisme avec une évaluation in vitro de la glucurono-conjugaison de BPS
dans le foie humain et les microsomes intestinaux. Le modele a ensuite été calibré avec les
données de Oh et al. (2018). Certaines modifications du modele ont di étre apportées pour

obtenir un bon ajustement aux données cinétiques humaines disponibles (Karrer et al. 2018)

L’objectif de ce travail était de mener une étude clinique pour comparer, dans un méme
cadre expérimental, les profils cinétiques du BPS non conjugué et de son métabolite majeur le
BPSG spécifiquement quantifié chez des femmes volontaires en age de procréer exposées par
voie orale et cutanée a un BPS deutéré (BPS-d8) dans des conditions controlées. Cette étude
visait également a fournir des données cinétiques de base pouvant servir a développer un modele
de toxicocinétique chez I’Homme permettant la reconstruction des doses absorbées a partir de
mesures spécifiques de BPS et de BPSG chez des populations vulnérables, telles que les femmes

enceintes.
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1.1 Le Bisphénol S : historique et propriétés
1. Chronologie du BPS : substitution du BPA par son analogue

L’exposition humaine aux contaminants environnementaux est 1’une des préoccupations
majeures des intervenants en santé publique. Ceci concerne en particulier les perturbateurs
endocriniens, comme le bisphénol A (BPA), qui a été utilisé depuis 1950 partout dans le
monde et d’une facon abondante danstous les domaines de fabrication des emballages
alimentaires et des papiers thermiques grace a son pouvoir anticorrosif. Cependant, ses méfaits
sur le systéme nerveux, reproductif et hormonal (perturbateur endocrinien) font 1’objet de
nombreuses recherches (Glausiusz 2014), ce qui a poussé plusieurs chercheurs et organismes a
mettre 1’accent sur 1’utilisation abusive de cette substance. En octobre 2008, les organismes
gouvernementaux du Canada, a savoir Environnement Canada et Santé Canada, ont inscrit le
BPA dans la liste des produits toxiques bannis au Canada,a la suite d’une évaluation
systématique des risques associés a I’utilisation de cette substance. Ils ont alors mis en place des
lois qui interdisent toute utilisation de BPA dans les emballages (Environnement Canada et Santé
Canada 2008). Cependant, la prise de cette décision a été¢ appuyée et défendue par des études
scientifiques qui ont confirmé les effets toxiques probables de ce contaminant a court comme a
long terme. A la suite de cette décision, les industriels ont anticipé la mise en application de la loi
en janvier 2015 et ont progressivement remplacé le BPA par des analogues structuraux ayant des
propriétés techniques similaires, principalement le bisphénol S (BPS, 4,4’-sulfonyldiphenol)
ayant maintenant de nombreuses applications, alors que 1’utilisation de cette substance n’est pas

encore réglementée (Environnement Canada et Santé Canada 2008; Glausiusz 2014),

La France avait une approche différente de celle des autres pays;elle a interdit
I’incorporation du BPA, en un premier temps, dans les biberons et les produits destinés aux bébés
(Légifrance 2010), en se basant sur des études qui confirment la vulnérabilité des enfants et des
nouveau-nés aux expositions environnementales a ce xénobiotique. Depuis les interdictions
généralisées du BPA dans certains pays, le bisphénol S est désormais fréquemment utilis€ comme

un substitut structural-analogue au BPA.

En somme, le BPS est utilis¢ dans les papiers thermiques, les emballages alimentaires

ainsi que dans les produits dits « BPA free » ou « sans BPA ». La question se pose a savoir si
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les résultats des études déja faites sont suffisants pour pouvoir prendre des décisions sur

I’interdiction de ce composé¢ dans certaines industries comme dans le cas du BPA.

2. Propriétés physicochimiques

Le bisphénol S ou bis (4-hydroxyphenyl) sulfone, couramment appelé « BPS », est une
substance synthétisée a partir de la sulfonation du phénol ; il s’agit d’une liaison de deux cycles
phénoliques CsH4OH avec une fonction sulfonyle (SO.) dans une solution sans solvant (Johannes

2014). Le rendement de cette réaction en BPS est de 60% (ANSES 2013).

Les propriétés physicochimiques du BPS et BPA sont résumés dans leTableau 1.
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Tableau 1 : Les propriétés physicochimiques du bisphénol S et de Bisphénol A

Molécules

Bisphénol S

Bisphénol A

Propriétés physico-chimiques

Nom

Formule brute

Masse molaire

Densité

Hydrosolubilité

Point de fusion

Solubilité

Nom

Formule brute
Masse molaire
Densité
Hydrosolubilité

Point de fusion

Références

Bis  (4-hydroxyphenyl) | A TABASE 2018)
sulfone

C12h1004S (Wu et al. 2018)
250,27

(Wu et al. 2018)

1,366 3 g/cucma 15 °C

1100 mg/L 220 °C (Wu et al. 2018)

2405 C (DATABASE
2018)

Insoluble dans 1’eau, mais (Haynes 2014)

soluble dans 1’éthanol,
I’éther et 1égérement soluble
dans le benzéne et le DMSO

44 — dihydroxy-2, 2-
diphénylpropane

Ci5Hi6 02 (O'Neil et al. 2001)
228,28

1195 g/ml a 20 °C

120 ng BPA/mL a 20 °C

157 °C
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3. Production et utilisation du BPS

La production du bisphénol S est estimée étre des plus élevées aux Etats-Unis.
En effet, selon les évaluations faites dans le cadre du programme de toxicologie national des
Etats-Unis, les quantités produites entre les années 1986 et 2000 ont été estimées pour atteindre

10 000 kilogrammes par an (Berg et al. 1994)

Le BPS est ainsi utilis¢ comme monomére de plastiques de type polycarbonate et résines
époxydes et comme révélateur de I’encre des papiers thermiques (Liao et al. 2012a). Le BPS est
utilis¢é dans divers secteurs industriels tels que la fabrication des emballages alimentaires
métalliques, agissants comme anticorrosifs et comme stabilisateur des polymeéres de plastique,
tels que les résines polyéther sulfones, polycarbonates et époxy. Ces polymeres sont également
utilisés dans différents domaines en fonction de leurs propriétés physiques (INERIS 2012),. Selon
INERIS (2012), les résines époxy sont utilisées dans les matrices plastifiées pour leur conférer

une protection et une stabilité thermique.

Les propriétés physiques des résines différent en fonction de leurs compositions chimiques.
Les résines polycarbonates sont généralement utilisées dans plusieurs procédés de fabrication de
plastique comme les bouteilles thermo-soufflées, pour conférer une stabilit¢ mécanique [une
rigidité du plastique], résistance aux chocs et une transparence au niveau de I’apparence allant
jusqu’a 90 % a 1 mm d’épaisseur (Blondel 2006). Le BPS est aussi présent dans les appareils
¢lectroniques tels que les circuits imprimés (ANSES 2013), dans le revétement des papiers
thermiques et dans les tickets de caisses; il intervient au cours du processus d’impression
agissant comme révélateur d’encre quand le papier est chauffé, permettant de lui donner des

propriétés thermosensibles (ANSES 2013).

4. Législation du BPS

A T’heure actuelle, il existe trés peu d’études portant sur 1’évaluation des risques associés
a la présence du BPS dans I’environnement [dans 1’air, I’eau, le sol et les aliments]. Cependant,
les chercheurs commencent & mieux documenter les effets associés a 1’exposition au BPS dans

les conditions controlées par le biais d’études de surveillance biologique, ainsi que d’estimer les
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niveaux d’exposition pour différents scénarios d’exposition [par exemple, dans un milieu

professionnel].

En revanche, I’utilisation du BPS est réglementée dans certains secteurs, comme dans les
industries des transformations et conditionnements des aliments. En effet, les emballages
alimentaires sont soumis a des normes en matiére d’utilisation du BPS. Pour se faire, des études
ont été réalisées pour pouvoir fixer une valeur limite de migration spécifique [LMS]. Cette valeur
définit la dose maximale d’une substance particuliere qu’un emballage peut céder a I’aliment,

ceci en tenant compte de la toxicité de la substance en question.

Une dose journaliére admissible a été déterminée également par Liao et Kannan (2014b)
soient 646 et 664 ng/kg poids corporel par jour respectivement pour les hommes et les femmes.
Par comparaison, la DJA du BPA, qui a ét¢ déterminé a la suite d’une évaluation compléte du
risque par 1’ Autorité européenne de sécurité des aliments [EFSA], a été fixée a 500 ng/kg poids

corporel.

Bien que le Canada ait ét¢ le premier pays a interdire le BPA dans les biberons en
polycarbonates, il n’existe actuellement pas de réglementation spécifique au BPS. Au niveau de
I’Union européenne, le BPA est interdit et le BPS est enregistré dans la liste des substances de la
réglementation REACH. La LMS déterminée pour le BPS est de I’ordre de 0,05 mg de BPS/kg
poids corporel ; cette valeur dépend des conditions de stockages ainsi que des propriétés physico-

chimiques de 1’aliment conditionné (Journal officiel de I’Union européenne 2011).

1.2 Exposition externe

L’exposition externe ou bien environnementale au BPS peut se produire par plusieurs
voies, soit par le biais des contenants alimentaires, par I’inhalation des particules de BPS

présentes dans I’air ou bien par contact cutané direct.
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5. Exposition alimentaire

L’ingestion du BPS peut se produire a travers les denrées alimentaires. Une étude a été
faite par des chercheurs en Espagne dans le but de confirmer la possibilité¢ de contamination par
le BPS d’aliments conditionnés dans des boites de conserve [mais sucré, pois, artichauts...] et
d’évaluer son coefficient de migration emballage/aliment. Ces valeurs ont ensuite ét¢ comparées
avec les limites de migration spécifique [LMS]. Les résultats de cette étude ont montré que les
aliments conditionnés dans des boites de conserve contenaient des concentrations relativement
¢levées en BPS. Cependant, le BPS a été détecté dans les échantillons de liquides en conserve.
Ces concentrations allaient jusqu’a 175 + 18 ng/ml [échantillon de pois et carottes]
comparativement au BPA dont la concentration atteignait 254 + 14 ng/ml pour le méme
échantillon. Dans un deuxiéme volet, les concentrations de BPS ont été déterminées en variant
des parameétres expérimentaux [la température et la solution d’extraction]. Les résultats ont
confirmé que certains facteurs peuvent jouer un rdle au niveau du ratio de valeur par rapport a la
LMS. En particulier, une augmentation significative des concentrations de BPS dans les aliments,
comme dans le liquide de conservation, a été observée au cours de la période de contacte [240 h]
en variant la température [entre 25 °C et 80 °C]. La concentration du BPS a été multipliée par 5

suite a une ¢élévation de la température de 55 °C dans tous les échantillons.

L’acidité de la solution influence aussi I’échange de maticre entre I’emballage et 1I’aliment
conditionné. Une différence a été notée entre la concentration du BPS dans les aliments stimulés
avec 1’addition d’acide acétique comparativement a ceux analysés dans une solution aqueuse

(Vidias et al. 2010).

Ainsi, I’échange de substance chimique entre 1’emballage et les aliments soit,
spécifiquement, le passage du BPS de la boite a I’aliment conditionné est considéré comme une
source de contamination affectant la salubrit¢ des produits alimentaires. Cependant, ce
phénoméne peut étre influencé/stimuler par plusieurs facteurs, ce qui augmente également d’une

facon indirecte et significative le niveau d’exposition au BPS.
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6. Exposition cutanée

L’exposition par voie cutanée est plus répandue dans les milieux de travail, plus
spécifiquement chez les caissiers qui manipulent les regus de caisse [papiers thermiques] ou
méme les recus bancaires. Des échantillons d’urine ont été collectés chez des volontaires
travaillant en tant que de caissiers, dans le cadre d’une étude visant a quantifier les concentrations
de BPS excrétées et de prédire par la suite la dose d’exposition en tenant compte des barriéres
biologiques. Des chercheurs ont quantifié¢ les concentrations de BPS dans le papier thermique
pour estimer la dose absorbée par le corps et I’ont comparé par la suite avec la dose excrétée dans
I’urine des caissiers manipulant ces regus et d’autres qui n’en manipulant pas. Les résultats de
cette étude ont montré que les niveaux de BPS total (BPS plus BPSG) quantifiés étaient quatre
fois plus ¢€levés chez les caissiers comparativement aux témoins, avec des concentrations
médianes de 2,53 et 0,67 pg/L, respectivement. Ceci confirme que 1’exposition au BPS ne touche

pas seulement les caissiers mais aussi toute la population (Ndaw et al. 2018).

Le BPS a aussi été détecté dans les produits de soins personnels [gel douche, shampooing,
magquillage, savon liquide, lotion corporelle, pate a dents et désinfectants provenant des Etats-
Unis [n=114] et de la Chine [n=117]; cette étude avait ét¢é menée pour évaluer les niveaux
d’exposition a différents contaminants environnementaux dont le bisphénol A [BPA] et ses
analogues [bisphénol AF [BPAF], bisphénol AP [BPAP], bisphénol B [BPB], bisphénol F [BPF],
bisphénol P [BPP], bisphénol S [BPS], bisphénol Z [BPZ]]. Les analyses ont montré des teneurs
en BPS relativement semblables a celles du BPA et les plus fortes concentrations ont été notées
dans les échantillons du maquillage et de créme corporelle avec des concentrations [moyenne
géométrique] de 0,504 et 0,437 ng/g de poids humide ou poids de produit, respectivement. En
outre, les concentrations étaient pratiquement similaires dans les échantillons de produits
collectés de la Chine et des Etats-Unis, soit des concentrations en moyenne [géométrique]
respectivement de 0,451 et 0,382 ng/g de poids humide ou poids de produit (Liao et Kannan
2014a).

La perméabilité cutanée est connue pour étre influencée par plusieurs facteurs: i]
physicochimiques, comme la taille de la molécule, la solubilité dans 1’eau ou la lipophilie et la

charge ; ii) anatomiques, comme la partie du corps qui est en contact direct avec la substance
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toxique (la paume des mains, le bras), la pilosité de la peau ou également I’occlusion cutanée ; iii)

individuels, dont I’hydratation et la porosité de la peau (Duque Fernandez 2008).

7. Exposition par inhalation

Le BPS peut étre aussi présent sous forme de poussiéres, ceci pourrait étre une source
d’exposition par I’inhalation des particules présentes dans ’air respiré. Une étude a été menée par
Liao et al. (2012a, b) afin d’analyser la présence de BPS dans les poussieres prélevées dans des
foyers de quatre pays différents. Le BPS a été détecté dans tous les échantillons de poussicres
analysés, mais les proportions étaient différentes. Les plus fortes concentrations ont été notées
dans les échantillons de poussiére intérieure (n = 156) provenant du Japon avec une moyenne
(géométrique) de 0,82 pg/g de poussiére comparativement a ceux collectés aux Etats-Unis, en
Corée et en Chine dont les moyennes étaient de 0,63, 0,43 et 013 pg/g, respectivement. Une
estimation de la dose d’exposition a été faite a partir de cette étude, pour une catégorie de la
population. Les nouveau-nées et les enfants se sont avérés étre les groupes de la population les
plus exposés au BPS, et ceci a été associé a leur comportement, soit sentir ou porter a la bouche
des objets qui peuvent contenir du BPS. Les doses journaliéres respectives les plus élevées
étaient de 2,85 et 3,37 ng/kg de pc/jour au Japon, de 2,20 et 3,09 ng/kg de pc/jour aux Etats-Unis
et de 1,27 et 1,50 ng/kg de pc/jour en Corée.

1.3 Expositions humaines au bisphénol S : données de biosurveillance

Depuis des années, les recherches scientifiques sont de plus en plus orientées vers la
biosurveillance, c’est-a-dire le suivi du devenir de la substance étudiée dans une matrice
biologique humaine ou animale, comme dans le sang, ’urine, les cheveux, le lait maternel ou la
salive, en fonction du temps. Cette mesure de biomarqueur d’exposition consiste donc a
déterminer les concentrations du xénobiotique dans I’organisme, telle que les quantités qui
circulent dans le sang ainsi que les quantités excrétées dans 1’urine et détoxifiées du corps. Le
choix de la matrice biologique se fait en fonction des caractéristiques physico-chimiques de la

molécule et de son comportement face au mécanisme de biotransformation.
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Une étude a été menée entre les années 2010 et 2011 dans le but d’estimer les niveaux
d’exposition de la population générale au BPS aux Etats-Unis et dans sept pays asiatiques. Des
¢chantillons d’urine des participants des différents pays (n = 315) ont été prélevés aupres de la
population générale en Corée, en Chine, au Japon, au Koweit, aux Etats-Unis, en Inde, en
Malaisie et au Vietnam. Les échantillons ont été analysés afin de confirmer ’existence du BPS,
en concentrations ¢levées, dans le spécimen humain. Les résultats de cette étude ont montré une
variation au niveau des concentrations de BPS dans les échantillons d’urines collectées avec un
pourcentage de détection du BPS dans les échantillons analysés de l'ordre de 81 %. Les
¢chantillons ayant les plus fortes concentrations en BPS sont ceux en provenance des volontaires
japonais ; le BPS était présent dans 100 % des échantillons collectés avec moyenne (géométrique)
de I’ordre de 1,18 ng/mL ou 0,933 pg/g de créatinine [créat.]. Les échantillons des Etats-Unis
montraient une concentration significativement inférieure a celles retrouvées au Japon, soit
0,299 ng/mL ou 0,304 ng/g créat. Une comparaison sur la base de I’age, du sexe et du milieu de
vie a été faite dans le cadre de cette étude, dans le but d’expliquer la variabilité dans les taux de
BPS. Les résultats ont confirmé que les concentrations en BPS sont inversement proportionnelles
a I’age, c’est-a-dire que les concentrations les plus élevées ont été retrouvées chez les enfants et
les adolescents agés de moins de 20 ans (moyenne géométrique de 0,271 pg/jour) et celles les

plus faibles chez les volontaires adultes (Liao et al. 2012a).

En 2018, les recherches sont devenues de plus en plus spécifiques, visant une population plus
susceptible a étre plus exposée (dans les milieux de travail). Une équipe de recherche a 1’Institut
National de Recherche et de Sécurité¢ en France (INRS) a étudié I’exposition des caissiers (n= 17
caissiers et 15 controles) au BPS suite a leurs manipulations des tickets de caisse. Des
participants volontaires a cette ¢tude ont accepté de fournir des échantillons d’urine avant et apres
leurs quarts de travail durant une journée compléte (24 h aprés I’heure de début du quart de
travail), soit 90 échantillons d’urine des caissiers et 73 échantillons d’urine des participants
témoins. Le BPS a été détecté pratiquement dans les échantillons de tous les participants. Les
concentrations moyennes de BPS dans les échantillons d’urine collectés des caissiers étaient
quatre fois plus élevées que celles retrouvées dans les urines des sujets contrdles, respectivement
de I’ordre de 2,53 pg/L (équivalent a 2,07 pg/g de créatinine) et 0,67 pg/L (équivalent a 0,52 pg/g
de créatinine) (Ndaw et al. 2018). En outre, des échantillons de regus de caisse manipulés ont été

collectés aussi pour s’assurer de la présence du BPS dans le papier thermique.
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D’autre part, entre les années 2014 et 2016, une étude frangaise a fait également 1’objet
d’une évaluation des quantités du BPS dans I’urine de 900 adultes et 500 enfants qui résident en
France (Balicco Alexis et al. 2019) La concentration médiane de la totalité¢ des échantillons était
de ’ordre de 0,31 pg/L [équivalent de 0,42 ng/g de créatinine] avec une concentration médiane
de 0,44 pg/g de créatinine pour les enfants et 0,53 pg/g de créatinine dans les échantillons des
adultes. Dans cette étude, les taux élevés de BPS dans les échantillons des adultes ont ¢té associés

a la consommation excessive d’aliments emballés.

1.4 Toxicité du BPS

Plusieurs parameétres peuvent influencer la réponse toxique associée a 1’exposition au
BPS, dont la dose d’exposition qui différe selon la concentration environnementale en BPS. La
biodisponibilité de la substance dans le corps humain est aussi un des parametres limitant la
réponse toxique, soit la fraction de la dose introduite dans le corps avant d’atteindre la circulation
systématique [c.-a-d. la fraction absorbée par rapport a la dose ingérée, inhalée ou appliquée sur

la peau].

La toxicité de la substance est également influencée par le mécanisme de biotransformation
(détoxification ou bioactivation) de la substance que ce soit en phase I ou en phase II. Certaines
substances peuvent subir une réabsorption au niveau des reins; ceci peut étre di a des
caractéristiques spécifiques du xénobiotique [1’hydrophilie, la lipophilie et la taille de la molécule
(Alvergnas-Vieille 2011). Ce n’est que dans les derniéres années, que les recherches ont avancées

sur la réponse toxique associée a I’exposition au BPS, notamment depuis sa substitution au BPA.

8. Effet endocrinien

Les perturbateurs endocriniens ou les xénohormones sont des molécules capables de
déclencher ou inhiber les activités hormonales dans le corps. Les xénobiotiques agissent sur leur
héte par des mécanismes d’actions différents ; ils peuvent interférer au niveau de la production
naturelle des hormones comme 1’cestrogéne et testostérone, en stimulant leurs mécanismes de

synthése, leur distribution ou leur détoxification. Ils peuvent aussi étre des hormono-mimétiques
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et entrer en compétition avec les hormones naturelles dans le corps, déclenchant la méme réponse
biologique de I’hormone naturelle. Les xénobiotiques peuvent également étre des agents
inhibiteurs qui peuvent empécher 1’action de ces hormones en se fixant sur les récepteurs avec

lesquels elles interagissent habituellement (Multigner et Kadhel 2008),

Plusieurs auteurs ont évalué, dans le cadre d’expériences in vitro, 1I’effet du BPS et ses
métabolites sur différents récepteurs cestrogéniques. Skledar et al. (2016) ont étudi¢ le
métabolisme du BPS sur des cultures cellulaires de levure de type Saccharomyces cerevisiae dans
le but de déterminer le processus de biotransformation de la molécule en métabolites hydroxylés
et conjugués glucuronides ainsi que les mécanismes d’action de ces formes sur les récepteurs
cestrogéniques et androgéniques. Le BPS ou ses métabolites, soit le BPS hydroxylé BPSM1
(métabolisme de phase I) et le BPS glucurono-conjugué (conjugaison de phase II) ont été incubés
avec les cultures cellulaires. Les auteurs ont déterminé la relation entre 1’augmentation des
concentrations de BPS, BPSM1, BPS-glucuronide ou cestradiol E2 et I’induction des récepteurs
cestrogéniques Era. Le BPS-glucuronide n’a pas montré d’induction des récepteurs, alors que le
BPS et de fagon moindre le BPSM1 [concentration efficace 50 [EC50] de 8,4 10-5 et 6,7 10-4 M,
respectivement] ont présenté une certaine action sur ces récepteurs, bien qu’a un degré moindre
que ’E2 (EC50 de 2,6 10-10M). Cette ¢tude a confirmé que le BPS, qui a des similarités

structurales avec 1’cestradiol (Figure 3) pouvait activer les récepteurs Era (Skledar et al. 2016).

En conclusion, les auteurs ont montré que la forme BPS-glucuronide était inactive
envers les récepteurs cestrogéniques alors le BPS et le BPSMI1 présentaient une activité
cestrogénique agoniste. Ces auteurs ont également évalué ’activité agoniste et antagoniste du
BPS et BPSM1 sur les récepteurs des hormones thyroidiennes et ont montré un effet antagoniste
de ces deux molécules a des concentrations du méme ordre de grandeur (EC50 de 4,3 10-5 et 6,9

10-5 M).

9. Effet reprotoxique

Le BPS semble avoir un effet toxique sur la reproduction chez I’humain similaire & son
analogue, le BPA. Des chercheurs ont montré que le BPS a une dose de 1’ordre de 100 nmol/L

contribuait a la réduction des taux de sécrétion de la testostérone chez les rats, tout en inhibant la
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sécrétion de ’hormone lutéinisante par les cellules de Leydig qui contrdlent la sécrétion de la
testostérone ; la capacité inhibitrice de la sécrétion de testostérone du BPS est méme plus
puissante que celle notée avec les essais effectués avec le BPA qui n’avait montré aucun effet a la
méme dose (100 nmol/L). Cette étude a évalué la relation entre 1’exposition au BPS et son effet
sur la stéroidogenése, qui est le cycle qu’une molécule de cholestérol peut subir pour contribuer a
la synthése des hormones stéroidiennes (comme les cestrogenes, la progestérone et la

testostérone) (Eladak et al. 2015).

Une étude récemment publiée par des chercheurs américains a analysé 1’exposition de
sept groupes de souris en gestation (n= 4 ou 5 par groupe) par gavage soit au véhicule contrdle
(huile de mais), soit a 0,5 ou 50 pg/kg/jour de BPS, BPA ou de BPE. Les doses ont été choisies
par rapport a des valeurs de référence. Cette étude a confirmé que le BPS ainsi que ses analogues,

le BPA et le BPS affectaient la fonction reproductive des femmes (Shi et al. 2019).

10. Effet obésogéne

Plusieurs chercheurs ont associ¢ 1’effet obésogéne a I’exposition au BPS et, pour
pouvoir confirmer cette relation biologique, des chercheurs de I’Institut national de la recherche
agronomique, en France, ont réalisé¢ des essais chez des animaux visant a mieux expliquer les
mécanismes impliqués dans la relation entre 1’obésité et le niveau d’exposition au BPS (Ivry-Del
Moral et al. 2014). Les expériences ont consist¢ a exposer des souris de type C57Bl/6 a
différentes concentrations de BPS, soit 0,2, 1,5 et 50 pg/kg pc/j sur une période s’étalant jusqu’a
23 semaines et a appliquer un régime alimentaire hyperlipidique (HFD) en les comparant a des
souris contrdles ayant eu le méme régime alimentaire mais qui n’ont pas été exposés au BPS. Le
poids des souris a été déterminé aux trois semaines. Un suivi de taux de sécrétion des TAG
(triacylglycérides) a été fait par la mesure des concentrations plasmatiques des TAG a partir de la
8e semaine. Les résultats cette étude ont montré que le BPS provoquait une augmentation
significative de la masse corporelle des souris ; celle-ci a été estimée a environ 10 a 15 % du

poids initial.

Des recherches ont été élaborées, d’une fagon plus approfondie, dans le but de bien

comprendre les processus impliqués dans I’obésité liée a 1’exposition au BPS. Récemment, les
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chercheurs chinois ont réalisé des tests sur les poissons-zebres (Wang et al. 2019). Des embryons
de poisson-zebre ont été répartis d’une fagon aléatoire dans cinq aquariums. Trois groupes ont été
exposés par la suite a de différentes doses de BPS, soit 1 mg/L (BPS1), 10 mg/L (BPS10) et
100 mg/L. BPS (BPS100). Un groupe témoin a été traité avec le diméthylsulfoxyde (DMSO
0,002%) et le cinquieme groupe a été élevé avec un régime alimentaire accentu¢. Une
comparaison a été faite sur la base des poids des embryons qui ont été déterminés pour les cing
groupes. Les résultats de cette étude ont montré que les groupes qui ont été exposés au BPS ainsi
que ceux qui ont ¢été «suralimentés» présentaient un taux de sécrétion des TAG
significativement plus ¢élevé. D’aprés les résultats évoqués dans le cadre d’étude citée
précédemment, le BPS stimule la transcription de génes responsables de la production de TAG
dans D’organisme, spécifiquement les séquences de gene accl (acétyl-CoA carboxylasel), le
agpat4 (l-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransférase 4) et le mgll (monoacylglycérol
hydrolyzate). Le BPS contribue aussi a une réduction de taux de sécrétion des transporteurs des
TAG dans le sang, en inhibant I’expression des génes apoEa (apolipoprotéine Ea) et apoA-IVb.1
(apolipoprotéine A-IVb.1) (Wang et al. 2019; Wang et al. 2018). En conclusion, le BPS a montré
une forte capacité a perturber et a dérégler le niveau d’expression des geénes impliqués dans la

sécrétion des TAG ainsi que leur transport et circulation dans I’organisme.

Des chercheurs tunisiens ont également effectué¢ des analyses de gains de poids sur des
souris apres exposition par voie orale a des concentrations variables répétées de BPS
(25 pg/kg/jour, 50 pg/kg/jour et 100 pg/kg/jour) pour une période s’étalant jusqu’a dix semaines
(Rezg et al. 2018). Des mesures des poids des souris ont été effectuées, une fois a toutes les deux
semaines, pour pouvoir déterminer le gain de poids par semaine par comparaison avec des souris
témoins. Une augmentation significative du gain de poids des souris a été notée aprés deux

semaines d’exposition par voie orale a toutes les doses par rapport aux souris témoins.

11. Inhibition des effets de médicaments

La réponse clinique aux médicaments se caractérise par une grande variabilité
interindividuelle, pour une méme posologie. Certaines substances peuvent influencer aussi la

réponse a un médicament en agissant sur des transporteurs impliqués dans sa distribution. La
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membrane cellulaire comporte des systémes de transport moléculaire pour faciliter I’échange des
molécules entre le milieu intracellulaire et extracellulaire. Le transport actif favorise le transfert
des molécules contre un gradient de concentration, grace a [’utilisation d’une protéine
transmembranaire de type pompe nécessitant une source d’énergie (ATP). A contrario, le
transport passif se fait selon le gradient électrochimique, sans consommation d’énergie et
s’applique plutot aux petites molécules hydrophobes (polaires). Ces mécanismes sont essentiels
pour comprendre la cinétique de certaines molécules. Parmi ces transporteurs, on peut citer les
transporteurs de cations organiques (OCTs) et les transporteurs d’anions organiques (OATs) qui
sont des protéines membranaires responsables de I’absorption par le tube digestif, la distribution

tissulaire, 1’¢élimination biliaire et rénale de certains types de xénobiotique (Dawed et al. 2019).

Bruyere et al. (2017) ont documenté I’effet de certains bisphénols (BPA, BPF,
tétrabromobisphénol A [TBBPA] et BPS) sur I’activité des transporteurs SLC («the solute
carrier »). L’étude a été focalisée sur le suivi des concentrations intracellulaires de substrats
accumulés dans le but de déterminer la capacité des transporteurs SLC a faire passer les
médicaments a travers la membrane cellulaire. En comparaison avec le BPA, BPF et TBBPA (qui
est un retardateur de flamme bromé), le BPS agit sur plusieurs types de transporteurs de cations
organiques en les inhibant (MATE2-K, OAT1 et OAT3) ou stimulant (OCT1 et OCT3). Le taux
d’inhibition des transporteurs par 1’action des BPS était proportionnel aux concentrations. Le
BPS montrait une capacité inhibitrice statistiquement significative de [Dactivité des
transporteurs OAT3 a la suite d’une exposition a des concentrations allant de 0,1 uM a 100 uM et
une IC50 de I’ordre de 23,3 £1,5 uM. Par comparaison, aux mémes doses d’exposition, le BPA

avait une IC50 de I’ordre de 9,2 1,2 uM (Bruyere et al. 2017).

12. Stress oxydatif inflammatoire

Le stress oxydant (mieux connu sous le nom de stress oxydatif) est un mécanisme de
toxicité activé par l’oxygene pour produire plusieurs molécules toxiques. Il s’agit de la
surproduction des radicaux libres (aussi appelé especes réactives de 1’oxygeéne [ERO]) en
présence d’oxygeéne pour former des composés extrémement réactifs pouvant dénaturer (oxyder)

plusieurs nutriments essentiels (lipides, glucides et protéines) ce qui affecte indirectement
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certaines fonctions vitales du corps. D’aprés des études récentes, le BPS pourrait étre aussi
impliqué dans des mécanismes de stress oxydatif (Hercog et al. 2019; Xiao et al. 2019). Des tests
sur des Caenorhabditis elegans ont été faits par des chercheurs de 1’Université de Jiangsu,
Zhenjiang dans le but de quantifier le taux de ROS formé a la suite d’une exposition au BPS a
différentes concentrations (0,001 ; 0,01; 0,1; 1; 10 et 100 pM). La concentration des ROS a
montré une augmentation proportionnelle a la concentration de la dose d’exposition de BPS
s’¢levant de 778,13 % par rapport au groupe témoin. Une réduction de taux de superoxydes
dismutases (SOD) a été remarquée avec un pourcentage de 1’ordre de 47 % par rapport au groupe
témoin. Cette enzyme est impliquée dans le mécanisme d’¢élimination des radicaux libres (Hercog

etal. 2019; Xiao et al. 2019),

13. Passage materno — feeto-placentaire et effets feeto-toxiques

Le placenta est un organe essentiel pour assurer le développement du feetus. Il est défini
comme étant une barricre biologique qui joue un role dans le mécanisme de I’apport des
nutriments et la filtration ou I’élimination des produits de dégradation. Il protége le feetus
également contre 1’action des substances toxiques, virus et les médicaments. Plusieurs
expérimentations ont été réalisées pour évaluer les niveaux d’expositions feetales en tenant
compte de la perméabilité placentaire aux nutriments, médicaments et aux substances toxiques,
des variabilités chimique et moléculaire des toxiques (taille, formes, affinité, polarité.), ainsi de la
variabilité inter espeéce (composition placentaire animale vs humaine) et des changements
physiologiques durant la grossesse. Généralement, la distribution se fait dans I’espace
extracellulaire, donc la liaison des xénobiotiques aux protéines plasmatiques peut limiter leurs
diffusions et par la suite leur détoxification et élimination. Ceci peut aussi faire varier la
perméabilité materno — foeto-placentaire en fonction du gradient de concentration (Buatois et al.

2014)

L’exposition feetale au BPS a été confirmée dans des études menées sur des femmes
enceintes qui résident en Chine et agées de 24 —37 ans dans un stade avancé de grossesse (n = 61)
(Liu et al. 2017). Un total de 122 échantillons sanguins a été préleve, soit 61 échantillons de sang

maternel prélevé au cours des deux jours avant I’accouchement et 61 échantillons de sang du
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cordon ombilical prélevés immédiatement apres 1’accouchement. Le BPS a été détecté sous
forme conjugué dans 11 échantillons (soit 4/61 des échantillons de sang maternel et 7/61 des
¢échantillons du cordon ombilical) et 4 échantillons parmi les 11 ont permis de montrer des
concentrations moyennes dans le sérum maternel et foetal. Les concentrations de BPS détectées
¢taient de ’ordre de 0,07 ng/mL dans le sang maternel et 0,08 ng/mL dans le sang feetal pour le
premier couple (mere/bébé) et 0,03 ng/mL de BPS dans le sang maternel et 0,04 ng/mL pour le
deuxiéme couple (mere/bébé). Ces résultats ont montré que plus la concentration de BPS est
¢levée dans le sang de la mére, plus le feetus est exposé par voie placentaire, puisque c’est la

seule voie d’exposition probable des feetus (Liu et al. 2017).

Selon Grandin et al. (2018) la différence entre les concentrations plasmatiques des
protéines et leur affinité envers le BPS peut influencer la distribution du BPS entre la circulation
maternelle et feetale. Leur étude visait a analyser les taux de BPA et BPS liés aux protéines
plasmatiques chez la brebis en gestation tout au long de la grossesse ainsi que chez le feetus. Pour
ce faire, une extraction par précipitation a été effectuée a 1’aide d’une membrane en cellulose
semi-perméable aux substances a poids moléculaire supérieur a 5000 daltons pour extraire les
protéines et pour pouvoir quantifier les taux de protéines dans le liquide plasmatique maternelle
et feetale. D’apres les résultats de cette étude, il s’est avéré que le BPA, sous sa forme libre, avait
une affinité 1,5 fois plus élevée a traverser la membrane placentaire comparativement au BPS
libre. Cependant, la clairance du BPA était plus faible que celle du BPA ce qui explique la

variation au niveau de la toxicité des deux composés.

Catanese et Vandenberg (2016) ont étudié, dans un cadre expérimental, les effets d’une
exposition de souris femelles au BPS a de faibles doses durant la période de gestation et
d’allaitement. Les résultats ont montré des effets au niveau de la formation des structures

neuronales du feetus et de leurs progénitures ainsi que des changements comportementaux.

1.5 Toxicocinétique du BPS

Les ¢études de biosurveillance sont de plus en plus répandues dans le monde de la
recherche scientifique. Les chercheurs commencent a documenter le comportement du BPS dans

des matrices biologiques pour pouvoir tracer son devenir dans I’organisme (métabolisme) et par
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la suite pour déterminer les effets toxiques probables causer par une exposition a cours terme

ainsi que des études chroniques.

La toxicocinétique représente 1’étude du processus que subit la substance tout le long de
son passage dans le corps, en faisant référence aux différents phénoménes et réactions
biologiques, ceci englobe I’absorption du xénobiotique par le tractus gastro-intestinal par la peau
ou par les barriéres pulmonaires, sa distribution vers les différents organes du corps par le biais
de la circulation sanguine, la biotransformation, soit de phase I ou phase II, et I’¢limination dans
’urine ou la matiére fécale, ceci tout en déterminant les paramétres pharmacocinétiques (Ivry-Del
Moral et al. 2014). L’¢évaluation du profil toxicocinétique du BPS permet de déterminer ses
concentrations plasmatiques et celle de ses métabolites en fonction du temps ainsi que les

quantités ¢liminées dans I’urine par rapport a la dose initiale d’exposition.

Jusqu’a ce que le travail de maitrise présenté soit initié, une seule étude toxicocinétique du
BPS dans ’organisme humain avait ét¢ réalisée a la suite d’une exposition par voie orale chez
des volontaires. Cette étude a ét¢é menée par une équipe de chercheurs de 1’école de santé
publique de I’Université nationale de Séoul qui a consisté a élaborer les profils temporels
plasmatique et urinaire du BPS a la suite d’une exposition par voie orale des volontaires a une
seule dose (8,75 ng/kg de poids corporels). L’étude a été effectuée sur des volontaires (4 hommes
et 3 femmes) agés de 23 a 36 ans. Les participants ont ingéré des biscuits contenant la dose de
BPS. Des prélévements sanguins et des échantillons d’urine en séries ont été effectués sur une
période de 48 heures. Les autres études cinétiques in vivo ont été réalisées chez 1’animal
(Gayrard et al. 2019a; Grandin et al. 2017; Grandin et al. 2018; Taylor et al. 2010) Des études in
vitro ont également été réalisées (Liu et Martin 2019; Skledar et al. 2016). L’ensemble de ces

¢tudes sont résumées en termes d’absorption, distribution, métabolisme, excrétion.

14. Absorption
. Exposition orale

Comme tout autre xénobiotique ingéré par voie orale, le BPS est absorbé majoritairement
au niveau des hépatocytes (les cellules du foie) pour pouvoir atteindre la circulation systémique,

ceci a ét¢ montré dans I’étude de (Gayrard et al. 2019b) qui ont analysé en un premier temps le

processus d’absorption du BPS par 1’évaluation de la biodisponibilité a la suite d’une exposition
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orale. Il s’agit de l’effet de premier passage hépatique, ce qui définit la partie détoxifiée
directement avant d’atteindre la circulation sanguine systémique. Pour déterminer la
biodisponibilité de BPS apres une exposition par voie orale, 20 pmol/kg de pc ont été perfusées
par voie intraveineuse a six porcelets. La voie intraveineuse a été utilisée comme une voie de
référence, ceci en s’assurant que 100 % de la dose perfusée serait présente dans la circulation
systémique et préte pour la deuxiéme phase de la cinétique de BPS, soit la biotransformation.
Dans un deuxiéme volet, 72 h apres la premicre exposition, les six porcelets ont été exposés a 40
pmol/kg de pc par administration orale. Des prélévements sanguins et des collectes urinaires ont
été effectués également durant les trois jours post-exposition (premicre et deuxiéme exposition).
Les mémes expériences ont ¢été¢ effectuées avec le BPA dans le but de comparer la
biodisponibilité du bisphénol S et du Bisphénol A dans un méme modéle animal. Cette étude a
montré que 99 % de la dose administrée par voie orale était présente dans le sang apres 0,53 +
0,28 h, ce qui définit la biodisponibilit¢ de BPS, comparativement a 77 % obtenus apres
exposition au BPA. Ceci a été confirmé dans I’étude de Oh et al. (2018) qui a estimé la méme

valeur de biodisponibilité apres une exposition de volontaires au BPS par voie orale.

. Exposition cutanée

L’absorption du BPS par la peau n’est pas un phénomene a négliger par rapport aux autres
voies d’exposition. La perméabilité cutanée a ét¢ mise en évidence dans une étude récente
effectuée sur des tissus de peau humaine fraiche dans le but de comparer I’absorption cutanée du
BPS et de BPA, ceci en injectant une dose de 1’ordre de 20 ug/cm? de de BPS, soit I’équivalent
de 1,6 umol//mL ou 1,75 pmol//mL de BPA (mélangé avec différents véhicules [acétone, sébum
et eau] (Champmartin et al. 2020), Les résultats de cette étude ont confirmé que la quantité de
BPS absorbé était faible par rapport a celle de BPA avec le méme véhicule. Le pourcentage de la
dose de BPS absorbé était inférieur a 1 % ; cependant le BPS est resté en quantités importantes
sous forme inchangée au niveau de la peau [20 % a 47 % de la dose appliquée]. Dans le méme
objectif expérimental (Liu et Martin 2019) ont comparé la capacité de la peau a absorber et
métaboliser le BPS et son analogue, le BPA, sur la base de modéles humains et expérimentaux.
Dans un premier volet, six participants ont ét¢ exposés pendant 10 minutes simultanément au

BPA et aprés au BPS par la manipulation de deux types de papiers, le premier contenant 25 mg
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de BPA-d6/g de papier pendant 5 minutes et le deuxieme des recus de caisse contenant 21 mg de
BPS/g de papier durant 5 minutes. La perméabilité cutanée au BPS et au BPA a été évaluée aussi
a partir des expériences in vitro sur un tissu synthétique morphologiquement comparable aux
tissus cellulaires de la peau. L’étude de Liu et Martin (2019) a confirmé que la fraction du BPS
absorbée par la peau n’était pas aussi importante comparativement a celle du BPA, ceci a été
déduit a partir des deux expérimentations in vitro ainsi que dans le modele humain. D’autres
¢tudes ont confirmé également que 'utilisation des désinfectants a base d’alcool avant ou aprées la
manipulation des tickets de caisses peut influencer la perméabilité cutanée en stimulant

considérablement I’absorption du bisphénol S par la peau (Hormann et al. 2014).

15. Distribution

Suivant la nature physico-chimique du xénobiotique, ce dernier est véhiculé dans
I’organisme sous différentes formes, soit il se trouve dissous dans le plasma, soit fixé sur les
protéines plasmatiques, spécifiquement I’albumine. Il sera par la suite distribué vers les différents
tissus par de la circulation sanguine (Carme 2016). Dans I’étude de Carme (2016), la capacité des
deux analogues BPA et BPS a se fixer sur les protéines plasmatiques a été évaluée, en suivant les
concentrations des complexes protéine-BPS et BPS libre dans le sang par la méthode de la
dialyse a 1’équilibre. Les résultats de cette étude ont mené a deux conclusions : i) il existe un
phénomene de saturation, c.-a-d. que la concentration plasmatique en albumine est un facteur
imitant ; ii) Iaffinité du BPS a se fixer sur les protéines plasmatiques est moins ¢levée que celle

du BPA.

16. Biotransformation [métabolisme]

La biotransformation englobe une transformation catalysée par des enzymes d’une
substance toxique dans le but d’augmenter I’hydrosolubilité et la polarité des métabolites pour
faciliter, dans ce cas, leur élimination dans 1’urine ou dans les féces. La biotransformation d’une
substance toxique peut contribuer a augmenter [bioactiver] ou a atténuer [bioinactiver] le degré

de toxicité d’une substance. Le bisphénol S est métabolisé¢ principalement en BPS glucurono-
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conjugué. Ce dernier est le principal biomarqueur d’exposition au BPS. La forme native non
conjuguée [forme libre] dans le sang représente 3 % de la dose absorbée et constitue la forme
active toxique responsable des aspects pathologiques engendrés a la suite d’une exposition aigué

ou chronique répétée au BPS (Oh et al. 2018)

. Métabolisme in vitro

Plusieurs études in vitro ont été élaborées dans le but de pouvoir estimer le niveau de
toxicité du BPS sur des cellules vivantes ainsi que de déterminer les métabolites bioactifs formés
dans des conditions controlées. L’étude de (Skledar et al. 2016) a été élaborée dans le but
d’évaluer I’exposition au BPS sur des cultures cellulaires de levures de type Saccharomyces
cerevisiae, en mettant dans un milieu réactionnel les cellules de levures et les enzymes
responsables a 1’hydroxylation du BPS [la phase I de biotransformation] soit les CYP1A2,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1 et CYP3A4. Les résultats de ces expériences ont montré
une variation au niveau de la capacité de ces enzymes a métaboliser le BPS pour pouvoir le
transformer en BPS-hydroxylé. Cette étude a confirmé également que les cytochromes CYP3A4,
CYP2C9 et CYP2C19 sont les enzymes les plus efficaces en termes de capacité d’hydroxylation
du BPS.

. Métabolisme in vivo

Le BPS, comme tout autre xénobiotique, peut suivre deux types de séries de réactions
dans I’organisme, soit étre hydroxylé [réaction de la phase I] par les CYP450 2C9 et 2C19 et le
NADPH [nicotinamide adénine dinucléotide phosphate] pour donner I’ortho-BPS-hydroxylé et le
méta-BPS-hydroxylé ou bien étre conjugué a une autre molécule [réaction de la phase II]. La voie
de biotransformation majeure du BPS est la conjugaison a ’acide glucuronique par les enzymes
de la famille UDP-glucoronosyltransférases [UGT], majoritairement par la sous-famille UGT1A9
créant comme métabolites le BPS-glucuronide [BPSG]. Toutefois, le BPS peut aussi se conjuguer
aux sulfates. La conjugaison est un processus de détoxification qui a pour but d’augmente le

degré d’hydrosolubilité du bisphénol S facilitant son excrétion du corps (Skledar et Masic¢ 2016)
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Une analyse toxicocinétique du BPA a été réalisée par des chercheurs américains (Taylor
et al. 2010) chez les singes et la souris. Les analyses ont été effectuées sur une période d’une
semaine, en exposant des femelles singe rhésus et des souris, par voie orale, a une méme dose de
bisphénol A deutéré [400 ng par kg de pc chaque jour]. Le niveau sérique de BPA-d non
conjugué a été suivi sur une période s’étalant sur 24 h durant la premicre journée suivant le
gavage d’une premiere dose d’exposition [jour 1] et la derniére journée de I’étude suivant
I’exposition [jour 7]. Les valeurs maximales des concentrations plasmatiques étaient de 1’ordre de
4 ng/mL et ont ét¢ atteintes 1 h apres exposition. En outre cette quantité de BPA-d a diminué au
cours des 24 h suivant 1’exposition sans montrer une bioaccumulation sur toute la période d’essai.
Les résultats de cette étude suggerent également la possibilité d’existence d’un cycle
entérohépatique au cours duquel le BPA conjugué sécrété dans la bile puis dans les intestins est
déconjugué dans les intestins pour subir un retour cyclique vers le foie. La cinétique du BPA

chez les singes s’est avérée similaire a celle des souris (Taylor et al. 2010).

17. Excrétion, détoxification

La forme conjuguée du BPS, principalement le BPS glucurono-conjugué est la forme la
plus hydrosoluble qui sera éliminée dans I'urine. Selon 1’étude de Oh et al. (2018), la demi-vie
d’élimination dans les urines a été fixée a 6,81 = 0,72 h et 4,06 + 0,38 h respectivement pour le
BPS total et le BPS conjugué. Ceci peut expliquer la différence observée au niveau des

constantes d’¢élimination de BPS ainsi que celle de son métabolite.
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2 Problématique et objectifs

L’utilisation du BPS est devenue de plus en plus répandue dans diverses industries de
fabrication de produits destinés a |’usage personnel quotidien, mais trés peu d’études
scientifiques qui ont mis 1’accent sur la cinétique de ce composé dans le corps et I’évaluation de

la capacité du corps a se détoxifié¢ de la forme active de ce toxique.

Dans le cadre de ce projet, une étude clinique a été réalisée dans le but d’obtenir des
données pharmacocinétiques [PK] chez I’Homme, dans des conditions controlées. La
détermination des parametres PK du BPS chez I’humain est importante pour conjecturer les
niveaux en fonction des conditions environnementales ou professionnelles. Ceci peut aussi
contribuer a fixer des valeurs de référence biologiques pouvant étre utiles pour prédire
I’exposition interne humaine au BPS pour les principales voies d’exposition que constituent les
voies orale et cutanée, ainsi que d’évaluer la situation des populations les plus exposées, et en
particulier les populations les plus vulnérables comme les femmes en age de procréer ou

enceintes.
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3 Meéthodes

3.1 Description de I’étude clinique

Une étude clinique a été menée dans le but de documenter la cinétique du BPS et de son
métabolite majeur glucurono-conjugué¢ (BPSG) dans le plasma et 'urine de sujets de sexe
féminin en age de procréer a la suite d’une exposition a une seule dose au BPS par voies orale et
cutanée. Les mémes volontaires ont été exposés par voie orale puis par voie cutanée un mois plus
tard, afin de garantir I’¢limination compléte du composé entre les deux expositions. Le protocole
d’étude et le formulaire de consentement ont été approuvés par le Comité d’éthique de la
recherche clinique (CERC) de [’Universit¢ de Montréal avant de commencer 1’étude
(certificat 17-153-CERES-P). Chaque participant a donné son consentement écrit a participer, a
¢été informé des risques liés a sa participation et de son droit de se retirer de I’étude a tout
moment. Chaque participant a regu également une compensation monétaire pour son temps. Ils
ont passé le premier jour de I’étude a I’Université pour les prélévements de sang et d’urines, puis
ont été¢ invités a revenir les trois matinées suivantes pour un prélévement de sang et a remettre
leurs échantillons d’urine. Deux infirmiéres accréditées étaient présentes pendant toute la durée

de I’¢étude, ont procédé aux prélevements de sang et ont surveillé les signes et les symptomes.

3.2 Recrutement et méthodes d’exposition

Sept femmes volontaires adultes, en bonne santé et en age de procréer ont été recrutées
sur une base volontaire. Les volontaires étaient agées entre 21 et 30 ans. Chaque volontaire a recu
une dose orale unique de BPS deutérée de 0,1 mg/kg de poids corporel (Correspondant a 7 mg
pour un individu de 70 kg). Cette dose est 100 fois inférieure au niveau sans effet nocif observé

(DSENO) pour une exposition subchronique (USEPA 1998).

La forme deutérée de bisphénol S a été utilisée pour éviter toute interférence potentielle
avec les BPS provenant du régime alimentaire. Il s’agit du 4,4'-sulfonylbi-sphenol-d§, avec une
pureté > 99%, une pureté isotopique > 98% et un poids moléculaire de 258.32 g/mol. Le BPS-d8

a été produit par la compagnie Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada).



La dose administrée par voie orale a des volontaires (0,1 mg/kg pc), sous forme deutérée,
est identique a celle utilisée auparavant dans une étude menée chez des volontaires exposés au
BPA (0,1 mg/kg de BPA-d6 administré par voie orale) (Thayer et al. 2015). La DSENO a été
établie a partir d’une étude de toxicité de 45 jours chez le rat adulte méale exposé par voie orale au
BPS. Pour la toxicité parentale, la dose de DSENO a été établie a 10 mg/kg de poids corporel et
la dose minimale avec effet nocif observé (LOAEL) a 60 mg/kg de poids corporel/jour. Pour la
toxicité sur la reproduction, des valeurs de DSENO et LOAEL de 60 et 300 mg/kg pc/jour ont été
¢tablies (USEPA). La dose administrée, qui est 100 fois inférieure a la DSENO, prend en compte
un facteur d’incertitude interespéces (UFA) de 10 et un facteur d’incertitude interindividuelle

(UFH) de 10.

Pour I’administration orale, le BPS-d8 a ¢été¢ dissout dans de 1’éthanol (100 mg/mL,
équivalent & 10 mg/100 pL) et la solution a été appliquée sur un biscuit (environ 70 uL de
solution sur un biscuit pour un individu de 70 kg). L’éthanol déposé sur le biscuit a été laissé
pendant 10 minutes pour permettre son évaporation, avant 1’ingestion par chaque volontaire.

Chaque participant a ensuite bu 100 mL d’eau.

Un mois aprés ’exposition orale, les volontaires ont été expos€s par voie cutanée a une
dose aigué¢ de BPS de 1 mg/kg de poids corporel. Il est important de noter qu’il n’existe
actuellement aucune dose de référence recommandée pour une exposition cutanée. Des études sur
la toxicocinétique du bisphénol A (BPA) chez les animaux et les humains ont estimé que la
fraction d’absorption était de 8,6 + 2,1 % dans des explants de peau humaine (n = 7) (Demierre et
al. 2012). Pour établir la dose appliquée par voie cutanée, il a été considéré que 1’absorption
cutanée était <10 %, d’apres I’étude de Demierre et al. (2012) et qu’elle était donc fixée 10 fois
plus que la dose orale. Environ 48 heures avant I’application cutanée de BPS, il a été
recommandé aux participants de s’épiler les poils de I’avant-bras en prenant soin de ne pas irriter
la peau. La solution a ensuite été appliquée sur une zone de 40 cm?2 de I’avant-bras délimitée par
un marqueur indélébile. Le BPS a ét¢ mis en suspension dans un tampon phosphate 0,1 M
contenant 1% de la carboxyméthylcellulose sodique a viscosit¢é moyenne (100 mg/mL ou
100 pg/uL) (un gel synthétique utilisé contre la sécheresse oculaire et comme additif alimentaire,

puis appliqué sous forme de gouttes. La zone traitée a été laissée exposée a I’air libre et non lavée
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pendant une période de 6 h. Six heures apres I’application, une lingette a été utilisée (Hines et al.
2017) pour nettoyer 1’ensemble de la zone traitée. Le site d’application a ensuite été lavé a ’eau

et au savon.

La durée d’application de 6h a été choisie pour représenter la durée normale
d’exposition d’un employé manipulant des regus et pour prendre en compte les contraintes liées a
la protection de la région d’application. Idéalement, il aurait été préférable d’appliquer BPS sur
une main, qui est le principal site d’exposition, mais cela est difficilement réalisable. Lors de la
mod¢lisation biomathématique, la constante de perméabilité estimée a partir des données
obtenues peut étre ajustée pour tenir compte de la plus grande perméabilité de la peau de 1’avant-
bras par rapport a celle des mains. En outre, il a été décidé de ne pas obstruer la zone

d’application afin d’empécher le transfert du produit sur le matériau d’occlusion.

Le choix du domaine d’application (40 cm?) devait permettre I’application de 10 a 20
puL/cm? pour un poids corporel compris entre 50 et 70 kg, conformément aux recommandations
de ’OCDE de 10 pL/cm? (OECD 2004). Cette suspension appliquée sur une surface de 40 cm?
correspond a une dose appliquée de 1,25 a 2 mg/cm? (poids corporel compris entre 50 et 70 kg),
ce qui correspond au méme ordre de grandeur que la dose maximale recommandée par le USEPA
(1998) de 1 mg/cm? pour assurer I’absence de saturation du processus d’absorption. Il est
¢galement du méme ordre de grandeur que la dose d’exposition cutanée maximale estimée pour
le BPA lors du traitement des regus de caisse et déterminée a partir du coefficient de transfert
maximal du BPA (21 522 ng/s) ainsi que de la surface cutanée des mains en contact avec les

tickets (23,5 cm?, soit 0,6 mg/cm?) (Bernier et Vandenberg 2017).

3.3 Prélevement de sang et d’urine

Les ¢évolutions temporelles du produit parental BPS-d8 et de son glucurono-
conjugué¢ BPSG-d8 dans le plasma ont été établies en effectuant des prélévements sanguins en
série sur le bras par ponction veineuse 30 min avant I’exposition (correspondant a un échantillon
de contrdle) et sur une période de 48 h apres 1’exposition, soit 15 min, 30 min, 45 min, 1 h,

1h15,1h30,1h45,2h,3h,4h,5h, 6 h, 8h, 10 h h, 24 h et 48 h aprés I’administration (n =
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17 échantillons par personne). Afin de faciliter les prélévements sanguins, un cathéter a été placé

le premier jour du prélévement. Le sang a été recueilli dans des tubes d’héparine.

Pour I’application cutanée, le cathéter a été¢ installé au niveau de la veine ulnaire du bras
controlatéral a celui sur lequel le BPS-d8 a été appliqué. Les échantillons ont été prélevés par des
ponctions veineuses répétées a des heures fixées a I’avance. Un volume de 10 mL a été prélevé a

chaque heure d’échantillonnage pour un total de 170 mL, ce qui est inférieur a un don de sang.

En outre, un deuxiéme prélévement sanguin de 10 mL a été effectué sur certains
participants de la veine ipsilatérale (en prenant soin de ne pas contaminer 1’échantillon en contact
avec le bras du patient) pour montrer I’impact du site de prélévement sur les concentrations

plasmatiques (durée 15 min 30 s min et 1 h).

Parallelement, afin de documenter les temps d’excrétion urinaire de BPS-d8§ et BPSG-dS,
des mictions urinaires completes ont été collectés dans des flacons Nalgene® distincts et
clairement identifiés (groupe, individu, heure) a des périodes déterminées, a savoir une collecte
nocturne avant exposition (-10 h-0 h) puis 0-2 h, 2-4 h, 4-6 h, 6-8 h, 8-10 h, 10-12 h, 12-14 h, 14-
24 h, 24-48 h et 48-72 h apres ’administration (n = 11 collectes par personne et toute 1’urine
évacuée au cours d’une période donnée a été combinée dans le méme flacon). Les participants
ont été invités a boire beaucoup d’eau le jour de I’exposition (1,5 L par jour) pour permettre des
collectes d’urine fréquentes. Une bouteille d’eau de 1,5 L a été distribuée a chaque participant le

premier jour d’échantillonnage.
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3.4 Traitement et analyses des échantillons
18. Préparation de la dose d’exposition

e Exposition orale

Une solution stock de 100 mg/mL ou 10 mg de BPS/100 pL d’éthanol a été préparée le
jour de I’exposition. Pour s’assurer de ’homogénéité de la solution, une agitation pendant une
heure et 30 minutes de sonication a été faite pour vérifier la dissolution compléte du BPS dans
I’éthanol. La solution a été ensuite conservée a la température de la piece a 1’obscurité. Les poids
des volontaires ont été pris avant ’administration et les volumes de BPS & administrer ont été
ajustés selon le poids corporel. La dose était de 0,1 mg/kg pc, alors la dose en mg pour un
individu de 70 kg était de 7 mg (0,1 mg/kg x 70 kg). Le volume administré pour cet individu de
70 kg était donc de 70 uL de la solution contenant 7 mg de BPS sur un biscuit. Aprés avoir
déposé la solution sur les biscuits, ces derniers ont été laissés 10 minutes a ’air libre pour faire

évaporer 1’éthanol avant de les donner aux volontaires.
e Exposition cutanée

Pour le volet cutané, le BPS a ¢été mis en solution en suspension dans une solution
aqueuse contenant 1 % de carboxyméthylcellulose administrés sous forme de goutte. L’utilisation
du carboxyméthylcellulose comme diluant est recommandée par U.S. EPA, car il ne modifie pas
la perméabilité de la peau (USEPA 1998) Une solution stock de 100 mg/mL ou 10 mg de
BPS/100 pL carboxyméthylcellulose a été préparée le jour de 1’exposition.

La dose ¢était de 1 mg/kg pc, de sorte que la dose de BPS en mg pour un individu de 70 kg
¢tait de 70 mg (1 mg/kg pc x 70 kg). Le volume administré pour un individu de 70 kg était de
700 pL.

19. Traitement des échantillons plasmatiques et urinaires

Immédiatement apres le prélévement, les échantillons de sang ont été conservés a 4 ° C au
réfrigérateur. Dans 1’heure qui a suivi le prélévement de sang, le plasma a été isolé par

centrifugation des échantillons pendant 10 min a 3700 tr/min a 4 °C. Quatre parties aliquotes de
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1 mL ont été préparées dans des tubes en polypropyléne avec un bouchon a vis Fischer de 2 mL,
puis les échantillons ont été congelés a -20 °C. Deux fractions aliquotes ont été expédiées a

I’INRA de Toulouse sur glace carbonique aux fins d’analyse du BPS-d8 et du BPSG-d8.

Les échantillons d’urine ont été conservés au réfrigérateur a 4 °C immédiatement apres le
prélévement du premier jour d’échantillonnage ou conservés dans des glacieres avec des blocs
réfrigérants par les participants jusqu’a leur transfert a I’Université. Les volumes d’urine ont été
mesurés le jour de la collecte. Pour chaque échantillon, 3 aliquotes de 3 mL ont été préparées
dans des tubes de 5 mL en polypropyléne et une aliquote de 90 & 100 mL dans un récipient de
120 mL de Sarstedt. Les échantillons ont ensuite été¢ congelés a -20 °© C jusqu’a ’analyse. Des

aliquotes ont été expédiées sur la glace carbonique pour analyse a ’INRA de Toulouse.

Le traitement et I’analyse des échantillons d’urine et du plasma ont été basés sur une
modification d’une méthode décrite précédemment (Grandin et al. 2017; Grandin et al. 2018). Le
BPS-d8 et BPSG-d8 ont été quantifiés simultanément par une chromatographie en phase liquide a
ultra-haute performance couplée a une spectrométrie de masse en tandem (Acquity-2D UPLC®
Xevo® TQ, Waters, Milford, MA, Etats-Unis) a la suite d’une extraction en phase solide en
ligne, selon a une méthode validée conformément aux directives de 1’Agence européenne des

médicaments.

En bref, 100 pL d’échantillons de plasma ont été précipités avec 100 pL d’étalon interne
d’acétonitrile/sulfate de zinc contenant du BPS-d4 (100 ng/mL). Des échantillons d’urine
(100 uL) ont été dilués avec 200 pL du mélange susmentionné contenant un étalon interne a
1000 ng/mL. Les deux BPS-d8 et BPSG-d8 ont été extraites a I’aide d’une cartouche SPE en
ligne C8 et séparées sur une colonne CSH C18 avec élution par gradient eau/acétonitrile. Les
transitions de surveillance des réactions multiples (MRM) utilisées pour la quantification de BPS-
d8 et BPSG-dS8 étaient respectivement de 257> 112 et 433> 257. Des échantillons de blancs ont
été utilisés pour vérifier I’absence de contamination lors des essais. Les précisions intra et inter
journalieres (évaluées par les coefficients de variation) de la méthode ont été évaluées a partir
d’échantillons de controle de la qualité a trois niveaux de concentration. Les coefficients de
variation étaient inférieurs a 15 % pour tous les niveaux de concentration et pour tous les

analytes. Les limites inférieures de quantification (LLOQ) ont été validées a 0,05 et 0,5 ng/mL,
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respectivement, pour le BPS-d8 et BPSG-d8 dans le plasma. Les LLOQ ont été validés dans
I’urine a 0,5 ng/mL pour le BPS-d8 et a 5 ng/mL pour le BPSG-d8, respectivement.

3.5 Analyses toxicocinétiques

Les paramétres toxicocinétiques de base ont été déterminés par ajustement par la méthode
des moindres carrés de 1’algorithme suivant (équation 1) aux profils des concentrations
plasmatiques et du taux d’excrétion urinaire de BPS-d8 et de BPSG-d8 a en fonction du temps
apreés administration orale de BPS-d8, a ’aide d’une routine mathématique dans Matlab. Pour
I’exposition cutanée, il y avait trop de valeurs indétectables pour permettre de telles
déterminations. Apres ingestion, il a été considéré qu’un équilibre dynamique était rapidement
atteint entre les concentrations tissulaires et plasmatiques de BPS-d8 et de son métabolite BPSG-
d8 (niveaux sanguin et tissulaire évoluant en parallele), de sorte que le corps peut étre représenté
sous forme de modéle de compartiments avec élimination de premier ordre (Hayes). Nous avons
¢galement émis 1’hypothése que le BPS-d8, une fois dans 1’organisme, était trés rapidement
conjugué pour former le BPSG-d8 (de I’ordre de quelques minutes par rapport aux heures

nécessaires a son élimination).
C (t) = A eCkabs 04 B g Ckelim V) (gquation 1)

Ou C (t) est la concentration plasmatique ou le taux d’excrétion urinaire en fonction du
temps, A et B sont les coefficients préexponentiels et kabs et kelim sont les coefficients du taux
hybride pour les phases d’absorption et d’élimination, respectivement. Les niveaux de temps
jusqu’au pic (Tmax) ainsi que 1’absorption apparente (In 2/kabs) et les demi-vies d’¢limination
(In 2/kelim) ont également été déterminés. A partir des profils des concentrations plasmatiques
(C) en fonction du temps, nous avons en outre calculé la version discréte de I’aire sous la courbe
de concentration en temps (AUC), I'aire sous la courbe du premier moment de concentration
(AUCM), le temps de séjour moyen (MRT), la clairance plasmatique apparente (CL), le volume
de distribution apparent (Vd). Les équations utilisées pour calculer ces parametres sont les

suivantes :
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1
AUC = EZ(ti =t )[C(E) + C(tiv1)]

1
AUMC = EZ(ti =t ) [EC () + ti41C(tis1)]
Vi

MRT = AUMC
- AUC
_ Absorbed dose (fraction of administered dose)
B AUC
Vd CL
~ kelim

Les estimations des limites inférieure et supérieure de la clairance plasmatique totale (CL)
et du volume de distribution (Vd) ont été calculées en considérant que la dose absorbée
correspond aux quantités totales récupérées dans I’urine ou égales a la dose d’exposition (c.-a-d.
une fraction d’absorption de 1), respectivement. Il existe donc des incertitudes quant a ces
valeurs, étant donné qu’elles devraient normalement étre dérivées d’une injection intraveineuse,

ce qui n’est pas possible chez I’Homme.

3.6 Considérations éthiques

Toute étude clinique portant sur des participants humains vivants ou décédés, des
embryons, des cellules souches humaines, peu importe leur thématique, doit étre obligatoirement
présentée a un comité d’Ethique de la recherche dans le but de défendre le protocole et d’avoir
I’accord pour commencer 1’étude (Enoncé de politique des trois Conseils, 2014). Le protocole de
I’étude a ¢été soumis le 7 novembre 2017 au Comité d’éthique de la recherche clinique de
I’Université de Montréal (CERC). Apres avoir I’approbation du CERC (numéro de certificat 17-
153-CERES-P), les personnes recrutées pour participer a I’étude étaient informées de toutes les
informations nécessaires concernant le projet d’une fagon simplifiée et claire. Un formulaire de
consentement et d’information a été fourni a toutes les participantes de 1’étude. Ce document a

été signé par les volontaires pour confirmer leur consentement a participer a I’étude clinique.
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4.1 Abstract

The measurement of bisphenol-S (BPS) and its glucurono-conjugate (BPSG) in urine
may be used for the biomonitoring of exposure in populations. However, this requires a thorough
knowledge of their toxicokinetics. The time courses of BPS and BPSG were assessed in
accessible biological matrices of orally and dermally exposed volunteers. Under the approval of
the Research Ethics Committee of the University of Montreal, six volunteers were orally exposed
to a BPS-d8 deuterated dose of 0.1 mg/kg body weight (bw). One month later, 1 mg/kg bw of
BPS-d8 were applied on 40 cm? of the forearm and then washed 6 h after application. Blood
samples were taken prior to dosing and at fixed time periods over 48 h after treatment; complete
urine voids were collected pre-exposure and at pre-established intervals over 72 h postdosing.
Following oral exposure, the plasma concentration-time courses of BPS-d§8 and BPSG-d§ over 48
h evolved in parallel, and showed a rapid appearance and elimination. Average peak values (+
SD) were reached at 0.7 = 0.1 and 1.1 £+ 0.4 h postdosing and mean (+ SD) apparent elimination
half-lives (t) of 7.9 £ 1.1 and 9.3 + 7.0 h were calculated from the terminal phase of BPS-d8 and
BPSG-d8 in plasma, respectively. The fraction of BPS-d8 reaching the systemic circulation
unchanged (i.e. bioavailability) was further estimated at 62 + 5% on average (+ SD) and the
systemic plasma clearance at 0.57 £ 0.07 L/kg bw/h. Plasma concentration-time courses and
urinary excretion rate profiles roughly evolved in parallel for both substances, as expected. The
average percent (= SD) of the administered dose recovered in urine as BPS-d8 and BPSG-d8 over
the 0-72 h period postdosing was 1.72+ 1.3 and 54 + 10 %. Following dermal application,
plasma levels were under the lower limit of quantification (LLOQ) at most time points. However,
peak values were reached between 5 and 8 h depending on individuals, suggesting a slower
absorption rate compared to oral exposure. Similarly, limited amounts of BPS-d8 and its
conjugate were recovered in urine and peak excretion rates were reached between 5 and 11 h
postdosing. The average percent (+ SD) of the administered dose recovered in urine as BPS-d8
and BPSG-d8 was about 0.004 +0.003 and 0.09 + 0.07 %, respectively. This study provided
greater precision on the kinetics of this contaminant in humans and, in particular, evidenced
major differences between BPA and BPS kinetics with much higher systemic levels of active
BPS than BPA, an observation explained by a higher oral bioavailability of BPS than BPA.
These data should also be useful in developing a toxicokinetic model for a better interpretation of

biomonitoring data.
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4.2 Introduction

Bisphenol S, bis(4-hydroxyphenyl) sulfone (BPS), is a substance synthesized from the
sulfonating of phenols (Johannes 2014). It is ubiquitous in the environment (Liao et al. 2012a;
Wan et al. 2018). BPS was synthesized for the first time in 1869, and it began to be used as a
substitute to its analogue bisphenol A (BPA) in the years 2000s (Glausiusz 2014). BPS has a
widespread commercial and consumer use. BPS is used as an intermediate for the production of
epoxy resins and polycarbonate plastics; it is present in a variety of industrial products (e.g.
cleaning products), food (e.g. meat, dairy products) and personal care products (e.g. body and
hair products) (Rochester and Bolden 2015; Vinas et al. 2010). It is also used as a developer in
thermal papers (tickets), providing thermosensitive properties (ANSES 2013). The general
population can therefore be exposed through ingestion of contaminated food but also dermal

contact (Chen et al. 2016; Wu et al. 2018).

Given that BPA has been shown to have endocrine disrupting properties, some authors
have also assessed the estrogenic potencies of BPS in vitro and in vivo in animals (Chen et al.
2016; Rochester and Bolden 2015). As observed for BPA, the latter reviews highlight that BPS is
hormonally active, showing estrogenic activities in rats, zebrafish and Daphne magna in vivo, and
oestrogenic and antiandrogenic potencies in vitro. Furthermore, according to Kojima et al.
(2019), BPS showed agonist activities for human estrogen receptors (ERa and ERB) in the same
order of magnitude as BPA. In an in vivo study in female rats, Ahsan et al. (2018) also showed

that BPS altered estrus cycle and ovarian function and development.

According to metabolism studies in animals, BPS is readily conjugated to glucuronides once
absorbed in the body, similar its BPA analogue. Free BPS is considered the active moiety, while
the detoxification product BPS-glucuronide (BPSG) has been documented to be the main
compound excreted in urine (Gayrard et al. 2019b; Grandin et al. 2018). In humans, there is a
growing body of literature on exposure to BPS in the general population, as assessed from
measurements of BPS and BPSG in accessible matrices (Frederiksen et al. 2020; Ghayda et al.
2019; Husgy et al. 2019; Lehmler et al. 2018; Liao et al. 2012a; Liu et al. 2017; Ndaw et al.
2018; Philips et al. 2018; Wan et al. 2018; Ye et al. 2015). In particular, Liao et al. (2012a) was
the first study to report BPS levels in the general population; they showed that total BPS (the sum

of free and glucurono-conjugated BPS) was detectable in 81% of spot urine samples (n = 315)
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collected in Americans and Asians (Chinese, Indians, Japanese, Korean, Kuwait, Malaysian and
Vietnamese) aged 2 to 84 years old, with geometric mean concentrations of 0.168 pg/L (range of
LOQ of 0.02 to 21 pg/L). Liu et al. (2017) also measured total BPS in 61 paired maternal and
cord blood samples from the Chinese population. Although total BPS was detectable only in 4
maternal and 7 cord blood samples, with a range of <0.03 to 0.07 pg/L, this study showed that
BPS can cross the human placenta. More recently, Ndaw et al. (2018) measured total BPS in pre-
and post-shift urine samples and first morning void of 17 French cashiers and 15 controls; they
found that concentration values were significantly higher in cashiers compared to controls
(geometric mean (range) of 2.48 (0.1-28.4 pg/L) versus 0.72 pg/L (<LOQ of 0.1-229 pg/L)).
Lehmler et al. (2018) analyzed total BPS concentrations in spot urine samples of children (n =
868) and adults (n = 1808) participating in the National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) 2013-2014; total BPS was detected in 89.4% of samples with median concentration
of 0.37 pug/L in adults (interquartile of 0.14—0.88 pg/L) and 0.29 (0.12—0.70) pg/L in children. In
a prospective cohort of Netherland females enrolled during early pregnancy (n = 1396), Philips et
al. (2018) reported a detection rate of total BPS of 67.8% in spot urine samples collected in 2004-
2005 and median concentrations of 0.36 pg/L (interquartile of 0.17-1.08 pg/L), similar to results
in NHANES participants. Ghayda et al. (2019) also documented semen and urinary
concentrations of total BPS in 158 men enrolled in a prospective cohort in Massachusetts (USA)
and seeking fertility treatment from 2011 to 2017, and reported a 76% detection rate (>0.1 pg/L)

from 338 urine samples, a geometric mean of 0.37 pg/L and interquartile of 0.2 to 0.9 pg/L.

To be able to interpret biomonitoring data, it is important to have information on the
toxicokinetics of the biomarkers of exposure of interest. While the toxicokinetics of BPA has
been largely documented in humans (Fisher et al. 2011; Teeguarden et al. 2015; Thayer et al.
2015), only a limited number of human toxicokinetic studies of BPS has been performed to date
(Liu and Martin 2019; Oh et al. 2018). Some animal studies have also been conducted (Gayrard
et al. 2019b; Gingrich et al. 2019; Gingrich et al. 2018; Grandin et al. 2018). The determination
of the toxicokinetics of BPS and its glucurono-conjugate BPSG in humans is important given the
potential animal-to-human differences in the kinetics. Oh et al. (2018) documented the time
courses of BPS (free BPS and total BPS) in the plasma and urine of seven male and female
Korean volunteers from Seoul orally exposed to 8.75 pg BPS-d4/kg body weight (bw). In this

study, BPSG was not directly measured; it was rather derived from the difference between

61



unconjugated BPS analyzed without enzymatic hydrolysis and the sum of unconjugated and
glucurono-conjugated BPS (and possibly sulfo-conjugates) measured after enzymatic hydrolysis
with B-glucuronidase solution with some arylsulfatase activity. (Karrer, 2018 #21@@author-
year) developed a physiologically-based pharmacokinetic model for BPA and extrapolated it to
its analogs including BPS by 1) determining chemical-specific partition coefficients (tissue-to-
serum) with a quantitative structure-activity relationship (QSAR) approach and ii) metabolism
parameters with an in vitro assessment of glucuronidation of BPS in human liver and intestinal
microsomes. The model was then calibrated with the data of Oh et al. (2018). Some model
adjustments had to be made to obtain a good fit to the available human kinetic data; according to
these authors, the modeled higher plasma concentrations of unconjugated BPS after peroral

exposure might be explained by a low glucuronidation rate.

The objective of the present work was to conduct a clinical study to compare, within a
same framework, the kinetic profiles of unconjugated BPS and its specifically quantified BPSG
conjugation product in female volunteers of childbearing age exposed orally and dermally to
deuterated BPS (BPS-d8) in controlled conditions. This study aimed to further contribute to
provide basic kinetic data that can serve to develop a human toxicokinetic model allowing
reconstruction of absorbed doses from biomarkers measurements of specifically measured BPS

and BPSG in vulnerable populations, such as pregnant women.

4.3 Materials and methods
20. Study design and ethics approval

A clinical study was conducted to document the kinetics of BPS and its glucurono-
conjugate BPSG specifically in plasma and urine of female subjects of childbearing age
following a single oral and dermal exposure to BPS. The same volunteers (with the exception of
three individuals) were exposed orally and then dermally one month later, to ensure complete
elimination of the compound between exposures. The study protocol and consent form were
approved by the Clinical Research Ethics Committee (CERES) of the University of Montreal
prior to study onset (certificate number 17-153-CERES-P). Each participant gave its written

consent to participate, was informed of the risks of participating and its right to withdraw from
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the study at any time. Each participant received a monetary compensation for its time. Volunteers
spent the first sampling day at the University for blood and urine sampling and were then asked
to return the next three mornings for a blood sampling and to return urine samples. Two
accredited nurses were present during the whole study period, performed blood sampling and

monitored signs and symptoms.

21. Volunteers and dosing

Eight adult female volunteers — in good health, aged between 21 and 30 years old and
weighing between 55.5 and 88.9 kg (mean of 65.5 kg) — were recruited on a voluntary basis,
seven of which participated in the oral exposure and six in the dermal application. Each of seven
volunteers was administered a single oral dose of BPS-d8 (4,4'-sulfonylbisphenol-d8, purity
>99%, isotopic purity >98%, MW of 258.32 g/mol, Toronto Research Chemicals, Toronto,
Canada) of 0.1 mg/kg of body weight (bw) (corresponding to 7 mg for an individual of 70 kg or
0.39 umol/kg bw). The dose administered orally to volunteers, in the deuterated form, is identical
on a mass basis to that previously used in a kinetic study in volunteers exposed orally to BPA

(0,1 mg/kg BPA-d6) and close on a molar basis (0,43 pumol/kg bw) (Thayer et al. 2015).

This dose is 100 times lower than the No-Observed Adverse Effect Level (NOAEL) for
a subchronic exposure (USEPA, 2014 #45). The NOAEL was established from a 45-day toxicity
study in adult male rats orally exposed to BPS. For the parental toxicity, the NOAEL dose was
established at 10 mg/kg bw and the Lowest-Observed-Adverse-Effect-Level (LOAEL) dose was
established at 60 mg/kg bw/day. For the reproductive toxicity, NOAEL and LOAEL values of 60
and 300 mg/kg bw/day were established (USEPA, 2014 #45). In the present study, the dose
administered, which is 100 times lower than the NOAEL, considers an inter-species uncertainty

factor (UFa) of 10 and interindividual uncertainty factor (UFg) of 10.

For the oral administration, BPS-d8 was dissolved in ethanol (100 mg/mL equivalent to
10 mg/100 pL) and the solution was applied on a cookie (70 pL of solution on a cookie for a 70-
kg individual). The ethanol deposited on the cookie was left to evaporate for 10 minutes prior to

ingestion by each volunteer. Each participant then drank 100 mL of water.
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One month after the oral exposure, volunteers were exposed dermally to an acute dose of
BPS of 1 mg/kg bw. It is important to note that there is currently no recommended reference dose
for dermal exposure. Studies on the toxicokinetics of bisphenol A (BPA) in animals and humans
estimated that the absorption fraction was 8.6 = 2.1% in human skin explants (n = 7) (Demierre et
al. 2012). To establish the dermally applied dose, it was considered that dermal absorption was
<10%, based on the study by Demierre et al. (2012) and therefore it was set 10 times higher than
the oral dose. About 48 h before dermal application of BPS, participants were recommended to
remove hair on their forearm while taking care not to irritate the skin. The solution was then
applied to an area of 40 cm? of the forearm delimited by an indelible marker. BPS was suspended
in a 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) containing 1% sodium carboxymethylcellulose of medium
viscosity (100 mg/mL or 100 pg/uL) (a synthetic gel used against dry eye and as a food additive)
and applied as drops (700 pL for an individual of 70 kg). The treated area was left uncovered and
unwashed for a period of 6 h. After 6 h of dermal contact, a wipe was used (Hines et al 2017) to
clean the entire application area. The application site was then washed with soap and water. The
duration of application of 6 h was chosen to represent the normal duration of exposure of an
employee handling receipts and to take into account the constraints related to protecting the
application area. Furthermore, it was decided not to occlude the application area to prevent the

transfer of the product on occlusion material.

22. Blood and urine sampling

The time-courses of the parent product BPS-d8 and its glucurono-conjugate BPSG-d8 in
plasma were established by performing serial blood sampling by venipuncture on the arm 30 min
before exposure (corresponding to a control sample) and at fixed time periods over 48 h
following exposure, i.e. at 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 1 h 15,1 h 30,1 h45,2h,3h,4h,5h, 6
h, 8 h, 10 h, 24 h and 48 h post-dosing (n = 17 samples per individual). In order to facilitate blood
sampling, a catheter was placed during the first sampling day. Blood was collected in heparin

tubes.

For the cutaneous application, the catheter was installed at the level of the ulnar vein of

the arm contralateral to that on which the BPS-d8 was applied. Samples were taken by repeated
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venous punctures at previously fixed times. A volume of 10 mL was taken at each sampling time

for a total of 170 mL, which is less than a donation of blood.

In parallel, in order to document the urinary excretion time courses of BPS-d§8 and
BPSG-d8, complete urine voids were collected in separate and clearly identified Nalgene® bottles
(group, individual, time) at fixed periods, namely a nocturnal collection before exposure (-10h-
Oh) and 0-2 h, 2-4 h, 4-6 h, 6-8 h, 8-10 h, 10-12 h, 12-14 h, 14-24 h, 24-48 h and 48-72 h post-
administration (n = 11 collections per individual and all urine voided during an established period
was combined to the same bottle). Participants were asked to drink plenty of water on the day of
exposure (1.5 L per day) to allow frequent urine collections. A 1.5 L bottle of drinking water was

given to each participant on the first sampling day.

23. Treatment of samples and analysis

Immediately after collection, blood samples were stored at 4°C in the refrigerator.
Within the hour following blood withdrawal, plasma was isolated by centrifuging samples for 10
min at 1500 g at 4°C. Four aliquots of 1 mL were prepared in polypropylene tubes with Fischer
screw cap of 2 mL and then samples frozen at -20 °C. Two aliquots were shipped one dry ice at

INRA in Toulouse for analysis of BPS-d8 and BPSG-dS.

Urine samples were stored in the refrigerator at 4°C immediately after collection the first
day of sampling or kept in coolers with ice packs afterwards by participants until they were
brought to the University. Urine volumes were measured the day of collection. For each sample,
3 aliquots of 3 mL were prepared in 5 mL polypropylene tubes and 1 aliquot was prepared of 90-
100 mL in a 120 mL Sarstedt container. Samples were subsequently frozen at -20°C until

analysis. Aliquots were shipped on dry ice for analysis at INRA in Toulouse.

Plasma and urine samples were assayed with an on-line solid phase extraction (Molina-
Molina et al.) ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(Acquity-2D UPLC® Xevo® TQ, Waters, Milford, MA, USA). BPS-d8, BPSG-d8, BPSG (used
as internal standard) were purchased from Toronto Research Chemicals and BPS was obtained

from Merck KGaA, Darmstadt, Germany. All these standard purities were higher than 97% and
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isotopic purities were higher than 98%. Urine samples collected after oral administration were
simultaneously quantified according to the method previously validated and published (Grandin
et al. 2017; Grandin et al. 2018). Briefly, 100 uL of urine samples were diluted with 200 puL of
acetonitrile/zinc sulfate containing BPS and BPSG as internal standard (100 ng/mL and 1000
ng/mL). The centrifuged mixture was loaded onto the on-line C8 cartridge for clean-up, separated
on a CSH C18 column (Acquity 100 x 2.1, 1.7 um, Waters) and detected in negative electrospray
ionization (ESI-) using multiple reaction monitoring (MRM) mode. The urine samples collected
after dermal administration and all the plasma samples were assayed as described in a previous
study with minor modifications (Ranciére et al., 2019). Briefly, samples were extracted on ion
exchange SPE cartridges (HR-XAW, Macherey Nagel, Hoerdt, France) and labelled with dansyl
chloride. The dansylated BPS-d8 and BPSG-d8 were loaded onto the on-line C8 SPE cartridge
and separated on a Phenyl Hexyl column (Acquity 100 x 2.1 mm; 1.7 pm, Waters) with a
water/acetonitrile gradient (both eluents containing 0.1% formic acid) [0,3 mL/min, 40 °C].
Analytes were detected by mass spectrometry after electrospray ionization in positive mode. The
MRM transitions used for the quantification of dansylated BPS-d8 and BPSG-d8 were 725 > 171
and 668 > 171, respectively (see Table S1 for structures and fragmentations). The method was
validated in plasma according to the European Medicine Agency Guidelines from 0.05 to 10
ng/mL (i.e. 0.2 to 39 nM) for BPS-d8 using a linear model weighted by 1/X (X=concentration)
and from 0.5 to 100 ng/mL (i.e. 1.15 to 230 nM) for BPSG-d8 using a linear model weighted by
1/X2. Blank samples were used to check the absence of contamination during assays. The
accuracy and the intra- and inter-day precisions (assessed by the coefficients of variation, CV%)
of the method were evaluated from quality control samples at three concentration levels (0.08, 0.8
and 8 ng/mL). The CV% were below 17% for BPS-d8 and 9% for BPSG-d8 with accuracy
ranging from 80% to 96% for both molecules. The lower limits of quantification (LLOQ) were
estimated in plasma at 0.05 and 0.5 ng/mL (i.e 0.2 and 1.15 nM) and in urine at 0.5 and 5 ng/mL
(i.e. 2 and 11.5 nM) for BPS-d8 and BPSG-dS, respectively. The LLOQ values were determined
with 5 replicates at the lowest concentration that can be quantified with an accuracy ranging from
80% to 120% and an intraday precision lower than 20%. The limits of detection were estimated at
0.02 and 0.14 ng/mL (ie. 0.08 nM and 0.32 nM) in plasma for BPS-d8 and BPSG-dS,

respectively.
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24. Toxicokinetic analysis

Following ingestion, the plasma concentration-time courses of BPS-d8 and BPSG-d8
showed three phases, a phase of appearance in plasma followed by a biexponential decrease in
concentrations. The different rate constants for each of the three phases were determined by least-
square fit adjustments of the following general function (equation 1) to observed individual
plasma concentration-time profiles of BPS-d8 and BPSG-d8 following oral administration of
BPS-d8, by using “curve fitting” tool in Matlab. Apparent appearance and biphasic elimination

phases were represented by:
C(t) = A= + BBt + Ce (equation 1)

where 1) C (t) is the plasma concentration as a function of time; ii) A, B and C are the
preexponential coefficients; iii) a, f and y are the hybrid rate coefficients for the three phases.
Apparent half-life (t1/2) values were calculated using the equation t1/2 = 0.693/k where k = a,
or vy (Hayes 2007). For the cutaneous exposure, there were too many undetectable values to allow

such determinations.

From plasma concentration (C) — time profiles after oral exposure, other calculated
parameters include maximal concentration (Cmax), time-to-peak levels (Tmax), the discrete
version of the area under the concentration-time curve (AUC), the area under the first moment of
concentration-time curve (AUMC), the mean residence time (MRT), the apparent oral clearance
(Cloral), estimated bioavailability (F) and the systemic plasma clearance (Clplasma) (Gibaldi and
Perrier 1982; Hayes 2007; Weiss 1990). Equations used to calculate these parameters are:

1
AUC,,,; = Ez(q — t;_)[C(&) + C(ti_y)]

1
AUMCyrq = EZ(ti —ti- [ C(t) + ;-1 C(ti-1)]
vi

AUMC,rq;

MRToral = AUC
oral
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Dose

Cloypqy = ———
oral AUCoral

where Dose is the administered dose.

Bioavailability (fraction of BPS-d8 reaching the systemic circulation unchanged) was

indirectly estimated from Clora using the following equation (Gibaldi and Perrier, 1982):

Q

F= ———
Q + Cloral

where Q is the hepatic blood flow rate (considered here at 25 mL/kg bw/min).

This equation assumes that first pass metabolism only occurs in the liver (i.e. no
metabolism in the gastrointestinal tract) and that BPS-d8 is completely absorbed from the gut
lumen after oral dose (i.e. that the oral absorption fraction fas is 1; not to be confused with the
bioavailability), given that by default F = 1 — ER, where ER is the extraction ratio due to first-

pass metabolism.

The systemic plasma clearance was therefore deduced from BPS-d8 bioavailability and

according to Gibaldi and Perrier (1982) and Weiss (1990) as follows:

F X Dose,,q; Q Q
Clplasma =—% = F X Cloral = = AUC
AUCoral Q + 1 oral X Q + 1
Cloral Doseoral

With an absorption fraction <1, lower Clplasma values would be obtained.
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4.4 Results
25.  Time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 in plasma after oral administration

The concentration-time courses of BPS-d8 and BPSG-dS8 in plasma over a 48-h period
following oral administration of 0.1 mg/kg bw of BPS-d8 in volunteers are presented in Figure 1
(and Figure S1). Calculated toxicokinetic parameters determined from the plasma concentration-
time courses are compiled in Tables 1 and 2. While BPSG-d8 was found in higher concentrations
than BPS-d8 (roughly 2-fold based on peak levels), it is readily apparent that the plasma profiles
of BPS-d8 and BPSG-d8 over 48 h evolved in parallel, and showed rapid appearance and
elimination phases. Apparent appearance rates (mean + SD) calculated from the time courses of
BPS-d8 and BPSG-d8 were 2.3 + 2.3 and 1.4 + 2.3 h'! (translating into ti24 0f 0.3 0.3 and 0.5 +
0.3 h), respectively. Average peak values (£ SD) were reached at about the same time for both
compounds, that is at 0.7 + 0.1 and 1.1 + 0.4 h postdosing, respectively. From the terminal phase
of BPS-d8 and BPSG-d8 in plasma, average (+ SD) apparent elimination half-lives (ti2y) of 7.9 +
1.1 and 9.3 £+ 7.0 h were calculated, respectively. Similarities in the time courses of BPS-d8 and

BPSG-d8 in plasma (appearance and elimination rates) are also reflected by the same calculated
mean residence time (MRT) value of both compounds (as calculated from %). The fraction of
BPS reaching the systemic circulation unchanged (i.e. bioavailability) was further calculated at
62 + 5% on average (= SD) (with an Clora of 0.94 + 0.19 L/kg bw/h) and the systemic plasma
clearance was estimated at 0.57 + 0.07 L/kg bw/h. Furthermore, from the individual time-courses

of BPS-d8 and BPSG-d8 in plasma, the curve showing small plasma peak concentrations around

4-10 h is compatible with an enterohepatic recirculation (see supplementary Figure S1).

26. Time courses of BPS-d8 and BPSG-dS in urine after oral administration

The time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 excretion rate in the urine of volunteers over
the 72-h period following ingestion of 0.1 mg/kg bw of BPS-d8 are depicted in Figure 2. Urinary
excretion rate profiles appeared to evolve in parallel for both substances and were similar to

plasma profiles, as expected.
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The time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 cumulative excretion over the 72-h period
post-administration were also derived (Fig. 3 and Fig. S2). Although the urinary excretion time
courses of BPS-d8 and BPSG-d8 were similar, BPSG-d8 was present in ~30-times higher
amounts than BPS-d8. The average percent (= SD) of the administered dose recovered in urine as
BPS-d8 and BPSG-d8 over the 0-72 h period postdosing was 1.72 = 1.3 and 54 = 10 %,
respectively (with a range of 0.6-4.4 and 37-72%, respectively; Table 1). Urinary excretion
appears near complete after 72 h (asymptote being reached at 72 h).

27.  Time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 in plasma after cutaneous application

The individual time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 in plasma over a 48-h period
following the onset of a 6-h cutaneous application of 1 mg/kg bw of BPS-d§ in volunteers are
displayed in Table S2. Values were under the lower limit of quantification (LLOQ) for most time
points such that average time course were not reported. With such low levels, it was not possible
to determine toxicokinetic parameters, as was done for oral exposure. Nevertheless, an increase
in plasma levels of both compounds was detectable from individual profiles and peak values were
reached between 5 and 8 h depending on individuals, which is close to the time of cleaning of the
treated area. BPSG-d8 was also found in somewhat higher molar concentrations than BPS-d8

(roughly 2- to 9-fold at peak levels).

28.  Time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 in urine after cutaneous application

In line with blood profiles, limited amounts of BPS-d8 and its conjugate were recovered
in urine after cutaneous application and peak excretion rates were reached between 5 and 11 h
postdosing depending on the volunteer while mean value shows a peak at 1 h (Fig. 4). BPSG-d8
appears to be excreted somewhat more slowly than BPS-d8 over the 72-h collection period, but
again values were close to the LLOQ, such that this should be interpreted with caution. The
cumulative excretion time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 show that BPSG-dS8 is excreted in
about 20-times higher amounts than BPS-d8, and that excretion is not totally complete after 72 h
(lack of asymptote) at least for part of the volunteers (Fig. 5 and Fig. S3). The average percent (+
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SD) of the administered dose recovered in urine as BPS-d8 and BPSG-d8 was about
0.004 = 0.003 and 0.09 + 0.07 %, respectively. This suggests a rather low relative bioavailability

by the cutaneous route when compared to the oral route.
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4.5 Discussion
29. Toxicokinetics of BPS in humans after oral exposure

There are limited data on the toxicokinetics of BPS to date. This is the first study to
document the toxicokinetics of BPS and BPSG specifically following dermal and oral exposure
in volunteers within a same experimental framework, and complements the available oral kinetic
data of Oh et al. (2018) and dermal data of Liu and Martin (2019). Female volunteers of
childbearing age were chosen for our study, given that the acquired data aimed to serve, in a next
step, for the development of a human toxicokinetic model allowing reconstruction of absorbed
doses from measurements of BPS and BPSG in the plasma and/or urine of vulnerable
populations, such as pregnant women. Deuterated compound was administered (BPS-dS) to
ensure that measured levels in plasma and urine were not partially due to a body burden resulting
from environmental exposure to BPS (Andra et al. 2016; Thayer et al. 2015). Oh et al. (2018)
recently documented the plasma and urinary time courses of unconjugated and total BPS; BPSG
levels were estimated by the difference between total BPS and unconjugated BPS levels. In the

current work, BPS-d8 and BPSG-d8 were quantified specifically by UHPLC-MS-MS.

Plasma profile and urinary rate time course obtained in our study after oral exposure to a
single low-dose show the rapid appearance of BPS in plasma and elimination from the body of
volunteers (elimination ti» from the terminal phase in plasma of =7.9-9.3 h on average), mainly
in the conjugated form (see Table 1 and Figs. 1 and 2). The similar apparent initial rate of BPS-
d8 and BPSG-dS after oral exposure suggests that both forms reach the systemic bloodstream at
about the same time period, indicative of a rapid conjugation of BPS-d8 in intestines/enterocytes
or liver prior to reaching the systemic circulation (first-pass effect). This has also been suggested
from toxicokinetic studies of BPS in pigs (Gayrard et al. 2019b), but also by Karrer et al. (2018)
who developed a physiologically-based pharmacokinetic (PBPK) model for BPA and adapted the
model to other analogues, such as BPS. These authors suggest that first-pass glucuronidation

occurs mainly in the liver rather than in enterocytes.

The elimination time course of BPSG-d8 in plasma after oral exposure was also similar
to that of BPS-d8 (see Fig. 1 and Tables 1 and 2). The observed plasma kinetic features further
suggest that the most important contribution to the overall elimination rate of BPS from blood is

phase II conjugation to form more polar moieties, given the very small levels of unconjugated
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compound in urine. On the other hand, elimination of BPSG through excretion contributes
mainly to BPSG overall clearance from blood. Furthermore, the observed time profiles of BPS-
d8 and BPSG-d8 in plasma (behaviour at 6-10 h in particular) is indicative of a significant entero-
hepatic recycling as was reported in rats (Gayrardet al. 2019b) and from the modeling of BPA in
humans (Karrer et al. 2018). Although bisphenol conjugates are rapidly formed, the high levels of
B-glucuronidase and arylsulfatase in tissues such as the liver, kidneys and placenta should allow
deconjugation to the active unconjugated form, and in the case of intestines bacterial enzymes
favors reabsorption from the gut lumen (Andra et al. 2016; Beaud et al. 2005; Danovitch and
Laster 1969; Parkinson et al. 2012).

From the plasma-concentration time course in volunteers of our study, a systemic
plasma clearance (Clplasma) of BPS of 0.574+0.07 L/kg bw/h and an oral bioavailability of
62 + 5% were estimated (see Table 2), provided that the following two assumptions are met: i)
oral absorption of BPS was total and ii) BPS is only eliminated by hepatic metabolism, which is
consistent with a very low renal clearance of BPS. The plasma clearance as obtained in the
current study is rather close to the human plasma clearance value of 0.79 L/kg bw/h inferred by
allometric extrapolation from toxicokinetic data in rats, ewes and piglets (Gayrard et al. 2019b),

thus confirming these results.

In our study, the total percentage of the administered molar dose recovered in urine as
unconjugated BPS-d8 following oral exposure was similar to that observed in the study of Oh et
al. (2018), with a range of 0.6 to 4.4% in our study compared to 0.9 to 3.3% in female volunteers
of the study of Oh et al. (2018), indicating that the renal clearance of unconjugated BPS-d8 was
low. However, with regard to cumulative excretion of BPSG-d8 in urine, somewhat lower
excretion values were found in volunteers of our study. More specifically, our individual results
show that 37 to 72% of the administered oral dose were recovered in urine as BPSG-d8 over the
0-72 h collection period postdosing, depending on the volunteers; when excluding the volunteer
with the lowest cumulative excretion in urine, the observed total urinary excretion ranged
between 51 and 72%, suggesting that clearance of BPS-d8 is mainly driven by its
glucuronidation. In the study of Oh et al. (2018), the reported total percentage of the oral dose
recovered in urine as BPSG (total BPS minus unconjugated BPS) varied between 59 and 77% in

the female participants (n = 3), with a mean value of 70%, i.e. in the same order of magnitude as
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that observed in our study. In the male participants of that study, corresponding range of values
was 67-104%, with a mean of 92% (n = 4). Differences between our results and those of Oh et al.
(2018) may partly be explained by the fact that the latter account for BPS conjugated to sulfates
(even if reported sulfatase enzyme activity was low), given that conjugated BPS was estimated by
the difference between total BPS and unconjugated BPS. In our work, the glucurono-conjugate
was rather measured specifically. Other studies in the general population confirmed the presence
of sulfate conjugates of bisphenol analogues in urine (Andra et al. 2016; Gerona et al. 2016; Liao
and Kannan 2012; Liu and Martin 2019), and there is a known polymorphism between men and
women in uridine-diphosphate (UDP)-glucuronosyltransferase (UGTs), in addition to ethnical
variations (Gallagher et al. 2010; Iwai et al. 2004; Kojima and Degawa 2014; Lampe et al. 2000;
Mazur et al. 2010; Mehboob et al. 2017; Sparks et al. 2004). In particular, Gerona et al. (2016)
reported that 15% of BPA forms recovered in the urine of the monitored individuals from the
general population (pregnant women of diverse ethnic background) were sulfate conjugates.
(Karrer, 2018 #21@@author-year) considered that bisphenols are conjugated to sulfates in their
model, but to a lesser extent than glucurono-conjugates. In an in vitro study in human HepaRG
hepatic cell line, Le Fol et al. (2015) found that 85.8% of BPS was conjugated to glucuronides
and 10.5% to sulfates. In the present study, the volunteers were of different origins (4 North
American Caucasians, 3 of North African Arabic origin). Furthermore, in both our study and the
study of Oh et al. (2018), total recovery of the different BPS forms in urine was less than 100%,
suggesting the remaining is either i) excreted in feces as observed in animals, although the
threshold molecular weight for biliary excretion is higher in humans than animals
(325+50 g/mol for rats and 500+ 50 g/mol for humans) (Waidyanatha et al. 2018; Yang et al.
2009) or ii) forms other metabolites, such as hydroxylated BPS in the ortho- and meta-positions
of the phenol rings (Skledar and Masi¢ 2016; Skledar et al. 2016). The possible polymorphisms
and variability in the urinary excretion of BPS forms in urine is an important aspect to consider

for the biomonitoring of exposure to BPS and interpretation of biomonitoring data.

30. Comparison of BPS and BPA toxicokinetics in humans after oral exposure

The rates of appearance and elimination calculated from the time courses of BPS-d8 and

BPSG-dS8 in plasma (Table 1) were similar to those reported by Thayer et al. (2015) based on
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serum profiles of unconjugated BPA-d6 and total BPA-d6 in volunteers orally exposed to BPA-
d6 (mean initial ti» (£SD) of 0.52 £ 0.28 and 0.26 + 0.11 h, respectively; corresponding
elimination ti» from the terminal phase of 5.6 = 1.2 h and 6.4 + 2.0, respectively). However,
concentrations of unconjugated BPS-d8 at peak levels (Cimax of 158 = 57 nmol/L) were found in
much higher proportion compared to those of BPA-d6 (Cimax of 6.5 + 3.2 nmol/L) and AUCo—« of
unconjugated BPS-d8 was on average 19 times higher than that of BPA (23 £ 6,2 nmol/L x h) for
a similar administered molar dose (0,39 umol BPS-d8/kg bw versus 0,43 pmol BPA-d6/kg bw)
(see Table 2 for BPS-d8 values in our study). Furthermore, on average, molar percent of the
administered dose excreted in total as BPS-d8 and BPSG-d8 in the urine of volunteers was 1.72 +
1.3 and 54 + 10 %, respectively, while values of 0.11 = 0.19 and 87% =+ 6.9% were observed for
BPA-d6 and BPAG-d6 after oral dosing with BPA-d6 in volunteers (Thayer et al. 2015). This

suggests that the active unconjugated form of BPS is more prevalent than that of BPA in humans.

Although there are known animal-to-human differences in the glucuronidation, Gayrard
et al. (2019b) showed that a significant fraction of BPS dose in orally exposed piglets reached the
systemic circulation in the unconjugated form (57.4% on average). On the other hand, BPA
underwent a significant first-pass phase Il metabolism to BPAG after oral exposure such that, on
average, only 0.5% of the administered dose was found unconjugated in plasma. These authors
also found that plasma clearance of BPS was 3.5 times lower than that of BPA. From the piglet
data, a toxicokinetic model was also developed by these authors and predicted that virtually all
(99%) of BPS oral dose was absorbed as compared to about 77% on average for BPA. Their
model also suggested that BPS conjugation did not occur in enterocytes but rather in the liver
(44% of absorbed fraction) contrary to BPA for which an extensive first-pass glucuronidation in
the gastrointestinal (GI) tract (44%) and liver (99% of the BPA that did not undergo conjugation
in enterocytes) was simulated. In turn, systemic bioavailability of active unchanged BPS was
estimated to be 57.4% versus 0.5% for BPA in piglets. Our human data on BPS compared to
those of Thayer et al. (2015) also suggest a difference in the kinetics of BPS and BPA (in

particular in the glucuronoconjugation).

31. Toxicokinetics of BPS after dermal exposure and comparison with BPA

Dermal time course values were too close to the limit of detection or quantification to

provide a direct comparison with the oral kinetic data. Nonetheless, as observed following oral
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exposure, our results also show that BPS is very rapidly absorbed in the systemic circulation and
eliminated from the body following dermal application of a low dose; however, elimination did
not appear to be complete after 72 h, suggesting a somewhat longer residence time after dermal
than oral exposure. Similarly, Liu and Martin (2017) reported that BPA was eliminated more
slowly from the body after dermal contact with thermal receipts containing BPA compared to
dietary exposure; they also reported that the proportion of unconjugated BPA in the systemic
circulation was higher after dermal exposure than ingestion. In animals, Gingrich et al. (2019)
determined the time courses of total BPS (conjugated and non-conjugated) in the plasma of
pregnant sheep following subcutaneous exposure of 0.5 mg/kg of BPS and the calculated MRT
(6,7 = 0,3 h) was very close to that calculated in the current study for BPS following oral

exposure.

Results of our study further highlight that the dermal absorption fraction is very low, that
is <0.1% based on BPS and BPSG profiles, which is smaller than that reported for BPA by
Demierre et al. (2012) from human skin explants. In the latter study, on average (+ SD),
56.9 £ 4.9% of the applied *C-BPA remained on the skin surface 24 h after application on skin
explants and 8.6 =2.1% were found in the receptor fluid at 24 h post-application (n = 7 skin
membranes prepared from two skin explants). With an experimental protocol similar to that of
Demierre et al. (2012) but using fresh metabolically-active human skin explants and different
14C-BPA exposure levels, Toner et al. (2018) obtained lower recoveries of “C-BPA in the
receptor fluid - translating in a dermal absorption of 2-4%, and found a certain metabolism in the
skin. More recently, Liu and Martin (2019) compared the percutaneous absorption and
biotransformation of BPS and BPA in vitro using human epidermal cells (EpiDerm™ EPI-212
tissue constructs, a three-dimensional tissue model consisting of normal human epidermal
keratinocytes on tissue culture inserts). They found that the permeability coefficient of BPS was
lower than that of BPA. At both doses, <10% of total BPS had migrated into the receiver
solutions, whereas 43—46% of total BPA were recovered in receiver solutions (0.003-0.009 cm/h
versus 0.033-0.036 cm/h after application of 1.5 or 7.7 pg/cm?). They also reported a limited
metabolism in the skin, given that more than 70% of total BPS and total BPA were found in the
unconjugated form in skin tissue and in receiver solutions. These authors further compared the
dermal penetration of BPS (not reported to be deuterated) and BPA-d6 from cumulative urinary

excretion in volunteers simulating handling of thermal receipts and found that free BPS levels in
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48-h urine collections, expressed as a proportion of total urine bisphenol, were higher than free
BPA-d6 (6,9 + 2,8 % versus 2,7 = 1,9 %). In line with these results, the average molar ratio of
BPS-d8/(BPS-d8+BPSG-d8) in the urine of volunteers of our study can be calculated at 4.3%.

It is to be noted that BPS was applied on the forearm on our study. Ideally, it would have
been better to apply BPS on a hand, which is the main exposure site, but this is hardly feasible.
During biomathematical modeling, the permeability constant estimated from the data obtained
can be adjusted to take into account the greater permeability of the skin of the forearm compared
to that of the hands. Furthermore, the choice of the application area (40 cm?) was to allow
applying from 10 to 20 uL/cm? for a body weight between 50 and 70 kg, in accordance with the
OECD (2004) recommendations of 10 uL/cm?. This suspension applied to an area of 40 cm?
translates into an applied dose of 1.25 to 1.75 mg/cm? (body weight between 50 and 70 kg),
which is in the same order of magnitude as the maximum dose recommended by the USEPA
(1998) of 1 mg/cm? to ensure the absence of saturation of the absorption process. It is also in the
same order of magnitude as the maximum exposure dose of skin estimated for BPA when
handling cash receipts and determined from the maximal transfer coefficient of BPA (21522 ng/s)
and the skin surface area of hands in contact with tickets (23,5 cm?, i.e. 0,6 mg/cm?) (Bernier and

Vandenberg 2017).

In addition, BPS was applied on the skin in a solution of phosphate buffer (0.1 M)
containing 1% sodium carboxymethylcellulose of medium viscosity (100 mg/mL) in our study,
this medium being recommended as it does not modify the permeability of the skin (Vlaia et al.
2016). Amounts remaining on the skin at 6 h postdosing, hence at the time of washing, were not
quantified. There could be differences in the absorption rate depending on the
dissolution/suspension vehicle. In particular, dermal absorption rate of BPS through manipulation
of thermal papers (Bjornsdotter et al. 2017; Hines et al. 2017; Liu and Martin 2017; 2019; Ndaw
et al. 2018; Russo et al. 2017) may be somewhat different from that observed in the current work.
In particular in a study in volunteers manipulating thermal receipts, Hormann et al. (2014)
showed that dermal absorption - as assessed from serum and urinary levels of BPA, BPAG and
sulfo-conjugate of BPA (BPAS) - was enhanced in individuals who had used hand sanitizers
immediately prior to holding receipts for 45 seconds compared to when handling receipts with

dry hands. Interestingly, at least one volunteer of that study showed relatively high BPAS levels.
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32. Interest of the toxicokinetic data for the purpose of biomonitoring

From a biomonitoring perspective, the data collected in this study will be used to
develop a toxicokinetic model specific to BPS, which will allow dose reconstruction of BPS from
plasma or urinary BPS and BPSG measurements in exposed individuals. Similar to BPA, the
glucurono-conjugate of BPS is confirmed to be the main form of BPS excreted in urine and
exhibited kinetics similar to the active unconjugated BPS moiety in humans with a short half-life.
The rather short half-life of BPS-d8 and BPSG-d8 observed in our study following oral exposure
suggests that steady-state equilibrium should be rapidly reached in individuals repeatedly
exposed by ingestion, but there could be significant fluctuations in plasma and urinary
concentrations for punctual BPS exposure through ingestion of contaminated food and drinks.
Furthermore, the dermal data show a limited skin absorption such that dermal dose must be very
high to contribute significantly to the absorbed dose by multiple routes, that is following
combined oral, dermal and respiratory exposure. However, the apparent longer residence time of
BPS in the body after dermal exposure suggests that a possible accumulation may be more

important after dermal exposure than oral exposure upon repeated daily exposure.

4.6 Conclusions

Overall, the current data allowed to further document the toxicokinetics of BPS in
humans. It confirmed the rapid appearance and elimination of the compound and its conjugate in
the systemic circulation following oral exposure, with a majority of the dose being rapidly
converted to the BPSG form. The present data also evidenced major differences between BPA
and BPS kinetics with much higher systemic levels of active BPS than BPA, an observation
explained by a higher oral bioavailability of BPS than BPA. These data indicate that the
replacement of BPA by BPS could lead to increased exposure to a hormonally active substance.
This work also confirmed the limited dermal absorption of BPS compared to oral absorption, but
with a potentially longer residence time observed from plasma and urinary rate time courses after
dermal exposure. These data should be useful for the development of a toxicokinetic model for a

better interpretation of biomonitoring data. The current kinetic data is limited to a few volunteers
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for feasibility and cost reasons; as highlighted by Andra et al. (2016), future studies are needed to
document the variability in phase II conjugation between individuals (male, female, pregnancy

status), which may affect interpretation of biomonitoring data.
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4.10 Annexe

Table 1. Toxicokinetic parameters calculated from plasma concentration-time profiles of

BPS-d8 and BPSG-d8 (on a molar basis) in volunteers following ingestion of 0.1 mg/kg bw

of BPS-d8 (n = 6).

Mean + SD (n = 6)

Toxicokinetic parameters

BPS-d§ BPSG-d§
AUCo-x oral 432 + 89 946 + 345
(nmol/L x h)
AUMCal 3082 + 886 6774 + 3852
(nmol/L x h?)
MRT 7.1+1,0 6.9+2,6
(h)
Cloral 0.94+ 0,19 0.45+0,13
(L/kg bw/h)
Bioavailability (F) 62+5
(%o)*
Clplasma 0.57 + 0,07
(L/kg bw/h)®

2 Bioavailability (F) corresponds to the fraction of BPS-d8 reaching the systemic circulation

unchanged. This calculation (to be valid) assumes that the oral absorption fraction (faps) is 1 given

that by default F = 1 — ER, where ER is the extraction ratio due to first-pass metabolism that is

considered to occur only in the liver.

b Clplasma was computed from Clora and the estimated bioavailability (F).



4.11 Captions to figures

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Concentration-time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) in the plasma of
volunteers (nmol/L) following a single oral administration of 0.1 mg/kg bw
(0,39 umol/kg bw) of BPS-d§8 (mean +SD) (n = 6). Symbols represent mean

values and vertical bars are standard deviations.

Time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) excretion rate in the urine (%
dose/h) of volunteers following a single oral administration of 0.1 mg/kg bw of
BPS-d8 (mean + SD) (n = 7) (B). Symbols represent mean values and vertical bars

are standard deviations.

Time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) cumulative excretion (as a molar %
of administered dose) in the urine of volunteers following a single oral
administration of 0.1 mg/kg bw of BPS-d8 (mean=+SD) (n=7). Symbols

represent mean values and vertical bars are standard deviations.

Time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) excretion rate in the urine (%
dose/h) of volunteers following a cutaneous application of 1 mg/kg bw of BPS-d8
during 6 h (n = 6). Symbols represent mean values and vertical bars are standard

deviations.

Time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) cumulative excretion (as a molar %
of administered dose) in the urine of volunteers following a cutaneous application
of 1 mg/kg bw of BPS-d8 during 6 h (n = 6). Symbols represent mean values and

vertical bars are standard deviations.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5

0.01 -

0.002 -

T
8
o

0.008 -
0.006 -

(as0p %)
auLIn ul 8p-Sdg JO UOIIBIIXD Al R|NWND

72

60

48

36

24

12

Time since administration (h)

- N
H ~
o
-]
o
T T T T T 71 71 1 @ 0O
N 0 VW g N = o v N O
s 2 2 % 4 g & &8 & 8
o © o o o © o o

(esop %)
auLIn ul 8p-HSdg 4O UOI}RIIXd dAR|INWIND

Time since administration (h)

87



Captions to figures for supplementary files

Figure S1.

Figure S2.

Figure S3.

Figure S4.

Figure S5.

Individual concentration-time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) in the
plasma of volunteers (nmol/L) following a single oral administration of 0.1 mg/kg

bw of BPS-d8 (n = 6).

Individual time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) cumulative excretion (as
a molar % of administered dose) in the urine of volunteers following a single oral

administration of 0.1 mg/kg bw of BPS-d8 (n = 7).

Individual time courses of BPS-d8 (A) and BPSG-d8 (B) cumulative excretion (as
a molar % of administered dose) in the urine of volunteers following a cutaneous
application of 1 mg/kg bw of BPS-d8 during 6 h (n = 6). In Figure S3B, the time
course of volunteer 4 (A) overlaps that of volunteer 6 (()) at 0-24 h and that of
volunteer 3 (m) at 24-48 h.

Concentration-time courses of BPS-d§8 (A) and BPSG-d8 (B) in the urine of
volunteers (nmol/L) following a single oral administration of 0.1 mg/kg bw
(0,39 umol/kg bw) of BPS-d§8 (mean +SD) (n = 6). Symbols represent mean

values and vertical bars are standard deviations.

Concentration-time courses of BPS-d§8 (A) and BPSG-d8 (B) in the urine of
volunteers (nmol/L) following a cutaneous application of 1 mg/kg bw of BPS-d8
during 6 h (n = 6). Symbols represent mean values and vertical bars are standard

deviations.
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Figure S1.
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Figure S2.
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Figure S4.
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Figure S5.
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Table S1. Structure of dansylated BPSG-d8 and twice dansylated BPS-d8 and their MRM

fragmentations.

Structure of dansylated BPSG-d8 and its
MRM fragmentations

Structure of twice dansylated BPS-d8 and its

MRM fragmentations
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Table S2. Individual concentration-time courses of BPS-d8 and BPSG-d8 in the plasma of

volunteers (nmol/L) following a cutaneous application of 1 mg/kg bw of BPS-d8 during 6 h

(n=06).
Time since Individual plasma levels (nmol/L)
the onset of| ppq g BPSG-ds®
application
@ va V3 va Vs Ve VI |[v2  va Vs
0 <LOD <LOD 0.07* 0.07* 0.11* <LOD ([<LOD  0.99* <LOD
0.25 0.14* <LOD 0.08* 0.13*  <LOD 0.06* [<LOD <LOD 0.27*
0.5 0.08*  0.07* 0.12%* 0.08* <LOD <LOD [<LOD 1.17 0.25%
0.75 0.38 0.16* <LOD 0.06* <LOD <LOD |<LOD 0.97* 0.39*
1 0.65 0.07* <LOD 0.09* <LOD 0.14* |0.27* <LOD  0.44*
1.25 0.57 0.08%* <LOD 0.15* <LOD 0.11* |0.37* <LOD  0.52*
1.5 0.62 <LOD  0.06* 0.06*  0.07* <LOD [0.68* 1.23 0.81%*
1.75 0.61 0.07* <LOD 0.06* <LOD 0.10* |0.39* <LOD 0.31*
2 0.69 0.08%* <LOD <LOD <LOD 0.08* |0.67* 1.02* 0.38%*
3 0.73 0.23 <LOD 0.21 <LOD 0.54 1.10%* <LOD <LOD
4 0.75 0.19* 0.13* 0.33 <LOD 0.27 1.45 0.98* 0.80%*
5 0.96 0.18* 0.09* 0.17*  <LOD 045 1.14* 0.97* <LOD
6 0.70 0.16* 0.16* 0.17*  0.11%* 0.29 1.62 1.01* 0.40%*
8 0.52 0.12%* <LOD  0.27 0.12% 0.34 1.40 0.96* 0.58%*
10 0.40 0.11%* 0.09* 0.14*  0.10* 0.26 1.23 1.46 <LOD
24 0.14* <LOD <LOD 0.07* 0.07* 0.07* |<LOD  1.14* <LOD
48 0.07*  <LOD <LOD 0.08* <LOD 0.09* [<LOD <LOD 0.59*

*Concentration between the LLOQ and the LOD (Hecht et al. 2018).
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*BPSG values for V3 were all below the LOD; for V6, only 1 value was >LOD, that is a
concentration of 0.83 nmol/L at 5 h; for V7, only 2 values was >LOD, that is a concentration of

0.83 nmol/L at 8 h and 0.90 nmol/L at 10 h.
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5 Discussion générale

Le présent projet est le premier a avoir évalué, dans un méme cadre expérimental, la
toxicocinétique du BPS et du BPSG spécifiquement apres une exposition orale et cutanée chez
des volontaires. Cette ¢tude compléte les données cinétiques orales disponibles de 1’étude de Oh
et al. (2018) ainsi que les données cutanées de Liu et Martin (2019). Les résultats de notre étude
ont permis de mieux pour comprendre le comportement cinétique du BPS-d8 et du BPSG-d8
dans le corps humain, par 1’analyse des parametres toxicocinétique de ces deux composés. La
détermination des parametres PK du BPS chez I’humain est importante pour estimer les doses
absorbées en fonction des conditions environnementales ou professionnelles. Ceci peut aussi
contribuer a faire le lien entre les doses absorbées de BPS et les effets toxiques engendrés, et
donc a fixer des valeurs de référence biologiques pouvant étre utiles pour prédire I’exposition
interne humaine au BPS, pour les principales voies d’exposition que constituent les voies orale et
cutanée. Cette ¢tude a aussi contribué a fournir de nouvelles données cinétiques pouvant servir de
base au développement d’un modele toxicocinétique humain; ce modele pourra permettre la
reconstruction des doses absorbées a partir de mesures de biomarqueurs de BPS et de BPSG

mesurés chez des populations vulnérables, telles que les femmes en age de procréer.

5.1 Retour sur les principaux résultats et comparaison avec les études déja existantes
33. Exposition orale

En analysant les données disponibles dans la littérature scientifique sur la cinétique du
BPS et de son métabolite majeur qui est le BPSG chez des volontaires exposés par voie orale,
cutanée et chez des animaux exposés par voie intraveineuse, on peut remarquer une similarité
relative dans I’évolution temporelle du BPS et BPSG dans le plasma et I'urine, bien que les
niveaux différent. Oh et al. (2018) ont récemment étudié les profils plasmatiques et urinaires du
BPS-d5 d4 non conjugué et total (c’est-a-dire la somme des formes libres et conjuguées apres
hydrolyse enzymatique avec la B-glucuronidase/arylsulfatase). Notre étude, quant a elle, est la
premiére a documenter la cinétique du BPS-d8 non conjugué et le BPS glucurono-conjugué
spécifiquement (la forme conjuguée avec 1’acide glucuronide). Nos résultats montrent que les

concentrations plasmatiques maximales moyennes (= ET) ont été atteintes a peu prés au méme
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moment pour le BPS et BPSG, soit a 0,7 = 0,1 h pour le BPS-d8 et 1,1 &+ 0,4 h pour le BPSG-dS.
Par ailleurs, les valeurs les demi-vies d’absorption apparentes (moyenne + ET) sont de 1’ordre de
0,2 £ 0,1 h et 0,5 £ 0,4 h, respectivement, pour le BPS-d8 et le BPSG-d8. Par comparaison, le
BPA-d6 a des valeurs de demi-vies d’absorption orale de 0,52 + 0,28 h et 0,26 +£ 0,11 h et 0,52 +
0,28 h pour le BPA non conjugué et conjugué et le BPA-d6, totale, ceci confirme que le BPS est
absorbé plus rapidement que le BPA aprés exposition par voie orale. Par ailleurs, le taux
d’absorption apparent similaire du BPS-d§8 et BPSG-d8 aprés une exposition par voie orale
suggere que les formes libres et conjuguées du BPS atteignent la circulation sanguine systémique
a peu pres dans le méme intervalle de temps, ce qui indique un effet de premier passage
hépatique, c’est-a-dire une conjugaison du BPS-d8 dans le foie avant d’atteindre la circulation

systémique.

Néanmoins, malgré I’effet de premier passage, la biodisponibilit¢ du BPS-d8 déterminée
dans notre étude, soit la fraction du BPS administré qui atteint la circulation systémique sous
forme inchangée (non conjugué), a été calculé a 66 % en moyenne, par rapport a 0,5 % pour le
BPA sur la base de I’étude de Gayrard et al. (2019). Par ailleurs, 1’aire sous la courbe
(AUCO0—x) du BPS-d8 libre dans notre étude était environ 19 fois plus élevée que celle BPA
libre dans I’étude de Thayer et al. (2015), pour une dose administrée (molaire) similaire. Cela
suggere que la forme active non conjuguée du BPS dans le sang est plus importante que celle du

BPA.

Une clairance plasmatique apparente a été calculée de 1’ordre de 0,5 a 0,93 L/kg pc/h pour
le BPS-dS8 ; ces valeurs sont proches de la valeur de la clairance plasmatique humaine déduite de
I’extrapolation allométrique a partir des données toxicocinétiques chez le rat, la brebis et le
porcelet de 0,79 L/kg pc/h déterminé par Gayrard et al. (2019a). Par comparaison, la clairance
plasmatique du BPS a été estimée étre 3,5 fois plus élevée que celle du BPA (Gayrard et al.
2019), ce qui suggere que le BPS libre a un temps de résidence plasmatique plus long que le

BPA.

Tant dans notre étude que dans 1’étude de Oh et al. (2018), la récupération totale des
différentes formes de BPS dans ’urine était inférieure a 100 %, ce qui suggere que le reste est : 1)
soit sous forme d’autres métabolites, comme le BPS hydroxylé et les sulfates conjugués en

positions ortho et méta des anneaux phénoliques ; ii) soit excrété dans les féces comme observé
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chez les animaux, bien que le poids moléculaire seuil pour 1’excrétion biliaire est plus élevé chez
I’homme que chez I’animal (325 + 50 g/mol pour les rats et 500 = 50 g/mol pour les humains).
En effet, nos résultats individuels ont montré que 37 a 72 % de la dose orale administrée étaient
retrouvés dans 'urine sous forme de BPSG-d8 au cours de la période de collecte de 0 a 72 h.
Dans I’é¢tude d’Oh et al. (2018), la fraction de la dose orale récupérée dans 1’urine sous forme de
BPSG (BPS total moins BPS non conjugué) durant les 72 h apres exposition était en moyenne de
70 % chez les volontaires de sexe féminin (n = 3) et de 92 % chez les participants masculins ; ces
pourcentages ¢élevés suggerent que le BPS est quasi-complétement éliminé du corps apres
72 heures. Puisque I’excrétion semble relativement compléte apres 72 h, les différences entre nos
résultats et ceux d’Oh et al. (2018) s’expliqueraient en partie par le fait que ces derniers
représentent les sulfates conjugués (Andra et al. 2016 ; Gerona et al. 2016 ; Liu et Martin 2019).
Méme si ’activité la conjugaison aux sulfates est considérée moins importante que la
conjugaison aux glucuronides chez I’humain, il existe un polymorphisme connu entre les
hommes et les femmes dans 1’uridine-diphosphate (UDP) — glucoronosyltransferases (UGT) et
sulfotransférase, en plus de variations ethniques. (Sparks et al. 2004; Mehboob et al. 2017 ;
Mazur et al. 2010 ; Lampe et al. 2000 ; Kojima et Degawa 2014; Gallagher et al. 2010)

D’autre part, la fraction molaire de la dose administrée excrétée au total sous forme de
BPS-d8 et BPSG-d8 dans I’urine des volontaires était respectivement de 1,72 et 54 %, tandis que
des valeurs de 0,11 et 95 % ont été observées pour le BPA-d6 libre et le BPA-d6 total aprés
administration orale de BPA-d6 chez des volontaires dans I’étude Thayer et al. (2015).

34. Exposition cutanée

En ce qui concerne les données de 1’exposition cutanée, les profils temporels établis apres
application cutanée d’une dose unique de BPS-d8 ont montré des concentrations maximales 5 a
8 heures apres le début de 1’application, ce qui est proche du moment de nettoyage de la zone
traitée. De plus, le BPSG-dS8 a été quantifi¢ a des concentrations 1égérement plus élevées que le
BPS-d8 (2 a 4 fois au niveau des valeurs maximales). Les résultats obtenus montraient des

concentrations inférieures a la limite de quantification et de détection dans une grande partie des
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¢échantillons. Il n’a donc pas été possible de déterminer des paramétres toxicocinétique a partir

des profils temporels comme cela a été fait pour I’exposition orale.

Les données cutanées également ont montré que le BPS atteignait rapidement la
circulation sanguine systémique et était donc rapidement absorbé par peau. Par contre, son
¢limination du corps semble étre plus lente aprés exposition cutanée comparativement a son
¢limination apreés exposition orale ; ceci confirme que le temps de séjour serait plus élevé apres
une exposition cutanée qu’orale (plus de 72 h). Malgré le fait que le BPS serait rapidement
absorb¢ au niveau de la peau, la fraction d’absorption cutanée était trés faible, représentant moins
de 0,1 % de la dose cutanée sur la base des profils de BPS et BPSG. Il est a noter que le BPS a
été¢ appliqué sur la peau dans une solution de tampon phosphate (0,1 M) contenant 1 % de
carboxyméthylcellulose sodique dans notre étude. Ce milieu est recommandé, car il ne modifie
pas la perméabilité de la peau et permet de garantir des conditions expérimentales semblables aux

conditions environnementales (Vlaia et al. 2016a).

Les concentrations urinaires du BPS-d8 et du BPSG-d8 évoluaient en parallele, avec un
taux d’excrétion maximal entre 5 et 11 h apres le début de I’application. Cependant, les taux
d’excrétion cumulative de BPS-d8 et BPSG-d8 montrent que le BPSG-dS8 est excrété en quantités
environ 20 fois plus élevées que BPS-d8, et que ’excrétion du BPSG-d8 semble étre un peu plus
lente que le BPS-d8 au cours de la période de collecte de 72 h. En outre, I’excrétion de BPS n’est
pas totalement compléte aprés 72 h post-dosage (absence d’asymptote) et les pourcentages
moyens (+ ET) de la dose administrée récupérée dans 1’urine était de 1’ordre de 0,004 = 0,003 %
pour le BPS-d8 et 0,09 + 0,07 % pour le BPSG-d8.

La biotransformation de BPS et de BPA semble limitée dans la peau, étant donné que plus
de 70 % du BPS total et du BPA total ont été trouvés sous forme non conjuguée dans les tissus
cutanés et dans les solutions réceptrices (Liu et Martin, 2016). En comparant la pénétration
cutanée du BPS et du BPA provenant de I’excrétion urinaire cumulative chez des volontaires
manipulant des regus thermiques, Lui et Martin (2016) ont constaté que les niveaux de BPS libres
dans des collectes d’urine de 48 heures étaient inférieurs au BPA libre (2,7 = 1,9 % versus 6,9 +
2,8 %), suggérant que la fraction de BPS absorbé par la peau n’est pas aussi importante

comparativement a celle de BPA.
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Par ailleurs, une étude menée sur des volontaires manipulant des regus thermiques a
montré que I’absorption cutanée, telle qu’évaluée a partir des niveaux sériques et urinaires de
BPA, BPAG et BPAS, était plus importante chez les personnes qui avaient utilisé des
désinfectants pour les mains immédiatement avant de manipuler les regus pendant 45 secondes

par rapport a la manipulation des regus avec les mains séches.
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5.2 Conclusions, avantages et limites de I’étude et perspectives de recherche

En conclusion, les données toxicocinétiques obtenues dans notre projet se sont avérées
utiles pour mieux comprendre le devenir du BPS dans le corps et mieux cerner également les
différences cinétiques avec le BPA. Les résultats toxicocinétiques de ce projet souléve des
questionnements sur la substitution du BPA par le BPS. Toutefois, davantage d’études
notamment sur les mécanismes d’action de cette molécule sont nécessaires pour mieux évaluer le
risque relié a une exposition a ce composé. Il a aussi été démontré, dans le cadre de ce projet,
qu’on ne peut pas généraliser, par analogie structurale, le comportement toxicocinétique de BPS

et ceux d’autres bisphénols.

Les limites de 1’étude clinique réalisée dans ce projet sont notamment liées : 1) au faible
nombre de participants et la difficulté de contrdler les conditions de 1’étude clinique avec un
nombre plus grand de participation; ii) aux variabilités biologiques individuelles et
physiologiques entre les participantes. Néanmoins, les résultats obtenus peuvent servir de base au
développement d’un modéle toxicocinétique humain dont les valeurs des parametres pourront
étre variées pour tenir compte d’une variabilit¢ plus importante et vérifier ’impact sur les
niveaux observés dans les matrices biologiques, comme 1’urine et le plasma, utilisées en

surveillance biologique de I’exposition.

Dans le futur, les études devraient s’orienter vers la biosurveillance des groupes
vulnérables, tels que les femmes en age de procréer, ainsi les populations les plus exposées
comme les travailleurs comme pour les travailleurs dans les usines de fabrications de papier
thermique, en mesurant les concentrations de BPS dans I’environnement de travail (dans 1’air
inhalé surtout) et les caissiers qui sont les personnes les plus exposées par contact cutané di a la
manipulation des regus de caisses d’une facon quotidienne avec une fréquence de minimum
10 fois par heure. Le modele toxicocinétique qui sera développé a partir des données du présent
projet pourra ainsi servir a la reconstruction des doses absorbées a partir des mesures de BPS et

de BPSG dans le plasma ou I’urine de ces populations cibles.
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