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INTRODUCTION

En raison du risque li¢ a I’exposition humaine au bisphénol A (BPA), des mesures
reglementaires ont été prises, impliquant un remplacement de la molécule par des analogues
structuraux tels que le bisphénol S (BPS). Ce dernier est aujourd’hui omniprésent dans
I’environnement. Il est, en effet, de plus en plus utilis¢ comme intermédiaire pour la
production de plastiques polycarbonates et de résines époxy dans des produits de
consommation, notamment les boites de conserve, les papiers thermiques et les produits
d’hygiéne personnelle, du fait de son importante stabilit¢ thermique (Wu et al., 2018).
Comme pour le BPA, I’'Homme est exposé au BPS principalement par ingestion, mais aussi
par inhalation et par voie transcutanée (Wu et al., 2018).

En raison de l’analogie structurale du BPS avec le BPA et de sa large utilisation, les
préoccupations relatives a la sécurité du BPS sont devenues un enjeu majeur. Certaines études
in vitro et in vivo, bien que limitées, suggérent en effet que le BPS pourrait avoir un potentiel
perturbateur endocrinien similaire a celui du BPA (Eladak et al., 2015; Goldinger et al.,
2015;Rochester et Bolden, 2015; Roelofs et al., 2015;Rosenmai et al., 2014). En outre, des
¢tudes toxicologiques récentes réalisées chez des rongeurs et sur le modele de la brebis
gravide ont démontré qu’une exposition au BPS pendant le développement feetal pouvait
perturber les paramétres de la reproduction, du métabolisme et du développement, indiquant
la vulnérabilité de la période de gestation a 1’exposition a ce xénobiotique (Molina-Molina et
al. 2013, Ahmed, Atlas 2016, Boucher et al. 2016).

Dans ce contexte, 1’étude de la disposition du BPS et de son principal métabolite, le BPS
glucuronide, dans I'unit¢ materno-foeto-placentaire est indispensable pour contribuer a
évaluer le risque, pour la santé humaine, li¢ a I’exposition au BPS ainsi que pour déterminer
si le BPS est une alternative acceptable au BPA. Le modele du feetus ovin instrumenté est de
plus un modele pertinent et fréquemment utilis¢é pour caractériser la disposition des
médicaments dans ’unité materno-foeto-placentaire.

Les objectifs de cette étude étaient donc d’estimer les parametres TK du BPS et du BPSG
dans I'unit¢ materno-foeto-placentaire ovine afin d’évaluer les mécanismes de 1’exposition
feetale au BPS et de les comparer a ceux qui controlent 1’exposition feetale au BPA.

Les particularités de la TK feetale du BPS et du BPSG dont la persistance du BPSG associée a
sa réactivation en BPS dans le compartiment feetal nous ont ensuite conduits a étudier

I’accumulation de BPS dans ce compartiment.

-11 -



Aprés une introduction présentant le contexte de 1’étude sur 1’exposition aux Bisphénols
pendant la période a risque de la gestation, I’étude expérimentale sera présentée puis les

résultats de 1’étude seront discutés.

-12 -



I. CONTEXTE DE L’ETUDE

1. Les perturbateurs endocriniens

Depuis ces dernieres décennies, la notion de perturbateurs endocriniens (PE) est au centre des
débats scientifiques, politiques et publics. En effet, compte tenu de 1’augmentation de la
production mondiale de substances chimiques depuis les années 1930 et de I’augmentation de
la prévalence de désordres endocriniens, un lien a été suggéré entre 1’exposition a des
substances chimiques et I’incidence de certains troubles endocriniens. Actuellement, la
définition de perturbateur endocrinien communément admise est celle de 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS). D’apres cette définition, un perturbateur endocrinien est « une
substance ou un mélange de substances exogenes altérant les fonctions du systéme
endocrinien et induisant donc des effets nocifs sur la santé d'un organisme intact, de ses
descendants ou de (sous-)populations ». Pour qu’une substance soit qualifiée de PE, il faut
démontrer qu’elle exerce un effet néfaste, qu’elle modifie une fonction endocrine et qu’il
existe une relation entre le mode d’action endocrinien et 1’effet adverse. En réalité, le lien de
cause a effet entre 1’effet avéré et le mécanisme endocrinien est souvent difficile a démontrer

et de ce fait, cette définition exclut un grand nombre de substances.

2. Le bisphénol A

Le bisphénol A (BPA) est une molécule utilisée par I’industrie plasturgique et a été classée
comme perturbateur endocrinien pour I’Homme du fait de ses propriétés cestrogéno-
mimétiques (ECHA, 2017). L’homme adulte est principalement exposé au bisphénol A (BPA)
par voie alimentaire. Ce dernier est bien absorbé et rapidement métabolis¢ en BPA
glucuronide (BPAG) par effet de premier passage hépatique, puis complétement ¢liminé dans
les urines (Volkel et al. 2002). L’homme adulte est ainsi essentiellement exposé au BPAG.
Cependant, bien que le BPA soit classé Perturbateur Endocrinien en raison de ses effets
reprotoxiques pour ’Homme, le BPAG semble quant a lui incapable de se lier aux récepteurs
aux cestrogenes et serait donc dépourvu d’activité oestrogénique (ECHA, 2017). L exposition
de ’'Homme au BPAG est ainsi jugée peu préoccupante et I’exposition systémique aux
métabolites conjugués des bisphénols n’est pas prise en compte dans 1’évaluation des risques
(Matthews et al. 2001, Skledar et al. 2016). Toutefois, plusieurs études in vitro ont mis en
¢vidence une activité biologique non négligeable du BPAG (Boucher et al. 2015, Viiias et al.

2013). En effet, bien qu’il ne puisse étre exclu qu’une possible reconversion du BPAG a sa

- 13-



forme non conjuguée puisse expliquer son effet sur la différenciation des adipocytes (Gayrard
et al. 2015), l’effet du BPAG a ¢ét¢ démontré sur certaines voies de signalisation

oestrogénique (Vifias et al. 2013).

3. La gestation, une période a risque

L’exposition du feetus humain au BPA est un sujet majeur de préoccupation en toxicologie.
En effet, une exposition du feetus a des xénobiotiques méme a bas bruit au cours des périodes
critiques du développement est fortement suspectée d’étre impliquée dans I’initiation d’effets
biologiques exprimés de fagon différée chez 1’adulte. En outre, sa vulnérabilité¢ aux
perturbateurs endocriniens est exacerbée par sa capacité limitée d’¢limination des
xénobiotiques. Les études de Gerona et al. et Zhang et al. en 2013 ainsi que celle de
Yamamoto et al. en 2016 ont mis en évidence la présence de BPA dans le sang du cordon
ombilical a des concentrations variables (<0.1ng/ml, jusqu’a 52 ng/ml). Les valeurs élevées
de ces concentrations ont été attribuées a des contaminations des échantillons par le BPA
omniprésent dans 1’environnement et ne sont pas prises en compte dans I’évaluation du risque
(Teeguarden et al. 2016).

L’exposition feetale aux xénobiotiques dépend de plusieurs facteurs: le métabolisme
maternel, le transfert placentaire materno-feetal et foeto-maternel, le métabolisme feetal et la
recirculation du contaminant entre la circulation feetale et le liquide amniotique. Ainsi, seul un
modele intégratif permet de prendre en compte tous ces facteurs physiologiques
simultanément. L’équipe GPE (Gestation et Perturbation Endocrinienne, TOXALIM) a
développé le modele du feetus ovin instrumenté au cours du dernier tiers de la gestation, qui
permet de réaliser simultanément des administrations feetales et des prélevements sériés de
sang feetal, afin d’évaluer le niveau des concentrations plasmatiques feetales en BPA associé a
une exposition maternelle. Ce modele animal est pertinent vis a vis de I’homme en termes de
physiologie feetale. Les travaux réalisés sur ce modele ont ainsi montré que le feetus regoit une
dose de BPA qui, rapportée a son poids, est équivalente a la dose administrée a la mére et que
les activités métaboliques feetales conduisent a la production de BPAG qui s’accumule dans le
compartiment feetal en raison de son incapacité a franchir la barriére placentaire (Corbel et al.
2013).

Par ailleurs, la lente élimination du BPAG depuis le compartiment feetal résulte de son
hydrolyse totale en BPA, c’est-a-dire de sa réactivation en BPA (Gauderat et al. 2016). Ce

résultat suggére que 1’exposition feetale au BPAG pourrait induire des effets équivalents a
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ceux d’une exposition au BPA et indique qu’il est important de considérer 1’exposition a ce

métabolite dans les investigations toxicologiques.

4. Le remplacement du BPA par le BPS

En France, I’utilisation du BPA dans I’ensemble des contenants alimentaires a été interdite
depuis 2015 (Loi 2012-1442 du 24 décembre 2012). Ainsi, le BPA a été remplacé pour ses
différentes applications par plusieurs analogues structuraux, notamment le Bisphénol S
(BPS). Le BPS se trouve donc actuellement dans une grande variét¢ de produits de
consommation courante (Mallozzi et al. 2016). Ce composé n’étant pas encore réglementé, il
n’est soumis a aucune obligation de déclaration par les industriels. Ainsi, ce substitut présente
pour ces derniers plusieurs avantages, il échappe a l'interdiction légale sur le bisphénol A et
permet aux produits contenant du bisphénol S d'étre étiquetés « sans BPA ».

Cependant, d’aprés 1’étude de Wu et al en 2018, le BPS est maintenant omniprésent dans
I’environnement, et ce dans le monde entier. On le retrouve notamment dans les eaux
fluviales et de surface, les sédiments marins, les poussicres et les particules d’intérieur, 1’air
etc...., a des concentrations actuellement inférieures a celles du BPA, mais en constante
augmentation. De plus, la présence du groupe sulfone et des deux hydroxyles rendent le BPS
plus stable que le BPA. Ce dernier est donc dégradé plus lentement dans I’environnement
(Danzl et al. 2009).

L’Homme peut étre expos¢ au BPS par inhalation, ingestion, ou encore par voie
transdermique. Cette dernicre voie revét une importance particuliére, le BPS étant largement
utilisé comme révélateur de couleur, présent dans les tickets de caisse, billets d’avion, regus
etc...., soumis a des contacts cutanés fréquents chez ’homme. L’étude de Liao (Liao et al.,
2012a et 2012c) montre par exemple une surexposition au BPS des personnes travaillant en
caisse ou manipulant fréquemment du papier thermosensible par rapport a la population
générale. Cependant, tout comme pour le BPA, la voie principale d’exposition est
I’alimentation. Le BPS est en effet présent dans les résines époxy utilisées comme revétement
intérieur des boites de conserves et canettes notamment, et peut donc contaminer 1’aliment,
dans certaines conditions de température et de pH. Les études de Liao et Kannan en 2013 et
2014 ont d’ailleurs montré une concentration en bisphénols (tous les analogues confondus)
plus importante dans les aliments en conserve que dans ceux dont le contenant est en verre,

papier ou plastique.
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D’autre part, plusieurs études ont permis de mettre en évidence la présence de BPS total dans
des échantillons d’urine (détecté¢ dans 81% des échantillons, a des concentrations moyennes
de 0,168ng/mL, Liao et al., 2012b), (Ye et al. 2015, Philips et al. 2018), mais également dans
du sang de cordon ombilical (Kolatorova et al. 2018), démontrant I’absorption de la molécule
et le transfert placentaire chez I’homme. La dose interne de BPS a ainsi pu étre estimée a 4
ng/(kg.j) en moyenne (Liao et al. 2012b).

Enfin, comme pour le BPA, la voie métabolique prédominante du BPS est la glucuronidation

et donc la formation de BPS glucuronide (BPSG) (Skledar et al. en 2016).

En définitive, I’exposition de ’'Homme au BPS est en constante augmentation. La dose
interne de BPS total est de plus similaire a celle observée pour le BPA (1,34 ng/(kg.j)) et
atteint quelques ng/jour (ANSES, 2013).

Méme si le BPS a été beaucoup moins étudi¢ que le BPA, quelques études ont montré sa
capacité a interagir avec les récepteurs aux cestrogenes et a exercer des effets.

Ainsi, I’étude de Molina-Molina et al. en 2013 a montré la capacité du bisphénol S a se lier
aux récepteurs aux cestrogeénes, a l’origine d’une activité oestrogénomimétique et anti-
androgénique de ce dernier (Rochester, Bolden 2015, Chen et al. 2016). L’affinité du BPS
pour ces récepteurs est toutefois inférieure a celle du BPA (Kojima et al., 2018). Sur des
cellules humaines d’adénocarcinomes ovariens, une activité oestrogénique du BPS moins
puissante que celle du BPA a été mise en évidence (Rosenmai et al., 2014). Cette activité est
similaire a celle du BPA dans les cellules MCF-7 de lignée du cancer du sein chez I’Homme
(Kuruto-Niwa et al. 2005). L’¢tude de Vifias et Watson (2013) a mis en évidence une
activation des voies de signalisation non génomique par le BPS dans les cellules
hypophysaires, similaire a celle induite par le BPA, et ce a des concentrations de I’ordre
micromolaire et méme du picomolaire. Des effets du BPS sur le stockage des lipides ainsi que
sur I’expression de marqueurs adipogeénes dans les préadipocytes humains et murins,
semblables voire supérieurs a ceux du BPA, ont également ét¢ démontrés (Boucher et al.
2014, 2016, Ahmed, Atlas, 2016).

Le Bisphénol S peut également modifier les voies de synthése des androgénes ainsi que la
spermatogénese. L’étude de Roelofs et al. (2015) sur un modele de cellules de Leydig
murines, a en effet montré que le BPS induit des altérations de la stéroidogénese. Ce dernier
provoque également un stress oxydatif dans les cellules testiculaires murines, associé¢ a une

altération de la spermatogénése (Ullah et al. 2016).
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Par ailleurs, sur un modéle ex vivo de testicule foetal humain, Eladak et al. ont montré en
2015 que, comme pour le BPA, une exposition & 10nmol/L. de BPS entraine une diminution
de la sécrétion de testostérone. Sur le modele invertébré du nématode Caenorhabditis
elegans, le BPS, comme le BPA, affecte les cellules germinatives en modifiant les
mécanismes de réparation de I’ADN double brin (Mersha et al., 2015).

Bien que limitées en nombre, des études in vivo ont aussi révélé des effets similaires du BPS
et du BPA. L’étude de Ullah et al. en 2018 a ainsi montré une diminution de la quantité de
protéines ainsi que de la concentration en testostérone dans les testicules, associées a un
amincissement de I’épithélium des tubules séminiféres aprés exposition subchronique au BPA
ou BPS par voie orale a la dose de 50mg/kg chez des rats males adultes. De méme, une
puberté retardée, une cyclicité perturbée ou encore un défaut de développement et de
fonctionnement ovarien, ont été observés chez des rates exposées au BPA ou au BPS par voie
sous-cutanée (5 et 50mg/kg) au cours de la période néonatale (Ahsan et al. 2018). L’¢étude de
Tucker et al. en 2018 a également montré un développement plus rapide des glandes
mammaires, ainsi qu’une incidence plus élevée de lésions mammaires chez des souris
exposées in utero au BPA ou au BPS. Enfin, une modification du comportement maternel
chez des rates exposées au BPS pendant la gestation et la lactation a ét¢ mise en évidence

(Catanese et Vandenberg, 2017).

/Le BPS semble donc présenter un potentiel perturbateur endocrinien similaire au BPA, ce qu}
pose le probléme de son utilisation en remplacement du BPA. De plus, le fait que les
métabolites glucuronides ne puissent pas étre considérés comme totalement inactifs souléve la

question de 1’exposition feetale a la molécule parente mais également aux métabolites

kconjugués. /

Le but de cette étude a donc été¢ d’évaluer 1’exposition du feetus au BPS lors d’expositions

maternelles environnementales. Pour caractériser les expositions internes maternelles et
feetales au BPS et a son principal métabolite, le BPSG, le modéle physiologique et intégratif
ovin a été utilisé. En effet, grace a la mise en place et au maintien de cathéters dans les
vaisseaux sanguins de la mere et du feetus, le feetus ovin instrumenté fournit un modele
unique permettant a la fois des administrations IV mais également des prélévements sanguins
maternels et feetaux. De plus, la plupart des molécules dont le poids moléculaire est inférieur

a 600 Da traversent le placenta par un mécanisme de diffusion passive, dépendant de leurs
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propriétés physicochimiques, mais aussi des débits sanguins maternels et feetaux (Rurak et al.,
1991). Or, par rapport au poids corporel du feetus, la circulation sanguine dans la veine et
I’artére ombilicale est du méme ordre de grandeur chez le mouton (12 1/h.kg, Faber et al.
1973, Rudolph 1985) et chez I’homme (7 L/kg.h (Clavero et al. 1973, Haugen et al. 2004)),
indiquant un transfert passif des molécules a travers le placenta comparable chez les deux
especes. Ce modele animal a donc permis d’évaluer la disposition de plusieurs molécules
pendant la période prénatale (Kumar et al. 1997, Ngamprasertwong et al. 2016).

Dans notre cas, le modele prend en compte 1’ensemble des facteurs déterminant 1’exposition
feetale, a savoir I’exposition interne maternelle, le transfert placentaire, la liaison du BPS aux
protéines plasmatiques, le métabolisme dans ’unité feeto-placentaire et la recirculation du
BPS et/ou de ses métabolites entre le liquide amniotique et la circulation feetale. Nous avons
ainsi pu caractériser les échanges materno-feetaux et étudier la pharmacocinétique maternelle

et feetale du BPS et du BPSG sur ce modele ovin, lors du dernier tiers de gestation.
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II. MATERIELS ET METHODES

Le modéle du feetus ovin instrumenté a été utilisé pour étudier la disposition du BPS et du
BPSG dans I'unité foeto-materno-placentaire. Ainsi, dans un premier temps, huit couples
brebis-foetus ont été instrumentés afin de suivre le décours temporel des concentrations de BPS
et de BPSG dans les compartiments maternel et feetal aprés administrations des molécules a la
mere et au feetus. Dans un second temps, des administrations répétées de BPS ont été réalisées
sur trois brebis gravides afin d’évaluer I’accumulation du BPS dans le compartiment fcetal
(Figure 1). Les expériences animales ont été réalisées dans le respect du bien-étre animal et le

protocole a regu un agrément N° 31-2011-142 du ministére de I’ Agriculture.

1. Matériel test

Tous les matériaux utilisés pour la préparation des solutions, y compris ceux utilisés pour les
¢échantillons et les analyses, étaient en verre ou en plastique sans Bisphenol. Le BPS (pureté
>98%) a été fourni par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Le BPS-d§ et
BPSG-d8 provenaient de TRC (Toronto, Canada). Le BPS et le BPS-d8 ont été dissous de
mani¢re extemporanée dans un solvant éthanol/eau ultrapure/ propyléne glycol (10/11/79
VOL/VOL/VOL) aux concentrations de 50 et Smg/ml respectivement.

Le BPSG (glucuronide) a été purifié préalablement a partir d’urines de brebis ayant regu du
BPS a la dose de 100 mg/kg par voie orale. Ces fractions contiennent une faible
contamination en BPS (max 4,4%). Le BPSG et BPSG-d8 ont ¢été¢ dissous de manicre
extemporanée dans 0,9% de NaCl tampon aux concentrations de 50 a 10mg/ml
respectivement. L’utilisation de BPS et de BPSG marqués au deutérium a permis
d’administrer simultanément les deux molécules et de suivre leurs cinétiques a la fois dans les
compartiments maternel et feetal.

Pour les administrations maternelles, les volumes de solutions de BPS et BPSG ont été ajustés
aux poids des brebis mesurés dans les 3 jours avant ’administration. Pour les administrations

feetales, le poids des feetus a été fixé arbitrairement a 2,5kg (Bazer et al., 2012).
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Expérience Objectifs Qu’est-ce qui a été fait ? Comparaison avec le BPA
. . Comparaison avec les
Evaluation des paramétres \
e parametres
/1 ere - . \ toxicocinétiques maternels et .
' période : foetaux du BPS et BPSG toxicocinétiques
Evaluation des facteurs administrations TV : maternels et feetaux du
déterminants la disposition du simultanées de BPSG a BPA et du BPAG

Expérience 1

BPS et BPSG dans [I'unité
materno-foeto-placentaire.

Comparaison des parameétres
toxicocinétiques du BPS avec
ceux du BPA.

la mére et de BPS-d8 au
foetus.

2°™ période :
administrations IV
simultanées de BPS a la
mere et de BPSG-dS au
foetus.

- 7

Mise en évidence de
I’accumulation du BPS et du
BPSG dans le compartiment
feetal.

décrits par Gauderat et
al. (2016)

Expérience 2

Evaluation du taux
d’accumulation du BPS dans le
compartiment feetal apres
administrations répétées de BPS
a des brebis gravides

Administrations IV répétées
de BPS a la mére afin
d’atteindre les concentrations
d’équilibre en BPS dans le
plasma feetal.

Evaluation du taux
d’accumulation du BPS dans le
compartiment feetal.

Figure 1 : Diagramme explicatif des principales étapes de |’étude toxicocinétique permettant d’évaluer les mécanismes déterminant la disposition du BPS et de son
principal métabolite dans ['unité materno-feetale.
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2. Systéme biologique

Cette étude a été réalisée sur 8 brebis gravides de race Lacaune viande, avec un poids moyen
de 79+15kg pour la premicre expérience, et sur 3 brebis gravides de race Lacaune viande,
avec un poids moyen de 79+15kg, pour la seconde expérience. Tous les animaux ont recu du
granulé distribué¢ deux fois par jour et du foin et de 1’eau a volonté.

Les feetus ovins ont été instrumentés entre 109 et 113 jours de gestation avec deux cathéters
mis a demeure dans la veine jugulaire et I’artére carotidienne pour permettre la réalisation
d’administrations IV et des prélévements de sang respectivement, selon la technique décrite

par Corbel et al. (2013). Les expériences ont débuté plus de 3 jours apres la chirurgie.

3. Plan expérimental

* Expérience 1: Evaluation des parametres toxicocinétiques materno-feetaux du BPS et

BPSG.

L’expérience a comporté deux périodes séparées de 3 jours. Au cours de la premicre période,
les parametres toxicococinétiques du BPS et du BPSG ont été évalués suite a une
administration feetale IV de BPS deutéré (BPS-d8) sous forme de bolus a la dose de 2 mg/kg
et d’une administration maternelle IV de BPSG a la dose de 2,7 mg/kg (Figure 2). Ces doses
ont été choisies afin de suivre la cinétique de décroissance du BPS et du BPSG sur plusieurs
heures, compte tenues des limites de quantification des méthodes analytiques (Grandin et al.
2018).

Au cours de la deuxiéme période, les paramétres pharmacocinétiques du BPS et du BPSG ont
¢té évalués suite a une administration feetale IV de BPSG deutéré (BPS-d8) sous forme de
bolus a la dose de 7 mg/kg et d’'une administration maternelle IV de BPS a la dose de 5 mg/kg
(Figure 3).

Pour chacune des deux périodes, des prélevements de sang maternel et feetal ont été réalisés
avant chaque administration et aux temps 7 min, 15min, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 24h,
34h, 48h, 58h et 72h apres les administrations.

Ce modele permet de suivre les décroissances temporelles des concentrations plasmatiques de
BPS et de BPSG natifs ou marqués au deutérium dans les compartiments maternel et feetal

afin de déterminer les paramétres toxicocinétiques du BPS et de son principal métabolite.
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Mere Foetus

Placenta

BPS-D8
— (2 mg/Kg)
Dosage: Dosages :
-BPS - BPS-D8
- BPS-D8 -BPS
BPSG "
(2,7 mg/Kg)y”
Dosages:
D 3
ek -BPSG-d8
- BPSG
- BPSG-d8 - BPSG
Urinel

Figure 2 : Représentation schématique du protocole expérimental décrivant la pharmacocinétique du BPS
et du BPSG lors de la premiere période, au cours de laquelle une dose de BPS-G de 2,8 mg/kg a été
administrée par voie intraveineuse a la mere et une dose de 2 mg/kg de BPS-d§ au foetus. La décroissance
temporelle des concentrations de BPS, BPS-dS, BPSG et BPSG-dS8 a été évaluée dans les compartiments
maternels et foetaux.

Mére Foetus
BPS Placenta
(5 mg/Kg)
f
Dosage: Dosages :
-BPS - BPS-D8
- BPS
- BPS-D8
BPSG-d8
v (7 mg/Ke)
) Dosages:
Dosage : - BPSG-d8
- BPSG
- BPSG-d8 -BPSG
Urinel __J

Figure 3 : Représentation schématique du protocole expérimental décrivant la pharmacocinétique du
BPS et du BPS-G lors de la seconde période, au cours de laquelle une dose de 5 mg/kg de BPS a été
administrée par voie intraveineuse a la mere et de 7 mg/kg de BPSG-dS au feetus. La décroissance
temporelle des concentrations de BPS, BPS-dS, BPSG et BPSG-d8 a été évaluée dans les

compartiments maternels et foetaux.
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* Expérience 2 : Administrations répétées de BPS aux brebis gravides.

Cette expérience avait pour but d’évaluer le taux d’accumulation du BPS dans le
compartiment feetal apres des administrations répétées de BPS a la mére. Ainsi, chaque brebis
a d’abord recu une dose de charge de 75mg/kg IV de BPS sous forme de perfusion d’une
durée de 24 heures, a un débit de 2,3mL/h. Un bolus IV de BPS a 5mg/kg (dose d’entretien) a
ensuite ét¢é administré quotidiennement pendant 7 jours.

Des prélévements de sang maternel et foetal ont été réalis€és avant chaque administration et
aux temps 5 min, 15min, 30min, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h etlOh aprés la mise en place de la
perfusion, ainsi que toutes les 15 minutes pendant la derni¢re heure de perfusion de BPS, et ce
afin de déterminer les concentrations a I’état d’équilibre.

Des prélévements ont également été réalisés avant chaque bolus de BPS ainsi qu’aux temps 5

min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 10h et 24 heures apres le dernier bolus.

4. Modalités d’administration et de collecte des échantillons

Les administrations IV feetales ont été réalisées directement via le cathéter mis en place au
niveau de la veine jugulaire du feetus. Les administrations IV maternelles ont été faites via un
cathéter mis en place dans la veine jugulaire gauche des brebis juste avant 1’administration
puis retiré apres 1’administration. Les prélévements sanguins feetaux d’un volume de 0.7mL
ont été réalisés via le cathéter mis a demeure au niveau de I’artere carotidienne des feetus. Les
prélévements sanguins maternels (3mL) ont été réalisés par ponction directe de la jugulaire

droite.

5. Modalités de traitement des échantillons

Le sang feetal a été recueilli dans des tubes en polypropyléne de 1.5mL héparinés avec 10 Ul
(Héparine CHOAY). Le sang maternel a été recueilli dans des tubes en polypropyléne
héparinés de 5 ml. Les échantillons de sang ont été conservés dans la glace entre le moment
du prélévement et la centrifugation réalisée au cours de I’heure suivant le prélévement. Les
¢chantillons ont été centrifugés a 3000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le plasma a été séparé et

réparti en deux fractions aliquotes, conservées a -20°C jusqu’au dosage.
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6. Dosages de BPS et des métabolites

Les concentrations de BPS, BPS-d8, BPSG et BPSG-d8 dans les échantillons sanguins ont été
déterminées par HPLC/MS-MS comprenant une extraction en phase solide puis une
chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse (Xevo®, Waters, Milford,
MA, USA) selon une méthode validée selon les directives de I’Agence Européenne du
Médicament (EMA, 2018) : la sélectivité a été testée en comparant six chromatogrammes
plasmatiques témoins avec des chromatogrammes aux limites inférieures de quantification
(LLOQ). Les LLOQ ont été définies comme les concentrations les plus faibles de la courbe
d’étalonnage qui pouvaient étre quantifiées avec moins de 20 % de précision et dans une
plage de précision de 80 a 120 %. Elles ont été validées a 3 ng/mL pour le BPS, 1 ng/mL pour
le BPS-d8 et 10 ng/mL pour le BPSG et BPSG-d8, dans le plasma. Les coefficients de
variation intra et inter dosage ont été systématiquement inférieurs a 8% pour le BPS et 15%
pour le BPSG et ’exactitude variait de 100 a 113 % pour le BPS et de 96 a 105 % pour le
BPSG.

Briévement, les échantillons de plasma ou de liquide amniotique (100ul) ont été dilués avec
100pul d’AcN/ZnSO4 (1/1, vol/vol) contenant du BPS-d4 standard (100ng/ml) et séparés sur
une colonne C18. La spectrophotométrie de masse a été utilisée en mode réactions multiples
afin de suivre les quantités de BPS, BPS-d8, BPSG et BPSG-D8, selon les transitions
suivantes, respectivement : 249 > 108, 257 > 112, 425 > 249, 433 > 257, avec une énergie de
collision de 26eV pour le BPS et 28eV pour les trois autres substances.

Les données de chromatographie ont été extraites par le logiciel TargetLynx® (Waters,

Milford, MA, USA).

7. Analyse pharmacocinétique

* Expérience 1: évaluation des parametres toxicocinétiques materno-feetaux du BPS et
BPSG.

A partir des courbes de concentrations plasmatiques du BPS et du BPSG en fonction du
temps, nous avons pu estimer les parameétres pharmacocinétiques du BPS et de son principal
métabolite, le BPS glucuronide.

Les clairances maternelle et feetale du BPS et du BPSG ont été calculées en utilisant

dose
AUC

I’équation suivante : Equation1: Cl =
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L’AUC est I’aire sous la courbe des concentrations. Elle est calculée en utilisant la méthode
des trapézes linéaires (figure 4).

Les taux de transfert du BPS et du BPSG entre les compartiments maternel et feetal, les taux
de conjugaison et d’hydrolyse des molécules sur une période de 72 heures ont également été

calculés selon les équations 2 a 8, explicitées ci-dessous.

* Equation 2 :

. ; (Cl (BPSG,mére) x AUC (BPS—BPSG,mére)/M (BPSG)
Conjugaison sre)(%0) = x 100
Jug BPS (mere) ( /0) Dose BPS administrée (meére)/M (BPS)

Avec AUC (BPS - BPSG, meére) 1’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en BPSG
en fonction du temps, chez la meére, aprés administration de BPS a cette derniere
((ng/mL)*min) et Cl (BPSG, meére) la clairance maternelle du BPSG (mL/(kg*min)). M(BPSG)
et M(BPS) sont les masses molaires du BPSG et du BPS (g/mol).

* Equation 3 :

(Cl (BPSG.8,foetus) x AUC (BPS.d8—BPSG.d8,foetus)/M (BPSG.d8)

— x 100
Dose BPS.d8 administrée (foetus)/M (BPS.d8)

Conjugaisongps qs (foetus)(%) =

Avec AUC (BPS.d8 — BPSG.d8, foetus) 1’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques
en BPSG-d8 en fonction du temps, chez le feetus, aprés administration de BPS-d8 a ce dernier
((ng/mL)*min) et Cl (BPSG.8, foetus) la clairance feetale du BPSG-d8 (mL/(kg*min)).
M(BPSG-d8) et M(BPS-dS8) sont les masses molaires du BPSG-d8 et du BPS-d8 (g/mol).

* Equation 4 :

(CL(BPS,mere) x AUC (BPSG—BPS,mere)/M (BPS)

X
Dose BPSG administrée (mere)/M (BPSG) 100

Hydrolysegpsg (mere) (%) =

Avec AUC (BPSG — BPS, mére) I’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en BPS
en fonction du temps, chez la mere, aprés administration de BPSG a ce derniere

((ng/mL)*min) et Cl (BPS, mére) la clairance maternelle du BPS (mL/(kg*min)).

* Equation S :

04 — (CL(BPS.d8,foetus) x AUC (BPSG.d8—BPS.d8,foetus)/M (BPS.d8)
Hydrolyse gpsg.as (foetus)( %) Dose BPSG.d8 administrée (foetus)/M (BPSG.d8) X100

_25.-



Avec AUC (BPSG.d8 — BPS. d8, foetus) 1’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques
en BPS-d8 en fonction du temps, chez le feetus, aprés administration de BPSG-d8 a ce dernier

((ng/mL)*min) et Cl (BPS.8, foetus) la clairance feetale du BPS-d8 (mL/(kg*min)).

* Equation 6 :

Cl (BPS.d8,foetus) x AUC (BPS,meére—BPS, foetus)
Dose BPS administré (mere)

x 100

Transfert gpg (meére—foetus) (%) =

Avec AUC (BPS, meére — BPS, foetus) ’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en
BPS en fonction du temps, chez le feetus, apreés administration de BPS a la meére

((ng/mL)*min).

* Equation 7 :

Cl (BPS,meére) x AUC (BPS.d8,foetus—>BPS.d8,mére)
Dose BPS.d8 administré (foetus)

x 100

Transfertgps.as (foetus—mere) (%) =

Avec AUC (BPS.d8, foetus —» BPS.d8, meére) 1’aire sous la courbe des concentrations
plasmatiques en BPS-d8 en fonction du temps, chez la mére, aprés administration de BPS-d8

au feetus ((ng/mL)*min).

* Equation 8 :

Cl (BPSG.d8,foetus) X AUC (BPSG,mére—>BPSG,foetus)

Dose BPSG administré (mére)

TransfertBPSG(mére—>foetus) (%) = X100

Avec AUC (BPSG, mére — BPSG, foetus) 1’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques
en BPSG en fonction du temps, chez le feetus, aprés administration de BPSG a la meére

((ng/mL)*min).

Les masses molaires des molécules, reportées dans le Tableau 1, ont également été utilisées.
Les paramétres toxicocinétiques ont été reportés sous forme de moyenne =+ écart-type.
Certains animaux n’ont pas été inclus dans la deuxiéme période, pour des raisons
pathologiques (avortements) ou techniques (BPSG-d8 non disponible pour la brebis B2)
(Tableau 2).
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Figure 4 : Schéma explicatif d'un calcul d'une aire sous la courbe par la méthode des trapeézes.

BPS BPSG BPS-d8 BPSG-d8

Masse molaire

250,2704 426,39452 258,32 4344
(g/mol)

Tableau 1 : Masses molaires du BPS, BPSG, BPS-d8 et BPSG-d8 en g/mol.

Période d’exclusion Causes d’exclusion

Pas d’administration de BPSG-d8

Brebis B2/00283 Deuxieéme période, pour le feetus
au feetus
Le feetus a recu 1,8mg/kg au lieu
de 2mg/kg lors de la premicre
Brebis B5/20131 Période 1 et 2, pour le foetus )
période et n’a pas recu de BPSG-
d8 lors de la seconde période
brebis B9/20425 Aucune -
brebis B10/30108 Aucune -
Avortement entre la premiére et
brebis B12/30232 Deuxieme période, pour le feetus ) )
la deuxiéme période
brebis B13/30404 Aucune -
Seule la premiére période a été
brebis B21/30201 Période 2
effectuée (avortement)
brebis B24/40322 Aucune -

Tableau 2 : Causes d'exclusion des animaux pour les deux périodes de l’étude.
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* Expérience 2 : administrations répétées de BPS aux brebis gravides.
Comme précédemment, les aires sous les courbes ont été calculées par les méthode des
trapezes linéaires. Ainsi, ont été calculées pour chaque couple brebis-foetus :
- L’aire sous la courbe de concentrations du BPS chez le feetus en fonction du temps
lors de la perfusion de BPS a la mére, sur une période de 24 heures.
- L’aire sous la courbe de concentrations du BPS chez le fcetus en fonction du temps, a
I’issue du dernier bolus de BPS administré a la meére, sur une période de 48 heures.
Le taux d’accumulation du BPS dans le compartiment feetal est ensuite calculé pour chaque

couple, selon I’équation 9 :

AUC([Bps|foetus,dernier bolus) x dose de charge

Accumulation = ;
AUC([BPs|foetus,perfusion) dose drentretien

D’aprés (Toutain, Bousquet-Mélou 2004)
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III. Evaluation des parametres toxicocinétiques materno-feetaux
du BPS et du BPSG

1. Profils de concentrations de BPS et de BPSG dans I’unité materno-
feetale

Les figures 5 et 6 montrent I’évolution des concentrations plasmatiques moyennes en BPS-d8,
BPSG et BPSG-d8§ libres en fonction du temps, chez la meére et le feetus aprés des
administrations simultanées de bolus IV de BPSG (2,7mg/kg) a la meére et de BPS-d§
(2mg/kg) au feetus.

Apres administration de BPSG a la meére, la concentration en BPSG dans le plasma maternel
diminue et passe d’environ 45000ng/mL a la LLOQ en 10 heures (Figure 5C). Chez le fcetus,
la concentration en BPSG augmente pour atteindre une valeur maximale de 65ng/mL au bout
de 10 heures puis diminue lentement (Figure 5D). Le BPSG fcetal peut avoir pour origine le
passage du BPSG du compartiment maternel au compartiment feetal ou, plus probablement,
venir de la contamination du BPSG administré a la meére par du BPS.

D’autre part, les figures SA et 5B mettent en évidence une augmentation puis une diminution
rapides de la concentration en BPS dans le plasma maternel ainsi que dans le plasma feetal.
De méme, ceci peut s’expliquer par une hydrolyse du BPSG en BPS chez la mére ainsi que
par un passage du BPS au compartiment feetal. La contamination du BPSG par du BPS doit

cependant étre prise en compte. Cette derniére sera vérifiée dans la partie suivante.
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Figure 5 : Concentrations plasmatiques du BPS et BPSG chez la brebis et le foetus en fonction du temps
apres administration IV de BPSG a la mere a la dose de de 2,7mg/kg.

Aprés administration de BPS-d8 au feetus, la concentration de BPS-d8 libre dans le plasma
feetal diminue rapidement dans les huit premiéres heures post-administration, puis reste
stable, autour de 8ng/mL (Figure 6B). Les concentrations en BPSG-d8 dans le plasma foetal
sont maximales (5500ng/mL) 4heures aprés administration de BPS-d8 au feetus et diminuent
extrémement lentement jusqu’au dernier prélévement a 72h pour lequel le niveau de
concentration reste élevé (3300ng/mL) (Figure 6D). Ceci confirme la glucuronoconjugaison
du BPS-d8 en BPSG-d8 dans le compartiment foetal.

Les concentrations plasmatiques maternelles en BPS-d8 et BPSG-d8 ont également été
mesurées (Figures 6A et 6C respectivement). FElles augmentent rapidement apres
administration au feetus puis tendent a diminuer, lentement pour le BPS-d8, plus rapidement
pour le BPSG-d8. Ceci met en évidence un passage du BPS-d8 du feetus a la mére a travers la

barricre placentaire ainsi qu’une métabolisation du BPS-d8 en BPSG-d8 dans le

compartiment maternel.
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Figure 6 : Concentrations plasmatiques du BPS-d8 et BPSG-d8 chez la brebis et le foetus en fonction du
temps, aprés administration 1V de BPS-d§8 au feetus a la dose de 2 mg.

Les figures 7 et 8 montrent 1’évolution temporelle des concentrations plasmatiques moyennes
en BPS, BPS-d8, BPSG et BPSG-d8, chez la mere et le feetus aprés administrations
simultanées d’un bolus IV de BPS (5 mg/kg) a la mere et de BPSG-dS8 (7 mg/kg) au feetus.

Aprés administration de BPS a la mére, les concentrations plasmatiques maternelles en BPS
libre diminuent de 16000ng/mL jusqu’a la LLOQ dans les 24h post-administration (Figure
7A). La concentration plasmatique maternelle en BPSG est maximale (75000ng/mL) 7
minutes aprés administration de BPS et atteint des valeurs inférieures a la LLOQ 72 h post-
administration de BPS, montrant une conjugaison rapide du BPS en BPSG dans le
compartiment maternel ainsi qu’une élimination rapide du BPSG (Figure 7C). Dans le
compartiment feetal, une augmentation, suivie d’une diminution rapide puis lente des
concentrations plasmatiques en BPS libre sont observées, mettant en évidence un transfert
materno-feetal du BPS (Figure 7B). Enfin, la Figure 7D montre une augmentation rapide des
concentrations feetales en BPSG qui atteignent environ 1200ng/ml en 8 heures. Ces derniéres
diminuent ensuite lentement et atteignent 900 ng/mL 72h post administration de BPS a la

mere. Ceci met en évidence une glucuronoconjugaison du BPS dans le compartiment feetal.
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Figure 7: Concentrations plasmatiques du BPS et BPSG (ng/mL) chez la mére et le feetus en fonction du
temps, apres administration de BPS a la meére a la dose de Smg/kg.

Apres I’administration de BPSG-d8 au feetus, les concentrations plasmatiques en BPSG-d8
diminuent trés lentement dans le compartiment feetal, de 36700ng/mL au moment de
I’administration jusqu’a 16220ng/mL 72h apres (Figure &B).
De maniére concomitante, les concentrations plasmatiques en BPS-d8 augmentent rapidement
puis plus lentement jusqu’a 72h post-administration montrant une hydrolyse du BPSG-dS§ en
BPS-dS8 dans le compartiment feetal (Figure 8A).

Le BPS-d8 ainsi que le BPSG-d8 n’ont pas été détectés dans le compartiment maternel apres

I’administration feetale de BPSG-dS.
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2.

Le tableau 3 donne les valeurs individuelles et moyennes du BPS et du BPSG chez la mére et

le feetus ovin.

Parameétres toxicocinétiques

2.1

Clairances du BPS et du BPSG dans les compartiments
maternel et foetal

Clairance BPS BPSG

(ml/(kg*min)) Feetus Meére Feetus Meére
Brebis B2/00283 4.765 11.869 - 0.629
Brebis B5/20131 - 15.640 - 0.464
brebis B9/20425 4.803 10.720 0.064 1.349
brebis B10/30108 4.946 27.872 0.085 1.327
brebis B12/30232 9.963 18.183 - 0.725
brebis B13/30404 6.316 18.143 0.077 1.074
brebis B21/30201 8.691 - - 0.742
brebis B24/40322 9.757 29.873 0.076 0.980

Moyenne = Ecart 7.034 = 2.371 18.899 + 7.405 0.075 = 0.008 0.911 = 0.325
type (n=7) (n=7) (n=4) (n=8)

Tableau 3 : Clairances plasmatiques individuelles et moyennes (+ écart-type) du BPS et BPSG chez la

mere et le foetus ovin, calculées sur une période de 72 heures.
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Les clairances plasmatiques du BPS et du BPSG sont respectivement 2,5 et 12 fois plus

faibles dans le compartiment feetal que dans le compartiment maternel.

2.2 Taux de conjugaison du BPS en BPSG dans les compartiments
maternel et foetal

Le tableau 4 donne les taux de conjugaison du BPS en BPSG individuels et moyens dans les

compartiments maternel et feetal.

Taux de Conjugaison du BPS en BPSG
conjugaison sur

73h (%) Feetus Mere
Brebis B2/00283 - 105.931
Brebis B5/20131 - 71.450
brebis B9/20425 32.111 127.651
brebis B10/30108 49.193 154.641
brebis B12/30232 - 104.622
brebis B13/30404 47.668 97.030
brebis B21/30201 - -
brebis B24/40322 43.614 110.248
brebis B25/50076 - -
Moyenne = Ecart 43.1x 7.72 110.2 £ 25.8

type (n=4) (n=7)

Tableau 4 : Taux de conjugaison du BPS en BPSG, individuels et moyens calculés sur une période de 72
heures, dans le compartiment materne et feetal sur le modeéle ovin.

Le taux de conjugaison maternel moyen est proche de 100%. Cela indique que le BPS
administré a la mere est majoritairement conjugué, laissant alors supposer que seul un faible
pourcentage de BPS pourrait passer dans le compartiment foetal.

De plus, chez le feetus, il apparait qu’un peu moins de la moitié du BPS administré est

conjugué en BPSG sur la période de 72 heures.
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2.3 Taux d’hydrolyse du BPSG en BPS dans les compartiments
maternel et feetal

Le tableau 5 donne les taux d’hydrolyse du BPSG en BPS individuels et moyens dans les

compartiments maternel et feetal.

Taux Hydrolyse du BPSG en BPS
d’hydrolyse sur
Feetus Meére
72h (%)
Brebis B5/20131 - 3.325
brebis B9/20425 25.4560 4.804
brebis B10/30108 22.650 7.444
brebis B12/30232 - 3.157
brebis B13/30404 28.920 1.965
4.139 + 2.105
(n=5)
Moyenne = Ecart | 25.308 + 2.668
* D0 a la contamination
type (n=4)
de la dose de BPSG par
du BPS (Cf. infra)

Tableau 5 : Taux d’hydrolyse du BPSG en BPS, individuels et moyens, calculés sur une période de 72
heures, dans le compartiment materne et feetal sur le modele ovin.

Chez le feetus, environ un quart du BPSG est hydrolysé en BPS. Chez la mére, le taux de 4%
d’hydrolyse évalué correspond a la contamination de la dose de BPSG par le BPS (4,4%), ce
qui signifie qu’il n’y a pas ou trés peu d’hydrolyse du BPSG en BPS dans le compartiment

maternel.
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24 Taux de transferts placentaires materno-feetal et foeto-maternel
du BPS et du BPSG

Le tableau 6 donne les taux de transferts materno-foetaux et feeto-maternels individuels et

moyens du BPS et du BPSG.

Taux de BPS BPSG
transfert (%) sur De la mére au De la meére au Du feetus a la
72h feetus Du foetus 2 fa mére feetus mere
Brebis B2/00283 0.246 12.930 - -
brebis B9/20425 0.299 17.453 0.012 -
brebis B10/30108 0.220 34.725 0.018 -
brebis B12/30232 0.442 6.649 - -
brebis B13/30404 0.165 26.510 0.025 -
brebis B24/40322 0.632 25.740 0.0274 -
0.021 +0.007
(n=4)
Moyenne + Ecart 0.334 £ 0.174 20.668 = 10.239 " Dﬁ_é lé
contamination -
I () =) de la dose de
BPSG par du
BPS (Cf infra.).

Tableau 6 : Taux de transferts materno-foetaux et feeto-maternels individuels et moyens du BPS et BPSG,
calculés sur une période de 72, dans le compartiment maternel et feetal sur le modele ovin.

Ces résultats mettent tout d’abord en évidence un trés faible transfert placentaire materno-
feetal du BPS. Dans le sens feeto-maternel, un passage modéré du BPS est au contraire
observé. Nous remarquons cependant que le taux de transfert feeto-maternel est variable, avec
par exemple un taux pour la brebis B12 trois fois plus faible que celui observé chez les autres
animaux. Ces variations pourraient étre expliquées par des différences de débits ombilicaux,
liés notamment au poids des feetus ou a leur nombre.

Aprés administration de 7mg/kg de BPSG-d8 au feetus, le BPSG-d8 dans le compartiment
maternel n’est pas détecté. En considérant des concentrations maternelles en BPSG-d8 égales
a la LLOQ (10 ng/mL) pendant la premiere heure, nous avons estimé que le transfert foeto-
maternel du BPSG est inférieur a 0,12%, selon les calculs suivants.

En effet, la dose de BPSG que 1’on peut retrouver chez la mére aprés une administration de
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7mg/kg de BPSG au fcetus, correspondant a 17,5mg pour un poids moyen de 2,5kg, est
calculée d’apres 1I’équation 1 :

Dose BPSG mere = ClI gpsg, mere X AUC BpsG, mere a 1a LLog =273,3 ng/kg, soit 0,021mg de
BPSG in toto (en prenant un poids moyen de 75,77 kg). On retrouve ainsi un taux de transfert
feeto-maternel du BPSG lors de la premiére heure aprés administration inférieur a 0,12%.
D’autre part, nous avons testé I’hypothese selon laquelle le faible passage materno-feetal du
BPSG observé dans notre étude pourrait étre un biais, lié a la contamination de la dose de
BPSG (2,7mg/kg) administré a la meére, par au maximum 4,4% de BPS.

En effet, lors de I’administration de BPSG, la brebis a recu au maximum 0,119mg/kg soit
9,017mg de BPS in toto. La dose de BPS que I’on peut retrouver dans le compartiment feetal,
liée a la contamination de la dose de BPSG est donc égale a: 9,017 X taux de transfert

materno-feetal du BPS (0,334%) soit 0,030mg in toto (0,012mg/kg). L’ AUC estimée liée a la

Dose BPS entrée dans le compartiment foetal

contamination est donc de = 1712,570 ng/(mL*min).

Clgps foetus
Cette valeur est trés proche de ’AUC du BPS observée dans le compartiment feetal, de
1549,703 + 729,412 ng/(mL*min). Nous pouvons ainsi conclure que le BPS mesuré dans le
compartiment feetal aprés administration de BPSG a la meére est du non pas a un passage
transplacentaire de la molécule mais a la quantit¢ de BPS résiduelle dans la dose de BPSG,
purifiée a partir des urines de brebis ayant re¢cu du BPS.
De méme, du BPSG est mesuré dans le compartiment feetal aprés administration de 2,7mg/kg
de BPSG a la mére. Or, nous avons mis en évidence un passage materno-feetal du BPS de
0,012mg/kg soit 48 nmol/kg de BPS lors de cette période. Ce BPS est ensuite conjugué en
BPSG. La dose de BPSG apres conjugaison dans le compartiment feetal est donc de 48
nmol/kg X taux de conjugaison du BPS chez le feetus, soit 20,69 nmol/kg, et donc 8821,328

ng/kg. L’AUC du BPSG estimée chez le feetus, liée a la contamination est donc de

dose BPSG dans le compartiment foetal

= 117618 ng/(mL*min), correspondant a ’AUC observée

ClBPSG,foetus

de 105700, ng/(mL*min). Ce résultat renforce les données précédentes, et indique que le
BPSG mesuré dans le compartiment feetal aprés administration de BPSG a la mére est du non
pas a un passage transplacentaire de la molécule mais a la contamination de la dose par le
BPS qui est transféré dans le compartiment feetal et conjugué en BPSG.

En définitive, lors d’exposition de la mére au BPSG, la molécule n’est ni hydrolysée en BPS,

ni transférée au feetus a travers le placenta, mais est éliminée en totalité dans les urines.
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3. Evaluation de I’accumulation du BPS dans le compartiment feetal

3.1 Profils de concentrations

La figure 9 montre 1’évolution des concentrations plasmatiques moyennes en BPS et BPSG
libres dans le plasma en fonction du temps, chez la mére et le feetus aprés administration
maternelle d’une perfusion IV de BPS a la dose de 75mg/kg et au débit de 2,3mL/h sur 24
heures.

Dans le compartiment maternel, les concentrations en BPS et BPSG augmentent rapidement
et restent stables a environ 15nmol/mL (soit 3,75 mg/mL) et 110nmol/mL (soit 46mg/mL),
respectivement (Figure 9A et 9C). Ce plateau est atteint 6 heures apres le début de la
perfusion de BPS. Ceci met en évidence une importante glucuronoconjugaison du BPS en
BPSG chez la meére.

De méme, dans le compartiment fcetal, les concentrations plasmatiques en BPS augmentent
rapidement et restent stables a des valeurs maximales de 0,8nmol/mL environ (0,2mg/mL),
montrant un passage materno-feetal rapide de la molécule (Figure 9B). Ces concentrations
sont cependant plus de 10 fois plus faibles que chez la mére. Enfin, la figure 9D montre une
augmentation lente et constante de la concentration en BPSG chez le feetus, et ce jusqu’a la

fin de la perfusion.
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Figure 9 : Concentrations moyennes en BPS et BPSG (échelle logarithmique) chez la mere et le feetus
apres perfusion 1V de 75mg/kg de BPS a la mere a 2,3 mL/h pendant 24 heures.
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La figure 10 montre 1’évolution des concentrations plasmatiques moyennes en BPS et BPSG
chez la mere et le feetus, lors d’administrations de bolus IV de BPS a Smg/kg a la mere. Les
six premicres valeurs, correspondant aux concentrations plasmatiques en BPS et BPSG avant
I’administration des bolus, sont stables. Elles représentent donc les concentrations a
I’équilibre.

Les figures 10A, 10B et 10C mettent en évidence une augmentation importante des
concentrations plasmatiques en BPS et BPSG chez la mére et en BPS chez le feetus apres le
dernier bolus de BPS a la meére. Ces dernicres atteignent en effet une valeur maximale de 76
nmol/mL, 140 nmol/mL et 1,7 nmol/mL respectivement, au bout de 30 minutes apres le
bolus. Les concentrations tendent ensuite a diminuer rapidement au cours des 30 minutes
suivantes puis lentement jusqu’a 24h post-injection. Lors de cette décroissance, les
concentrations de BPS et de BPSG dans le plasma feetal sont, de plus, beaucoup plus élevées
que celles dans le plasma maternel.

La figure 10D montre quant a elle une faible augmentation de la concentration en BPSG dans
le compartiment feetal apreés la derniére administration de BPS a la mere, ainsi qu’une

décroissance relativement lente, mettant en évidence une persistance du BPSG chez le feetus.
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Figure 10 : Concentrations moyennes en BPS et BPSG (échelle logarithmique) chez la mere et le feetus en
fonction du temps, lors d’administrations répétées de bolus BPS IV a 5mg/kg a la mére.
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3.2 Accumulation du BPS dans le compartiment fcetal

Le ratio d’accumulation du BPS chez les trois feetus est calculé selon 1’équation 9 et présenté
dans le tableau 7.

Le ratio moyen obtenu est ainsi de 6,8,

Taux d’accumulation
B28/40105 7.939
B30/20040 4.388
B33/20110 8.124
by e 6.817 = 2.106

Tableau 7: Ratios d’accumulation individuels et moyen du BPS chez le foetus aprés administration de BPS
a la mere, sous forme de perfusion IV a la dose de 75mg/kg au débit de 2,3mL/h sur 24 heures suivi de 7
bolus IV a Smg/kg/h toutes les 24 heures.
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IV. DISCUSSION

Cette étude a permis d’évaluer les principaux parametres toxicocinétiques du BPS et du
BPSG (Figure 11) et de comparer ces parametres a ceux du BPA et du BPAG (Figure 12).
Nous avons ainsi montré que les clairances du BPS et BPSG chez la mére et le feetus sont
plus faibles que celles du BPA et BPAG, respectivement 1,7 et 7,7 fois chez la mére et 45,6 et
5,3 fois chez le feetus. Ceci démontre une moindre capacité d’élimination du BPS et de son
conjugué dans les compartiments maternel et feetal, en comparaison avec le BPA (Tableaux 8
et9).

Afin d’étudier les parametres toxicocinétiques du BPS et du BPSG pour évaluer le risque lié a
I’exposition chez I’Homme, le mod¢le du feetus ovin instrumenté a été utilisé. Ce modele est
en effet le seul permettant de prendre en compte simultanément tous les facteurs
physiologiques déterminants I’exposition feetale. Nous savons que la diffusion passive,
principal mécanisme de transfert placentaire, ne dépend pas de la structure du placenta. En
effet, anatomiquement la placentation ovine différe histologiquement de la placentation
humaine, ce qui pourrait entrainer des différences interspécifiques importantes en termes de
transfert des xénobiotiques. Ainsi, chez 1’ovin, la placentation est syndesmochoriale, la
circulation sanguine maternelle est séparée de la circulation feetale par cinq couches de tissus,
alors qu’elle est hémochoriale chez ’Homme, avec seulement trois couches de tissus séparant
les circulations sanguines et maternelles. (J. S. Barry, Anthony 2008).

Cependant, d’apreés Leiser et al., (1997), I’organisation en villosités du cotylédon ovin est
structurellement similaire a celle du placenta humain. De plus, la présence de zones d’érosion
de la muqueuse utérine et de I’endothélium vasculaire maternel chez I’ovin permet localement
un contact direct du sang maternel avec le trophoblaste feetal, rapprochant les circulations
maternelles et foetales et Iui conférant des similitudes avec la placentation hémochoriale
humaine (Sammin et al. 2009). La placentation des ovins n’est donc pas identique a celle de
I’Homme, cependant, elle en est suffisamment proche pour que la plupart des mécanismes de
transfert d’oxygene et de nutriments qui ont été découverts chez le mouton soient par la suite
confirmés chez ’Homme (Pardi, Cetin 2006).

Les similarités par rapport & ’'Homme en termes de poids feetal, de nombre de feetus par
individu et de maturité feetale a la naissance, ainsi que la possibilité de réaliser des
prélévements feetaux sériés, font donc du mouton un modéle pertinent vis-a-vis de ’Homme

pour I’étude des échanges transplacentaires des xénobiotiques.
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Les résultats de notre étude mettent en évidence une glucurono-conjugaison totale du BPS
chez la mere aprés administration d’un bolus IV. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus
chez des brebis non gravides et avec le pourcentage ¢levé de BPS conjugué mesuré dans les
urines humaines (97%) (Zhou et al. 2014, Oh et al. 2018). De plus, ce taux de conjugaison
¢levé est cohérent avec la clairance non placentaire ¢levée du BPS. Des résultats similaires
ont également été¢ précédemment obtenus pour le BPA (Corbel et al. 2013) (Figure 11). Ce
résultat confirme que quand la mére est exposée a du BPA ou a du BPS (par voie
intraveineuse), ce dernier est en totalité converti en BPAG ou BPSG respectivement et est
¢liminé majoritairement dans les urines.

Par ailleurs, une fraction de 0,33% de la dose de BPS administrée a la mére est transférée au
feetus. Cela signifie que, rapporté a son poids, le feetus est exposé a une dose 10 fois plus
faible que sa mere. Ce résultat, qui atteste de la capacit¢é du BPS a traverser la barriere
placentaire, est cohérent avec la détection du BPS dans le sérum de cordon ombilical chez
I’homme (Liu et al. 2017). Néanmoins, la perméabilité placentaire du BPS reste limitée et
environ 13 fois plus faible que celle du BPA (4,5% de transfert placentaire, (Corbel et al.
2013)). Ainsi, lorsque la mére est exposée au BPS pendant la grossesse, cette molécule passe
beaucoup moins au feetus que le BPA, et ce probablement a cause des propriétés physico-
chimiques du BPS (LogP = 1,83 pour le BPS, >3,43 pour le BPA). Le BPA serait donc
capable de plus traverser le placenta par diffusion passive que le BPS. Cependant, compte
tenu de la réduction du nombre de couches cellulaires chez les primates par rapport a I’espéce
ovine, (Barry James S, Anthony 2008), le transfert placentaire du BPS pourrait étre plus
important chez les humains. En vue de vérifier cette hypothese et de comparer les résultats
avec ceux du BPA, une étude ex-vivo a été réalisée avec des placentas humains a terme
(Grandin et al. 2019). Ainsi, quatorze placentas a terme ont été perfusés en double circuit
ouvert avec du BPS-d8, du BPSG non marqué et un marqueur de diffusion passive,
I’antipyrine. Un inhibiteur connu de la glycoprotéine P, le PSC833, a ensuite été utilisé afin
d’étudier le role potentiel de cette protéine dans le transfert placentaire du BPS. Cette étude a
pu mettre en évidence un transfert placentaire du BPS bien inférieur a celui du BPA et ce, de
la mere au foetus comme du feetus a la meére. De plus, la clairance placentaire materno-foetale
du BPS étant trois fois plus faible que la clairance feeto-maternelle, 1’intervention d’un
transporteur actif a été fortement suspectée. L’implication de la glycoprotéine P dans le
transfert placentaire a toutefois été écartée. Cette étude a alors permis de mettre en évidence

une efficacité de la barriere placentaire plus importante pour limiter I’exposition feetale au
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BPS qu’au BPA, montrant alors le role crucial du placenta dans la protection du feetus humain
a ’exposition du BPS.

D’autre part, chez le feetus, la part de la métabolisation par rapport au transfert placentaire
feeto-maternel dans I’élimination est plus importante pour le BPS que pour le BPA.
Cependant, aucun transfert feeto-maternel du BPSG n’ayant été observé, ce métabolite semble
piégé dans le compartiment feetal. La principale voie d’élimination du BPSG serait alors sa
réactivation en BPS (taux d’hydrolyse de 25,31% sur 72 heures). Ce taux d’hydrolyse serait,
de plus, probablement de 100% sur une période plus longue. Ceci suggére que quasiment tout
le BPSG doit étre converti de nouveau en BPS afin d’étre éliminé par le placenta, ce qui
entraine une réentrée graduelle du BPS dans le compartiment feetal. Le degré d’augmentation
d’exposition au BPS dans le compartiment feetal a ainsi été estimé a 1,87 (Cheng et Jusko,
1993), indiquant que 1’hydrolyse du BPSG en BPS augmenterait 1’exposition du feetus a ce
dernier de 87%. Ce mécanisme, associé¢ au faible transfert foeto-maternel placentaire du BPS
(20,67%) conduirait a une persistance de la molécule dans 1'unité¢ feetale 4 fois plus
importante que celle du BPA (taux de transfert 70%). Cette hypothese a été vérifiée par la
seconde expérience. En effet, avec un schéma d’administrations répétées de BPS aux brebis
gravides permettant d’atteindre 1’équilibre, le potentiel d’accumulation du BPS dans 'unité
feetale a été démontré. Ainsi, le feetus est 6,8 fois plus exposé au BPS lors d’exposition
chronique qu’aprés une exposition unique. Par ailleurs, la lente conversion du BPSG en BPS
dans le compartiment feetal, ainsi que son transfert placentaire limité, méne a une exposition
particuliere du feetus, caractérisée par des concentrations basales en BPS et BPSG bien plus
importantes dans le plasma feetal que dans le plasma maternel. Ce résultat démontre la
persistance du BPS dans 1’unité feetale et suggere que le foetus serait exposé au BPS de
manicre permanente pendant la gestation.

Dans notre étude, le devenir d’environ 35% de la dose de BPS introduite dans le
compartiment foetal n’a pas été¢ déterminé. La premiére hypothése est qu’une partie du BPS
pourrait étre métabolisée en une forme sulfatée. Le feetus est en effet capable de produire des
métabolites sulfatés grace a la présence d’enzymes sulfatases, avec un taux de
sulfoconjugaison d’environ 10% (Le Fol et al. 2015). Les 25% de la dose de BPS dont le
devenir n’est pas expliqué par le métabolisme et le passage transplacentaire pourraient étre
distribués et stockés dans les tissus.

Cette étude nous a donc permis de mettre en évidence un potentiel d’exposition foetale
similaire pour le BPS et le BPA. En effet, il a pu étre montré que bien que BPS soit largement

moins transféré de la mere au feetus lors d’exposition maternelle, 1’accumulation de la
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molécule dans le compartiment feetal entraine une exposition du foetus au BPS en termes de

concentrations plasmatiques au moins similaire a celle du BPA.

Mere Feetus
0,33 %
BPS — -
20.67 %
110 % 43,15% 25.31%

BPSG BPSG

Figure 11 : Représentation schématique de la disposition du BPS et du BPSG dans les compartiments
maternel et feetal : les taux de transfert materno-foetaux du BPS et BPSG ainsi que les taux de
conjugaison et d'hydrolyse, chez la mére et chez le feetus sont indiqués.

Mere Feetus
4, 5 %
— BPA
70 %

96 %
30% 100%

BPAG BPAG

Figure 12: Représentation schématique de la disposition du BPA et du BPAG dans les
compartiments maternel et feetal : les taux de transfert materno-foetaux du BPA et BPAG

ainsi que les taux de conjugaison et d'hydrolyse, chez la mere et chez le feetus sont indiqués
(Gauderat et al., 2016).
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Mere Feetus
Cl gps (mL/(kg*min)) 18,9 7,034
Cl BPSG(mL/(kg*min)) 0,9 11 0,075
Tableau 8: Clairances plasmatiques du BPS et du BPSG maternelles et foetales déterminées sur une brebis
gravide.
Mere Feetus
ClI gpa (mL/(kg*min)) 32,73 321,1
Cl gpac(mL/(kg*min)) 6,999 0,40

Tableau 9 : Clairances plasmatiques du BPA et du BPAG maternelles et feetales déterminée sur le modele

de la brebis gravide (Gauderat et al, 2016).
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CONCLUSION

Cette ¢tude apporte des informations nouvelles et essentielles sur les mécanismes
d’exposition feetale au BPS, en comparaison avec le BPA. En effet, nous avons vu que le
transfert materno-feetal limité du BPS a travers le placenta, 10 fois plus faible que celui du
BPA, pourrait mener a des conclusions hatives selon lesquelles le foetus serait moins exposé
au BPS qu’au BPA lors d’exposition maternelle (Gauderat 2016). Cependant, ce n’est pas le
cas. En effet, en utilisant le modéle du feetus ovin instrumenté, nous avons pu montrer que
I’¢élimination lente du BPSG dans le compartiment feetal due a son hydrolyse préalable en
BPS, ainsi que le faible transfert foeto-maternel du BPS, entrainent une accumulation du BPS
dans le compartiment foetal et ménent & une exposition prolongée du feetus. Ceci signifie
qu’apres une exposition répétée au BPS ou BPA pendant la gestation, le BPS peut atteindre
des niveaux de concentrations similaires a ceux du BPA dans le compartiment feetal.

Pour prendre en compte les différences interspécifiques de placentation, le transfert
placentaire du BPS a été évalué sur le modéle de placenta humain a terme perfusé (Grandin et
al. 2019). Comme pour le modele ovin, le passage materno-feetal du BPS est 10 fois inférieur
a celui du BPA. Cependant les passages fceto-maternels du BPS et du BPSG sont
respectivement 3 et 2 fois inférieurs a ceux du BPA, ce qui signifie que le BPS pourrait
s’accumuler dans le compartiment foetal.

En définitive, le potentiel d’exposition feetale du BPS pourrait étre similaire a celui du BPA,
méme si les mécanismes d’exposition sont différents, ce qui signifie que le BPS ne constitue

pas une bonne alternative au BPA.
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Résumé :

Le Bisphénol S (BPS) est largement utilis¢é comme substitut du Bisphénol A (BPA) et I’exposition humaine au
BPS est désormais ubiquitaire. Or, le BPS, a I’instar du BPA, présente un potentiel perturbateur endocrinien, ce
qui souléve la question du risque li¢ a une exposition feetale au BPS pour la santé humaine. Dans ce contexte,
I’objectif de cette étude est d’évaluer I’exposition feetale a cette molécule. L’étude toxicocinétique réalisée sur le
modéle du feetus ovin a ainsi montré un faible transfert materno-feetal du BPS, environ dix fois inférieur a celui
du BPA. Cependant, le BPS et son principal métabolite, le BPS glucuronide, sont lentement éliminés du
compartiment feetal en raison d’un passage placentaire foeto-maternel du BPS limité et de la faible vitesse de
réactivation du BPSG en BPS. Il en résulte une exposition feetale au BPS similaire a celle du BPA, lors

d’exposition maternelle répétée.
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substitut du Bisphénol A.

Title : IS BISPHENOL S A GOOD ALTERNATIVE TO BISPHENOL A ? TOXICOKINETIC
INVESTIGATIONS IN THE OVINE MATERNO-FETO-PLACENTAL UNIT.

Abstract :

Bisphenol S (BPS) is widely used as a substitute for Bisphenol A (BPA) and human exposure to BPS is now
ubiquitous. However, BPS, like BPS, displays an endocrine disrupting potential, raising the issue of the risk of
fetal exposure to BPS for human health. In this context, the objective of this study was to evaluate the fetal
exposure to BPS. A toxicokinetic study carried out on the model of the ovine fetus showed that the materno-fetal
transfer of BPS was weak and about ten times lower than that of BPA. However, BPS and its major metabolite,
BPS glucuronide, were slowly eliminated from the fetal compartment because of the limited foeto-maternal
placental transfer of BPS and of the low rate of reactivation of BPSG to BPS. This results in fetal exposure to BPS

similar to BPA for repeated maternal exposure.
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