
HAL Id: tel-04218486
https://theses.hal.science/tel-04218486

Submitted on 26 Sep 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Développement d’une approche intégrative pour évaluer
l’exposition interne foetale au Bisphénol S

Flore Grandin

To cite this version:
Flore Grandin. Développement d’une approche intégrative pour évaluer l’exposition interne foetale
au Bisphénol S. Toxicologie. Institut National Polytechnique de Toulouse - INPT, 2018. Français.
�NNT : 2018INPT0080�. �tel-04218486�

https://theses.hal.science/tel-04218486
https://hal.archives-ouvertes.fr


En vue de l'obtention du

DOCTORAT DE L'UNIVERSITÉ DE TOULOUSE
Délivré par :

Institut National Polytechnique de Toulouse (Toulouse INP)
Discipline ou spécialité :

Pathologie, Toxicologie, Génétique et Nutrition

Présentée et soutenue par :
Mme FLORE GRANDIN
le jeudi 11 octobre 2018

Titre :

Unité de recherche :

Ecole doctorale :

Développement d'une approche intégrative pour évaluer l'exposition
interne foetale au Bisphénol S

Sciences Ecologiques, Vétérinaires, Agronomiques et Bioingénieries (SEVAB)

Toxicologie Alimentaire (ToxAlim)
Directeur(s) de Thèse :

MME NICOLE HAGEN-PICARD
MME MARLENE LACROIX

Rapporteurs :
Mme MICHELE BOUCHARD, UNIVERSITE DE MONTREAL

M. SERGE RUDAZ, UNIVERSITE DE GENEVE

Membre(s) du jury :
M. PIERRE-LOUIS TOUTAIN, UNIVERSITY OF LONDON, Président

Mme MARLENE LACROIX, INRA TOULOUSE, Membre
Mme NICOLE HAGEN-PICARD, ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE, Membre
Mme VÉRONIQUE GAYRARD, ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE, Membre

M. PAUL FOWLER, UNIVERSITY OF ABERDEEN, Membre

  



2 
 

 

  



Remerciements 

3 
 

À Madame Michèle Bouchard et Monsieur Serge Rudaz qui ont accepté de consacrer 

leu à te psà à laà le tu eà età l app iatio à deà eà a us it.à À Madame Véronique Gayrard, 

Monsieur Paul Fowler et Monsieur Pierre-Louis Toutain qui ont accepté de participer à ce jury 

deàth seàe à ualit àd e a i ateu s. 

À Nicole Picard-Hage àetàMa l eàLa oi àpou à a oi àa o pag àtoutàauàlo gàdeà

etteà th se,à pou à a oi à app is,à Ni oleà à laà e ge ieà ouà auà lo à deà hi u gieà etàMa l eà

derrière le Xevo (qui ne vieillit pas mal du tout ^^). Merci également à toutes les deux de 

a oi à pe isà deà ou i à à d aut esà ho izo sàe à a epta tà etteà e p ditio àduà oisà deà

septe eà à àl EFSá.àE fi ,àpou à a oi à paul eàpou àlaà da tio àdesàa ti lesàetàdeà etteà

thèse.  

Nicole, peut-être pourrez- ousà t eàe o eàu àpeuà o àe ad a teà àl o asio àd u eà

fo atio àdeà ioà àlaàplo g e !à 

Ma l e,à jeà teà e e ieà deà a oi à aid eà at ielle e tà da sà aà d ou e teà desà

P esàetàpou àlesàs pathi uesàs a esàdeàfooti gàe à o g s !àáh,àjeà ois aussià ueàs ilà

teà esteàu àpotàdeà o poteàdeàpoi eàdo tàtuà eàsaisàpasà uoiàfai e,àjeàpeu àt aide à àleà a ge .àà 

À Alain Bousquet-M lou,àdeà a oi àa ueillieàauàsei àduàla o atoi e,àjeà ousàsouhaiteà

tousà esà œu àdeà ussiteàa e àlaà ou elleàu it àI the es !àà 

À B u oàLeàBize àetàPegg àGa diaàpou àa oi àsui ià l a a e e tàdeà aàth se,à e ià

pour vos conseils. 

À Pierre-Louis Toutain pour avoir partagé ses connaissances en pharmacocinétique et 

ses conseils avisés sur notre projet de recherche.  

À Véronique Gayrard, pour votre aide précieuse tout au long de ce projet et pour 

toujou sàsa oi àsu à uelà udgetàjeàpeu àp e d eàdeàl a ge tàpou àpasse àu eà o a de !àÀ 

Cathe i eàVigui àetàHa aàMila,àpou àlesà oupsàdeà ai àe à a ips,àlesà o e tio sàd a st a t,à

d articles et les nombreuses répétitions de présentations.  

À l uipeàdesàstatisti ie s,àDidie ,à‘ iàetàMa ie,àpou à a oi àfaitàai e àlesàstatsàetà

pou à ot eàp ieuseàaideàda sàl a al seàdesà sultatsàdeà osàp ofilsàst oïdie s,àj aià eau oupà

appris à vos côtés.  



Remerciements 

4 
 

À B aàpou à a oi àtoutàapp itàsu à lesàsaisi esàetàápafis !àÀ Noémie, Cédric et Jean-

Pie e,àlesàzoote h i ie sàduàla o atoi e.àJ aiàpass àdeà o sà o e tsà àlaà e ge ieàa e à ous,à

merci pour votre aide indispensable pendant les phases animales. 

À l uipeàgestio ,àCh istia e,àMa ie-Françoise, Valérie, Kathya pour votre disponibilité 

et votre efficacité dans la gestion des commandes, etc. Et à Simone, pour les nombreux articles 

ueàjeàt aiàde a d sàetàpou à ha ueàjou àfa ilite à ot eà ieà àtousàauàla o atoi e.à 

Aux thésards (anciens ou présent), Glenn et Davy pour vos conseils et votre aide au 

début de la thèse. À Diane, ma co-bureau pendant ces trois années de thèse, pour les quelques 

otsàd e ou age e tàlo sàdesà oupsàdeà ouàetàlesà o e satio sàsu àl a e i à« post-thèse ». 

Petiteàd di a eà àVil a,àlaà hie eàlaàplusàsageà ueàj aià e o t e jus u i ià! 

À Malika, Manue et David pour les conversations aussi pertinentes que drôles lors des 

epasàdeà idiàdeho s !àà 

Aux étudiants qui ont participé de prêt ou de loin à certaines parties de ce projet de 

thèse : Léa, Kévin, Aymeric, Théo, Aude, Cécile, Julie, Claire, Clémence. Clémence, je te passe 

le flambeau et te souhaite une belle réussite pour ta thèse qui commence désormais. Avec 

Ni ole,àMa l eàetàto à e gie,àjeà aiàau u àdoute,àçaàse aàu àsu s !à 

À tousàlesà e esàduàla oàdeàph sioàpou àl a ia eàag a leàet bienveillante qui 

g eàda sà eàla o atoi eàetàlesà o eusesàf ia disesà àlaà af t  !ààà 

áu à e esàdeàlaà o issio àa i atio ,àj aiàapp i àlesà a disà idià àTo ali àetà

j aià eau oupàapp isàsu àl a i atio às ie tifi ueà à osà ôt s,à o ti uezà o eàça !  

À esàpa e ts,à aàsœu àMa lise,àetà esàf esàá toi eàetàLouis,àpou à ot eàsoutie à

i o ditio elàda sà ha u àdesà hoi à ueàj aiàfaitsàjus u i i.à 

áu à opai s,àá eli e,àá lie,àVal ieà&àLu ,àNath ,àlesàdo iteuses,àNatha à&àCa do ,à

Gab, Guillaume et toutàleàM Bàpha a o/to ,àsi ple e tàpou à a oi àpe isàdeàpe se à à

aut eà hoseàe à ousà et ou a t !ààààà 

Aux colocs pour les bons repas et les petits apéros improvisés pour décompresser en 

semaine.  

À Vi e t,à tuà esà eà u ilà aità a i à deà plusà eau.àMerci pour ton soutient et ta 

patience. Partons maintenant voguer vers de nouveaux horizons !      



Valorisation scientifique 

5 
 

Valorisation scientifique 

Publications 

Grandin F., Picard-Hagen N., Gayrard V., Puel S., Viguié C., Toutain P.-L., Debrauwer L., Lacroix 

M.Z. Development of an on-line solid phase extraction ultra-high-performance liquid 

chromatography technique coupled to tandem mass spectrometry for quantification of 

Bisphenol S and Bisphenol S glucuronide: applicability to toxicokinetic investigations. J 

Chromatogr A 1526:39–46; doi:10.1016/j.chroma.2017.10.020 

Grandin F.C., Gayrard V., Lacroix M.Z., Picard-Hagen N., Mila H., Toutain P.-L. Comment on 

Pha a oki eti sàofà isphe olàSài àhu a sàafte àaàsi gleào alàad i ist atio . àE i o e tà

International 116, 29. doi.org/10.1016/j.envint.2018.03.042 

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Gauderat G., Mila H., Gauderat G., Toutain P.-L., Picard-

Hagen N. Bisphenol S instead of Bisphenol A: toxicokinetic investigations in the ovine materno-

feto-placental unit. Environment International 120, 584-592. 

doi.org/10.1016/j.envint.2018.08.019. 

Communications orales  

Grandin F.C., Picard-Hagen N., Gayrard V., Puel S., Viguié C., Toutain P.-L., Lacroix M.Z. 

D eloppe e tàd u eà thodeàdeàdosageàduàBisphenol S et de son principal métabolite, le 

Bisphenol S Glucuronide dans le plasma ovin : application en toxicocinétique. Séminaire de 

l asso iatio àf a opho eàdesàs ie esàs pa ati es,à à o e eà ,àToulouse,àF a e. 

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Viguié C., Toutain P.-L., Picard-Hagen N. Disposition du 

Bisph olàSàetàdeàso àp i ipalà ta oliteàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire. Association 

Française d'Etudes et de Recherches sur l'Obésité (Ed.), 6ème Symposium Aliments-Cancers 

Santé 2017, 20 janvier 2017, Toulouse, France.  

Grandin F.C., Picard-Hagen N., Gayrard V., Puel S., Viguie C., Toutain P.-L., Lacroix M.Z. Doit-

o à e pla e à leàBisph olàáàpa à leàBisph olàS ?àCo t i utio àdeà laàSPE-UPLC-MS/MS pour 

alue à lesàd te i a tsàdeà l e positio à fœtaleàauàBPSà su àu à od leào i .à ème congrès 

f a opho eàsu àlesàs ie esàs pa ati esàetà lesà ouplagesàdeà l asso iatio àf a opho eàdesà

sciences séparatives, 27-29 Mars 2017, Paris, France. 



Valorisation scientifique 

6 
 

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Viguié C., Toutain P.-L., Picard-Hagen N. Étude du 

transfert bidirectionnel du Bisphénol S sur un modèle de placenta humain perfusé. 6e 

Colloque du groupe de la francophonie placentaire :àdeàl i pla tatio à àlaàpa tu itio  : bases 

fondamentales et cliniques. 7-8 septembre 2017, Grenoble, France.  

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Mila H.,Viguié C., Toutain P.-L., Picard-Hagen N. 
Bisphe olà S,à usedà asà Bisphe olà áà alte ati e,à a u ulatesà i à theà fœtalà o pa t e tà

throughout the gestation. 14th EAVPT congress 2018, 24-27 June 2018, Wroclaw, Poland.  

Communications affichées  

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Viguié C., Toutain P.-L., Picard-Hagen N. Bisphenols S, 

used as Bisphenol A alternative, accumulates in the fetal compartment throughout the 

gestation. 2d scientific days of the GDR Reprosciences. 10-12 April 2017, Tours, France. 

Lacroix M.Z., Grandin F.C., Berrebi A., Viguié C., Gayrard V., Picard-Hagen N., Debrauwer L. 

Development and validation of a novel method for the analysis of bisphenol biomarkers in 

human by on-line SPE/LC/MS/MS. HPLC 2017, 18-22 juin 2017, Prague, République Tchèque. 

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Viguié C., Toutain P.-L., Picard-Hagen N. Bisphenol S, 

used as Bisphenol A alternative, accumulates in the fœtal compartment throughout the 

gestatio .àI du tio àt ai i gàofàEFSá sàEU-FORA fellowship programme, 4-22 september 2017, 

Parma, Italy. 

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Morvan M.-L., Antignac J.-P., Gayrard V., Viguié C., Mila H., Servien 

R., Toutain P.-L., Le Bizec B., Picard-Hage àN.àEffetàd u eàe positio à ate elleà h o i ueàauà

Bisph olà Sà su à laà st oïdoge seà da sà l u it à ate o-fœto-placentaire. Journées 

scientifiques du RFMF, 23-25 mai 2018, Liège, Belgique. 

Grandin F.C., Lacroix M.Z., Gayrard V., Gauderat G., Viguié C., Mila H., Toutain P.-L., Picard-

Hagen N. Bisphenol S, a Bisphenol A substitute, accumulates in the fetal compartment 

throughout the gestation. 3-7 June 2018, Les Diablerets, Suisse. 

Gayrard V., Lacroix M.Z., Grandin F.C., Mila H., Viguié C., Gély C., Rabozzi B., Bouchard M., 

Toutain P.-L., Picard-Hagen N. Bisphenol S oral toxicokinetics in piglets: Why Bisphenol S is not 

a safe alternative to bisphenol A. 3-7 June 2018, Les Diablerets, Suisse.



Table des matières 

7 
 

Table des matières 
Valorisation scientifique ......................................................................................................... 5 

Abréviations ......................................................................................................................... 11 

Liste des figures .................................................................................................................... 13 

Liste des tableaux ................................................................................................................. 15 

Introduction générale........................................................................................................... 16 

Chapitre 1 : Étude bibliographique .......................................................................................... 23 

Partie 1 : Le bisphénol S, un substitut majeur du Bisphénol A ............................................ 23 

 Historique ............................................................................................................. 23 

 Caractéristiques physico-chimiques, utilisation et règlementation du BPS ........ 24 

 Structure et propriétés physico-chimiques du Bisphénol S ........................... 24 

 Utilisation du BPS............................................................................................ 25 

 Règlementation du BPS .................................................................................. 26 

 Effets toxicologiques du BPS ................................................................................ 27 

 Exposition humaine au BPS .................................................................................. 29 

 L e positio àhu ai eàe te e ........................................................................ 30 

1. Les papiers .................................................................................................. 30 

2. L ali e tatio  ............................................................................................. 33 

3. L e i onnement ......................................................................................... 35 

4. Lesàp oduitsàd h gi eà o po elleàetàlesà te e ts ................................... 36 

5. Conclusion ................................................................................................... 36 

 Exposition interne humaine ........................................................................... 36 

 Do esàto i o i ti uesàduàBPSà hezàl a i alàetà hezàl Ho e ...................... 43 

 Métabolisme in vitro....................................................................................... 43 

 Données toxicocinétiques du BPS in vivo ....................................................... 44 

 La liaison du BPS aux protéines plasmatiques ................................................ 45 

Partie 2 :àM a is esàdeàl e positio àfœtale ...................................................................... 49 

 D eloppe e tàdesà apa it sà ta oli uesà hezàleàfœtus ............................... 50 

 Leà ta olis eàh pati ueàfœtal ................................................................... 50 

 Le métabolisme placentaire ........................................................................... 51 

 Transfert placentaire des xénobiotiques ............................................................. 52 

 Placentation ovine versus placentation humaine .......................................... 52 

 La diffusion passive et facilitée ....................................................................... 53 

 Le transport actif ............................................................................................ 53 

 Échange sang-liquide amniotique ........................................................................ 55 



Table des matières 

8 
 

Partie 3 :àLaàst oïdoge seàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire. ................................ 59 

 Description générale de la stéroïdogenèse .......................................................... 59 

 Approvisionnement en cholestérol des cellules stéroïdogéniques ............... 60 

 Les enzymes de la stéroïdogenèse ................................................................. 60 

1. Les CYP450 .................................................................................................. 60 

2. Les hydroxystéroïdes déhydrogénases ....................................................... 61 

3. Les sulfatases .............................................................................................. 61 

 Les voies de biosynthèse des stéroïdes .......................................................... 62 

1. Du cholestérol à la prégnénolone ............................................................... 62 

2. Voie de synthèse de la progestérone ......................................................... 63 

3. Voie de synthèse des androgènes .............................................................. 63 

4. Voie de synthèse des corticostéroïdes et des minéralocorticostéroïdes ... 64 

5. Voieàdeàs th seàdesàœst og es .............................................................. 64 

 Stéroïdogenèse et interrelations materno-fœto-placentaires ............................ 64 

 La voie de synthèse et de métabolisation de la testosté o eàda sàl u it àfœto-
placentaire. ............................................................................................................... 67 

 Évolution des stéroïdes sexuels dans le compartiment maternel au cours de la 
gestation ................................................................................................................... 69 

 É olutio àdesàst oïdesàse uelsàda sàleà o pa ti e tàfœtal ....................... 71 

1. Liquide allantoïdien et amniotique ............................................................. 71 

2. Plas aàfœtal ............................................................................................... 73 

Objectifs et stratégies de la thèse ........................................................................................ 74 

Chapitre 2 : Études expérimentales ......................................................................................... 79 

Mise au point des outils analytiques nécessaires à l tudeàdeà laàdispositio àduàBPSàetàduà
BPSGàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire ...................................................................... 79 

 Contexte et objectifs ............................................................................................ 79 

 á e eàdeàl a ti le 1 : Production du BPSG en chromatographie flash ............... 83 

 Materials and methods................................................................................... 84 

1. Animal treatment and sample collection ................................................... 84 

2. BPSG purification from sheep urine by flash chromatography .................. 84 

3. Identification and quantification of BPSG and residual BPS in purified urine 
collected after oral administration of BPS to sheep. ........................................... 84 

 Results ............................................................................................................. 85 

1. Optimization of flash chromatography ....................................................... 85 

2. BPSG identification...................................................................................... 85 

3. BPSG quantification .................................................................................... 86 



Table des matières 

9 
 

 Article 1 ................................................................................................................ 88 

 Conclusion ............................................................................................................ 96 

Dispositio àduàBPSàetàduàBPSGàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire ovine ................. 101 

 Contexte et objectifs .......................................................................................... 101 

 Article 2 .............................................................................................................. 102 

 Étudesà o pl e tai esà àl a ti le 2 ................................................................. 115 

 É aluatio àdeàl e tio àu i ai eàduàBPSGà hezàlesà e is ......................... 115 

 Détermination de la fraction libre du BPS chez laà e isàetàleàfœtusào i  .. 116 

1. Contexte et objectif .................................................................................. 116 

2. Méthode expérimentale ........................................................................... 117 

3. Résultats et conclusion ............................................................................. 118 

 Étude préliminaire 1 : hydrolyse du BPSG dans le liquide amniotique ex vivo
 118 

1. Contexte et objectif .................................................................................. 118 

2. Méthode expérimentale ........................................................................... 119 

3. Résultats et conclusion ............................................................................. 119 

 Conclusions ......................................................................................................... 120 

Étude du transfert placentaire du BPS et du BPSG sur le modèle de perfusion de cotylédon 
humain isolé ....................................................................................................................... 125 

 Contexte et objectifs .......................................................................................... 125 

 Article 3 .............................................................................................................. 128 

 Conclusion .......................................................................................................... 151 

Étudeàdeàl effetàduàBPSàsu àlaàst oïdoge seàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire ovine.
 ............................................................................................................................................ 156 

 Contexte et objectifs .......................................................................................... 156 

 Expérience préliminaire : évaluation de la biodisponibilité du BPS administré par 
voie intramusculaire ................................................................................................... 157 

 Contexte et objectif ...................................................................................... 157 

 Matériels et méthodes ................................................................................. 158 

1. Animaux .................................................................................................... 158 

2. Protocole expérimental ............................................................................ 158 

3. Conservation et analyse des échantillons ................................................. 158 

4. Analyse des données ................................................................................. 159 

 Résultats et conclusion ................................................................................. 159 

 Article 4 .............................................................................................................. 161 

 Conclusion .......................................................................................................... 215 



Table des matières 

10 
 

Discussion générale et perspectives ...................................................................................... 220 

Références bibliographiques .............................................................................................. 230 

Annexe 1 :à Co e tà o à « Pha a oki eti à ofà isphe olà Sà i à hu a sà afte à aà si gleà o alà
ad i ist atio  » ................................................................................................................. 246 

 



Abréviations  

11 
 

Abréviations  

ABC : ATP Binding Cassette 

ANSES :àáge eàNatio aleàdeàS u it àSa itai eàdeàl áli e tatio ,àdeàl E i o e e tàetàduà

Travail 

AUC : Area Under Curve 

BCRP : Breast Cancer Resistant Protein  

BPA : Bisphénol A 

BPAG : BPA Glucuronide 

BPS : Bisphénol S 

BPSG : BPS Glucuronide 

BPSS : BPS Sulfate 

Cmax : Concentration maximale 

CYP : Cytochrome 

DHEA : Déhydroépiandrostérone 

DHEA-S : Sulfate de déhydroépiandrostérone 

DHT : Dihydrotestostérone 

DJA : Dose Journalière Admissible 

DLLME : Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction 

ECHA : European Chemicals Agency 

EFSA : European Food Safety Agency 

EMA : European Medicines Agency 

F : biodisponibilité absolue 

GC : Gaz Chromatography 

GST : Glutathions S transférase 

HSD : Hydroxystéroïde déhydrogénase  



Abréviations  

12 
 

IM : Intramusculaire 

IV : Intraveineuse 

JG : Jour de Gestation 

LMS : Limite de Migration Spécifique 

LOD : Limite de détection 

LOQ : Limite de quantification 

MRP : Multidrug Resistance Protein 

MS/MS : spectrométrie de masse en tandem 

P-gp : P-glycoprotéine 

SDR5A2 :à α-réductase de type 2 

SULT : sulfotransférase 

TK : Toxicocinétique 

tmax :àte psàd o u e eàdeàlaà o e t atio à a i aleà 

UGT : UDP-Glucuronosyltransférase 

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography 

 



Liste des figures 

13 
 

Liste des figures  
Figure 1 : Structures chimiques du BPS et du BPA. .................................................................. 24 

Figure 2 :à‘ pa titio àdeàl utilisatio àduàBPSàda sàlesàdiff e tsàse teu sài dust iels,àsu àlaà aseà
deàlaà pa titio àdeàl utilisatio àduàBPá,àd ap sà[30]. ............................................................. 26 

Figure 3 :à ‘ep se tatio à s h ati ueà deà l e positio à e te e,à deà laà doseà i te eà età deà
l e positio ài te e. ................................................................................................................. 29 

Figure 4 : Répartition des denrées alimentaires aux États-Unis (à gauche) et en Chine (à droite) 
en fonction de leur fréquence de détection du BPS [59.60]. .................................................. 33 

Figure 5 : Fréquence de détection du BPA, BPF, BPS et BPAF dans 42 urines de la population 
générale et concentrations moyennes urinaires en BPS entre 2000 et 2014, d'après [75]. ... 37 

Figure 6 :à ‘ep se tatio à s h ati ueà desà d te i a tsà deà l e positio à fœtaleà au à
xénobiotiques. .......................................................................................................................... 49 

Figure 7 : Localisation des principales protéines de transport exprimées dans le placenta 
hu ai àd ap sà[136]. .............................................................................................................. 54 

Figure 8 :à Volu eà deà li uideà a ioti ueà uà pa à leà fœtusà o i à ha ueà jou à e à fo tio à duà
olu eàdeàli uideàa ioti ueàp se tàda sàleà o pa ti e tàfœtal,àd ap sà[140]. ............. 56 

Figure 9 : Structure cyclopentanophénanthrène caractéristique des hormones stéroïdes et 
transformation des stéroïdes Δ5 en Δ4. .................................................................................... 59 

Figure 10 : Schéma des voies de la stéroïdogenèse ................................................................. 62 

Figure 11 :àS h aàg alàdeàlaàst oïdoge seàauàsei àdeàl u it à ate o-fœto-placentaire.
 .................................................................................................................................................. 65 

Figure 12 : Représentation schématique du métabolisme de la DHEA-Sà pa à l u it à fœto-
placentaire au milieu de la gestation [149].............................................................................. 66 

Figure 13 :àVoieà lassi ueàdeà ios th seàdeàlaàtestost o eàda sàlesàtesti ulesàfœtau ,àd ap sà
[153]. ........................................................................................................................................ 68 

Figure 14 : Synthèse deàlaàtestost o eàda sàlaàsu aleàfœtaleàd ap sà[155]. ................... 69 

Figure 15 :à É olutio à te po elleà desà o e t atio sà d est o eà età d'estrone sulfate, 
d œst adiolàetàd œst adiolàsulfateàda sàlaà ei eàjugulai eàauà ou sàdeàlaàgestatio à hezàlaà e isà
[150]. ........................................................................................................................................ 70 

Figure 16 : É olutio à te po elleà desà o e t atio sà d est o e,à d estrone sulfate et 
d œst adiolàsulfateàda sàleàli uideàalla toïdie àetàa ioti ueàauà ou sàdeàlaàgestatio à hezàleà
fœtusào i à[150]. ...................................................................................................................... 72 

Figure 17 : Chromatogram obtained in Flash chromatography displaying the separation of 
BPSG (9.5 CV) in sheep urine samples from urine interferences and from BPS eluted at 6 CV.
 .................................................................................................................................................. 85 

Figure 18 : MS/MS spectrum obtained for the collected BPSG fractions after flash 
chromatography purification. The parent ion of BPSG is observed at m/z 425. Product ions of 
BPSG are observed at m/z 249, corresponding to the BPS moiety, and at m/z 175, 
corresponding to the glucuronide moiety (Ecoll = 52 eV). ...................................................... 86 

Figure 19 : Excrétion cumulée moyenne du BPSG, dans les urines maternelles, dans les 24 h 
ap sà laà de i eà ad i ist atio à deà BPS,à est-à-di eà à l tatà d uili e,à e p imée en 
pourcentage de la dose de BPS administrée de 5 mg/k par voie IV à deux brebis. .............. 115 

Figure 20 :à Des iptio à s h ati ueà duà p i ipeà deà laà dial seà à l uili eà utilis à pou à laà
détermination de la fraction libre et liée du BPS aux protéines plasmatiques. .................... 117 

Figure 21 :à Vitesseà d h d ol seà duà BPSGà ol/h à età olutio à te po elleà desà ua tit sà
cumulées de BPS formé (nmol) dans le liquide amniotique maintenu sous agitation à 37 °C.
 ................................................................................................................................................ 120 

file://///svdomaine/edc/projets2015-2018/BPSfetalexpo/Soutenance/Rédaction/Manuscrit/Version%20finale%20finale/Thèse_VFF.docx%23_Toc520970063


Liste des figures 

14 
 

Figure 22 : Schéma du système de perfusion de cotylédon humain isolé en circuit ouvert. Les 
i ulatio sà fœtaleà età ate elleà so tà e esà e p i e tale e tà e à faisa tà i ule à duà

milieu de Earle. Les conditions physiologiques de température, de pH et de débit 
ot l do ai eà ate elsàetàfœtau àso tà o t ôl es,àd ap sà[ ]. ....................................... 125 

Figure 23 :à‘ep se tatio às h ati ueàduàp e ie àp oto oleàe p i e talàpou àl tudeàduà
transfert placentaire du BPS-d à á à età duàBPSGà B .à L utilisatio àdeàBPSà BPSG à a u à auà
deutérium permet de distinguer dans les échantillons collectés le BPS (BPSG) qui provient de 
laà i ulatio à ate elleà ouà fœtale.à L a tip i eà està u à a ueu à deà diffusio à passi eà
pe etta tàdeà ifie à l i t g it à duàpla e taàetàai siàdeà alide à l e p ie eàdeàpe fusio .
 ................................................................................................................................................ 126 

Figure 24 :à‘ep se tatio às h ati ueàduàp oto oleàd tudeàduàt a sfe tàpla e tai eàduàBPSà
marqué au deutérium (BPS-d4) et du BPSG simultanément, dans le sens materno-fœtalà á àou 
fœto- ate elà B .àL utilisatio àdeàBPSà a u àauàdeut iu àpe etàdeàdisti gue àleàBPS-d4 
ajout à auà li uideà deà pe fusio ,à duà BPSà uià pou aità p o e i à deà l h d ol seà duà BPSG.à
L a tip i eàestàutilis eà o eà a ueu àdeàdiffusio àpassi e. .......................................... 126 

Figure 25 :àCo pa aiso àduàtau àd e t a tio àetàdeàlaà lai a eàt a spla e tai eàduàBPSà leu à
et du BPA (rouge) évalués sur un modèle de cotylédon humain isolé, les données concernant 
le BPA sont issues de Corbel et coll. [184]. ............................................................................ 152 

Figure 26 :à Co pa aiso à duà tau à d e t action et de la clairance transplacentaire du BPSG 
(bleu) et du BPAG (rouge) évalués sur un modèle de cotylédon humain isolé les données 
concernant le BPA sont tirées de Corbel et coll. [184]. ......................................................... 152 

Figure 27 :à P oto oleà e p i e talà deà l tudeà deà l i pa tà d u eà e positio à ate elleà
h o i ueà auà BPSà su à l uili eà st oïdie à da sà l u it à ate o-fœto-placentaire. GD : 

Gestation Day, LA : liquide amniotique, LCR : liquide céphalo-rachidien, n :à o eàd a i au .
 ................................................................................................................................................ 157 

Figure 28 : Représentation graphique de la décroissance des concentrations plasmatiques 
individuelles en BPS en fonction du temps pour la brebis 1 (en haut) et la brebis 2 (en bas) 
ap sàad i ist atio àd u eàdoseàdeà  mg/kg de BPS par voie IV (A) ou IM (B). ................... 160 

Figure 29 : Comparaison des mécanismes qui déterminent la disposition du BPS (en haut) et 
duà BPáà e à as à da sà l u it à ate o-fœto-placentaire dans le modèle ovin en fin de 
gestation. ................................................................................................................................ 224 

 

file://///svdomaine/edc/projets2015-2018/BPSfetalexpo/Soutenance/Rédaction/Manuscrit/Version%20finale%20finale/Thèse_VFF.docx%23_Toc520970084
file://///svdomaine/edc/projets2015-2018/BPSfetalexpo/Soutenance/Rédaction/Manuscrit/Version%20finale%20finale/Thèse_VFF.docx%23_Toc520970084
file://///svdomaine/edc/projets2015-2018/BPSfetalexpo/Soutenance/Rédaction/Manuscrit/Version%20finale%20finale/Thèse_VFF.docx%23_Toc520970084
file://///svdomaine/edc/projets2015-2018/BPSfetalexpo/Soutenance/Rédaction/Manuscrit/Version%20finale%20finale/Thèse_VFF.docx%23_Toc520970084


Liste des tableaux 

15 
 

Liste des tableaux 
Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques du BPS et du BPA. ................................................. 25 

Tableau 2 : Concentrations en BPS dans les papiers. ............................................................... 31 

Tableau 3 : Concentrations en BPS dans les urines humaines. ................................................ 40 

Tableau 4 : Concentrations en BPS dans le sérum, le plasma, les globules rouges et le lait 
maternel humains. ................................................................................................................... 42 

Tableau 5 : Concentrations plasmatiques de progestérone (P4, g/ L ,àd est o eà E ,àpg/ L ,à
d œst adiolà E ,à pg/ L à età d est o eà sulfateà E S,à pg/ L à da sà laà ei eà ut i eà UTV à età
l a t eàut i eà Uá àauà ou sàdeàlaàgestatio à hezàlaà e isà[156]. Effet du jour de gestation, 
1 p< .  ;à àp< .  ;à  NS. ........................................................................................................ 71 

Tableau 6 :àCo e t atio sàdeàp ogest o eà P ,àd est o eà E ,àd œst adiolà E àetàd estrone 
sulfateà E S àda sàleàli uideàalla toïdie àauà ou sàduàde ie àtie sàdeàlaàgestatio à hezàleàfœtusà
ovin [156].................................................................................................................................. 72 

Tableau 7 :àÉ olutio àte po elleàdesà o e t atio sàd œst og esàda sà leàplas aàfœtalàdeà
JG80 à JG140 [150]. .................................................................................................................. 73 

Tableau 8 : Méthodes de dosage du BPS et du BPS conjugué dans les matrices biologiques 
pu li esàda sàlaàlitt atu eàjus u e à ,àa eàduàd eloppe e tàduàdosageàsi ulta àduà
BPS et du BPSG au laboratoire. ................................................................................................ 81 

Tableau 9 : Principaux paramètres de la méthode de dosage du BPS et du BPSG ainsi que leurs 
composés deutérés (BPS-d4, BPS-d8 et BPSG-d8) dans les matrices biologiques. ................. 97 

Tableau 10 : Moyenne (± ET) des pourcentages de liaison du BPS et du BPA aux protéines 
plas ati uesàsu àdesàpoolsàdeàplas aàdeà e isàg a idesàetàdeàfœtusào ins en fin de gestation.
 ................................................................................................................................................ 118 

Tableau 11 : Paramètres TK du BPS après une administration IV et une administration IM à 
deux brebis. ............................................................................................................................ 160 

Tableau 12 : Comparaison des clairances placentaires du BPS, BPSG, BPA et BPAG chez la 
brebis et chez la femme. ........................................................................................................ 227 

 



Introduction générale 

16 
 

Introduction générale 
 

Dans les années 1990, la notion de perturbateur endocrinien est apparue suite à 

l o se atio àdeàt ou lesàdeàlaàfo tio à ep odu t i eà hezàlesàa i au àdeàlaàfau eàsau ageà

dans les pays industrialisés liés à la présence de substances chimiques dans l e i o e e t 

[1]. En parallèle, une dégradation de la fertilité hezàl ho eàa été mise en évidence dans 

plusieurs pays [2–4]. ái sià hezà l ho e, une oligospermie, une augmentation des 

alfo atio s,à tellesà ueà l h pospadias et la cryptorchidie et une augmentation du cancer 

testiculaire ont été observés, sans étiologie clairement identifiée [5,6]. Ces différentes 

anomalies pourraient avoir comme origine un dysfonctionnement du développement 

testi ulai e.àL h poth seàa a eàpou àe pli ue à eàs d o eàd sg si ueàtesti ulai eàestà

l e positio àp ataleàau àpe tu ateu sàe do i ie sàpe da tàlaàfenêtre de masculinisation. 

C està da sà eà o te teà ueà s està te ue la conférence de Wingspread regroupant des 

biologistes de la faune sauvage et des endocrinologistes, qui ont pour la première fois dressé 

un état des lieux des substances chimiques présentes da sà l e i o e e tà sus epti les 

d a oir un potentiel perturbateur endocrinien [7]. Ainsi, un lien a été faitàe t eàl aug e tatio à

oissa teàdeà l utilisatio àdeàsu sta esà hi i uesàauà ou sàduàXXe si leàetà l appa itio àdeà

troubles sans étiologie clairement identifiée.        

En 1996, à la suite d u  o kshopàsu à l aluatio àdesà is uesàpou à laà sa t àetàdesà

effetsà su à l e i o e e tà des perturbateurs endocriniens,à l age eà deà p ote tio à deà

l e i o e e tàdesàÉtats-Unis (USEPA) a proposé de définir un perturbateur endocrinien 

comme « u e su sta e e og e ui i te f e a e  la p odu tio , la li atio , le transport, le 

ta olis e, la liaiso , l’a tio  ou l’ li i atio  des ho o es atu elles espo sa les du 

ai tie  de l’ho ostasie et de la gulatio  du d eloppe e t de l’o ga is e » [8]. En 2002, 

l O ga isatio à o dialeàde la Santé (OMS) a défini un perturbateur endocrinien comme « u e 

substance ou un mélange de substances exogènes altérant les fonctions du système 

endocrinien et induisant des effets nocifs sur la santé d'un organisme intact, de ses 

descendants ou (sous) – populatio s » [9].  

Bie à ueà oi sàp iseà ueà elleàdeàl USEPá,à etteàde i eàd fi itio àaà t à ep iseàpa à

la Commission eu op e eà e à ,à suiteà à deà o eu à d ats.à E à effet,à pou à u u eà

substance soit qualifiée de perturbateur endocrinien, il faut qu'elle exerce un effet néfaste 
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a à iaàu à odeàd'a tio àe do i ie .àE à alit ,àleàlie àdeà auseà àeffetàe t eàl effetàavéré 

et le mécanisme endocrinien est souvent difficile à démontrer et de ce fait, cette définition 

exclut un grand nombre de substances, dont les bisphénols. La Commission européenne a 

donc repris la définition deà l OMSàe à àajouta tà laàdi e sio àdeàpe turbateur endocrinien 

présumé et celle de danger plausible bien que non avéré de ces substances pour la santé, ce 

qui rend possible la mise en place de mesures préventives au nom du principe de précaution 

[10].  

La mise en évidence du potentiel perturbateur endocrinien d u eà su sta eàestàu à

véritable challenge scientifique pour plusieurs raisons : (1) l ho eàestàgénéralement exposé 

à de nombreux contaminants, à faible dose, tout au long de sa vie, notamment pendant la 

période prénatale. (2) Les effets des perturbateurs endocriniens exercés pendant cette 

période peuvent se manifester de façon différée,à à l geà adulte. (3) Les effets des 

perturbateurs endocriniens s e p i e tàselo àdesàs h asà uià o tà àl e o t eàdesà o eptsà

de la toxicologie classique partant du postulat que la dose fait le poison. En effet, une relation 

non monotone entre la dose et la réponse (courbe dose- po seàe à« U »àouà« U »ài e s à

existe pour les perturbateurs endocriniens [10,11]. Par ailleurs,à laà p iodeà fœtaleà està

considérée comme une période à risque vis-à- isà deà l exposition à des perturbateurs 

endocriniens. Ainsi, une exposition prénatale même à bas bruit, au cours du développement 

està fo te e tàsuspe t eàd t eà i pli u e da sà l i itiatio àd effetsà iologiques exprimés de 

façon différés hezàl adulte.à 

Parmi les perturbateurs endocriniens, le Bisphénol A (BPA), très largement utilisé dans 

l i dust ieàplasturgique, aà faità l o jetàdeà o eusesàpol i ues.à Il a été progressivement 

interdit dans les contenants alimentaires dans différents pays [12] en raison de ses effets 

perturbateurs endocriniens observés hezà l a i alà età suspe t sà hezà l ho eà [13]. Pour 

remplacer le BPA dans ses applications industrielles, d aut esà isph ols,àcomme le Bisphénol 

S (BPS), sont de plus en plus utilisés, sans évaluation préalable de leur potentiel perturbateur 

endocrinien. 

Quelques études de biosurveillance humaine ont mises en évidence une exposition au 

BPSà àlaàfoisà hezàl adulte et le fœtusà[14] et des études toxicologiques suggèrent que le BPS 

p se te,à àl i sta àduàBPá,àu àpote tielàpe tu ateu àe do i ie à[15]. À l heu eàa tuelle,àles 

données toxicocinétiques (TK) du BPS sont limitées etàau u eà eà o e eàl e positio àfœtale.à
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Ainsi, leàd eloppe e tàd u à od leàTK capable de prédire l e positio ài te eàduàfœtusàau 

BPS està iti ueàpou àu eà aluatio àduà is ueàli à àl e positio àdesàfe esàe ei tes et de 

leu àfœtus au BPS. En effet, une analyse éclairée des implications en termes de santé humaine 

desà tudesàto i ologi uesà alis esà hezàl a i alà essiteàdeà a a t ise àl e positio ài te eà

fœtaleà hu ai eà età deà laà o pa e à au à o e t atio sà plas ati uesà associées à un effet 

biologique chez les animaux exposés in utero.  

Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse étaient de déterminer les mécanismes 

d e positio àfœtaleàauàBPSàetàdeà a a t ise àdesà io a ueu sàph ot pi uesàd e positio à

fœtaleàet/ouàd effetàduàBPSà àpa ti àd u eàsig atu eàst oïdie e. 

Ce travail de recherche a été réalisé sous la direction de Nicole Hagen-Picard et de 

Marlène Lacroix, da sàl uipeà« Gestatio àetàPe tu ateu sàE do i ie s »àetàauàsei àdeàlaà

platefo eà« á io  »à uiàappa tie e tà àl U it àMi teàdeà‘e he he 1331, Toxalim, centre 

de recherche en toxicologie alimentaire, Institut National de la Recherche Agronomique 

(INRA), École Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT).àL uipeà« Gestatio àetàPe tu ateu sà

Endocrinie s »às i t esseà àl e positio àfœtaleà àdesà o ioti uesàda sàleà utàdeà o t i ue à

à l aluatio à duà is ueà pour la santé humaine li à à l e positio à au à o ioti ues. La 

platefo eà« á io  »àd eloppeàdesà thodologiesàp i ipale e tà as esàsu àl utilisation de 

la résonance magnétique nucléaire et de la spectrométrie de masse pour la caractérisation de 

l e positio à àdesà o ta i a ts,àseulsàouàe à la ge,àetàdeàleu sàeffets. 

Ceàp ojetàdeàth seàfaitàpa tieài t g a teàd u àp ojetài titul à« BPSàFetalE po » financé 

par l Agence Nationale de Sécurité Sa itai eà deà l Ali e tatio ,à deà l Environnement et du 

T a ailà áNSES à da sà leà ad eà d u à appelà à p ojetsà « PN‘-EST  ».à Laà ou seà deà th seà

adoss eàauàp ojetàaà t à ofi a eàpa àl IN‘áàetàpa àlaàDirection Générale de l Enseignement 

et de la Recherche duàMi ist eàdeàl ág i ultu e. 

Le premier chapitre de ce manuscrit synthétise les données bibliographiques 

essai esà à laà o p he sio à deà eà p ojet.à Toutà d a o d,à u eà p e i eà se tio à està

consacrée au BPS. Elle d itàsesàutilisatio sàe àta tà ueàsu stitutàduàBPá,à à l o igi eàdeàsaà

p se eà u i uitai eà da sà ot eà e i o e e t.à Lesà odesà d a tio à pe tu ateu à

e do i ie àduàBPSàetàsesàeffetsàad e sesàso tàe suiteàe isag s.àL i t odu tio àdo u e teà

également les oiesàd e positio àetàlesàesti atio sàdesà i eau àd e positio àdeàlaàpopulatio à

humaine, et fait la synthèse des quelques données TK sur le BPS. La deuxième partie décrit les 
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a a t isti uesàph siologi uesàfœtalesàetàpla e tai esà essai esà à laà o p hension des 

a is esàd te i a tàl e positio àfœtaleàau à o ioti ues.àLaàt oisi eàpa tieàd itàlaà

st oïdoge seàetàsesàpa ti ula it sàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire.  

Après ce premier chapitre bibliographique, les objectifs du projet et le choix des 

stratégies expérimentales utilisées pour atteindre ces objectifs sont présentés.   

Le chapitre deux décrit les quatre études expérimentales réalisées au cours de la thèse. 

Dans un premier temps, il a été nécessaire de développer des outils analytiques pour le dosage 

simultané du BPS et de son principal métabolite, le BPS Glucuronide (BPSG) dans les matrices 

biologiques. La deuxième étude expérimentale décrit la disposition du BPS et du BPSG dans 

l u it à ate o-fœto-placentaire sur le modèle intégratif de la brebis gravide instrumentée. 

Compte tenu des différences interspécifiques de placentation entre le modèle ovin et 

l ho e,à laà t oisi eà pa tieà e p i e taleà o e eà l tudeà du transfert placentaire 

bidirectionnel du BPS et du BPSG sur le modèle de cotylédon humain perfusé. La dernière 

étude expérimentale porte sur la caractérisation de biomarqueurs phénotypiques 

d e positio à fœtaleàet/ouàd effetàduàBPSà àpa ti àd u eà sig atu eà st oïdie eàda sà l u it à

materno-fœto-placentaire ovine. 

L e se leàdeà ses résultats sont mis en perspective dans la discussion générale du 

manuscrit pour déterminer si la substitution du BPA par le BPS est une alternative acceptable 

e àte esàdeà is ueàpou àlaàsa t àli à àso àpote tielàd e positio àfœtale. 
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Chapit e  : Étude i liog aphi ue 
Partie 1 : Le bisphénol S, un substitut majeur du Bisphénol A 

 Historique  

Le BPA, 2.2 – bis (hydroxyphenyl) propane, a fait l o jetàdeà o eusesà e he hesà

pour des applications à visée contraceptive à la fin du XIXe siècle [16]. Cependant, son activité 

œst og i ueà ta tà elati e e tà fai leà pa à appo tà à elleà deà l œst adiol,à l i dustrie 

pharmaceutique lui préféra le diéthylstilbestrol, connu en France sous le nom de distilbène 

[17]. 

Le BPA est ensuite apparu da sàl i dust ieàplastu gi ueàsuiteà àlaà iseàauàpoi tàe à à

par H. Schnell, L. Bottenbruch, et H. Krimm, pou àlaàso i t àBa e ,àd u àpol eàdeàplasti ue, 

nommé polycarbonate, synthétisé à partir de monomère de BPA [18]. Il a alors été produit à 

hauteur de plusieurs millions de tonnes par an [19,20] etàutilis àda sàlaàfa i atio àd u àg a dà

nombre de produits de consommation courante [21].  

Cepe da t,àleàBPáàaàfaitàl o jetàdeà o eusesàpol i ues,à ota e tàau sein de la 

communauté scientifique etàdesàage esàd aluatio ,àli esà ota e tà àlaàdi e ge eàe t eà

les concentrations plasmatiques prédites par les données TK (deà l o d eà duà pg/mL), et 

certaines des valeurs rapportées dans les études de biosurveillance deà l o d eàduà g/ L . 

Suiteàau à appo tsàdesàage esàd aluatio àeu op e eàetàf a çaiseà uià ette tàe àlu i eà

desài e titudesàsu àlesàeffetsàsa itai esàpote tielsàd u eàe position prénatale au BPA, la Dose 

Journalière Admissible (DJA)1, évaluée initialement à 50 µg/kg/jour a été réduite à 

4 µg/kg/jour en 2015 [22].  

Parallèlement à ces évaluations, différents pays ont, par mesure de précaution, 

interdit certains usages du BPA. Le Canada est le premier pays à légiférer sur le BPA et à avoir 

interdit son utilisation dans les vaisselles pour enfant en 2008, puis dans tous les contenants 

ali e tai esàe à .àL U io àeuropéenne, en 2011, puis les États-Unis, en 2012, ont pris des 

mesures similaires en interdisant le BPA dans la vaisselle à destination des enfants [12,19]. En 

                                                      
1 Dose Journalière Admissible :àdoseà u u à individu peut ingérer quotidiennement tout au long de sa vie, sans 
effet adverse pour sa santé. 
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France, la directive européenne a été mise en application en 2013 et le BPA est maintenant 

interdit dans tous les contenants alimentaires [23].  

Plus récemment, différentes agences ont souhaité définir et prendre en compte des 

it esàd aluatio àdes perturbateurs endocriniens. Ainsi, en juin 2017, le BPA a été classé 

pa ià lesà su sta esà e t e e tà p o upa tesà SVHC à pa à l age eà eu op e eà desà

produits chimiques (ECHA), au titre de ses propriétés de perturbateur endocrinien pour 

l ho eà[24,25].   

Ces interdictions ont obligé les industriels à remplacer progressivement le BPA par des 

analogues structuraux, tels que le BPS, qui ont des propriétés plastifiantes et thermiques 

similaires au BPA. Ainsi, le BPS a été utilisé pour la fabrication de polymères de plastiques à 

partir des années 2000 [12,18], alors que sa synthèse avait déjà été décrite en 1869 pour son 

usage en tant que colorant, soit quelques décennies avant celle du BPA (1891).  

 Caractéristiques physico-chimiques, utilisation et règlementation du BPS 

 Structure et propriétés physico-chimiques du Bisphénol S 

Le BPS, 4.4' – sulfonyldiphénol, est une substance chimique de la famille des 

bisphénols. Il se distingue du BPA par son groupement sulfonyle qui relie les deux cycles 

ph oli ues,à o u sà àl e se leàdesà isphénols (Figure 1).  

 

 

LeàBPSàestàs th tis à àpa ti àd u àph olà uià agità in situ avec un acide sulfurique 

pou àfo e àl a ideàphénolsulfonique qui, avec un autre phénol, va former le BPS avec un taux 

deà e de e tàdeàl o d eàdeà  %.àLeàBPSàp e dàlaàfo eàd u eàpoud eà la he cristalline et 

inodore [26]. De par son groupement sulfonyle, il présente des propriétés physico-chimiques 

différentes du BPA (Tableau 1) [19,27,28]. En effet, le BPS est moins lipophile que le BPA et à 

pH physiologique (7.4), il se trouve à l uili eà e t eà saà forme ionique (basique) et non 

ionique a ide àalo sà u à eàpH, le BPA est majoritairement sous sa forme non ionique. 

Figure 1 : Structures chimiques du BPS et du BPA. 
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 Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques du BPS et du BPA. 

Propriété Bisphénol S  Bisphénol A 

Formule brute  C12H10O4S C15H16O2 
Masse molaire  250.27 228.29 
Coefficient de partage n-octanol/eau (Log Pow)  1.65 3.32 
Co sta te d’io isatio  (pKa1-pKa2) 7.42-8.03 9.63-10.4 

 Utilisation du BPS 

Le BPS est utilisé pour la fabrication de polymères de plastiques tels que les résines 

polyéthersulfones, polycarbonates et époxy. Les résines polycarbonates sont des plastiques 

transparents et résistants aux chocs. Les résines polyéthersulfones et époxy ont en plus 

l a a tageàd t eàthe i ue e tàsta les.àLesà si esà po àposs de tàe àplus une résistance 

à la corrosion. En tant que co-monomère, le BPS entre dans la fabrication de résines 

phénoliques et polyesters. Ces polymères de plastiques trouvent des applications dans divers 

se teu s,àdo tà l i dust ieàali e tai e (revêtement protecteur des emballages alimentaires), 

l auto o ileà it ageàdeàs u it ,àpei tu es ,àl le t i it ,àl le t o i ueà fa i atio àdeà i uitsà

imprimés) et le secteur médical (instruments de laboratoire et matériel médical). Ils servent 

également à la fabrication de vaisselles et produits de consommation courante. 

De plus, le BPS est utilisé comme additif dans le revêtement des papiers thermiques 

tels que les tickets de caisse et les reçus bancaires dans lesquels il agit en tant que révélateur 

d e eàlo s ueàleàpapie àestà hauff .àDa sàl i dust ieà hi i ue,àleàBPSàestàu ài te diai eà

chimique dans la production de teinture et intervient dans la fabrication de retardateurs de 

flamme [29,30]. 

L INE‘ISàfaitàl hypothèse que la répartition des usages du BPS est identique à celle du 

BPA [30],à est-à-dire une utilisation principalement pour la fabrication de plastiques de type 

polycarbonate (Figure 2). Cette répartition ne prend pas en compte des utilisations propres 

au BPS telles que la fabrication de résines polyéthersulfones qui està àl o igi eàdeàl utilisatio à

duà BPSà da sà lesà se teu sà deà l le t i it ,à l le t o i ue,à l auto o ile,à l opti ue,à l i dust ieà

alimentaire, le domaine di al,à l a iatio ,à l a ospatiale et dans le domaine militaire. En 

conséquence, bien que les domainesàd utilisatio àduàBPSàsoie tàdo u e t s,à ousà eàso esà

pasàe à esu eà àl heu eàa tuelleàdeà ua tifie  cette répartition.  



Étude bibliographique 

26 
 

 

Figure 2 : R pa titio  de l’utilisation du BPS dans les différents secteurs industriels, sur la base de la 
pa titio  de l’utilisatio  du BPA, d’ap s [30]. 

 Règlementation du BPS  

À eàjou ,àlesàdo esà o e a tàlaàp odu tio àetàl i po tatio à o dialeàdeàBPSàso tà

peu précises. Aux États-U is,à laàp odu tio àet/ouà l i po tatio àdeàBPSàso tàesti esàe t eà

450 et 5000 tonnes par an [29,30].àL ECHáàesti eà ueàlaàp odu tio àet/ouàl i po tatio àdeà

BPS dans la zone économique européenne varient de 10 000 à 100 000 tonnes par an [31]. Le 

BPS est soumis à la règlementation REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and 

restriction of Chemicals) et dans ce cadre, il a été enregistré par les industriels (fabricants 

et/ou utilisateurs) en 2010 auprès de l ECHA.  

L utilisatio àduàBPSàda sàl i dust ieàag oali e taire est soumise à la règlementation 

UE n° 10/2011 su àl utilisatio àdesà at iau àetào jetsàe à ati eàplasti ueàdesti sà àe t e à

en contact avec les denrées alimentaires. Cette règlementation fixe une limite de migration 

spécifique (LMS) correspondant à laà ua tit à a i aleàauto is eàd u eà su sta eàdo eà

cédée par un matériau ou objet aux denrées alimentaires ou aux simulants de denrées 
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alimentaires. Le BPS étant capable de migrer depuis le revêtement intérieur des boîtes de 

conserve et des cannettes vers leur contenu [32], sa LMS a été fixée à 0.05 mg/kg [33].  

De plus, des études toxi ologi uesà alis esà hezàleà atào tàpe isàd esti e àu eàdoseà

sans effet nocif observé de 60 mg/kg/jour par voie orale (DSENO ou NOAEL (Non Observable 

Adverse Effect Level)) pour les effets reprotoxiques, et une Dose Minimale avec Effet Nocif 

observé de 20 mg/kg/jour par voie sous-cutanée (DMENO ou LOAEL (Lowest Observed 

Adverse Effect Level)), pour des effets utéro-trophiques [29]. À eàjou ,à eà o pos à estàpasà

réglementé car aucune évaluation duà is ueàli à àl e positio àauàBPSà estàdispo i leàetàpar 

conséquent laàDJáà aàpasà t à ta lie.à 

 Effets toxicologiques du BPS 

Le BPS présente un potentiel perturbateur endocrinien œstrogéno-mimétique et anti-

androgénique. Il est capable de se lier aux récepteurs nucléaires aux œstrogènes et plus 

faiblement aux récepteurs aux androgènes (hAR) [34]. À des concentrations très faibles (de 

l o d eàduàpi o olai e , sur un modèle de cellules hypophysaires de rat, la liaison du BPS aux 

récepteurs membranaires de l œstradiol induit des effets similaires à ceux du BPA. Le BPS 

perturbe la signalisation cellulaire et conduit à une prolifération cellulaire altérée et à la mort 

cellulaire [35].  

Sur la base de données in vivo limitées, le BPS exerce un effet œstrogénique révélé par 

son effet utéro-trophique, mis en évidence chez le rat pour la plus faible dose testée 

(20 mg/kg/jour par voie sous-cutanée pendant 3 jours) [36]. Cependant, eàs ilàp sente 

qualitativement les mêmes effets que le BPA sur les récepteurs aux œstrogènes, le BPS 

p se teàu àplusàfai leàpote tielàd a ti it àœstrogénique ou anti-androgénique [15,37,38]. 

Des effets du BPS sur la stéroïdogenèse, comparables à ceux du BPA ont été mis en 

évidence in vitro et ex vivo. Sur un modèle de lignée cellulaire de carcinome surrénalien 

humain (H295R) ou sur un modèle de cellules de Leydig murine MA10, l e positio àauàBPSà

i hi eà laà p odu tio à deà testost o e,à d a d ost edio eà età deà déhydroépiandrostérone 

(DHEA), mais également de cortisol et de corticostérone. Le BPS stimule la production de 

progestagènes e ài hi a tàl e p essio àdeàlaà α-réductase et du CYP17A1 [15,37,39,40].  

Des effets similaires ont été observés ex vivo su àdesàe pla tsàdeà testi ulesà fœtau à

humains (à des concentrations supérieures ou égales à 10 nM de BPS) et de souris (à des 
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concentrations supérieures ou égales à 1000 nM).à Su à lesà e pla tsà testi ulai esà fœtau àdeà

souris, le BPS (10 000 M à duità l e p essio à deà diff e tsà g esà i pli u sà da sà laà

biosynthèse des stéroïdes et notamment de la testostérone (Star, Hsd3b1, Cyp17a1), mais pas 

du CYP11A1 [41].  

Chez le rat mâle, une exposition subchronique au BPS à la dose de 50 µg/kg/jour 

pendant 28 jours induit une diminution des concentrations de testostérone intratesticulaire 

et plasmatique [42].  

Des effets du BPS sur le développement ont également été mis en évidence. Une étude 

réalisée chez le nématode C. Elegans a montré que le BPS, comme le BPA, a un effet délétère 

su àlaàfo tio à ep odu ti e,àe ài duisa tàl apoptoseàdesà ellulesàge i alesàetàlaàdi i utio à

de la viabilité embryonnaire [38].  

Deux études réalisées chez le poisson-z eà o tà o t à ueà l e positio à auà BPSà

alt aitàlaàfo tio à ep odu ti eàe àdi i ua tàlaàp odu tio àd œufs,àleàpoidsàdesàgo adesàouà

encore la longueur du corps des nouveau-nés [43,44]. Une augmentation du sexe-ratio 

femelle/mâle a également été mise en évidence [44]. Le BPS augmente les concentrations 

plas ati uesàd œstradiol (pour des concentrations de BPS > 0.5 ng/mL chez les mâles et > 

10 ng/mL chez les femelles) et diminue les concentrations de testostérone chez les mâles 

(pour des concentrations de BPS > 10 ng/mL). Ces effets sont associés à une augmentation de 

l e p essio àduàg eàdeà l a o ataseàetà àu eàdi i utio àdeà l e p ession des gènes codant 

pour les CYP17 et 17βHSD dans les gonades [43–45]. 

L e se leàdeà esà tudesài di ue tà ueàleàBPSàpou aitàa oi àdesàeffetsàœst og i uesà

ou anti-a d og i ues,àetà u ilàpou aitàagi àsu àdiff e tesàe z esàdeàlaàst oïdoge se.àCesà

a is esà d a tio à pou aie tà a oi à desà o s ue esà d l t esà su à laà fo tio à deà

reproduction, notamment pendant la période critique du développement. 

En raison du potentiel perturbateur endocrinien du BPS, des chercheurs alertent la 

communauté scientifique sur le fait que le e pla e e tàduàBPáàpa àleàBPSàpou aitàs ajoute à

aux cas des « substitutions regrettables » [15,19,20,37,38].  
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 Exposition humaine au BPS 

Le risque lié à l e positio àauàBPSàd pe dàd u eàpa tàdeàso àpote tielàpe tu ateu à

e do i ie ,à aisà gale e tà duà i eauà deà l e positio à hu ai eà i te eà au BPS. La dose 

interne correspond à laà ua tit à deà BPSà a so ,à est-à-dire ayant atteint la circulation 

systémique, que cela soit sous forme native (aglycone) ou sous forme métabolisée. Elle peut 

être évaluée par les concentrations plasmatiques ou urinaires en BPS total (BPS aglycone + 

BPS métabolisé) (Cf. Infra : V.Do esàto i o i ti uesàduàBPSà hezàl a i alàetà hezàl Ho e 

et Figure 3). 

La dose interne peut être estimée par les i eau àd e positio àe te eàau BPS associés 

au àdiff e tesà oiesàd e positio ,àcorrigée par leur oeffi ie tàd a so ptio à espe tifà o eà

elaàaà t àfaitàpou àleàBPáàpa àl áNSESàen 2013 [46] et par l agence européenne de sécurité 

sanitaire des aliments (EFSA) en 2015 [47].  

C estàl e positio ài te eàau BPS, évaluée par les concentrations plasmatiques de BPS 

aglycone, qui est pertinente pour la caractérisation du risque car le BPSG est dépourvu 

d activité œstrogénique (Figure 3).    

 

Figure 3 : Rep se tatio  s h ati ue de l’e positio  e te e, de la dose i te e et de l’e positio  
interne.  
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 L’e positio  hu ai e e te e 

1. Les papiers 

Le BPS est présent dans tous types de papiers (Tableau 2). Dans les papiers thermiques, 

les concentrations de BPS peuvent varier de 0.000   8 µg/g (Limite de détection (LOD) = 

0.000 01 µg/g) à 30.1 µg/g (LOD non précisée) [48,49]. Ces différences peuvent être liées à la 

grande diversité des échantillons collectés et à leur provenance, les diff e tsàpa sà a a tà

pas adopté la même politique de remplacement du BPA. En effet, en Allemagne, la fréquence 

de détection du BPS indique une faible utilisation du BPS, car le BPA a été principalement 

remplacé par le Pergafast® 201 ou PF201 dans les papiers [50]. À l i e se, le BPS est 

largement retrouvé dans les tickets de caisse utilisés aux États-Unis et en Asie, a à està leà

principal substitut du BPA [51]. Tous pays confondus, les concentrations en BPS retrouvées 

dans les papiers thermiques sont du même ordre de grandeur que celles en BPA avec une 

fréquence de détection moyenne du BPS (54 %) toutefois moins élevée que celle du BPA 

(93 %) [49].  
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Tableau 2 : Concentrations en BPS dans les papiers. 

Type/catégorie d'aliment Pays n 
Concentration médiane [étendue] 

(µg/g) 
FD (%) 

LOD/LOQ de la 
méthode (µg/g) 

Référence 

Tickets de caisse  Brésil 190 11.9 [11.0-22.0] 6.3 0.030 [52] 

 USA Minnesota 19 11.0 [8.50-18.0] 47 100 [49] 

 USA Missouri 50 23.2 [15.2-30.1] 52 ND [53] 

 

USA Caroline 
du Nord 77 14.0 [0.030-26.2] 52 

20 [54] 

 USA New York 81 7.40 [0.0000138-22.0] 100 0.000 010 [51] 

 USA 3 états 10 0.400 [0.00300-12.0] 100 0.000 010 [51] 

 Japon 6 5.50 [0.000500-6.10] 100 0.000 010 [51] 

 Corée du Sud 11 0.000800 [0.00009-0.0100] 100 0.000 010 [51] 

 Vietnam 3 0.000300 [0.000100-0.000600] 100 0.000 010 [51] 

 Suisse 124 10.0 [8.30-12.6] 3.2 2000 [39] 

 Danemark 13 6.20 [0.00800-8.10] 62 7.0 [55] 

 Estonie 60 0.00300 [0.000100-6.00] 85 1.0 [49] 

 Finlande 10 0.0100 [0.000900-0.200] 40 0.1 [56] 

 France 50 8.10 [5.10-10.1] 24 1.0 [29] 

 Italie 50 0.0300 [0.0100-3.60] 56 0.040 [57] 

 Pays-Bas 6 13.3 [13.1-13.4] 33 50 [58] 

 Allemagne  311 0.0136 [ND] 9 3 [50] 

Papier de copie non-carbone Danemark 3  <LOD 0.0  [55] 

Papier imprimé recyclé Danemark 1 <LOD 0.0  [55] 

Papier imprimé vierge Danemark 1 <LOD 0.0  [55] 

Reçus d'addition États-Unis 52 0.0301 [<LOQ-4.04] 94 0.000 1  [51] 

Flyers  États-Unis 30 0.0109 [<LOQ-5.41] 80 0.000 1 [51] 

Magasine États-Unis 5 0.000100 [<LOQ-0.0045] 40 0.000 1 [51] 

Tickets États-Unis 4 5.27 [0.183-5.93] 100 0.000 1 [51] 

Enveloppes États-Unis 5 0.870 [0.476-8.08] 100 0.000 1 [51] 

Journaux États-Unis 8 0.000100 [<LOQ-0.840] 25 0.000 1 [51] 
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Tableau 2 : Concentrations en BPS dans les papiers (suite). 

Type/catégorie d'aliment Pays n 
Concentration médiane [étendue] 

(µg/g) 
FD (%) 

LOD/LOQ de la 
méthode (µg/g) 

Référence 

Emballages alimentaires 
papier États-Unis 12 0.000100 [<LOQ-0.0117] 8.3 

0.000 1 
[51] 

Emballages alimentaires 
cartons États-Unis 7 0.0922 [<LOQ-0.143] 57 

0.000 1 
[51] 

Billet d'avion États-Unis 4 2.76 [1.51-8.38] 100 0.000 1 [51] 

Étiquette de bagage d'avion États-Unis 4 3.84 [2.19-5.58] 100 0.000 1 [51] 

Papier d'impression  États-Unis 3 <LOQ 0.0 0.000 1 [51] 

Cartes de visite États-Unis 6 0.000100 [<LOQ-0.0730] 33 0.000 1 [51] 

Serviettes  États-Unis 8 0.000100 [<LOQ-1.53] 25 0.000 1 [51] 

Serviettes en papier États-Unis 3 <LOQ 0.0 0.000 1 [51] 

Papier toilette États-Unis 6 0.000100 [<LOQ-0.000900] 17 0.0001 [51] 

n = nombre d'échantillons analysés, FD = Fréquence de détection, ND non déterminé 

LOD = Limite de détection, LOQ = Limite de quantification 
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2. L’ali e tatio  

La présence du BPS dans les denrées alimentaires a été étudiée sur des échantillons 

collectés aux États-U isàetàe àChi eàpa àdesà thodesàd a al sesàaffi ha tàlaà eàli iteàdeà

quantification (LOQ) (0.01 ng/g) [59,60]. Ces deux études montrent que les concentrations 

moyennes de BPS les plus élevées (0.610 ng/g aux États-Unis et 2.16 ng/g en Chine) sont 

retrouvées dans les viandes et produits à base de viande. Le BPS était le plus fréquemment 

détecté dans les viandes aux États-Unis (43 %) et dans les poissons et fruits de mer en Chine 

(72 % .à Laà o e t atio à o e eà deà BPSà et ou eà da sà toutesà lesà at go iesà d ali e tsà

confondues était environ deux fois plus élevée en Chine comparativement aux États-Unis alors 

que les fréquences de détection globales étaient équivalentes (Figure 4).  

Dans les aliments de manière générale, les concentrations en BPS (0.130 ng/g aux 

États-Unis et 0.287 ng/g en Chine) sont nettement inférieures à celles de BPA (3.00 ng/g aux 

États-Unis et 4.94 ng/g en Chine) [59,60].  

 

Figure 4 : Répartition des denrées alimentaires aux États-Unis (à gauche) et en Chine (à droite) en 
fonction de leur fréquence de détection du BPS [59,60]. 

La consommation journalière de BPS par voie alimentaire a été estimée selon 

l uatio àsui a te :  �  � è  é= � � ��� × � é   é é  

La consommation journalière de BPS pour un adulte, calculée à partir des échantillons 

d ali e tsà olle t sàau àÉtats-Unis a été estimée à 1.31 ng/kg/jour et est bien inférieure à 

celle de Chine (9.55 ng/kg/jour) [59,60].  
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Les concentrations de BPS retrouvées dans les aliments et boissons conditionnés en 

boîtes de conserve et en cannettes vont de quelques dixièmes à quelques dizaines de ng/g 

[32,61,62] et restent inférieures à la LMS de 50 ng/g. En revanche, les concentrations 

retrouvées dans le surnageant sont systématiquement supérieures aux concentrations dans 

les aliments. La même observation a été faite pour le BPA qui présente globalement des 

concentrations plus élevées dans les aliments et dans le surnageant que le BPS [32]. Cette 

diff e eàs e pli ueàp o a le e tàpa àleàfaità ueàl tudeàaà t à alis eàe à ,àsoitàa a tà

lesà est i tio sàdeàl utilisatio àduàBPA.    

Les concentrations en BPS dans les boissons, quel que soit le type de conditionnement 

(cannette, verre, bouteille plastique), sont peu élevées ou inférieures aux LOD [62–64]. La 

présence de BPS a toutefois été observée dans du jus de noix de coco conditionné en cannette 

(0.019 ng/mL) ou en emballage en polyéthylène téréphtalate (0.036 ng/mL) [62]. En revanche, 

dans les boissons gazeuses conditionnées dans des bouteilles en polycarbonate, les 

concentrations en BPS atteignaient une dizaine de ng/mL et le BPS était détecté dans 100 % 

des échantillons testés (n=14) avec des concentrations plus élevées que celles du BPA ou 

d aut esà a aloguesà [65]. Encore une fois, la période de collecte des échantillons est 

déterminante dans les concentrations retrouvées qui sont en partie liées à la politique de 

remplacement du BPA adopté dans le pays au moment de la collecte. Cependant, le BPS étant 

plus h d ophileàetàa a tàu àpKaàplusàfai leà ueà eluiàduàBPá,àilàestà gale e tàpossi leà u ilà

migre plus efficacement que le BPA vers les boissons gazeuses, plutôt acides. 

À l heu eàa tuelle,àpeu de données de migration du BPS vers le lait sont disponibles. La 

quantité de BPS retrouvée dans du lait chauffé dans des biberons en polypropylène, en 

polyéthersulfone, en polyamide et en polyéthylène téréphtalate a été évaluée, après 

hauffageà da sà desà o ditio sà d utilisatio à do esti ueà i o-onde ou chauffe-biberon 

électrique) à 40 et 80 °C.àLeàBPSà aàpasà t àd te t àda sàles échantillons de lait analysés, mais 

le BPA a été détecté dans deux biberons en polyéthersulfone sur 3 aux concentrations de 13.8 

et 23.2 ng/mL. En revanche, les performances analytiques de la méthode LC-UV pour détecter 

le BPS étaient insuffisantes comparées à celles pour détecter le BPA (LOQ = 260 ng/mL pour 

le BPS versus LOQ = 12.51 ng/mL pour le BPA) pour rechercher des concentrations résiduelles 

en BPS et ne permettent donc pas de comparer la migration du BPA et du BPS [66]. Une étude 

de migration similaire réalisée sur 30 biberons en polyéthersulfone, avec un lait de synthèse 
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contenant 50 %àd tha ol àetàu eàLOD à 0.1 µg/kg,à a aitàpasà o àplusàpe isàdeàdétecter du 

BPS dans le contenant. Cette seconde étude incluait également des tests de migration du BPA 

depuis des biberons en polycarbonate et a montré que 8 de ces biberons sur 40 permettaient 

la migration du BPA dans le lait à des niveaux de concentration proches de la LOD (0.1 µg/kg) 

[67]. La différence de migration du BPA et du BPS pourrait être liée à une différence de stabilité 

des polymères. Le BPS est plus hydrophile que le BPA, il est donc cohérent que ce dernier 

migre plus facilement vers une matrice lipophile, telle que le lait, que son analogue le BPS.  

En définitive, la politique de remplacement du BPA au moment de la collecte des 

échantillons est déterminante dans les concentrations retrouvées par la suite. De plus, même 

si le BPA et le BPS sont des analogues structuraux, les différences de propriétés physico-

chimiques et de stabilité à la chaleur expliquent probablement les différences de migration 

observées entre le BPS et le BPA et donc de contamination des aliments.  

3. L’e vi o e e t  

Les concentrations de BPS dans les poussières intérieures ont été rapportées dans 

diff e tsàpa sàetàs le aie tàe à o e eà à  ng/g [68] et 340 ng/g [69]. Ces deux études 

eà le tà pasà deà g a dsà a tsà deà o e t atio sà d u à pa sà à l aut e,à aisà deà g a desà

a iatio sà deà . à à    g/g àe àfo tio àduà t peàd e i o e e tà test à la o atoi e,à

voiture, bureau, etc) [68,69]. Les fréquences de détection du BPS comme du BPA s l ent à 

100 %, mais les concentrations moyennes en BPA sont plus élevées, 1000 ng/g [68] et 

1330 ng/g [69]. 

L a al seàd ha tillo sàd ai ài t ieu àprélevés dans divers lieux tels que les ateliers 

de garagiste et de barbier, les voitures, les espaces publics et les maisons a montré la présence 

de BPS à une concentration moyenne de 0.16 ng/m3 (versus 0.79 ng/m3 pour le BPA) avec une 

fréquence de détection moyenne de 15.7 % qui est, contrairement aux poussières intérieures, 

moins élevée que celle du BPA (86.8 %). Là encore des différences en fonction des 

environnements ont été constatées [70].  

Lesà aleu sà d appo tà jou alie à e à BPSà pa à l i gestio à desà poussi esà o tà puà t eà

esti esà àpa ti àdeàl uatio àsui a te :  
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L appo tà jou alie à par ingestion de poussières, estimé à partir des échantillons 

prélevés en Chine (0.59 ng/kg/jour) est inférieur à celui estimé aux États-Unis (2.2 ng/kg/jour) 

[69].   

4. Les p oduits d’h gi e o po elle et les v te e ts 

Desà p oduitsà os ti uesà età d h gi eà o po elleà o tà faità l o jetà d u eà tudeà

démontrant la présence de BPS dans 11 % des échantillons à une concentration moyenne de 

0.415 ng/g,à est-à-dire proche de la LOQ (0.5 ng/g) de la méthode analytique. Les 

concentrations en BPS sont équivalentes à celles en BPA, mais le BPS est moins fréquemment 

détecté que le BPA (pour des LOQ identiques) [71]. Par ailleurs, aux États-Unis, le BPS a été 

quantifié, avec une teneur moyenne de 15 ng/g et une fréquence de détection de 53 %, dans 

des textiles pour enfants, de différentes matières, couleur et provenance. Cette étude montre 

également que le BPA est plus fréquemment détecté et en plus forte concentration que le BPS 

dans les vêtements (pour des LOQ identiques) [72]. 

5. Conclusion 

En conclusion, les données disponibles actuellement montrent u ilà e isteà deà

o eusesàsou esàd e positio àhu ai eàauàBPSàdo tàl i po ta eà elati eà a ieàe àfo tio à

des pays et que les concentrations de BPS mesurées sont inférieures à celles de BPA. Les voies 

ajeu esàd e positio àso tàl ali e tatio àetàlaà oieà uta eà ota e tàpa àlaà a ipulatio à

des papiers), ce qui est cohérent avec le remplacement du BPA par le BPS, plus 

particulièrement dans les papiers thermiques et les emballages alimentaires. 

 Exposition interne humaine 

Da sàl o ga is e,àleàBPSàest majoritairement métabolisé en BPSG qui est éliminé dans 

les urines [73,74]. Par conséquent, la majorité des études de biosurveillance ont évalué la dose 

interne humaine de BPS, à partir des quantités de BPS total retrouvées dans les urines.  

Le Tableau 3 synthétise les données de concentrations urinaires en BPS actuellement 

disponibles. Lesà o e t atio sàe àBPSàda sàlesàu i esàso tàdeàl o d eàdeà uel uesàdi i esà à
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quelques dizaines de ng/mL. U eàseuleà tudeàaà t à o duiteàe àF a e,àelleà aàpasàpe isàdeà

détecter de BPS dans les urines de 8 femmes enceintes [75]. 

Une augmentation de la fréquence de détection et de la moyenne des concentrations 

en BPS dans les échantillons urinaires a été constatée aux États-Unis entre 2000 et 2014 [76] 

(Figure 5). Entre 2010 et 2014, une diminution des concentrations urinaires en BPA et de sa 

fréquence de détection (seulement en 2014) ont été constatées. Ces résultats témoignent de 

la substitution progressive du BPA à partir du début des années 2000. En 2014, les 

concentrations urinaires en BPA et en BPS ainsi que leur fréquence de détection étaient 

équivalentes et légèrement plus faibles que les concentrations et fréquences de détection du 

BPF, un analogue structural du BPA, utilisé également comme substitut du BPA [76]. 
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Figure 5 : Fréquence de détection du BPA, BPF, BPS et BPAF dans 42 urines de la population générale 
et concentrations moyennes urinaires en BPS entre 2000 et 2014, d'après [76]. 

Le Tableau 4 synthétise les concentrations en BPS rapportées dans le plasma, le sérum 

et les globules rouges chez l Homme. Quatre études sur six ont détecté du BPS dans le sérum 

et/ou le plasma. Deux études ont retrouvé du BPS dans des échantillons plasmatiques 

collectés dans la population générale à des concentratio sàdeàl o d eàduàdi ième de ng/mL 

[77,78], soit du même ordre que les concentrations plasmatiques de BPA ou dix fois 

inférieures à certaines des valeurs élevées rapportées dans les études de biosurveillance [79]. 

Même si les données de biosurveillance sur les urines et les plasmas sont relativement 

disparates et insuffisantes, différents facteurs, comme le pays, l a eà deà alisatio à deà

l tude, lesà at go iesà deà populatio sà e à fo tio à deà l geà e fa ts à ouà lesà populatio sà

sensibles (femmes enceintes, exposition professionnelle) ont été étudiés. Toutefois, compte 
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tenu des fortes variations interindividuelles, il est difficile de mettre en évidence des 

diff e esàd e positio ài te eàe t eà esàsous-groupes.  

La comparaison des concentrations urinaires ou plasmatiques de BPS de populations 

exposées dans le cadre du travail à ellesàdeàlaàpopulatio àg aleà aàpasàpe isàdeà o t e à

de surexposition chez cette sous-population [54,80]. Alors que l tudeàdeàThayer et coll. a 

montré une aug e tatio àdeàl e positio ài te eàau BPA significative à la fin de la période de 

travail chez les caissières qui manipulent les tickets de caisse contenant du BPA 

comparativement aux non-caissières, ce qui aàpasà t à isàe à ide eàpou àleàBPS [54]. Ce 

résultat sugg eà ueà l a so ptio àduàBPSàap sàu eàe positio àpa à oieà uta eàse aitàplusà

faible que celle du BPA.  

Les concentrations urinaires de BPSàd e fa tsà g sàdeà à à àa sàsont similaires à celle 

de la population générale, mais est nettement inférieures à l e positio àau BPA [81–83].  

L e positio à desà fe esà e ei tesà està pasà diff ente de celle de la population 

générale [84–86]. Sur 11 couples mères-nouveau-nés, le BPS a été détecté dans 11 

ha tillo sàetàplusàpa ti uli e e tàda sà àpai esàd ha tillo sà e-fœtus.àPou à esàdeu à

couples mère-fœtus,àla concentration en BPS dans le sérum de cordon (0.08 et 0.04 ng/mL) 

était équivalente à la concentration de BPS mesurée dans le sérum maternel correspondant 

(0.07 et 0.03 ng/mL). Bien que les fréquences de détection du BPS dans le sérum maternel et 

de cordon soient faibles, cette étude est la première à démontrer l e positio à duà fœtusà

humain au BPS [14]. Une autre étude a rapporté la présence de BPS dans 83 %àd ha tillo s 

urinaires de femmes enceintes, alors que le BPS aàpas été détecté dans le sang de cordon 

prélevé [84],àp o a le e tàe à aiso àd une LOD trop élevée, environ 10 fois plus élevée que 

les niveaux de concentration en BPS retrouvés dans le sang de cordon deàl tudeàdeàLiu et coll. 

[14]. Les concentrations plasmatiques deà BPSà hezà laà eà età leà fœtusà semblent être 

comparables à celles de BPA ou 10 à 100 fois inférieures à certaines valeurs élevées de 

concentration de BPA, de l o d eàdu ng/mL [14,79,84–86].  

Le BPS a été très faiblement détecté dans le lait maternel dans une étude française (un 

échantillon sur 30 avec une concentration de 0.23 ng/g) [87] et une étude chinoise (un seul 

échantillon (0.683 ng/mL) sur 20) [88].àM eà sià leà o eàd ha tillo sàestà elati e e tà

faible, ces données suggèrent que le BPS, moins lipophile que le BPA, est peu excrété dans le 

lait. Toutefois, pour conclure sur le passage du BPS dans le lait, il serait indispensable de 
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ifie à ueà esà fe esà e à phaseà d allaite e tà taie tà ie à e pos esà auà BPS.à En 

comparaison, le BPáàaà t àd te t àda sà leà laità ate elà àdesà o e t atio sàdeàl o d eàduà

ng/mL, similaires aux concentrations plasmatiques, ce qui est cohérent avec la différence de 

lipophilicité entre les deux bisphénols [79].  

E à o lusio ,à lesà do esà su à l e positio  humaine au BPS sont disparates et 

i suffisa tesàetà eàpe ette tàpasàd alue àlesàfa teu sà ge,à tatàph siologi ue,àpopulatio sà

se si les,àet . à uiàpou aie tàp dispose à àl e positio àauàBPS.àQuoià u ilàe àsoit,àleàBPSàestà

retrouvé dans les urines, le plasma/sérum et le lait maternel à des concentrations qui restent 

inférieures à celles du BPA, quelle ueàsoitàlaà at go ieàdeàpopulatio .àL aug e tatio àdeàlaà

concentration et de la fréquence de détection du BPS dans les urines, constatée entre 2000 

et 2014, estàlaàp eu eàdeàl utilisation croissante du BPS en remplacement du BPA.  

En considérant une concentration urinaire moyenne de BPS de 0.336 ng/mL, la dose 

interne de BPS a pu être estimée à 504 ng/jour, ce qui est assez proche de la dose interne 

calculée à partir des expositions agrégées par Wu et coll. (383 ng/jour en moyenne) en 

considérant de manière maximaliste que 100 % de la dose est absorbée [19]. Ce résultat 

suggère une forte absorption du BPS par voie orale. 
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Tableau 3 : Concentrations en BPS dans les urines humaines.  

Pays 
Nombre 

d'échantillons 
Population 

Concentration 
moyenne [étendue] 

(ng/mL) 

LOD 
(ng/mL) 

LOQ 
(ng/mL) 

Fréquence 
de détection 

(%) 
Référence 

ND 20 Population générale  Non détecté 0.1  0.3  0 [89] 
ND 20 Population générale  Non détecté 0.1  0.4 0 [90] 

Brésil  50 Population générale  <LOQ 0.01 0.04 10 [91] 
États-Unis et Asie 315 Population générale  0.168 [<LOQ-21] 0.01 0.02 81 [92] 

États-Unis 100 Population générale  ND* [<LOD -12.3] 0.03 ND 78 [93] 

Chine 94 Population générale  0.029 [<LOD-2.511] 0.01 0.032 40 [94] 

Arabie Saoudite  130 Population générale  13.3 [0.077-630]*** 0.035 0.105 100 [95] 

États-Unis 42 Population générale  0.25 [ND] 0.1 ND 74 [76] 

États-Unis 

32 
Caissières avant la prise 
du service 

0.23 [<LOD - 3.99] 

0.01 0.02 ND [54] 
32 

Caissières après la prise 
du service 

0.54 [0.53-9.50] 

21 Population générale  0.41 [<LOD-11.04] 

Chine 

116 

Population vivant proche 
d'une station de 
traitement de déchets 
plastiques  

0.361 [<LOQ-1.38] 
ND 0.12 

97 

[80] 

22 Population rurale 0.388 [0.192-1.07] 100 

20 Population urbaine 0.652 [0.113-1.57] 100 

Brésil 50 Enfant (6-14 ans)  0.54 [<LOQ-2 .27] 0.02 0.07 14 [81] 
Inde 76 Enfant (2-14 ans)  0.04 [0.01-12.2] 0.01 0.02 70 [82] 
Chine 283 Enfant (3-11 ans) 0.06 [<LOQ-0.96] ND 0.02 89 [83] 

Australie 30 Femmes enceintes ND [0.22-8.1] 0.067 0.1 10 [96] 

États-Unis 30 Femmes enceintes 0.847 [0.004-8.883] 1.41 ND 60 [84] 
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Tableau 3 : Concentrations en BPS dans les urines humaines (suite).  

Pays 
Nombre 

d'échantillons 
Population 

Concentration 
moyenne [étendue] 

(ng/mL) 

LOD 
(ng/mL) 

LOQ 
(ng/mL) 

Fréquence 
de détection 

(%) 
Référence 

France 8 Femmes enceintes ND 0.1 ND 92 [75] 

États-Unis 439 Femmes enceintes <LOD 0.1 ND 0 [97] 

Pays-Bas 1396 Femmes enceintes 0.36 [0.17-1.08]** ND ND 67.8 [85] 

Chine 985 Femmes enceintes 0.16 [ND] 0.02 ND 93.7 [86] 

États-Unis 476 Femmes enceintes  ND 0.4 ND 26.7 [98] 

*ND = Non disponible, **Médiane [étendue interquartile], *** La concentration urinaire moyenne particulièrement élevée dans cette étude 

pou aità t eàli eà àlaà o ta i atio àd u à ha tillo àda sàle uelàlaà o e t atio àu i ai eàdeàBPSàattei tà  ng/mL 
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Tableau 4 : Concentrations en BPS dans le sérum, le plasma, les globules rouges et le lait maternel humains.  

Matrice Pays 
Nombre 

d'échantillons 
Population  

Concentration 
moyenne [étendue] 

(ng/mL) 
LOD (ng/mL) LOQ 

Fréquence 
de détection 

(%) 
Référence 

Sérum  Chine 240 Population générale  0.22 [<LOQ-169] ND* 0.04 98 [78] 

Plasma 
République 
tchèque 

58 Population générale  <LOQ ND 0.055 0 
[99] 

Plasma 

Chine 81 Population générale  

0.15 [<LOD-0.62] 0.017 

ND 

56 

[77] Globule 
rouge  

0.035 [<LOD-0.624] 0.015 76 

Sérum  États-Unis 

32 
Caissière avant la prise 
du service 

<LOQ 

0.002 0.01  
16 

[54]  

32 
Caissière après la prise 
du service 

<LOQ 41 

Sérum  Chine 61 Femmes enceintes ND 0.03 ND 7 [14] 

Sérum de 
cordon 

Chine 61 Nouveau-nés ND 0.03 ND 12 [14] 

Sérum de 
cordon 

États-Unis 30 Nouveau-nés <LOD 0.5 ND 0 [84] 

Lait maternel France 30 Femmes enceintes ND 0.001** 0.003** 3.33 [87] 

Lait maternel Chine 20 Femmes enceintes ND 0.003 0.01 5 [88] 

*ND = Non disponible, ** en ng/g 
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 Do es to i o i ti ues du BPS hez l’a i al et hez l’Ho e 

Lorsque ce projet de thèse a commencé, aucune donnée TK in vivo duàBPSà taità

disponible dans la littérature et seul le métabolisme in vitro du BPS avait été étudié. Au 

moment de la rédaction de ce manuscrit, quelques études TK ont été publiées, sur le poisson-

z e,à hezàlaàsou isàetà hezàl ho e. 

 Métabolisme in vitro 

La contribution de la glucuronoconjugaison et de la sulfoconjugaison au métabolisme 

du BPS varie en fonction des modèles cellulaires utilisés. Sur les modèles cellulaires de 

poisson-zèbre, seul le BPSG a été identifié comme métabolite du BPS. En revanche, les lignées 

d h pato tesàhu ai sà Hepa‘G,àHepG ,àMELNàetàT D-Kbluc) métabolisent le BPS en BPSG 

et en BPS sulfate (BPSS) principalement. La lignée cellulaire HepaRG, qui exprime les enzymes 

de phase I et II de manière comparable aux hépatocytes humains, a présenté les plus fortes 

capacités de métabolisation. Elle produit 85 % de BPSG et 10 % de BPSS, ce qui montre que la 

glucuronoconjugaison est la voie majeure de métabolisation du BPS.  

Ces différences de métabolisation en fonction des modèles cellulaires, précédemment 

o se esà pou à leà BPá,à s e pli ue tà pa à desà diff e esà d e p essio à desà e z esà età

soulig e tàlesàli itesàdeàl i te p tatio àdesàdo esàdeà ta olis eàà partir de ces modèles 

in vitro.  

La glucuronoconjugaison du BPS par les UDP-Glucuronosyltransférases (UGT) a été 

étudiée in vitro pour les sous-familles 1A, 2A et 2B. La glucuronoconjugaison du BPS par les 

microsomes hépatiques humains atteint quasiment les 100 % alorsà u elleàestàseule e tàdeà

20 % avec des microsomes intestinaux humains [100]. Ces données indiquent une 

métabolisation du BPS essentiellement hépatique comme pour le BPA. Sur les 17 isoformes 

recombinantes humaines utilisées da sà l tude,à leà BPSà està ajo itai e e tà

glucuronoconjugué pa à l UGT 1A9 hépatique et l UGT 2A1 exprimée de manière 

p po d a teà da sà l appa eil respiratoire [101]. Alors que pour le BPA, ce sont 

essentiellement les UGT 2B15 et 2B7 hépatiques, mais également l UGT 2A1 età l UGT 1A10 

intestinale qui contribuent majoritairement à la métabolisation du BPA [102,103].  
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 Données toxicocinétiques du BPS in vivo 

In vivo, la métabolisation du BPS a été étudiée chez le poisson-zèbre (forme larvaire et 

adulte) ainsi que chez la souris. Chez le poisson-zèbre, le principal métabolite produit par les 

larves comme par les adultes est le BPSG suivi du BPSS. Cependant, le taux de métabolisation 

chez la larve après 72 hàd i u atio àe àp se eàdeàBPS,àestàplusà fai leà ueà hezà l adulteà

(34.2 % versus 87.9 %) [104]. 

Le BPS, administré par voie orale à la souris est majoritairement excrété dans les urines 

sous sa forme glucuronoconjuguée, son excrétion fécale étant inférieure à 10 % de la dose 

administrée. Dans les 48 hàap sàl ad i ist atio ,à à à  % de la dose de BPS est retrouvée 

dans les urines, 50 % sous forme glucuronoconjuguée, 8 à 21 % sous forme sulfoconjuguée et 

2 à 9 % sous forme inchangée. De plus, la quantité de BPS total dans les tissus (tube digestif, 

le foie, les reins et les intestins) 48 hàap sàl ad i ist atio àreprésente moins de 1 % du bilan 

massique [73]. Ces données in vivo indiquent que le BPS est quasiment totalement absorbé 

par voie orale et confirment que le BPS est principalement glucuronoconjugué et éliminé dans 

les urines. 

La première étude TK duà BPSà pa à oieà o aleà aà t à pu li eà hezà l ho e,à t sà

récemment en janvier 2018 [105].àáp sàl ad i ist atio ào aleàd u eàdose de 8.75 µg de BPS-

d4/kg de poids corporel dans un cookie à 7 volontaires sains (4 hommes et 3 femmes), le BPS 

est largement glucuronoconjugué. En effet, 82 % de la dose de BPS est retrouvée dans les 

urines, majoritairement sous forme de BPSG (97 %), dans les 48 hàap sàl i gestio àduà ookie. 

Les auteurs ont estimé une clairance plasmatique2 de 17.9 L/h, en considérant une 

biodisponibilité3 de 100 %. Cette valeur de clairance du BPS est environ 5 fois plus faible que 

celle du BPA également [106,107]. Le temps de demi- ieàd li i ation du BPS est de 4.06 h, 

est-à-dire du même ordre de grandeur que celui du BPA (5.6 h) [108]. 

Ces données TK confirment bien que le BPS est largement métabolisé en BPSG, et 

excrété dans les urines. Toutefois, le calcul de la clairance doit être considéré avec prudence, 

a àilàestàfo d àsu àl h poth seàpeuàp o a leàd u eà iodispo i ilit àduàBPSàdeà  %. En outre, 

les performances analytiques ne sont pas optimales pour évaluer la gamme de concentrations 

                                                      
2 Clairance plasmatique : volume de plasma épuré par unité de temps. 
3 Biodisponibilité : proportion de la dose administrée qui atteint la circulation générale sous forme aglycone.  
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de BPS et de BPSG observéesàda sà etteà tude.àLesàp i ipalesàli itesàdeà etteàl tudeào tà t à

e pli u esàda sàu eàlett eà àl diteu à ueà ousàa o sà iteà á e e 1). 

 La liaison du BPS aux protéines plasmatiques 

Les données sur la liaison du BPS aux protéines plasmatiques sont indispensables pour 

interpréter correctement les concentrations plasmatiques de BPS, qui correspondent à la 

somme de la fraction libre et de la fraction liée aux protéines plasmatiques. En effet, il est 

g ale e tàad isà ueàseuleàlaàf a tio àli eàduàBPS,à est-à-dire non liée à des protéines 

plasmatiques, est active et peut exercer son effet biologique. Ce paramètre est également 

esse tielàpou àl e t apolatio àin vitro-in vivo et interespèce des effets du BPS.  

LeàBPáàestà ajo itai e e tà li à à l al u i e.àLaà f a tio à li eàe àBPáàvarie selon les 

espèces (Homme [109], brebis [110], rat [111], macaque Cynomologus [112]) entre 4 et 7 %.  

L i te a tio à duà BPSà à l al u i eà s i ueà o i eà età hu ai eà aà t à tudi eà pa à

spectrométrie de masse et fluorescence [113], par spectroscopie et par modélisation 

moléculaire [114]. Les liaisons hydrogène, les liaisons hydrophobes et les forces 

le t ostati uesà joue tàu à ôleà da sà laà liaiso à duàBPSà à l al u i e [113]. Par ailleurs, des 

études in silico ont montré que le BPS, comme le BPA, est capable de se lier à la transthyrétine, 

une protéine de transport spécifique des hormones thyroïdiennes, avec une forte affinité (Kd 

deà àμM [115].àCepe da t,àilà e isteàa tuelle e tàau u eà tudeàpu li eàsu àleàpou e tageà

de liaison du BPS aux protéines plasmatiques, u ilà s agisseà deà laà liaiso à o à sp ifi ueà  

l al u i eàouàdeàlaàliaiso  spécifique. 
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En raison du potentiel perturbateur endocrinien du BPA, plusieurs pays ont 

p og essi e e tài te ditàso àutilisatio àetàl o tà e pla àda sàsesàappli atio sài dust iellesà

pa àsesàa aloguesàst u tu au ,àdo tàleàBPS.àâàl i sta àduàBPá,àleàBPSàp se teàu àpote tielà

perturbateur endocrinien. Il a des effets délétères sur le développement chez les 

nématodes et les poissons-zèbres. Une partie de ces effets pourraient être liés à des 

perturbations de la stéroïdogenèse.  

LeàBPSàestàaujou d huiàu i uitai eàda sà ot eàe i o e e t.àL Ho eàpou aità

être exposé au BPS par voie transcutanée, par voie orale et par inhalation. Les données de 

iosu eilla eài di ue tàu eàaug e tatio àdeàl e positio àhu ai eàauàBPSà esàde i esà

a es.àMais,àl e positio àfœtaleàestàa tuelle e tàt sàpeu documentée. 

Le BPS est majoritairement métabolisé en BPSG et éliminé principalement dans les 

urines comme le BPA. Cependant, à l heu eàa tuelle, il existe très peu de données TK du 

BPSà hezà l a i alà età l Homme et les processus physiologiques déterminantà l e positio à

interne humaine au BPS en termes de concentrations plasmatiques o t pas été identifiés.  

En outre, la gestation constitue une période à risque vis-à- isàdeà l e positio àau à

perturbateurs endocriniens. La suite de ce chapitre bibliographique apporte des éléments 

deàph siologieà fœtaleà essai esà à laà o p he sio àdesàd te i a tsàdeà l e positio à

fœtaleàau à o ioti ues.àà 
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Partie 2 : M a is es de l’e positio  fœtale 

L e positio  du fœtusà à u à o ioti ueà d pe dà deà o eu à fa teu sà

physiologiques (Figure 6) : 

 Toutà d a o dà deà l e positio à deà saà e,à età do à deà laà TK maternelle, en 

particulier de sa clairance et de la liaison aux protéines plasmatiques.  

 Du passage placentaire materno-fœtalàetàfœto-maternel du xénobiotique, qui 

dépend de la liaison aux protéines plasmatiques, à la fois chez la mère et chez 

leàfœtus. 

 De laà apa it à ta oli ueàduàfœtusà is-à-vis du xénobiotique. 

 Deàlaà e i ulatio àduà o ioti ueàet/ouàdeàso à ta oliteàe t eàleàfœtusàetà

le liquide amniotique.  

Les particularités ph siologi uesàfœto-placentaires sont décrites chez l Ho eàai sià

que chez le mouton, modèle animal que nous avons utilisé au cours de cette thèse, a à està

le od leàdeà f e eàpou àl tudeàdeàlaàph siologieàfœtaleà[116–119].  

 

Figure 6 : Représentation schématique des d te i a ts de l’e positio  fœtale au  xénobiotiques. 

Chez le fœtus, le pla e ta apte l’o g e de la i ulatio  ate elle. Le sa g e i hi uitte le pla e ta pa  la 

ou les veines ombili ales et e o te e s le œu  ia le du tus e osus ui pe et l’appo t du sa g o g  au 

œu  e  ou t-circuitant la circulation hépatique. Ainsi, environ 55 % du débit placentaire ne passe pas par le foie 

et ejoi t di e te e t le œu  [120,121]. 
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 Développe e t des apa it s ta oli ues hez le fœtus 

 Le ta olis e h pati ue fœtal 

Co eà hezàl adulte,àl o ga eàp i ipale e tài pli u àda sàleà ta olis eà hezàleà

fœtusàestàleàfoie.àIlàseà etàe àpla eà hezàleàfœtusàhu ai àouào i àauà ou sàduàp e ie à oisàde 

grossesse. Cependant, les capacités métaboliques du foie se développent plus ou moins 

p o e e tàauà ou sàdeàlaà ieàfœtale,àe àfo tio àdesà oiesàdeà ta olisatio à o sid es.à 

Les réactions de phase I catalysées par les cytochromes P450 (CYP 450) permettent la 

fo tio alisatio àdeàlaà ol uleàpa àdesà a tio sàd o datio ,àdeà du tio àouàd h d olyse. 

La présence de CYP à da sà leà foieà fœtalà hu ai à età o i à aà t à iseà e à ide eà su àdesà

i oso esà h pati uesà fœtau à isol sà d sà leà p e ie à t i est eà deà gestation [122,123]. 

L olutio àduà i eauàd e p essio àdesàdiff e tesà lassesàdeàCYP450 est variable au cours du 

d eloppe e tàduàfœtus, mais le niveau d e p essio  reste généralement inférieur à celui 

appo t à hezàl adulte [124]. 

Les enzymes de phase II catalysent des réactions de conjugaison avec un groupement 

glucuronide, glutathion, acétyle, sulfate, méthyle ou avec des acides aminés. Ces réactions de 

conjugaison conduisent à la formation de métabolites plus hydrophiles que le composé 

parent, qui sont ensuite éliminés par voie urinaire ou biliaire.  

L e p essio àdesàUGTs,àda sàleàfoieàfœtalàhu ai ,à o e eàd sàle premier trimestre 

hezà leà fœtusà hu ai ,à aisà aug e teà su toutà à pa ti à deà laà se o deà oiti à duà deu i eà

se est eà deà g ossesse.à Lesà i eau à d e p essio à deà laà plupa tà desà isofo esà desà UGTsà

h pati uesà hezàleàfœtusàhu ai àso tài f ieu sà à eu ào se sà hezàl adulteà[124]. De façon 

générale, les capacités de sulfoconjugaison sont égales voire supérieures, hezà leà fœtusà

hu ai à o pa ati e e tà à ellesàdeàl adulteàetàse le tà t eàe àpla eàd sàleàt oisi eà oisà

de grossesse [125–128].  

Ces différences du développement des enzymes du métabolisme indiquent u e  

fo tio àdeàl affi it àduàsu st atà o sid àpou àtelleàouàtelleàenzyme ou pour telle ou telle 

isofo e,à leà fœtusà au aàu eà apa it àdeà ta olisatio àplusàouà oi sàp o eàetàplusàouà

moins importante. En particulier, pour le BPS, les travaux in vitro et in vivo hezàl ho eàetàleà

rongeur adulte, indiquent que les UGTs, sont majoritairement impliqués dans la 

métabolisation du BPS [73,74],à aisàau u eàdo eà estàdispo i leàpou àleàfœtus.  
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Toutefois,à ilà fautà o sid e à ueà lesà i eau à elatifsà d e p essio à desà UGTsà età desà

sulfot a sf asesà hezàleàfœtusàpa à appo tà àl adulteà eàpe ette tàpasà àeu àseulsàdeàp di eà

les clairances de glu u o o o jugaiso àetàdeàsulfo o jugaiso à hezàleàfœtusàai sià ueàleu sà

contributions respectives à la détoxification du xénobiotique. En effet, la clairance hépatique 

dépend également du débit sanguin hépatique et de la fraction du xénobiotique non liée aux 

p ot i esàplas ati ues,àselo àl uatio àsui a te : 

= × × × �+ × × �  

Avec ClH la clairance hépatique (en L.h-1.kg -1), QH le débit sanguin hépatique (en L.h-

1), fu la fraction de la molécule non liée aux protéines plasmatiques et Clint la clairance 

intrinsèque hépatique (en L.h-1 par kg) évaluée in vitro et B le ratio entre le poids du foie et le 

poids corporel.  

Or, le débit sanguin hépatique rapporté à son poids, estàplusà le à hezàleàfœtusào i à

e àfi àdeàgestatio à ueà hezàl adulteà àetà  mL/kg.min, respectivement) [120,129]. Ainsi, 

pour le BPA, la capacité de glucuronoconjugaiso àduàfœtusàe àfi àdeàgestatio àestàsi ilai eà à

elleàdeàl adulte.àà 

 Le métabolisme placentaire 

Bie à ueàl a ti it à ta oli ueàpla e tai eàsoità i o itai eàpa à appo tà à elleàduàfoie,à

le placenta présente des capacités de métabolisation de Phase I et de Phase II [130]. Une 

fraction du composé parent peut ainsi être transférée da sà leà o pa ti e tà fœtalà

directement sous forme métabolisée, avant même son passage dans le foie fœtal.  

Le placenta humain exprime plusieurs enzymes de phase I qui participent au 

métabolisme des xénobiotiques (CYP 1A1, 2E1, 3A4, 3A5, 3A7 et 4B1), mais également des 

CYP 450 impliquées dans la synthèse des stéroïdes endogènes (CYP 11A1, CYP 19)[131]. 

Cepe da t,àl e p essio àdeà esàe z esà a ieàe àfo tio àduàstadeàdeàg ossesse,à aisàaussià

deà l tatà deà sa t à deà laà eà età deà so à e i o e e t.à Lesà e z esà deà phaseà Ià so tà

particulièrement exprimées en début de grossesse, lors des premières étapes du 

développement et de la oissa eà duà fœtus.à E suite,à leu à e p essio à està ai te ueà e à

situation physiopathologique (exposition à des drogues, médicaments, polluants 

environnementaux et contaminants alimentaires), et diminuée en situation physiologique. 
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Les enzymes de Phase II sont exprimées dans le placenta humain. Les UGTs et les 

sulfotransférases (SULTs) jouent un rôle important dans la métabolisation placentaire des 

xénobiotiques et des stéroïdes endogènes. Les UGT 2B sont exprimées au cours du premier 

trimestre et dans le placenta à terme, aisà au u eà i fo atio à està dispo i leà su à leu à

expression entre ces deux périodes. Alors que les UGT áà o tà t àd te t esà u auà ou sàduà

premier trimestre, les Glutathions S transférase (GST) sont actives tout au long de la grossesse 

pou àp ot ge àleàfœtus, notamment contre le stress oxydant.àMaisàl i pli atio àdesàGSTs dans 

le métabolisme des xénobiotiques est peu documentée. Les SULTs sont exprimées dans le 

placenta et sont fortement impliquées dans la métabolisation des stéroïdes endogènes. En 

e a he,àpeuàd i fo atio sà o e a tàleu à ôleàda sàleà ta olis eàdesà o ioti uesào tà

été décrites dans la littérature [130,131].  

 Transfert placentaire des xénobiotiques 

 Placentation ovine versus placentation humaine  

Le placenta humain et le placenta ovin ont une structure histologique différente. Chez 

la brebis,à laàpla e tatio àestàditeàs des o ho iale,à laà i ulatio àfœtaleàestàs pa eàdeà laà

circulation maternelle par plusieurs couches cellulaires, alors que le placenta humain est dit 

hémochorial, le trophoblaste est en contact direct avec le sang maternel [130]. Cependant, 

chez les ruminants, il existe une érosion partielle de la muqueuse utérine, diminuant 

localement le nombre de couches cellulaires séparant les deux circulations. Par ailleurs, au 

niveau de ces villosités maternelles, on peut observer des lacs sanguins où s a u uleàduàsa gà

maternel directement en contact avec le trophoblaste au niveau des zo esàd érosion de la 

muqueuse uté i eà età deà l e dothélium vasculaire maternel, ce qui réduit localement la 

distance qui sépare la circulation maternelle et fœtale.à Cetteà a a t ristique histologique 

permet de rapprocher la placentation ovine syndesmochoriale de la placentation humaine 

hémochoriale [119,132]. 

Au cours de la grossesse, la structure du placenta humain évolue. Le cytotrophoblaste, 

qui forme u eà ou heà o ti ueàe àd utàdeàg ossesseà aàp og essi e e tàs affi e .àE àout e,à

le développement continu des ramifications villositaires, conduit à une augmentation 

p og essi eàdeàlaàsu fa eàd ha geà ate o-fœtaleàdeà -4 m² à 28 semaines de grossesse à 

12-15 ²à àte e.àPa all le e t,àleàd itàsa gui àut i às a oitàdeà  mL/min en début de 
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grossesse à 600 mL/min à terme. Ces modifications physiologiques entraînent une 

aug e tatio àdesà ha gesàe t eàlaà eàetàleàfœtusàduàd utà àlaàfi àdeàlaàgestation.  

Le passage de molécules à travers le placenta peut se faire selon quatre mécanismes : 

laàdiffusio àpassi e,à laàdiffusio àfa ilit e,à leàt a spo tàa tifàetà l e do tose.àLesà a is esà

d e do toseàso tàle tsàetàso tàdesàp o essusàdeàt a spo tà i eu sàpar rapport à la diffusion 

ou au transport actif, ils ne seront donc pas abordés dans cette section [130,133].   

 La diffusion passive et facilitée  

La diffusion passive constitue le mécanisme de transfert placentaire de la plupart des 

ol ules.àLeàt a sfe tàd u eà ol uleàestàd pe da tàdeàso àg adie tàdeà o e t atio ,àdesà

propriétés physico-chimiques du xénobiotique et des propriétés intrinsèques du placenta 

énoncées ci-dessusà su fa eà d ha geà età fi esseà deà laà ou heà tot opho lasti ue .à Ilà eà

essiteàpasàd e gie.àCeà a is eàdeàt a spo tà estàdo àpasàsatu a leàetàilà e isteàpasà

de phénomène de compétition entre les substrats. 

Ce mécanisme de transport concerne notamment l o g eà età desà ol ulesà

présentant les caractéristiques physico-chimiques suivantes : molécules de petite taille 

(<500 Da), non liées aux protéines plasmatiques, lipophiles et non ionisées, comme le BPA 

[130]. 

Laàdiffusio àfa ilit eà essiteàlaàp se eàd u àt a spo teu àsp ifi ue,àelleàestàdo à

satu a le,à aisà eà e uie tà pasà d e gie.à áuà i eauà pla e tai e,à laà diffusio à fa ilit eà està

o pl e tai eàdeàlaàdiffusio àpassi e.àElleàpe etàd aug e te àleàtau àde t a sfe tàd u eà

ol uleàlo s ueàlaàdiffusio àpassi eàseuleà eàsuffitàpasà àsu e i àau à esoi sàduàfœtus.àC està

notamment le cas du transport du glucose qui met en jeu des protéines spécifiques présentes 

auà i eauà deà l e doth liu à fœtalà età duà s tiot opho lasteà hezà l ho eà età leà outo à

[134]. 

 Le transport actif  

Leàt a spo tàa tifàestà di àpa àdesàp ot i esàdeàt a spo tàetà essiteàdeàl e gie,à

généralement produiteàpa àl h d ol seàdeàl áTPàouàp o e a tàd u àg adie tà le t o hi i ue.à

Ceàt a spo tàpeutàdo àagi à à l i e seàduàg adie tàdeà o e t atio .àE à e a he,à estàu à

s st eàsatu a le,àa e àdesà o p titio sàpossi lesàa e àd aut esàsu st ats.àLesàsu sta es 
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ionisées, relativement hydrosolubles ou de poids moléculaire élevé nécessitent la liaison à ces 

transporteurs pour franchir la barrière placentaire. 

Sur la barrière placentaire, hezàl Homme, plus de 30 protéines transporteurs ont été 

identifiées et sont exprimées au niveau du syncytiotrophoblaste, de la bordure en brosse 

(membrane apicale face à la circulation maternelle), de la membrane basolatérale et de 

l e doth liu à as ulai eàfœtalà(Figure 7) [135]. Ces transporteurs sont peu documentés chez 

le mouton. 

 

Figure 7 : Localisation des principales protéines de transport exprimées dans le placenta humain 
d’ap s [136].  

Deux grandes familles de transporteurs ont été mises en évidence sur la barrière 

pla e tai eà à laà foisà duà ôt à ate elà età duà ôt à fœtal : les transporteurs à ATP Binding 

Cassette (ABC) et les transporteurs Solute Carrier (SLC) (Figure 7).  

Les transporteurs áBCàso tàdesàt a spo teu sàd efflu à uiàpe ette tàdeàp ot ge àleà

fœtus vis-à-vis des xénobiotiques en limitant leur entrée dans le o pa ti e tà fœtal.à Cesà

t a spo teu sàpe ette tà gale e tàl li i atio àdesàd hetsàfœtau à e sàleà o pa ti e tà

ate el.à ái si,à laà ajo it à desà t a spo teu sà d efflu à áBCà so tà e p i sà auà i eauà deà laà

membrane apicale des syncytiotrophoblastes (Figure 7).  

Pa ià lesà t a spo teu sàáBC,à lesà p ot i esàd efflu à lesàplusà i po ta tesà so tà lesà P-

glycoprotéines (P-gp aussi appelés MDR-1 ou ABCB1), les protéines de la famille Multidrug 

resistance protein (MRP ou ABCC) et les Breast Cancer Resistant Protein (BCRP ou ABCG). Les 

P-gpà età BC‘Pà so tà lesà t a spo teu sà d efflu à lesàplusà e p i sà auà i eauà deà laà e a eà

apicale. Toutefois, leur expression varie en fonction du stade de gestation, celle des P-gp 

di i ueàdeà oiti àe t eàleàd utàetàlaàfi àdeàlaàgestatio ,àalo sà ueàl e p essio àdeàlaàM‘P à

augmente au cours de la gestation. 
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Les P-gp, les MRP-1, MRP-2 et BCRP2 ont un large spectre de substrats, dont certains 

sont communs. Les P-gp acceptent comme substrat des molécules organiques non chargées, 

faiblement basiques et d u eàtailleà o p iseàe t eà àetà àDalto à[137].  

Les BCRP prennent en charge un spectre large de molécules, des anions organiques, 

des composés conjugués exogènes et endogènes comme certains sulfoconjugués ou 

glucuronoconjugués stéroïdiens. Les BCRP facilitent le transfert bidirectionnel des stéroïdes 

conjugués [138].  

Les MRP transportent a ti e e tà lesà o jugu sà d ho o esà st oïdesà ouà d aut esà

xénobiotiques, en plus des composés parents. MRP2 est présent sur la membrane apicale des 

syncytiotrophoblastes, en regard de la circulation maternelle. Les MRP1 et MRP3 sont 

localisés au niveau de l e doth liu à apillai eà fœtal et sur la membrane apicale des 

syncytiotrophoblastes (Figure 7).  

Les transporteurs SLC sont représentés par les membres de la famille des OATP 

(Organic Anion-transporting polypeptide), des OAT (Organic anion transporter) et par des 

transporteurs de cations organiques (Noradrenaline transporter (NET), serotonin transporter 

(SERT), organic cation transporter (OCTN) (Figure 7). Les transporteurs de la famille des OAT 

permettent notamment l efflu àdesàst oïdesàsulfatesàp oduitsàpa àleàfœtusà e sàlaà i ulatio à

maternelle [136,139]. 

 Échange sang-liquide amniotique 

Leà li uideà a ioti ueà està u à li uideà e tou a tà leà fœtusà età o te uà da sà laà a it à

a ioti ue.àC estàauàd pa tàu àt a ssudatà ate el.à 

En début de gestation, une partie du liquide amniotique est absorbé par la peau 

fœtale.à Lo s ueà leà ei à fœtalàde ie tà fo ctionnel, les urines sont excrétées dans le liquide 

amniotique et allantoïdien. Elles participent ainsi à la production du liquide amniotique, à 

aiso àd u àlit eàpa àjou àe àfi àdeàgestatio .àÀ etteàp iode,àleàfœtusà oitàdesà olu esàdeà

liquide amniotique de 500 à 700 mL par jour (Figure 8). Ce liquide est ensuite absorbé au 

i eauàduàtu eàdigestif.àCeà leàd e tio àetàde réabsorption du liquide amniotique par voie 

cutanée et intestinale favorise la réentrée de molécules dans la circulation fœtale et pourrait 

ai siàp olo ge àl e positio àfœtaleàau à o ioti ues. 
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Figure 8 : Volu e de li uide a ioti ue u pa  le fœtus o i  ha ue jou  e  fo tio  du olu e de 
liquide amniotique présent dans le compartiment fœtal, d’ap s [140]. 

Ilà està gale e tà i po ta tà deà o sid e à ueà leà li uideà a ioti ueà est pas 

biochimiquement inerte. Il contient des glucuronidases qui peuvent hydrolyser les 

métabolites de phase II, et participer ainsi à leur réactivation [141].  

 



 

57 
 

 

 

  

E à d pità desà diff e esà deà pla e tatio à e ista tesà e t eà l esp eà o i eà età

hu ai e,à leà od leà o i à esteà adapt à à laà alisatio à d tudesà pha a o i ti uesà

puis u ilàoff eàlaàpossi ilit àd tudie à in vivo l e se leàdesàd te i a tsàdeàl e positio à

fœtaleà àu à o ioti ueàetà estàpasàli ita tàe àte esàdeà olu eàdeàp l e e t.à 

Da sà laàpa tieàsui a teàestàd iteà laà st oïdoge seàda sà l u it à ate o-fœto-

placentaire.  
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Partie 3 : La st oïdoge se da s l’u it  materno-fœto-placentaire. 

Laàst oïdoge seàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire met en jeu des interactions 

complexes entre lesàs st esàe do i ie sà ate els,àfœtau àetàpla e tai es. Ce processus 

dynamique est indispensable au maintien de la gestation, au développement embryonnaire 

età fœtalà et au déclenchement de la parturition [142–144]. Dans un premier temps, nous 

présenterons les principales voies de la stéroïdogenèse, puis les particularités de la 

st oïdoge seàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire. Enfin, compte tenu du fait que le BPS 

pourrait perturber plus particulièrement la voie de synthèse et de métabolisation de la 

testostérone, nous détaillerons les étapes de laà ios th seàdesàa d og esà hezàleàfœtus. 

 Description générale de la stéroïdogenèse  

Laàst oïdoge seàestàd fi ieàpa àl e se leàdes processus par lesquels le cholestérol 

est converti en hormones stéroïdes biologiquement actives. Elle présente des variations 

spécifiques en fonction des organes ou du type cellulaire com eà estàleà asàda sàlaàsu aleà

et les gonades. Les hormones stéroïdes sont toutes synthétisées à partir du cholestérol, 

présentant une structure cyclopentanophénanthrène (Figure 9).  

Parmi les hormones stéroïdes, les composés Δ5 portent une double liaison entre C5 et 

C .àPa àl a tio àdeàlaà β-hydroxystéroïde déshydrogénase/isomérase, cette double liaison est 

d pla eàe t eàC àetàC .àC estàai sià ueà so tà fo sà lesà omposés Δ4, qui représentent la 

plupart des hormones stéroïdes biologiquement actives (Figure 9). 

 

Figure 9 : Structure cyclopentanophénanthrène caractéristique des hormones stéroïdes et 
transformation des stéroïdes Δ5 en Δ4.  

Les stéroïdes chez les mammifères sont classés en plusieurs groupes : les 

progestagènes, les androgènes, les œstrogènes, les minéralocorticoïdes et les 

glucocorticoïdes. Parmi ces classes, les stéroïdes sexuels sont :  
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 Les œstrogènes, qui comptent 18 atomes de carbone. Ils sont produits 

esse tielle e tà pa à lesà o ai esà età pa à l u it à fœto-placentaire pendant la 

gestatio .àIlsà o p e e tàl œst adiol,àl estrone etàl œstriol.  

 Les androgènes qui comportent 19 atomes de carbone et sont produits 

essentiellement dans les testicules (testostérone) et la corticosurrénale (DHEA 

etàa d ost edio e .àIlsàso tàlesàp u seu sàdesàœst og es. 

 Les progestagènes qui se composent de 21 atomes de carbone et sont produits 

par les ovaires et le placenta [145,146]. 

 Approvisionnement en cholestérol des cellules stéroïdogéniques 

Laàp e i eà tapeàdeà laàst oïdoge seà o sisteàe à l a he i e e tàduà holest olà

e sàlesàgla desàs t i esàd ho o esàst oïdie es.àLaàsu aleàhu ai eàpeutàs th tise à

le cholestérol de novo,à aisà laà plusà g a deà pa tieà deà l app o isio e e tà des cellules 

stéroïdogéniques e à holest olà p o ie tà duà holest olà appo t à pa à l ali e tatio à età

transporté par les lipoprotéines de basse densité (LDL). Les enzymes contenant un domaine 

START (StAR related lipid transfer) participent au passage du cholestérol des gouttelettes 

lipidiques vers la membrane externe de la mitochondrie.  

Le passage du cholestérol de la membrane externe vers la membrane interne de la 

mitochondrie est médié par une protéine, la protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory 

protein). Cette étape constitue la première étape limitante de la stéroïdogenèse, car les 

cellules stéroïdogéniques stockent de très petites quantités de stéroïdes. En conséquence, 

une réponse stéroïdogénique nécessite une régulation rapide de la protéine StAR. Dans le 

pla e ta,àleàt a spo tà ito ho d ialàduà holest olà estàpasà di àpa àlaàp ot i eàStá‘,à uià

y est pas exprimée, mais par la protéine MLN64, qui est structurellement proche de la 

protéine Star.  

 Les enzymes de la stéroïdogenèse 

1. Les CYP450 

Les CYP 450 peuvent être de type à da sàlesà ito ho d ies,àilàs agitàu i ue e tàdeàlaà

P450 side chain clivage) ou de type 2 (dans le réticulum endoplasmique). Les CYP P450 

catalysent des réactions d h d o latio àetàleà li ageàdesàliaiso sà a o eà a o e,à uiàso tà

a isti ue e tàetàph siologi ue e tà i e si les.àC està laà aiso àpou à la uelleà lesàCYP 
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àfo tio e tàdeàfaço àu idi e tio elle,àleà etou àauàp u seu à estàpasàpossi le,à eà

lo sàd a u ulatio àduàp oduit. 

2. Les hydroxystéroïdes déhydrogénases 

Les hydroxystéroïdes déhydrogénases (HSD), contrairement aux CYP 450, catalysent 

desà a tio sà a isti ue e tà e si les.àLaàdi e tio àestàd te i eàpa àl a o da eàe à

forme réduite et o d eàdeà ofa teu sàetàpa àl affi it à elati eàdeà ha ueàe z eàpou àNáDà

(H) versus NADP(H).  

Lesà βHSDsà atal se tà laà o e sio à desà st oïdesà Δ5 e à st oïdesà Δ4. Elles 

convertissent ainsi la prégnénolone en progestérone, qui est le premier stéroïde important 

da sà laà oieà deà laà st oïdoge seà d u à poi tà deà ueà iologi ue.à Lesà βHSDsà assu e tà

gale e tàlaà o e sio àdeàlaà α-h d o p g olo eàe à α-hydroxyprogestérone, de la 

DHEA en androstènedione et de l a d ost ediolàe à testost o e,àa e à laà eàeffi a it à

quelle que soit la réaction.  

âà l i e se, lesà αHSDs,à aussià appel esà aldo-céto réductases (AKR), catalysent des 

réactions de réduction. Elles sont retrouvées notamment dans le cerveau pour la réduction de 

laà α-dihydroprogestérone en allopregnanolone ou encore dans le foie, les reins et les 

gonades.  

Lesà β-HSDs, qui comptent 12 isoformes, catalysent un ensemble de réactions 

idi e tio ellesà d o datio  et de réduction. Leur rôle est de convertir des stéroïdes en 

position à afi àdeà odule à l a ti it à iologi ueàdesàœst og esàetàdesà a d og esà [147]. 

Elles prennent e à ha ge,à pa à e e ple,à l i te o e sio à a d ost edio e/testost o eà età

œst o e/œst adiol. 

3. Les sulfatases 

Les stéroïdes sulfoconjugué peuvent être synthétisés directement à partir du 

cholestérol sulfate, ou bien par sulfoconjugaison des stéroïdes par des SULTs cytosoliques qui 

possèdent 44 isoformes différentes. La SULT1E1 sulfoconjugue lesàœst og es.àLaàSULT á à

est la principale enzyme exprimée dans la surrénale, elle sulfoconjugue le groupement β-

h d o làdesàst oïdesàΔ5, mais pas du cholestérol. La SULT2B1a sulfoconjugue également la 

prégnénolone alors que le cholestérol est sulfoconjugué par la SULT2B1b. Même si le rôle des 
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stéroïdes sulfoconjugués estàpasàcomplètement élucidé, la sulfoconjugaison entraine une 

inactivatio àdesàst oïdes,à gula tàai siàl e positio àdeàl o ga is eàau àst oïdesàa tifsà[145].  

 Les voies de biosynthèse des stéroïdes 

La Figure 10 décrit de façon schématique les voies de la stéroïdogenèse. 

 

Figure 10 : Schéma des voies de la stéroïdogenèse 

1. Du cholestérol à la prégnénolone 

La première étape de la stéroïdogenèse se situe da sàlaà ito ho d ie,à estàleà li ageà

de la chaîne latérale du cholestérol par la P450scc (scc = side chain cleavage) aussi connue 

sous le nom de CYP 11A1. Cette enzyme catalyse la conversion du cholestérol en 
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prégnénolone, étape limitante de la stéroïdogenèse, et soumise à de multiples mécanismes 

de régulation. 

2. Voie de synthèse de la progestérone 

La prégnénolone est transformée en progestérone par la déshydrogénation du 

groupement 3β-h d o àetàl iso isatio àdeàlaàdou leàliaiso àduà leàBà st oïdesà5) vers 

le cycle A (stéroïdes 4). Cette étape est catalysée par la 3β-hydroxystéroïde déshydrogénase 

(3β-HSD). 

3. Voie de synthèse des androgènes 

La biosynthèse des androgènes est assurée par un complexe enzymatique, la CYP 17A1 

uià atal seà à laà foisà l a tivité α-hydroxylase et 17.20 – lyase. Cette enzyme est 

p i ipale e tàe p i eàda sàlaàsu aleàetàlesàgo ades.àElleàassu eàlaà α-hydroxylation de 

laàp g olo eàetàdeàlaàp ogest o eàpou àdo e àlaà α-h d o p g olo eàetàlaà α-

hydroxyprogestérone. La 17- à l aseà e t a eà laà oupu eà deà laà hai eà lat aleà deà laà α-

h d o p g olo eàe t eàC àetàC àetàl o datio àdeàlaàfo tio àOHàe àC àpou àdo e à

une cétone, la DHEA. La DHEA est oxydée et isomérisée en C4-5 pour donner de 

l a d ost edio e.à 

Laà β-HSD à atal seà gale e tàlaà du tio àdeàl a d ostadio eàetàdeàl a d ost o eà

respectivement en dihydrotestostérone (DHT) et testostérone dans les tissus stéroïdogènes 

ou les tissus cibles des androgènes.àLo sàdeàlaàdiff e iatio àse uelle,à estàdans la surrénale 

fœtaleà ueà etteàe z eàestàlaàplusàa o da e tàe p i eàetàpa ti ipeàdo àp o a le e tà

à laàp odu tio àdeàtestost o e.àBie à u elleàsoitàtoujou sàp se teàap sàlaà aissa e,àso à

expression est réduite, tout comme la production de testostérone [145,146].  

L a ti it  17,20 – lyase est 50 fois plus efficace pour la conversion de la 1 α-

h d o p g olo eàe àDHEáà ueàpou à laà o e sio àdeà laà α-hydroxyprogestérone en 

androstènedione, ce qui explique la grande quantité de DHEA sécrétée par la surrénale chez 

l adulteàetàleàfœtus.àL a d ost edio eàestà o e tieàe àtestost o eàpa àl a tio àdeàlaà β-

HSD. La testostérone est transformée en DHT dans les organes cibles de la testostérone par la 

α-réductase de type 2 (SDR5A2).  
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4. Voie de synthèse des corticostéroïdes et des minéralocorticostéroïdes 

Laà α-hydroxyprogestérone formée à partir de la progestérone par hydroxylation en 

C17, ou àpa ti àdeà laà α-hydroxyprégnènolone, est le précurseur du cortisol. La CYP21A2 

i oso aleà atal seà l h d o latio àe àpositio  21 des stéroïdes Δ4
. Ainsi, la progestérone 

est convertie en 11-déoxycorticostérone et la α-hydroxyprogestérone en 11-déoxycortisol. 

La dernière enzyme nécessaire à la biosynthèse des minéralocorticoïdes et des 

glucocorticoïdes est la CYP11B qui, chez les ovins, permet la production de cortisol à partir de 

la 11-d o o tisol,à aisà gale e tà d aldost o eà à pa ti à deà -déoxycorticostérone. En 

e a he,à hezàl ho e,à esàdeu à a tio sàso tà atal s esàpa àdeu àe z esàdiff e tes : la 

11 β-h d o laseàetàl aldost o eàs thaseà[145,146]. 

5. Voie de s th se des œst og es 

L a o atisatio àdesàa d og esàe àœstrogènes est assurée par l a o ataseà aussiàappel eà

P450aro et CYP19A1). Cette enzyme est exprimée dans les tissus stéroïdogéniques tels que 

l o ai e,àleàpla e taàetàleà e eau,à aisàaussiàda sàdesàtissusà o àst oïdog i uesàtelsà ueàlaà

g aisseàetàl osà[145].  

 Stéroïdogenèse et interrelations materno-fœto-placentaires  

L uili eà st oïdie à auà ou sà deà laà gestatio à joueà u à ôleà i po ta tà da sà laà

p og a atio à fœtale.à Ilà està d te i à pa à desà i te elatio sà ate o-fœto-placentaires 

complexes [142–144] (Figure 11).  

Laà p e i eà tapeà deà laà st oïdoge seà o espo dà à l app o isio e e tà e à

holest ol.àM eà sià leà foieà fœtalà peutà s th tise à duà holest olà à pa ti à deà l a tate,à leà

holest olà ate elà o stitueàleà o t i uteu à ajeu àdeàlaàst oïdoge seàfœto-placentaire. 

Le placenta produit la prégnénolone et la progestérone à partir du cholestérol maternel. Ces 

deux précurseurs so tàs t sàda sàlaà i ulatio à ate elleàetàfœtale.àDa sàlaà i ulatio à

maternelle, la progestérone est transformée en prégnandiol, qui est excrétée dans les urines. 

U eàg a deà ua tit àdeàp ogest o eàestàs t eàda sàlaà i ulatio àfœtale. 



Étude bibliographique  

65 
 

 

Figure 11 : Schéma général de la stéroïdogenèse au sei  de l’u it  ate o-fœto-placentaire.  

Laàsu aleàfœtaleà d elopp eà hezà leàfœtusàhu ai à àpa ti àdeà laà e semaine de 

gestatio à està d pou ueà d a ti it  β-HSD. Elle ne peut donc s th tise à laà α-

h d o p ogest o e,à p u seu à duà o tisol,à u à pa ti à deà laà p ogest o eà d o igi eà

pla e tai e.àE à e a he,à laàsu aleàfœtaleàposs deàu eàfo teàa ti it àsulfotransférase et 

sécrète principalement des sulfates de stéroïdes, notamment le sulfate de 

déhydroépiandrostérone (DHEA-S à àpa ti àdeàlaàp g olo eàd o igi eàpla e tai e. 

Le placenta est dépourvu de CYP17A1. Il utilise le DHEA-Sà d o igi eà ate elleà età

fœtaleàpou àassu e àsaàp odu tio àd œstrogènes. Le DHEA-S subit une 16 – α hydroxylation 

da sà leà foieà fœtal.à Leàp oduità deà laà a tio à està leà  – αàh d o -DHEA-S, précurseur de 

l œst iol s t à pa à leà pla e taà età deà l œstriol sulfate. Ce stéroïde constitue un excellent 

a ueu àdeàlaà ia ilit àfœtale (Figure 12) [145,148]. 
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Figure 12 : Représentation schématique du métabolisme de la DHEA-S pa  l’u it  fœto-placentaire au 
milieu de la gestation [149]. 

L œst adiolà età l œstrone, dont la synthèse provient à égalité de la DHEáà d o igi eà

ate elleàetàfœtale, sont produits essentiellement pa àleàpla e ta.àL œst adiolàetàl oest o eà

so tàsulfo o jugu sàpa àl e do t eàut i .àIlsà o stitue tàai siàdesà io a ueu sàpe ti e tsà

de l i t g it àpla e tai e. Da sàleà o pa ti e tàfœtal,àlesàœstrogènes (estrone et œstradiol) 

circulent à la fois sous forme non conjuguée et conjuguée. La forme sulfoconjuguée étant 

prépondérante [150],àsesà o e t atio sàdeàl o d eàduà g/ Làso tà à à àfois plus élevées 

que celles des œstrogènes non conjugués. Ce ià s e pli ueà pa à leà fait que les formes non 

conjuguées passent plus facilement la barrière placentaire que les formes conjuguées, ce qui 

permet leur élimination maternelle. Le passage placentaire des formes sulfoconjuguées est 

trois fois plus important que celui des formes glucuronoconjuguées, en raison probablement 

de la forte activité sulfatase du placenta, qui permet la formation de stéroïdes non conjugués.  
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Da sà leà e eauà fœtal,àdesà st oïdesà sulfatasesà so t présentes en grande quantité, 

ota e tàdesàœst og es sulfatases. Les œstrogènes sulfoconjugués pourraient passer la 

barriè eàh atoe phali ueàfœtaleàetàla déconjugaison par la stéroïde sulfatase du sulfate 

d œst adiolàetàd estrone, localement dans le e eauàouàda sàl h poph seàduàfœtus,àpou aità

induire des effets biologiques. Ainsi, les œstrogènes sulfoconjugués, qui sont éliminés plus 

lentement que les formes déconjuguées, pourraient être considérés comme un réservoir 

i ula tàd œstrogènes actifs, produitsàsousàl a tio àdesàsulfatasesà[151]. 

Bien ueà l u it à fœto-placentaire produise de grandes quantités de stéroïdes, en 

particulier les DHEA, DHEA-Sàetàœst iol,àleu à ôleà iologi ueà esteà à la ifie .àLeà ai tie àdeàlaà

g ossesseàjus u àso àte eàestàla ge e tàd pe da tàdeàlaàp ogest o e dont la biosynthèse 

està gul eàpa àl œstradiol [152].àâàl i e se,àlaàp oduction de minéralocorticoïdes estàpasà

indispensable avant la naissance. Les œstrogènes placentaires sont de bons biomarqueurs de 

l i t g it à pla e tai e,à aisà o tà pasà deà ôleà esse tielà pe da tà laà g ossesse.à Qua tà au à

androgènes, ils jouent un rôle fondamental dans la différenciation sexuelle.  

 La voie de s th se et de ta olisatio  de la testost o e da s l’u it  fœto-placentaire.  

Chezàleàfœtus,àlaàs th seàdeàlaàtestost o eàaà ajo itai e e tàlieuàda sàlesà ellulesà

de Leydig [153,154]. Quatre enzymes sont impliquées dans la synthèse de la testostérone par 

la voie dite « classique ». Le CYP11A1 catalyse les trois réactions enzymatiques successives 

nécessaires à la formation de la prégnénolone. Cette dernière diffuse ensuite vers le réticulum 

endoplasmique lisse où se trouvent la 3βHSD, le CYP17A1 et la 17βHSD3.  

Lesà ellulesàdeàLe digàe p i e tàa o da e tàlaà βHSD àet laà βHSD , mais pas la 

SULTA1. De ce fait, la DHEA produite dans les testicules estàpasàsulfat eàe àDHEá-S, mais est 

convertie en androstènedione puis en testostérone (Figure 13). La voie de synthèse 

préférentielle de la testostérone dans les testicules passeàpa àlesàst oïdesàΔ5 conduisant à la 

production de DHEA alors que celle des Δ4 conduisant à la production de 17-

hydroxyprogestérone est minoritaire.  
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Figure 13 : Voie classique de biosynthèse de la testostérone da s les testi ules fœtau , d’ap s [153].  

La testostérone circulante est ensuite transformée en DHT grâce à la SDR5A2 exprimée 

dans le scrotum et la prostate. La DHT est environ 10 fois plus affine pour le récepteur aux 

androgènes que la testostérone (Figure 13).  

U eà oieà alte ati eà o eà «  a kdoo à path a  »à pe età laà p odu tio à deàDHTà

depuis la 17 – hydroxyprogestérone. Cette voie, démontrée chez le tamar wallaby et le 

o geu ,à aà pasà t à iseà e à ide eà hezà l ho eà ià hezà l o i ,à ie à u elleà soità

probablement présente. 

Chezàleàfœtus,àla testostérone peut aussi être synthétisée au niveau placentaire à partir 

de la DHEA (Figure 12) età da sà laà su aleà à pa ti à deà l a d ost edio e dans la Zona 

Reticularis (Figure 14). Dans le placenta, la testostérone peut également être métabolisée en 

œstradiol et œstrone pa àl aromatase. 
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Figure 14 : Synthèse de la testostérone dans la su ale fœtale d’ap s [155]. 

 Évolution des stéroïdes sexuels dans le compartiment maternel au cours de la gestation 

Au cours de la gestation, la production des œst og esàda sà l u it à fœto-materno-

placentaire peut être divisée en trois stades : 0-55, 55-120 jours de gestations et la fin de la 

gestation. La Figure 15 et le Tableau 5 d i e tàl olutio àdesàconcentrations plasmatiques 

des stéroïdes sexuels au cours de la gestation dans la circulation générale chez la brebis.  
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Figure 15 : É olutio  te po elle des o e t atio s d’estrone et d'est o e sulfate, d’œst adiol et 
d’œst adiol sulfate da s la ei e jugulai e au ou s de la gestatio  hez la e is [150]. 
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Tableau 5 : Concentrations plasmatiques de progestérone (P4, g/ L , d’est o e E , pg/mL), 
d’œstradiol (E2, pg/mL) et d’estrone sulfate (E1S, pg/mL) dans la veine utérine (UTV) et l’a t e ut i e 
(UA) au cours de la gestation chez la brebis [156]. Effet du jour de gestation, 1 p<0.05 ; 2 p<0.01 ; 3 NS. 

Jour de 
gestation 

UTV 
P41 

UA 
P41 

UTV 
E12 

UA 
E13 

UTV 
E21 

UA 
E23 

UTV 
E1S2 

UA 
E1S2 

25 3 4 10 8 13 55 111 60 

30 3 3 13 7 13 25 66 187 

35 6 3 9 16 21 26 187 183 

40 2 3 8 7 39 9 44 77 

50 3 5 13 12 38 18 24 43 

60 5 5 8 9 25 28 319 170 

70 8 4 4 3 15 22 341 374 

80 9 9 11 22 26 17 267 148 

90 ND 5 ND 12 21 15 315 339 

100 ND 5 17 16 28 50 759 900 

110 4 3 44 14 101 16 805 379 

120 9 3 22 16 23 45 971 1 225 

130 5 5 19 39 40 38 956 709 

140 6 7 15 27 27 66 ND ND 

SEM 0.5 0.3 2 4 3 6 290 26 

 

Lesà o e t atio sà d œstrogènes décrivent le même décours temporel dans la 

circulation utérine et générale. Elles sont faibles dans la circulation maternelle en début de 

gestation et augmentent progressivement pendant la deuxième moitié de gestation. Les 

o e t atio sàd estrone sulfateàetàd œstradiol sulfate augmentent du jour de gestation (JG) 

60 au JG140, pour atteindre des valeurs élevées en fin de gestation (estrone sulfate = 

2 ng/mL). Les concentrations en œst o e et œstradiol sont faibles en début de gestation, 

deviennent détectables vers le JG110 (estrone = 75 pg/mL en fin de gestation). Les 

concentrations de progestérone dans la circulation utérine varient au cours de la gestation 

entre 2 et 9 ng/mL.  

 Évolution des stéroïdes sexuels dans le compa ti e t fœtal 
1. Liquide allantoïdien et amniotique 

La Figure 16 et Tableau 6 décrivent l olutio àdesà st oïdesà se uelsà auà ou sàdeà laà

gestation dans le liquide amniotique ou le liquide allantoïdien chez la brebis. 
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Figure 16 : Évolution temporelle des o e t atio s d’est o e, d’est o e sulfate et d’œst adiol sulfate 
dans le liquide allantoïdien et amniotique au cours de la gestation hez le fœtus o i  [150]. 

Tableau 6 : Co e t atio s de p ogest o e P , d’est o e E , d’œstradiol (E2) et d’estrone sulfate 
(E1S) dans le liquide allantoïdien au cours du dernier tiers de la gestation chez le fœtus ovin [156]. 

Jour de gestation P1 ng/mL E11 pg/mL E21 pg/mL E1S2 pg/mL 

90 1.2 247 113 3772 

100 1.5 142 82 2504 

110 2.6 51 67 2460 

120 4 264 92 2738 

130 1.7 180 100 1637 

140 1.2 156 72 1681 

Jour de gestation, 2 p<0.05 ; 1 NS 

U à pi à deà s tio à d estrone,à d estrone sulfateà età d œstradiol sulfate est observé 

entre le 30e et le 60e jour de gestation, suivi par une diminution importante vers 50-60 jours 

deà gestatio à da sà leà li uideà alla toïdie ,à puisà pa à u eà deu i eà aug e tatio à d estrone 

sulfateà età d œstradiol sulfate pendant la deuxième moitié de la gestation. Dans le liquide 

a ioti ue,àlaàdi i utio àd œst adiolàsulfateàestàp og essi eàjus u àlaàfi àdeàlaàgestatio .à 

Lesà o e t atio sàdeàp ogest o e,àd estrone,àd œstradiol dans le liquide allantoïdien 

varient peu à la fin de la gestation, alors que les con e t atio sà d estrone sulfate et 

d œstradiol sulfate diminuent avant la parturition. 
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La proportion des formes α et β deàl œstradiol sulfoconjuguée ou non conjuguée peut 

a ie àauà ou sàdeàlaàgestatio àda sàlesàdiff e tsà o pa ti e tsàfœtalàetà ate el.à 

2. Plas a fœtal 

Le Tableau 7 d itàl olutio àdesàst oïdesàse uelsàdu a tàlaàdeu i eà oiti àdeàlaà

gestation dans le plasma fœtal. 

Tableau 7 : É olutio  te po elle des o e t atio s d’œstrogènes da s le plas a fœtal de JG  à 
JG140 [150]. 

Brebis Jour de 
gestation 

gestation 
Simple/double 

Sexe E1 
(pg/mL) 

E1S 
 (ng/mL) 

E2 
(pg/mL) 

E2S 
(ng/mL) 

73-8327 80 S M 36 1.35 20 0.54 
09-8145 90 S M 28 2.25 20 1.58 
09-8066 100 D F 39 4.09 73 2.63 
72-8084 110 S F 139 4.43 89 11.4 
73-8088 120 D M 35 4.06 83 3.49 
73-8098 130 S F 78 2.63 86 4.19 

50 140 D M 32 3.20 84 2.14 

Les concentratio sà plas ati uesà fœtalesà d estrone sulfate,à d œstradiol sulfate et 

d œstradiol augmentent entre JG80 et JG100 età este tà le esà deàl o d eàduà g/ Làpou àlesà

formes conjuguées) et variables durant la deuxième moitié de la gestation. Même si le nombre 

d ha tillo sàestà duit,àilà eàse leàpasà àa oi àdeàdiff e eàe àfo tio àduàsexe. Sur cette 

p iode,àlesà o e t atio sàfœtales d estrone sulfateàetàd œstradiol sulfate sont toujours plus 

élevées que les concentrations maternelles [150]. 

E àd fi iti e,àlaàst oïdoge seàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire met en jeu des 

relations complexes, pe etta tà soità deà ai te i à l ho ostasieà st oïdie eà ouà deà

permettre son évolution au cours de la gestation. 
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Objectifs et stratégies de la thèse 

Notre synthèse bibliographique montre la présence ubiquitaire du BPS dans des 

p oduitsà deà o so atio à ou a teà età da sà ot eà e i o e e tà suiteà à l i te di tio à

progressive du BPA en raison de son potentiel perturbateur endocrinien. La prévalence et les 

i eau àd e positio àdeàlaàpopulatio àg aleàauàBPSàso tàe àaug e tation constante depuis 

les années 2000. De plus, la mise en évidence du BPS dans le sang de cordon du nouveau-né 

démontre le passage placentaire du BPS [14]. Or, le BPS présente, comme le BPA, un potentiel 

perturbateur endocrinien [15].  

Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse étaient :à àd alue àlesà a is esà

d te i a tsà l e positio à fœtaleà auà BPSà età à so à p i ipalà ta olite,à leà BPSGà età deà lesà

comparer à eu à uià d te i e tà l e positio à fœtaleà au BPA et (2) de caractériser des 

io a ueu sàph ot pi uesàd e positio àfœtaleàet/ouàd effetàduàBPSà àpa ti àd u eàsig atu eà

stéroïdienne.  

Tout comme le BPA, le BPS est principalement métabolisé en BPSG. Des études sur le 

BPA ont démontré que son métabolite, le BPA Glucuronide (BPAG), était un marqueur de 

l e positio àfœtaleàauàBPá a àilà efl teàl e positio à h o i ueàauàBPáàetàest moins soumis aux 

variations temporelles [110,157]. En outre, son dosage ne peut pas être biaisé par des 

contaminations environnementales éventuelles, qui pourraient survenir lors de la collecte ou 

deà l a alyse des échantillons [157].à Pou à s assu e à d u eà o eà aluatio à deà l e positio à

fœtaleàauàBPS,àilàest donc nécessaire de déterminer les paramètres TK du BPS, mais aussi de 

son principal métabolite, le BPSG. Une des premières étapes de la thèse a donc été de purifier 

u eà ua tit àdeàBPSGàdeàl o d eàdeàplusieu sàg a esàafi àdeàd te i e àsesàp op i t sàTKà

sur le modèle intégratif ovin. 

Une méthode en chromatographie liquide ultra performance (UPLC) couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) permettant le dosage simultané du BPS et du 

BPSG a été développée et validée dans le plasma de brebis puis appliquée aux différentes 

matrices biologiques (plasma, urine, liquide amniotique, tissus, milieux de perfusion 

pla e tai e ,àpou à alue àl e positio ài te eàauàBPS. 

áuà sei à deà l u it à ate o-fœto-pla e tai e,à l e positio à fœtaleà auà BPSà està

déterminée par :  
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 l e positio à ate elle,ài lua tàlesàcapacités de métabolisation maternelle du 

BPS et du BPSG, 

 lesà apa it sàdeà ta olisatio àduàBPSàetàduàBPSGàduàfœtus,  

 la liaison du BPS aux protéines plasmatiques dans le compartiment maternel et 

fœtal, 

 le transfert placentaire du BPS et du BPSG, 

 les écha gesàe t eàleàsa gàfœtalàetàleàli uideàa ioti ue.à 

Pou à p e d eà e à o pteà l e se leà deà esà d te i a tsà deà l e positio à fœtale 

simultanément, des études TK du BPS et du BPSG ont été réalisées sur le modèle de brebis 

g a ideà do tà leà fœtusà aà t à ath t isé au dernier tiers de la gestation et qui a été 

précédemment développé au laboratoire [110]. La brebis gravide est un modèle intégratif 

couramment utilisé car il est pertinent vis-à- isàdeàl ho eàe àte esàdeàph siologieàde la 

gestation [116–119].  

Ce modèle permet le prélèvement de sang maternel peu limité en termes de volume 

et fréquence. En outre, l i se tio àdeà ath te sàda sàlaà ei eàjugulai eàetàl a t eà a otideàduà

fœtusàauà ou sàd u eà hi u gieàpermet de réaliser des administrations et des prélèvements 

s i sàdeàsa gàfœtalàsu àa i alà igileàpe da tà uel uesàse ai esàap sàlaà hi u gieà[110]. Ce 

t peàdeà hi u gieà estàpasàe isagea leàsu àu à od leàd aussiàpetiteàtailleà ueàleà o geu .àCe 

modèle de brebis gravide nous a ainsi permis d alue  lesàd te i a tsàdeàl e positio àfœtaleà

au BPS et au BPSG dansàl u it à ate o-fœto-placentaire sur (Article 2). 

Cependant, il existe des différences interspécifiques de placentation, qui est de type 

s des o ho ialàpou àl esp eào i eàetàhé o ho ialeàpou àl esp eàhu ai e.àPou àe t apole à

les résultats obtenus chez laà e isàg a ideà àl Ho e,àleàt a sfe tàpla e tai eàduàBPSàetàduà

BPSG a été étudié sur un modèle de placenta humain perfusé ex vivo, en collaboration avec le 

se i eàdeàG ologieàO st t i ueàdeàl hôpitalàPauleàdeàViguie à àToulouse.àCetteà tudeà ousà

a pe isà d alue à lesà lai a esà pla e tai esà humaines du BPS et du BPSG dans le sens 

materno-fœtalàetàfœto-maternel et de les comparer à celles du BPA et du BPAG (Article 3). 

Cetteà p e i eà pa tieà duà p ojetà su à laà dispositio à duà BPSà età duà BPSGà da sà l u ité 

materno-fœto-pla e tai eàaà o t à ueàleàBPSàs a u uleàda sàleà o pa ti e tàfœtalàlo sà

d e positio à h o i ue,à eà uiàpou aità o dui e,à su à touteà laàdu eàdeà laà gestatio ,à àdesà

effetsà ad e sesà su à leà d eloppe e tà fœtal.à Pou à alue à l h poth seà selo  laquelle 
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l e positio à auà BPSà pou aità odifie à l uili eà st oïdie à essai eà auà d eloppe e tà

o alà duà fœtus,à u eà app o heà glo aleà fo d eà su à u eà sig atu eà st oïdie eà aà t à

développée sur le modèle de brebis gravide. La dernière étape de ce projet a donc été 

d tudie àl i pa tàd u eàe positio à ate elleà uotidie eàauàBPSàpe da tà àjou sàauà ou sà

deà laà gestatio à su à l uili eà st oïdie à da sà l u it à ate o-fœto-placentaire en 

collaboration avec le LABERCA à Nantes (Article 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

77 
 

  

Chapitre 2 :  

Études expérimentales 



 

78 
 

  



Études expérimentales  

79 
 

Chapit e  : Études e p i e tales 
Mise au point des outils analytiques essai es à l’ tude de la 
dispositio  du BPS et du BPSG da s l’u it  ate o-fœto-placentaire  

 Contexte et objectifs  

Laàp ale eà le eàdeàl e positio àhu ai eàauàBPSàestàp o upa teàe à aiso àdeà

son potentiel perturbateur endocrinien [15]. Dans ce contexte, l tudeàdesà a is esàTK 

d te i a tàl e positio àauàBPSàetà àso àp i ipalà ta olite,àleàBPSG,àda sàl u it à ate o-

fœto-placentaire est nécessaire à l aluatio  du risque pour la santé humaine lié à 

l e positio  fœtaleà auà BPS.à Cetteà tudeà essiteà leà d eloppe e tà p ala leà d outilsà

analytiques adaptés aux études TK,à est-à-dire une méthode de dosage en direct des 

su sta esà d i t tà su à u eà la geà ga eà deà o e t atio sà a e à u à d ità d a al seà

pe etta tàdeàdose àeffi a e e tàlesà e tai esàd ha tillo sàg s.à 

Le BPSG est disponible commercialement sous forme de standard analytique en 

conditionnement de 10 gàpou àplusieu sà e tai esàd eu os.àLo sàd u eà tudeàTK,àplusieu sà

g a esàdeàBPSGàso tà essai esàpou àad i ist e ,à àdesà e isàg a idesàd e i o à  kg, 

des doses permettant un suivi cinétique des concentrations plasmatiques quantifiables sur 

une période suffisamment longue pour évaluer les paramètres TK d i t t.à Ilà aà do à t à

nécessaire dans un premier temps de produire de grandes quantités de BPSG à moindre coup 

età da sà u à d laià aiso a le,à pou à tudie à laà dispositio à duà BPSà età duà BPSGà da sà l u it à

materno-fœto-placentaire. Le BPSG étant excrété dans les urines, une méthode de 

purification du BPSG dans les urines de brebis a été développée par chromatographie flash. 

Pour cela, une forte dose de BPS (100 mg/kg) a été administrée à des brebis par voie orale et 

les urines ont été collectées et purifiées. (cf. II.á e eàdeàl a ti le 1 : Production du BPSG en 

chromatographie flash). 

De nombreuses méthodes ont été développées pour doser le BPS dans les papiers 

[48,50–52,54,56–58,158–161] et les emballages alimentaires [32,59–66,162,163],àda sàl eauà

[164–167], les sédiments [167–170],à lesà poussi esà età l ai à i t ieu à [68–70], les végétaux 

[171] ou encore les boues de station d pu atio à[172,173]. En ce qui concerne les matrices 

biologiques, il existe également des méthodes pour doser le BPS dans les urines [54,76,80–
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86,89–94,96,174], le sérum [14,54,77,84] et le lait maternel [87,88].à L e se leà deà esà

thodesàutilise tà l h d ol seàe z ati ueà uiàpe etàdeàd te i e à laà oncentration en 

BPS total (BPS aglycone + BPS conjugué). La concentration en BPS conjugué est ensuite 

obtenue par soustraction de la concentration en BPS aglycone (avant hydrolyse enzymatique) 

à la concentration en BPS total (après hydrolyse enzymatique). Cette évaluation impliquant 

un double dosage de chaque échantillon, les concentrations de BPS total sont le plus souvent 

rapportées dans la littérature, comme en atteste le Tableau 8.  
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Tableau 8 : M thodes de dosage du BPS et du BPS o jugu  da s les at i es iologi ues pu li es da s la litt atu e jus u’e  016, année du développement 
du dosage simultané du BPS et du BPSG au laboratoire. 

Référence Pré-traitement Analyse  Analyte LOD LOQ Calibration Matrice 

[92] Hydrolyse enzymatique  
SPE hors ligne  

HPLC-
MS/MS 

BPS total  0.01 ng/mL 0.02 ng/mL 0.02-20 ng/mL  Urine humaine 

[93] Hydrolyse enzymatique  
SPE en ligne  

HPLC-
MS/MS 

BPS et BPS conjugué * 0.03 ng/mL NA 0.03-100 
ng/mL 

Urine humaine 

[89] Hydrolyse enzymatique  
DLLME 

UHPLC – 
MS/MS 

BPS et BPS conjugué * 0.1 ng/mL 0.3 ng/mL 0.3-40 ng/mL Urine humaine 

[94] Hydrolyse enzymatique  
Extraction liquide-liquide 

UHPLC – 
MS/MS 

BPS et BPS conjugué * 0.01 ng/mL 0.032 
ng/mL 

0.032-1.25 
ng/mL 

Urine humaine 

[90] Hydrolyse enzymatique  
DLLME 

GC – 
MS/MS 

BPS et BPS conjugué * 0.1 ng/mL 0.4 ng/mL 0.4-40 ng/mL Urine humaine 

[87] Hydrolyse enzymatique 
E t a tio à àl a to e 
SPE hors ligne 

GC-MS/MS BPS total 0.001 µg/kg 0.003 µg/kg 0 -5 µg/kg Lait maternel 

[82] Hydrolyse enzymatique  
Extraction liquide-liquide 

HPLC-
MS/MS 

BPS total NA 0.02 ng/mL 0.02-5 ng/mL Urine humaine 

[54] Hydrolyse enzymatique  
Extraction liquide-liquide 
SPE en ligne  

UHPLC – 
MS/MS 

BPS et BPS conjugué * Urine : 
0.01 ng/mL 
Sérum : 
0.002 ng/mL 

NA 0-10 ng/mL Urine et sérum 
humain 

[76] Hydrolyse enzymatique 
SPE en ligne 

HPLC-
MS/MS 

BPS et BPS conjugué* 0.1 ng/L NA 0.01-100 
ng/mL 

Urine humaine 

[80] Hydrolyse enzymatique  
Ext a tio à à l a tateà
d th l 

UHPLC – 
MS/MS 

BPS total NA 0.12 ng/mL 0.12-50 ng/mL Urine humaine 
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Tableau 8 : M thodes de dosage du BPS et du BPS o jugu  da s les at i es iologi ues pu li es da s la litt atu e jus u’e  , a e du développement du 
dosage simultané du BPS et du BPSG au laboratoire (suite). 

Référence Pré-traitement Analyse  Analyte LOD LOQ Calibration Matrice 

[96] Hydrolyse enzymatique  
Filtration  
SPE en ligne  

UHPLC-
MS/MS 

BPS total 0.067 ng/mL 0.1 ng/mL 0.1-100 ng/mL Urine humaine 

[91] Hydrolyse enzymatique  
DLLME 

HPLC-
MS/MS 

BPS total 0.01 ng/mL 0.04 ng/mL 0.5-20 ng/mL Urine humaine 

*Par soustraction de la concentration en BPS non conjugué à la concentration en BPS total 
 

DLLME = Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction, GC = Gaz Chromatography, HPLC = High Performance Liquid Chromatography, LOD = Limit Of 

Detection, LOQ = Limit Of Quantification, SPE = Solid Phase Extraction, UPLC = Ultra Performance Liquid Chromatography
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Toutes ces méthodes, adaptées à des études de biosurveillance, permettent de 

e he he àdesàt a esàdeàBPSàda sàl e i o e e tàouàl o ga is eàetà o ie e tàpeuàpou à

desàappli atio sàe àTK.àE àeffet,àe à aiso àduà o eài po ta tàd ha tillo sàg sàpa  les 

tudesàTK,àleàte psàd a al seàdoità t eà duitàauà i i u àpou àassu e àu àd itàd a al seà

suffisa tà pou à ite à lesà effetsà dosageà su à u eà eà s ieà d ha tillo s.à Deà plus,à ilà fautà

pouvoir suivre le décours temporel des concentrations en BPS et BPSG sur des gammes de 

concentrations très étendues de quelques ng/mL en fin de cinétique à plusieurs µg/mL en 

début de cinétique, ce qui nécessite une gamme de concentration la plus large possible afin 

d ite à à laàdilutio àe essi eàdesà ha tillo sàdeà fo tes concentrations, qui apporte une 

imprécision supplémentaire à la mesure et 2) une mauvaise estimation des paramètres TK du 

faitàd u eàLOQàt opà le eàpou a tà as ue àlaàpe teàte i aleàdeàl li i atio àduàBPSàet/ouà

du BPSG. 

Pour répondre à tous ces critères, une méthode de dosage simultanée du BPS et du 

BPSG dans le plasma ovin a été développée et validée selon les lignes directrices décrites pour 

laà alidatio àdeà thodeà ioa al ti ueàpa àl áge eàEu op e eàduàM di a e tà EMá [175].  

Cette méthode a été, dans un premier temps, appliquée pour estimer les paramètres 

TKàduàBPSàetàduàBPSGà hezàdesà e isà o àg a ides.àCeàt a ailàestàp se t àda sà l a ti le 1 

pu li àe ào to eà àda sàu eà ditio àsp ialeàduà« Jou alàofà h o atog aph àá »àd di eà

aux conférences sélectionnées pour le 12e congrès francophone sur les sciences séparatives 

etàlesà ouplagesàdeàl association francophone des sciences séparatives.   

 A e e de l’a ti le 1 : Production du BPSG en chromatographie flash 

 Several grams of BPSG are required for its use in TK studies. The estimated cost of 

such an amount of BPSG is more than $50 000, which on the one hand would be too expensive 

to conduct our experiments and on the other hand could not be provided by our supplier with 

reasonable delay. Therefore we adapted a method involving flash chromatography for the 

production and purification of BPSG from urine after BPS administration to sheep [176]. 
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 Materials and methods 

1. Animal treatment and sample collection 

This experiment was designed to purify a large amount of BPSG from urine of five ewes 

that received an oral administration of BPS at the dose of 100 mg/kg body weight (bw) using 

a naso-esophageal tube. BPS was extemporaneously dissolved in EtOH/H2O/PG (10/11/79, 

v/v/v) at a concentration of 100 mg/mL. Total urine was collected via a Foley catheter 

aseptically placed in the urethra of the ewes. Urine was collected 2, 4, 6, 8 and 10 hours after 

the BPS oral administration and immediately chilled in ice and centrifuged for 10 min at 3000 

 g at 4 °C. A total volume of approximately 400 mL of urine was collected from each ewe and 

used for BPSG isolation by flash chromatography. 

2. BPSG purification from sheep urine by flash chromatography 

Pooled urine samples were concentrated using a Rotavapor® (Büchi, Rungis, France) at 

50°C to obtain a volume of approximately 40 mL. Pre-concentrated urine samples (2 mL) were 

injected into the flash chromatographic system (Combiflash, Teledyne ISCO, Lincoln, NE, USA) 

and separated on C18 cartridges (Chromabond® Flash RS 25 C18 ec, 25g, Macherey-Nagel, 

Hoerdt, France) with a H2O, 0.1% AA/MeOH gradient elution : column volume (CV) 0 : 20 % 

MeOH ; CV 0  10: 40% MeOH; CV 10  18: 40% MeOH with a flow rate of 20 mL/min. The 

UV detection and visualization wavelengths were set at 230 and 260 nm, respectively. The 

BPSG fractions collected were pooled and dried under a stream of air at 70°C. The product 

was then lyophilized overnight and stored at 4°C. 

3. Identification and quantification of BPSG and residual BPS in purified urine collected 
after oral administration of BPS to sheep.  

The BPSG fractions collected by flash chromatography were eluted on the HSST3 

column (2.1 mm 30 mm, 1.8 µm ; Waters) with H2O/AcN gradient elution. BPSG was 

identified by MS full scan ranging from m/z 50 to 600. The BPSG identification was carried out 

by MS/MS (m/z 425) daughter ion scan. The retention times and MS/MS fragmentation of 

purified BPSG were compared with those of BPSG analytical standard purchased from TRC. 

Standard calibrators ranging from 0.1 to 20 µg/mL and 1 to 200 ng/mL for BPSG and 

BPS, respectively, were prepared in H2O. For each BPSG fraction purified from urine by flash 
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chromatography, 10 mg of lyophilized extract were diluted in 10 mL of water. Each solution 

was then diluted 100 fold in H2O in triplicate and analyzed by UPLC-MS/MS to measure the 

amount of BPSG and the potential BPS contamination in each purified fraction.  

 Results 

1. Optimization of flash chromatography 

Collected urine samples were injected on a C18 cartridge and eluted with a MeOH/H2O 

gradient. However, BPSG was not correctly separated from the solvent front and urine 

interferences due to the higher polarity of BPSG compared to BPAG. The method was 

therefore adapted by acidifying the mobile phase to increase the retention on the C18 

cartridge and by optimizing the elution gradient to obtain the best separation of BPSG from 

impurities. Finally, BPSG was collected at 9.5 Column Volume (CV) to ensure its separation 

from urine interferences and from BPS eluted at 6 CV (Figure 17).  

 

Figure 17 : Chromatogram obtained in Flash chromatography displaying the separation of BPSG (9.5 
CV) in sheep urine samples from urine interferences and from BPS eluted at 6 CV. 

2. BPSG identification  

Fractions purified by flash chromatography were analyzed by UPLC-MS and compared 

to BPS and BPSG analytical standards. A major peak was observed at the same retention time 

 

 P   
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as BPSG analytical standard (tR = 1.59 min). The MS spectrum at 1.59 min gave a major peak 

at m/z 425 corresponding to the deprotonated molecular ion [M-H]- of BPSG. MS/MS was then 

performed on the m/z 425 precursor ion. The same characteristic fragment ions as those of 

BPS were observed at m/z 249 and m/z 175, corresponding to the BPS and glucuronic acid 

moieties, respectively (Figure 18) [74]. A minor peak was observed at the same retention time 

as BPS analytical standard, tR = 2.49 min, corresponding to the deprotonated parent ion [M-

H]- of BPS at m/z 249 [177]. These results showed that although BPSG can be isolated from 

urine fractions by flash chromatography, a small proportion of free BPS remains present in the 

BPSG fraction. This BPS contamination may originate either from some BPS residue in the 

purified BPSG fraction or from BPSG hydrolysis during the purification process. Indeed, the 

collected fractions were dried under acidic conditions and at a high temperature to evaporate 

the mobile phase. These conditions may be conducive to BPSG hydrolysis into BPS [178]. 

 

Figure 18 : MS/MS spectrum obtained for the collected BPSG fractions after flash chromatography 
purification. The parent ion of BPSG is observed at m/z 425. Product ions of BPSG are observed at m/z 
249, corresponding to the BPS moiety, and at m/z 175, corresponding to the glucuronide moiety (Ecoll 
= 52 eV). 

3. BPSG quantification 

The amounts of purified BPSG and potential BPS contamination in the various purified 

fractions were determined by quantifying both BPSG and BPS by UPLC-MS/MS in the collected 

fractions previously diluted to 10 µg/mL. In all the collected fractions, the BPSG concentrations 

ranged from 6.8 to 8.5 µg/mL and the BPS concentrations were below 0.3 µg/mL, 

corresponding to a maximum contamination of the fraction, in relation to BPSG, of 4.4%. 
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Finally, 2.8 g of BPSG were purified by flash chromatography with suitable purity for 

use in TK studies.  
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 Conclusion 

Le développement des outils analytiques nécessaires à la purification du BPSG ainsi 

u auàdosageàduàBPSàetàduàBPSG,à uià o stituaitàu eà tapeàp ala leà àl tudeàdeàlaàdispositio à

duàBPSàetàduàBPSGàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire, a été réalisé avec succès et valorisé 

sousàfo eàd u eàpu li atio àetàd u eà o u i atio ào ale.à 

Environ 2.8 g de BPSG ont été collectés avec une pureté allant de 68 à 85 %. Une légère 

o ta i atio àe àBPSàs le a tàauà a i u à à .  % de la quantité de BPSG a été observée 

da sà e tai esàf a tio sàdeàBPSGàpu ifi .àLeàBPSGàp oduitàaàe suiteà t àutilis àpou àl aluatio à

de la disposition du BPSG pour les différentes études TK du projet. Le faible niveau de 

o ta i atio àduàBPSGàpa àleàBPSà aàpasàeuàd i pa tàsu à osàa al sesàTK.  

La méthode de dosage simultané du BPS et du BPSG a été validée selon les lignes 

di e t i esàdeàl EMá.àCetteà thodeàpe etàlaàs pa atio àe àUPLCàetàlaàd te tio àe àMS/MSà

du BPS et du BPSG dans le plasma ovin en moins de 5 min avec une gamme de concentration 

uiàs te dàdeà à à  g/ Làpou àleàBPSàetàdeà à à    ng/mL pour le BPSG assurant un 

d itàd a al seàdeà à ha tillo s/jou . 

Cette méthode a été appliquée à une étude TK préliminaire du BPS et du BPSG chez la 

brebis. Les clairances plasmatiques respectives du BPS et du BPSG étaient de 0.57 et 0.08 

L/(kg*h), soit respectivement 2 et 4 fois plus faibles que celles déterminées pour le BPA (1.75 

L/(kg*h)) et le BPAG (0.33 L/(kg*h))[157]. Le taux de glucuronoconjugaison du BPS a été 

estimé à 75 % ;à etteà aleu àestà oh e teàa e àleàtau àdeàglu u o o o jugaiso àd te i àin 

vitro sur les cellules HepaRG [74] et in vivo chez le zebrafish adulte [104] et la souris [73] et 

confirme le caractère majoritaire de cette voie de métabolisation.  

Par la suite, la méthode présentée da sà l a ti le 1 a été appliquée à des formes 

deutérées du BPS et du BPSG (BPS-d8 et BPSG-d8) utilisées sans les études TK sur la brebis 

g a ide,àpou àdis i i e àleàBPSàetàleàBPSGàissusàdeàlaà eàdeà eu àissusàduàfœtus.à 

Cette méthode a été validée dans leàplas a,àleàli uideàa ioti ue,àl u i e,àleà ilieuàdeà

perfusion placentaire et les tissus (foie, hypothalamus, hippocampe, hypophyse, cotylédon, 

surrénale, gonade) (Tableau 9) afin de déterminer les concentrations en BPS et BPSG dans les 

échantillons collectés au cours des trois études expérimentales présentées ci-après. 
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Tableau 9 : Principaux paramètres de la méthode de dosage du BPS et du BPSG ainsi que leurs 
composés deutérés (BPS-d4, BPS-d8 et BPSG-d8) dans les matrices biologiques. 

Matrice 
biologique 

LLOQ (ng/mL) ULOQ (ng/mL) 

BPS BPS-d8 BPS-d4 BPSG BPSG-d8 BPS BPS-d8 BPS-d4 BPSG BPSG-d8 

Plasma  3 1 - 10 10 5000 5000 - 50 000 50 000 

Liquide 
amniotique 

1 1 - 10 10 5000 5000 - 50 000 50 000 

Urine  100 50 - 100 100 10 000 10 000 - 100 000 100 000 

Milieu de 
perfusion 

1 - 1 5 - 100 - 100 1000 - 

Tissus 5 - - 5 - 1000 1000 - 1000 - 

LLOQ = Lower Limit Of Quantification, ULOQ = Upper Limit Of Quantification. 
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Dans cette première étude expérimentale, les outils analytiques nécessaires à 

l tudeàdeàlaàdispositio àduàBPSàetàduàBPSGào tà t àd elopp s.àLeàBPSGàaà t àp oduitàetà

purifié en grande quantité. Une méthode adaptée au dosage du BPS et du BPSG dans des 

écha tillo sàdeàplas aà olle t sàauà ou sàd u eà tudeàTKàaà t à iseàauàpoi tàetà alid e.à

L appli a ilit àdeà etteà thodeàaà t à o fi eàpa à l esti atio àdesàpa a t esàTKàduà

BPS et du BPSG chez la brebis adulte. De plus, cette méthode a été adaptée et validée afin 

deàpe ett eàleàdosageàduàBPSàetàduàBPSGàda sàl e se leàdesà ha tillo sà olle t sàauà

cours des études suivantes, quelle que soit la matrice biologique.  

L o je tifàdeà la deuxième partie de nos études expérimentales est de déterminer 

les paramètres TK du BPS et du BPSG sur le modèle intégratif de la brebis gravide et sur le 

modèle ex vivo de placenta humain perfusé et de les comparer à ceux du BPA et du BPAG 

afi à d alue à lesà a is esà d te i a tà l e positio à fœtaleà auàBPSàetà auàBPSGàda sà

l u it à ate o-fœto-placentaire. 
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Dispositio  du BPS et du BPSG da s l’u it  ate o-fœto-placentaire 
ovine 

 Contexte et objectifs  

La présence du BPS peut être considérée comme ubiquitai eàda sà l e i o e e tà

comme en témoigne la détection de BPS dans 81 % des échantillons urinaires issus de la 

population générale dans sept pays asiatiques et aux États-Unis [92]. L aug e tatio àde la 

f ue eàdeàd te tio àduàBPSàda sàdesà ha tillo sàd u i eà olle t sàe t eà àetà à hezà

des volontaires adultes aux États-Unis illustre le caractère effectif de la substitution du BPA 

par le BPS [76]. De plus, du BPS a été détecté dans des échantillons de sérum maternel et de 

sérum de cordon, montrant ainsi que le BPS peut passer la barrière placentaire [14]. 

âàl i sta àduàBPá,àleàBPSàaàfaitàl o jetàd tudesàin vitro et in vivo indiquant un potentiel 

perturbateur endocrinien œstrogénomimétique [15,37,38]. Or, la période de la gestation est 

considérée comme une période à risque au cours deàla uelleàleàfœtusàe àd eloppe e tàestà

particulièrement sensible aux perturbateurs endocriniens. À ce jour, les données 

to i ologi uesà o e a tàl e positio àduàfœtusàouàduà ou isso àauàBPSàso tài e ista tes. 

Da sà eà o te te,àl tudeàdeàlaàdispositio àduàBPSàetàduàBPSGàda sàl u it à ate o-

fœto-placentaire est indispensable pour contribuer à évaluer le risque, pour la santé humaine, 

li à àl e positio àauàBPS.àLesào je tifsàdeà etteà tudeà taie tàd esti e àlesàpa a t esàTKàduà

BPSàetàduàBPSGàda sàl u ité materno-fœto-pla e tai eào i eàafi àd alue àlesà a is esàdeà

l e positio àfœtaleàauàBPSàetàdeàlesà o pa e à à eu à uià o t ôle tàl e positio àfœtaleàauàBPá.à 

Lesà pa ti ula it sà deà laà TKà fœtaleà duà BPSà età duà BPSGà do tà laà pe sista eà duà BPSGà

associée à saà a ti atio à da sà leà o pa ti e tà fœtalà ousà o tà o duitsà à tudie à

l a u ulatio àduàBPSàda sà eà o pa ti e tà Article 2). Ces résultats ont été valorisés sous 

forme de communications orales, de communications affi h esàetàd u àa ti leàpublié dans la 

e ueà« E i o e tàI te atio al ». 
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 Article 2  
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Supplementary  material, Toxicokinetic analysis 

Experiment 1 

The clearance (Cl), mean residence time (MRT), terminal half-life (t1/2) and volume of distribution 

at steady state (VSS) were computed using the classical equations indicated below (Gibaldi and 

Perrier, 1982): 

=   → �  

Equation 1 =  

Equation 2 

/ =  

Equation 3 =  

Equation 4 

Where AUC0 -> inf is the area under curve from t=0 to infinity, AUMC is the area under the first 

moment curve and ke is the rate constant of elimination.  

For each mother (fetus), the extent of BPS (BPS-d8) glucuronoconjugation over the 

sampling period was calculated by multiplying the maternal BPSG (fetal BPSG-d8) value of AUC 

from t=0 to infinity obtained after IV maternal BPS (fetal BPS-d8) administration by the 

corresponding maternal (fetal) clearance of BPSG (BPSG-d8).  

For the mother:   � =  −�  ���  �  ��� � × ���          

Equation 5 

For the fetus:  − 8 � =  −�  ��� − 8 �  ���− 8 � × ��� − 8 

             Equation 6 
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The extent of BPSG-d8 hydrolysis over the sampling period was calculated by multiplying the BPS-

d8 AUClast value obtained after BPSG-d8 administration by the corresponding fetal BPS-d8 

clearance, where AUClast is the AUC from t0 to the last concentration observed. − 8 ℎ� � =  − �  ���− 8 �  ��� − 8 � × ���− 8 

Equation 7 

The maternal to fetal transfer of BPS for each mother-fetus pair over the sampling period was 

estimated from the product of the fetal BPS value of AUC from t=0 to infinity obtained after IV 

maternal BPS administration and the corresponding BPS-d8 fetal clearance divided by the IV 

maternal BPS dose administered.  � − �  �  %= −inf �  ��� �  � �  � ��� × ���− 8��� ℎ  ×  

Equation 8 

The fetal to maternal transfer of BPS-d8 for each mother-fetus pair over the sampling period was 

estimated from the product of the maternal BPS-d8 value of AUC from t=0 to infinity obtained 

after IV fetal BPS-d8 administration and the corresponding BPS maternal clearance divided by the 

IV fetal BPS-d8 dose administered.  − � �  �  %= −inf � �  ���− 8 �  �  � ���− 8 × ������− 8 ×  

Equation 9 

Experiment 2 

The accumulation ratio (R) of BPS in the fetal plasma was calculated as follows (Toutain and 

Bousquet-Mélou, 2004) :  

= � �− ��  ℎ  �  � � � � � × � �  �   

Equation 10 
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 Études complémentaires à l’a ti le 2 

 Évaluation de l’e tio  urinaire du BPSG chez les brebis 

áfi à deà o pl te à lesà do esà pu li esà da sà l a ti le 2, les données urinaires 

ate ellesào te uesàauà ou sàdeà l tudeàdeà l a u ulatio àduàBPSàda sà leà o pa ti e tà

fœtalàso tàp se t es.  

Les urines maternelles ont été collectées juste avant la dernière administration de BPS 

à la dose de 5 mg/kg par voie IV (intraveineuse) à la brebis, et pendant 24 h aux temps 1, 3, 6, 

10, 15, 21 et 24 hàap sàl ad i ist atio à[179].  

La quantité cumulée de BPSG excrétée dans les urines maternelles a pu être estimée 

pour deux brebis gravides sur 3, le volume total des urines de la t oisi eà e isà a a tàpasà

pu être déterminé en raison de fuites urinaires autour de sa sonde. Après la dernière 

administration maternelle de BPS, àl tatàd uili e,àlaà ua tit àdeàBPSGàe t eàda sàlesà

urines sur 24 hàs l eà à . à± 8.49 % de la dose journalière de BPS administrée, dont 80 % 

environ dans les 3 premières heures (Figure 19).  

 

Figure 19 : Excrétion cumulée moyenne du BPSG, dans les urines maternelles, dans les 24 h après la 
de i e ad i ist atio  de BPS, ’est-à-dire à l’ tat d’ uili e, exprimée en pourcentage de la dose de 
BPS administrée de 5 mg/k par voie IV à deux brebis.   

Ce résultat est cohérent avec celui obte uàda sàl tudeàdeàlaàdispositio àduàBPSàda sà

le compartiment materno-fœto-placentaire (Article 2, expérience 1). Le BPS entrant dans le 

compartiment maternel est donc majoritairement glucuronoconjugué et excrété dans les 

urines.  
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 Détermination de la fra tio  li e du BPS hez la e is et le fœtus ovi  

Da sàleà ad eàd u àp ojetàsu àlesà a iatio sài te sp ifi uesàdeàlaàliaiso àduàBPáàetàduà

BPSàau àp ot i esàplas ati ues,àau uelàj aiàpa ti ip ,à ousàa o sà alu àpa àu eà thodeàdeà

dial seà àl uili e,àla liaison du BPA et du BPS aux protéines plasmatiques chez la brebis vide, 

e àd utàetàe àfi àdeàgestatio àetà hezàleàfœtusào i .à 

1. Contexte et objectif 

Da sàl tudeàdeàdispositio àduàBPSàetàduàBPSGàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire, 

les concentrations mesurées en BPS correspondent à la somme des concentrations de BPS 

li eà età deà BPSà li à au à p ot i esà plas ati ues.à E à effet,à l e t a tio à pa à p ipitatio à desà

protéines plasmatiques dénature les protéines et par conséquent ne permet pas de 

différencier les formes de BPS liées des formes non liées aux protéines plasmatiques. Or seul 

leàBPSàli eàestà apa leàdeàseàlie àau à epteu s,àd e t e àda sàlesà ellulesàetàd e e e àso à

activité biologique.  

Par ailleurs, des modifications des concentrations des protéines plasmatiques sont 

observées au cours de la gestation. Chez la femme, les concentrations plasmatiques en 

albumine diminuent au cours de la grossesse alors que les o e t atio sàfœtalesàe àal u i e 

augmentent. Ainsi, leà atioàdesà o e t atio sàe àal u i eàfœto-maternelle, à 0.3 au premier 

trimestre, est de 1.2 à terme [133,180]. De plus, au cours du dernier trimestre de la grossesse, 

la concentration en Sex Hormone-Binding Globuline (SHBG) aug e teàd u àfa teu  5 à 10 chez 

la femme enceinte [181].  

La différence de concentrations en protéines et de leur affinité entre le plasma 

ate elàetàfœtalàaàdesà o s ue esàsu àl i po ta eà elati eàdesàf a tio sàli esàdu BPS et 

sur la distribution du BPS e t eàlesà i ulatio sà ate elleàetàfœtaleà uiàdoi e tà t eàp isesàe à

o pteà pou à p di eà l e positio à duà fœtusà hu ai à à laà fo eà a tive du BPS. Il est par 

conséquent i po ta tà d alue à laà liaiso à duà BPS aux protéines plasmatiques, car la 

connaissance de la fraction libre est essentielle pour interpréter correctement une 

concentration plasmatique mesurée de BPS et pou àl e t apolatio  in vitro in vivo de ses effets. 

L o je tifàdeà etteà tudeàestàdo àdeàd te i e àlaàf a tio àli eàduàBPSà hezàlaà e isàg a ideà

e àd utàetàe àfi àdeàgestatio àetà hezàleàfœtusào i . 
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2. Méthode expérimentale 

Le pourcentage de BPS libre (non lié aux protéines plasmatiques) a été déterminé sur 

desàpoolsàdeàplas aào i àfœtalà à=à  échantillons poolés) et maternel (n = 36 échantillons 

poolés) blancs collectés à 117 ± 5 jours de gestation auà ou sà d e p ie esà a t ieu esà

réalisées au laboratoire. La liaison du BPS aux protéines plasmatiques a été étudiée in vitro en 

duplicata pour plusieurs concentrations de BPS (5, 10, 50 et 250 M àpa àdial seà àl uili eà

avec un système Dianorm (CH8135, Langenau, Zurich, Switzerland) en utilisant une membrane 

semi-perméable en cellulose qui retient les substances de poids moléculaire supérieur à 5000 

Daltons. Cette méthode a préalablement été décrite par Gayrard et coll. [182].  

Di à i olit esàd u eàsolutio àdeàBPSà[H]à3 à 1 h (1.7 Ci/mmol, pureté 99.3 % ; Moravek 

Biochemicals and Radiochemicals, Brea,àCalifo ia,àUSá àda sàl tha olàaà t àajout eà à ha ueà

millilitre de solution tampon de BPS comme traceur (de 19 000 à 45 000 dpm par cellule de 

dialyse). La fraction libre de BPS est déterminée par le rapport entre la radioactivité mesurée 

dans le tampon de dialyse sur la radioactivité mesurée dans le plasma de la cellule de dialyse 

(Figure 20).   

 

Figure 20 : Des iptio  s h ati ue du p i ipe de la dial se à l’ uili e utilis  pou  la d te i atio  
de la fraction libre et liée du BPS aux protéines plasmatiques. 
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3. Résultats et conclusion 

Les pourcentages moyens de liaiso àduàBPSàau àp ot i esàplas ati uesà ont pas varié 

sur cette gamme de concentrations. Ils sont présentés et comparés à ceux du BPA dans le 

Tableau 10. 

Tableau 10 : Moyenne (± ET) des pourcentages de liaison du BPS et du BPA aux protéines plasmatiques 
sur des pools de plasma de e is g a ides et de fœtus o i s e  fi  de gestatio . 

 % fixation du BPS 
(moyenne ± écart-type) 

% fixation du BPA 
(moyenne ± écart-type) 

Brebis en fin de gestation 95.0 ± 0.62 96.2 ± 0.20 
Fœtusào i àen fin de gestation 93.4 ± 0.62 90.7 ± 0.49 

Laàf a tio àli eàduàBPSàda sàleàplas aàs l eà à . à± 0.6 % chez la brebis en fin de 

gestatio à età estàduà eào d eàdeà g a deu à hezà leà fœtusào i à 6.6 ± 0.6 %). Ce résultat 

sig ifieà ueàlaàliaiso àduàBPSàau àp ot i esàplas ati uesà aàpasàd i flue eàsu àleàg adie tàdeà

o e t atio à e t eà leà o pa ti e tà fœtalà età leà o pa ti e tà ate el,à età do à su à leà

passage placentaire du BPS. Le pourcentage de BPS libre chez la brebis adulte est du même 

o d eàdeàg a deu à ueà eluiàduàBPá,àalo sà ueàleàfœtusào i àestà . àfoisàplusàe pos àauàBPáà

libre u auàBPS (p< 0.001), pour une même concentration totale de bisphénol.  

Ces résultats sur la liaison du BPS aux protéines plasmatiques des plasmas maternels 

etàfœtau àhu ai sàetào i sàse ont exploités da sàleà ad eàd u eà o pa aiso ài te sp ifi ueà

de liaison du BPS et du BPA aux protéines plasmatiques et feront l o jetàd u eàpu li atio . 

 Étude préliminaire 1 : hydrolyse du BPSG dans le liquide amniotique ex vivo 

1. Contexte et objectif 

Da sàl tudeàTKàp se t eàda sàl a ti le 2, nous avons mis en évidence une hydrolyse 

duàBPSGàe àBPSàda sàleà o pa ti e tàfœtal.àE àeffet,àap sàu eàad i ist atio  IV de BPSG-

d àauàfœtus,ào ào se ve du BPS-d àda sà leà o pa ti e tà fœtal (Article 2, Figure 3). Cette 

déconjugaison du BPSG semble relativement lente puisque les concentrations en BPS-d8 

continuent à augmenter da sà leà o pa ti e tàfœtal jus u au dernier prélèvement, réalisé 

72 h après l'administration de BPSG-d8.  

Des glucuronidases sont présentes dans de nombreux tissus et liquides biologiques 

avec des activités similaires [183]. En particulier, une activité glucuronidase a été rapportée 
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dans le liquide amniotique [141] avec notamment une activité plus importante chez lesàfœtusà

mâles. 

LeàBPSàda sàleà o pa ti e tà fœtalàestà ta olis àe àBPSGàauà i eauàh pati ueàet 

élimi àda sàlesàu i esàfœtalesàelles-mêmes excrétées dans le liquide amniotique dans lequel 

aig eàleàfœtus. Notre hypothèse est que le BPSG pourrait être hydrolysé, au moins en partie, 

dans le liquide amniotique, et être ensuite absorbé par le fœtus,àsoitàau niveau du tube digestif 

qui est très perméable ou par voie cutanée, pour rejoindre alors le compartiment central. 

Cetteàh poth seàaà t à iseà àl p eu eàe à alua tàex vivo la déconjugaison du BPSG dans du 

liquide amniotique collecté extemporanément sur deux brebis à terme.  

2. Méthode expérimentale 

Un volume total de 10 mL de liquide amniotique a été prélevé stérilement, sur deux 

brebis gravides, par ponction à travers la membrane amniotique en début de césarienne. Le 

liquide amniotique collecté a été poolé, puis homogénéisé, et réparti en deux fractions de 

5 mL placées dans une étuve à 37 °C sur une plaque à agitation oscillante. Deux fractions de 

5 mL de sérum physiologique (NaCl) ont été traitées dans les mêmes conditions.  

Une solution mère de BPSG à la concentration de 500 µg/mL a été préparée 

extemporanément dans du NaCl et conservée à -20 °Càjus u àso àutilisatio .à 

Cinquante microlitres de la solution mère de BPSG ont été ajoutés dans 5 mL de liquide 

amniotique ou de NaCl pour obtenir une concentration finale nominale de 5 µg/mL 

(0.020 0 µmol/mL ou 0.100 µmol in toto). Quatre cents microlitres de solution/liquide 

amniotique ont été prélevés au temps 10, 20, 30 minutes puis 1, 2, 4, 6, 18 et 24 heures après 

l additio àdeàBPSG. 

Les échantillons collectés ont été immédiatement placés dans la glace afin de stopper 

toute réaction puis centrifugés (3000 x g, 4 °C, 10 min) et conservés à -20 °Càjus u auàdosage. 

Les concentrations en BPS et BPSG dans les échantillons ont été déterminées par UPLC-

MS/MS. 

3. Résultats et conclusion 

NiàleàBPS,à iàleàBPSGà o tà t àd te t sàda sàlesà ha tillo sàdeàli uideàa ioti ueàetà

deàNaClà olle t sàa a tà l ajoutàduàBPSG.àDa sà leàNaCl,à laà o e t atio àdeàBPSGàestà est eà
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sta leàtoutàauàlo gàdeàl e p ie e etàlaàp se eàdeàBPSà aàja aisà t à iseàe à ide eàda sà

leàNaClàauà ou sàdeàl i u atio . 

Dans le liquide amniotique, 4.2 % de la dose de BPSG a été déglucuronoconjugué sur 

la période de 24 h. Près de la moitié du BPS est formée au cours des 2 premières heures 

d i u atio .à La vitesse de déconjugaison du BPSG est plus importante au cours des 10 

p e i esà i utesàd i u atio à .  nmol/h), elle est ensuite relativement constante sur la 

période de 30 min à 4 h (0.11 à 0.38 nmol/h) et diminue ensuite jusqu à  h. Cette diminution 

de la vitesse de déconjugaison du BPSG après 4 hà d i u atio à pou aità t eà li eà à desà

o ditio sàd i u atio à o g atio à o àopti alesàouà àu eàsatu atio àdeà l a ti it àdeà laà

glucuronidase (Figure 21).  

 

Figure 21 : Vitesse d’h d ol se du BPSG ol/h  et évolution temporelle des quantités cumulées de 
BPS formé (nmol) dans le liquide amniotique maintenu sous agitation à 37 °C.  

Cetteà e p ie eà p li i ai eà d tudeà deà l h d ol seà duà BPSGà da sà leà li uideà

amniotique ex vivo indique que le liquide amniotique possède une activité glucuronidase et 

o stitueàdo àu àsiteàpote tielàdeàl h d ol seàp iph i ueàduàBPSGàda sàleà o pa ti e tà

fœtal.à 

 Conclusions 

Pou à tudie àlaàdispositio àduàBPSàetàduàBPSGàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire, 

l utilisatio àd u à od leài t g atif tel que la brebis gravide a permis de prendre en compte 

l e se leàdesàd te i a tsàdeàl e positio àfœtaleàpou à alue àlesàpa a t esàTKàduàBPSàetà

duàBPSGàdeàlaà eàetàduàfœtus.à 
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L a al seà o à o pa ti e taleàdesàdo esàaà o t à le taux de transfert materno-

fœtalàduàBPSàestàfai le,àdeà .  %, soit un taux de transfert 10 fois inférieur à celui du BPA. Ce 

fai leàtau àdeàt a sfe tàpou aitàsig ifie ,à àto t,à ueàleàfœtusàestà ieu àp ot g àdeàl e positio à

au BPS comparativement à celle au BPA. Cependant, la clairance fœtale du BPS est 30 fois 

inférieure à celle du BPA. La clairance placentaire fœto-maternelle du BPS est faible et la 

lai a eà ta oli ueàduàBPSà uiàp do i eà o duità àlaàp odu tio àdeàBPSGà uiàs a u uleà

da sàleà o pa ti e tàfœtalàe à aiso àd u àd fautàdeàpassageàt a spla e tai e. L li i atio à

duà BPSG,à toutà o eà elleà duà BPáG,à pi g à da sà leà o pa ti e tà fœtalà essiteà so à

h d ol seà e à BPS.à Ceà ph o eà d h d ol seà e t a eà u eà pe sista eà duà BPSà da sà leà

o pa ti e tàfœtal,àd te i eàpar la demi-vie plasmatique du BPSG dans le compartiment 

fœtal, qui est de 86 h.àLeàtau àd a u ulatio àduàBPSàda sàleà o pa ti e tàfœtalàestàdeà6.5. 

Ainsi, même si le passage materno-fœtalà duàBPSàestà fai le,à l a u ulatio àduàBPSàda sà leà

o pa ti e tàfœtalàconduit à une exposition au BPS similaire à celle au BPA, pour un schéma 

d e positio à ate elleà p t eàsi ilai e. 

LeàBPSàetàleàBPSGàso tàdist i u sàda sàleà o pa ti e tàfœtalàetà ota e tàda sàleà

liquide amniotique où le ratio des concentrations en BPSG/BPS est plus faible que dans le 

plas aà à e susà .àL tudeàp li i ai e menée ex vivo suggère que le liquide amniotique 

possède des β-glu u o idasesà apa lesà d h d ol se à leà BPSGà e à BPS.à Ilà està i po ta tà deà

quantifier ce phénomène de réactivation du BPSG en BPS dans le liquide amniotique ou dans 

lesàtissusà i lesàpou à alue àleà is ueàli à àl e positio àfœtaleàauàBPS. 
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L tudeà deà laà dispositio à duà BPSà età duà BPSGà hezà laà e isà g a ideà aà pe isà

d esti e àlesàpa a t esàTKàduàBPSàetàduàBPSGàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire en 

p e a tàe à o pteàtousàlesàd te i a tsàdeàl e positio àfœtaleàsi ulta e t.à 

En raison des diff e esà i te sp ifi uesàdeàpla e tatio ,à l e t apolatio àdeà esà

sultats,ào te usà hezàlaà e is,à àl Ho eà essitaitàd alue àleàt a sfe tàpla e tai eà

duàBPSàetàduàBPSGà hezàl Ho e.àLeà od leàex vivo de placenta humain perfusé en circuit 

ouvert a ainsi été utilisé pour évaluer les clairances placentaires materno-fœtalesàetàfœto-

maternelles du BPS et du BPSG. 
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Étude du transfert placentaire du BPS et du BPSG sur le modèle de 
perfusion de cotylédon humain isolé  

 Contexte et objectifs  

âà eà jou ,àu eàseuleà tudeàaà appo t à l e positio àduàfœtusàhu ai àauàBPS.àSu à à

couples mère-nouveau-né en Chine, des concentrations plasmatiques de BPS total ont été 

rapportées dans le plasma de 4 femmes (0.03-0.07 ng/mL) et dans le sang de cordon ombilical 

de 7 nouveau-nés (0.03-0.12 ng/mL)[14]. Cette étude suggère donc que le BPS a la capacité 

de passer la barrière placentaire.  

Cepe da t,à leà t a sfe tàpla e tai eàduàBPSà aàe o eà ja aisà t à alu .à Leà utàdeà

notre étude était de caractériser le transfert placentaire du BPS et du BPSG dans le sens 

materno-fœtalà età fœto-maternel sur le placenta humain. Pour cela, nous avons utilisé le 

modèle de perfusion de cotylédon humain isolé en circuit ouvert précédemment développé 

au laboratoire [184]. Ce modèle permet de quantifier le transfert placentaire de molécules 

d i t tàsu àu eàdu eàdeà à i utesà o pati leàa e àleà ai tie àdeàlaàsu ieàpla e tai eàetà

d alue àlesà lai a esàpla e tai esàda sàleàse sà ate o-fœtalàetàfœto-maternel (Figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Schéma du système de perfusion de cotylédon humain isolé en circuit ouvert. Les circulations 
fœtale et ate elle so t e es e p i e tale e t en faisant circuler du milieu de Earle. Les 
o ditio s ph siologi ues de te p atu e, de pH et de d it ot l do ai e ate els et fœtau  so t 
o t ôl es, d’ap s [3].  
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Leàp oto oleàe isag à taitàda sàu àp e ie à te ps,à o eà ousà l a o sà faità su à leà

od leào i ,àd alue à si ulta e tà leà t a sfe tàpla e tai eàduàBPSà BPSG àda sà leà se sà

materno-fœtalàetà fœto-maternel sur le même placenta en utilisant du BPS-d4 (BPSG) pour 

l aluatio àduàt a sfe tà ate o-fœtalàetàduàBPSà BPSG à a u àauàdeut iu ,à leàBPS-d8 

(BPSG-d ,àpou àl aluatio àduàt a sfe tàpla e tai eàfœto-maternel (Figure 23).  

 

Figure 23 : Rep se tatio  s h ati ue du p e ie  p oto ole e p i e tal pou  l’ tude du t a sfe t 
placentaire du BPS-d  A  et du BPSG B . L’utilisatio  de BPS (BPSG) marqué au deutérium permet de 
distinguer dans les échantillons collectés le BPS (BPSG) qui provient de la circulation maternelle ou 
fœtale. L’a tip i e est u  a ueu  de diffusio  passi e pe etta t de ifie  l’i t g it  du pla e ta 
et ainsi de alide  l’e p ie e de pe fusio .  

Cepe da t,àl ajoutàdeàBPS-d4 (BPSG) et de BPS-d8 (BPSG-d8) simultanément dans la 

i ulatio à ate elleàetàfœtaleài flue eàleàg adie tàdeà o e t atio àetàdo àleàph o eà

de diffusion passive. Par conséquent, le tempsà essai eàpou àattei d eàl uili eàestàplusà

lo g.àCeàp oto oleà taitàdo àpasà o pati leàa e àlaàdu eàdeàpe fusio àdeà  min imposée 

par le modèle. Pour pallier ce biais méthodologique, le transfert placentaire du BPS-d4 et du 

BPSG a été évalué alternativement dans le sens materno-fœtalàetàfœto-maternel (Figure 24).  

 

Figure 24 : Rep se tatio  s h ati ue du p oto ole d’ tude du t a sfert placentaire du BPS marqué 
au deutérium (BPS-d4) et du BPSG simultanément, dans le sens materno-fœtal A  ou fœto-maternel 
B . L’utilisatio  de BPS a u  au deut iu  pe et de disti gue  le BPS-d4 ajouté au liquide de 

perfusion, du BPS qui pourrait p o e i  de l’h d ol se du BPSG. L’a tip i e est utilis e o e 
marqueur de diffusion passive.  
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Les résultats montrent que le taux de transfert du BPS est faible, notamment dans le 

sens materno-fœtal,à eà uià sugg eà l i pli atio à d u à t a spo tà a tifà da sà leà t a sfe tà

pla e tai eà duà BPSà età duà BPSGà uià fa o ise aità l efflu à deà esà deu à su sta esà e s la 

i ulatio à ate elle.àDa sà laà litt atu e,à ilà e isteàpasàdeàdo eàsu à lesà a is esàdeà

transport placentaire du BPS. Des études in vitro sur des cellules surexprimant certains 

t a spo teu sà o tà o t à ueà leà BPáà sti uleà l a ti it à áTPaseà deà diff rents transporteurs 

hezàl Ho e,àM‘P ,àBC‘P,àM‘P àde la barrière placentaire, suggérant que le BPA est un 

substrat pour ces transporteurs [136,185]. La P-gpàestàleàt a spo teu àd efflu àleàplusàp se tà

sur la barrière placentaire. Sur un modèle de cellules BeWo (lignée de cellules 

trophoblastiques humaines issues de choriocarcinome),àl ajout de 100 µM de Vérapamil, un 

inhibiteur des P-gp, diminue le rapport de perméabilité du BPA de la membrane basale vers la 

membrane apicale et dans les sens apical-basal (de 2 environ à 0.90), ce qui suggère que le 

transport du BPA implique la P-gp [186]. 

Co pteàte uàdeàl a alogie structurale entre le BPS et le BPA, notre hypothèse est que 

le BPS pourrait être un substrat des ABC transporteurs, limitant ainsi son passage materno-

fœtal.àToutefois,à lesàp op i t sàph si o hi i uesàduàBPSà pKa àetàpKa àdeà . àetà . à eà

nous permette tàpasàd e lu eàl i pli atio àdesàt a spo teu sàd a io s,à o eàlesàOáTPà a ,à

au pH physiologique de 7.4, la forme anionique du BPS est présente en équilibre avec sa forme 

non ionique. 

Not eà o je tifà taità do à d e a i e à l h poth seà selo à la uelleà lesà transporteurs 

d efflu àdeàlaàfa illeàdesàáBC,à ota e tàlaàP-gp, limitent le passage materno-fœtalàduàBPS.à

ái si,àsu àleà od leàdeàpla e taàpe fus ,à ousàa o sà tudi àl effetàdeàl additio àd u ài hi iteu à

de la P-gp au milieu de perfusion maternel sur le passage placentaire du BPS dans le sens 

materno-fœtal.à 

Pou à eà pasà a oi à à alide à lesà o ditio sà d utilisatio à desà i hi iteu sà da sà osà

conditions expérimentales, nous avons choisi le PCS833 (Valspodar), un inhibiteur de P-gp qui 

a déjà été utilisé sur le modèle de placenta humain perfusé en circuit ouvert [187] pour inhiber 

leà t a sfe tà deà ol ulesà à desà o e t atio sà deà l o d eà duà µM. Le PSC833, qui est un 

analogue de la cyclosporine, est utilisé à plus faible concentration que cette dernière (1-2 µM 

versus 10 µM) [187–190]. De plus, le PSC833 est un inhibiteur non compétitif des P-gp [191] 

plus efficace et moins cytotoxique que la cyclosporine [192].  
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L tudeàduà t a sfe tàpla e tai eà idi e tio elà duàBPSà etàduàBPSGà su à leà ot l do à

hu ai àpe fus àe à i uitàou e tàetà l i pli atio àdeàt a spo teu sàd efflu àda sàleàt a sfe tà

materno-fœtalàduàBPSàso tàd itsàda sàl a ti le 3. Ces résultats ont été valorisés sous la forme 

d u eà o u i ation o aleàetàd u àa ti leàsou isàda sàlaà e ueà« Chemosphere ».àL e se le 

du travail présenté dans cet article a été conduit en collaboration avec le service de 

G ologieàO st t i ueàdeàl HôpitalàPauleàdeàViguie àsitu à àToulouse. 
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Highlights 

• The placenta is more efficient to restrict fetal exposure to BPS than to BPA.  

• Materno-fetal transfer of Bisphenol S glucuronide was almost non-existent. 

• It is likely that BPS and its metabolite are extruded from fetal compartment. 
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Abbreviations 

BPS : Bisphenol S ; BPSG Bisphenol S glucuronide ; BPA : Bisphenol A ; BPAG : 

Bisphenol A glucuronide ; P-gp : P glycoprotein  
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Abstract 

The aim of our study was to evaluate the bidirectional transfer of Bisphenol S (BPS) 

and its main metabolite, BPS Glucuronide (BPSG), using the model of perfused human 

placenta and to compare the obtained values with those of Bisphenol A (BPA) and BPA 

Glucuronide.  

Fourteen placentas at term were perfused in an open dual circuit with deuterated BPS 

(1 and 5 µM) and non-labelled BPSG (2.5 µM) and a freely diffusing marker antipyrine (800 

ng/ml) in the presence of albumin (25 mg/ml). In a second experiment, the potential role of P 

glycoprotein in the active efflux of BPS across the placental barrier was studied using the well 

established P-glycoprotein inhibitor, PSC833 (2 and 4 µM). 

Placental transfer of BPS was much lower than that of BPA in both directions. The 

placental clearance index of BPS in the materno-fetal direction was three times lower than in 

the opposite direction, strongly suggesting some active efflux transport. However, our results 

show that P-glycoprotein is not involved in limiting the materno-fetal transfer of BPS. Placental 

transfer of BPSG in the fetal compartment was almost non-existent indicating that, in the fetal 

compartment, BPSG originates mainly from feto-placental metabolism. The feto-maternal 

clearance index for BPSG was 20-fold higher than the materno-fetal index. 

We conclude that the blood-placental barrier is much more efficient in limiting fetal 

exposure to BPS than to BPA, indicating that the placenta has a crucial role in protecting the 

human fetus from BPS exposure. 

 

Keywords : Bisphenol S, Bisphenol S Glucuronide, human placental transport, endocrine 

disruptor, Bisphenol A.  

  

  



Études expérimentales  

131 
 

1.Introduction  

Widespread human exposure to bisphenol A (BPA) and serious concern about its 

harmful effects on human health have led to the ban or restriction of BPA production and use 

(ECHA, 2017; French government, 2012; USEPA, 2014), and its replacement by structural 

analogues. Bisphenol S (BPS), one of the principal BPA-alternative chemicals, is increasingly 

used for the production of epoxy resins and paper products and as an anticorrosive agent in 

epoxy glues and a reagent in polymer reactions (Wu et al., 2018). Recent human biomonitoring 

studies revealed the presence of BPS in 89.4 % of urine samples from the general U.S. 

population (Lehmler et al., 2018), and in 67.8 % of urine samples from a large population 

(n=1396) of pregnant women in the Netherlands (Philips et al., 2018). In addition, BPS was 

found in four maternal (0.03-0.07 ng/ml) and seven cord serum samples (0.03-0.12 ng/ml) 

from a population of 61 mother-newborn pairs in China, suggesting that BPS can cross the 

placental barrier (Liu et al., 2017). Due to the structural similarity of BPS to BPA and its 

extensive use in our daily life, concern about the safety of BPS has become an important issue. 

Recent in vitro and in vivo data showed that BPS has equal or even greater toxicological 

effects, with an endocrine-disrupting effect similar, at least in part, to that of BPA (Eladak et 

al., 2015; Goldinger et al., 2015; Rochester and Bolden, 2015; Roelofs et al., 2015; Rosenmai 

et al., 2014; Siracusa et al., 2018). Furthermore, in vivo exposure to BPS during development 

has been reported to disrupt reproductive, metabolic and developmental endpoints through 

endocrine pathways in zebrafish, rodents and sheep (Hill et al., 2017; Ji et al., 2013; Naderi et 

al., 2014; Pu et al., 2017; Qiu et al., 2016). This highlights the vulnerability of the 

developmental period to BPS exposure (Catanese and Vandenberg, 2017; Crump et al., 2016). 

Data about human fetal exposure to BPS are to date extremely scarce. Toxicokinetic 

investigations in the pregnant ewe showed that only 0.4 % of the maternal dose was 

transferred to the fetus. During the late stage of pregnancy, the fetus is very efficient in 

metabolizing BPS into its main metabolite, BPS glucuronide (BPSG), that remains trapped in 

the fetal compartment because of its inability to cross the placenta. The elimination of fetal 

BPSG thus requires its back conversion into bioactive BPS in the fetal compartment. 

Furthermore, the restricted feto-maternal placental passage of BPS leads to an accumulation 

of both BPS and BPSG in the fetal compartment (Grandin et al., 2018). Thus, the placental 

transfers of BPS and BPSG are crucial in determining exposure of the fetus to BPS and its 
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conjugate. However, the direct extrapolation of animal studies to humans is hindered by 

structural differences in the placenta between species. This highlights the need to develop 

models to predict fetal exposure relevant to humans. An ex vivo system of perfused isolated 

human placenta in an open-circulating system had been used to quantify the transplacental 

transfer of BPA (Corbel et al., 2014). This relevant model was therefore used in the current 

study to investigate the placental transfer of BPS and its main metabolite, BPSG. 

Our first objective in this study was to evaluate the transplacental transfer of BPS and 

BPSG in both the materno-fetal and feto-maternal directions, using the human perfused 

cotyledon and to compare these values with those of BPA and BPA glucuronide (BPAG) 

determined previously with the same model (Corbel et al., 2014). The limited materno-fetal 

transfer of BPS prompted us to examine, in a second experiment, the possible involvement of 

an efflux transporter in limiting the materno-fetal placental transfer of BPS. The P-

glycoprotein (P-gp or ABCB1), the most abundant member of the ATP-binding cassette protein 

transporter family, is expressed in the apical membrane of the syncytiotrophoblast (Ceckova-

Novotna et al., 2006), and is involved in the efflux transport of a wide variety of xenobiotics 

and thereby in protection of the fetus (Joshi et al., 2016; Syme et al., 2004). Our second 

objective in this study was therefore to test the hypothesis that P-gp might be involved in 

limiting BPS materno-fetal transfer (Mölsä et al., 2005; Rahi et al., 2009; Sudhakaran et al., 

2005).  

2.Materials and Methods 

Placenta cotyledons were perfused in an open double circuit using a method modified 

from that of Schneider et al., (Schneider et al., 1972) as previously described (Corbel et al., 

2014). Placentas (547 ± 132 g) were collected after uneventful pregnancy from HIV-

seronegative women after vaginal (n=3) or caesarean (n=7) delivery in the CHU Paule de 

Viguier, Toulouse, France. The study received institutional approval (DC-2013-1950) and each 

patient gave written informed consent to participate in the study. 

2.1.Chemicals  

BPS-d à pu it à ≥à à % à a dà BPSGà pu it à ≥à à % à e eà pu hasedà f o à To o toà

Research Chemicals (Toronto, Canada). BPS was dissolved in ethanol at a concentration of 1 

mg/ml and BPSG was dissolved in isotonic saline at 10 mg/ml. Antipyrine and PSC833 (purity 

≥à à % à e eà pu hasedà f o à Sig a-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) and were 
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dissolved at 10 mg/ml and 4.9 mg/ml in apyrogenic water and DMSO, respectively. All 

solutions were stored at - °Càu tilàuse.àBo i eàse u àal u i eà BSá,àF a tio àV,àpu it à≥à à

% àa dàEa le sàBala edàSaltàsolutio à e eàpu hasedàf o àEu o ede à Souffel e e shei ,à

France). 

All materials for placenta perfusion, including the materials used for the preparation 

of solutions, sampling, processing and analysis, were in glass or BPS-free plastic. 

2.2.Placental perfusion 

The study was designed to evaluate the simultaneous placental transfer of BPS and 

BPSG, both in the materno-fetal and feto-maternal directions (Figure 1). The maternal and 

fetal perfusion solutions were prepared with Earle medium supplemented with 25 g/L of BSA 

to reflect the physiological plasma protein concentration at late pregnancy (Larsson et al., 

2008). BPS was used in deuterated form (BPS-d4) in order to distinguish the d4-labelled BPS 

added to the media from non-labelled BPS potentially resulting from BPSG hydrolysis. 

Antipyrine (800 ng/ml), a free passive diffusion reference substance which is not 

bound to plasma proteins, and the test substances, BPS-d4 and BPSG were added to the 

maternal or to the fetal reservoir to study the materno-fetal or feto-maternal transfers, 

respectively. BPS was infused at 1270 ng/ml (5 µM) and 254 ng/ml (1 µM) in the maternal and 

fetal medium, respectively, while BPSG was infused at the same concentration (1065 ng/ml, 

(2.5 µM)) in both compartments (Figure 1). Because a low BPS placental transfer was 

previously observed in the pregnant sheep model (Grandin et al., 2018), high nominal 

concentrations of both BPS-d4 and BPSG were used to ensure their effective detection in the 

opposite compartment after placental transfer. 

Figure 1 : Two-compartment model of the open-configuration double circuit placental 

perfusion used to evaluate (A) the materno-fetal transfer (TRMF) and (B) the feto-maternal 

transfer (TRFM ) of antipyrine (800 ng/mL), BPS-d4 (1270 ng/mL, 5µM or 254 ng/mL, 1µM) 

and BPSG (1065 ng/mL, .  µM . Coutput a d Coutput’ e e the ate al a d fetal outflo  

concentrations, respectively. QM and QF were the maternal and fetal system flow rates, 

respectively.
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Each perfusion lasted 90 min. The pH was adjusted continuously throughout the 

perfusion to 7.41 ± 0.013 and 7.31 ± 0.011 for the maternal and fetal perfusion media, 

respectively. Maternal and fetal exudates were collected every 5 min after adding the test 

substances and the volumes were measured. BPS-d4 and BPSG materno-fetal (feto-maternal) 

transfers were determined after simultaneously adding antipyrine, BPS-d4 and BPSG to the 

maternal (fetal) reservoir at time 0. Control samples (1 ml) were collected from the fetal and 

maternal inflow reservoirs before addition of these substances. Samples were then collected 

from the maternal (fetal) inflow reservoir immediately after adding the test molecules and at 

30, 60 and 90 min, from the maternal (fetal) outflow perfusate at 0, 30, 60 and 90 min, and 

from the fetal (maternal) outflow perfusate at time 0 and every 5 min up to 90 min, to evaluate 

the materno-fetal (feto-maternal transfer).  

At the end of the perfusion, the isolated cotyledon was rinsed with phosphate-

buffered saline (pH 7.4) at 4°C for 20 min. This washing solution was collected. All samples 

were immediately chilled in ice and centrifuged for 10 min at 3000g and 4°C and the 

supernatant was collected and stored at -20°C until assayed. 

The involvement of P-gp, in limiting the materno-fetal clearance of BPS, was 

determined by measuring the materno-fetal transfer of BPS-d4 before and after the addition 

of a P-gp inhibitor. PSC833 was selected because it is a specific inhibitor of P-gp efflux protein 

and its inhibitory effect during ex vivo placental open perfusion had already been observed 

within the range of concentrations used in this study (Rahi et al., 2007; Sudhakaran et al., 

2008). It was added to the maternal reservoir after 40 min of perfusion. First, the placental 

passage of BPS-d4 and BPSG was evaluated before and after the addition of PSC833, at a 

concentration of 2µM (one placenta). As the materno-fetal transfers of BPS-d4 and BPSG were 

not affected by this inhibitor under these conditions, the experiment was repeated with a 

higher concentration of PSC833, 4µM, and only with BPS-d4.  

Placental samples (about 1 g) were taken from a non-perfused cotyledon and from the 

perfused cotyledon (white area) after the washing perfusion and stored at -80°C, to determine 

the tissue concentrations of BPS and BPSG. 

2.3.Placental tissue homogenization 

Placental tissue was reduced to 1 to 9 mm² fragments and aliquoted into 100 mg-

fractions. These fractions were then ground for 4 min at 30 Hz using a vibrating tissue 
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homogenizer (MM 400, Retsch, Eragny sur Oise, France) in liquid nitrogen-refreshed 

containers to avoid sample defrosting. Samples were stored at  80°C until assayed.  

The extent of potential BPSG hydrolysis during the homogenization step was 

determined, in a preliminary experiment, by processing 5 blank liver samples spiked with 

BPSG-d8. The mean hydrolysis rate of BPSG-d8 after the tissue homogenization procedure was 

1.27 ± 0.24 % and was therefore considered negligible. This tissue homogenization procedure 

was then applied to placenta samples. 

2.4.Analytical procedure 

BPS-d4, BPSG and antipyrine were extracted from the perfusion medium and placental 

tissue by adding 200 µL of an acetonitrile/zinc sulfate mixture (50:50, vol:vol) containing 

internal standards (BPS at 50 ng/ml, BPSG-d8 and antipyrine-d3 at 500 ng/ml in perfusion 

medium and BPS-d4 at 100 ng/mL and BPSG-d8 at 1000 ng/mL in placental tissue). Samples 

were mixed for 5 min at 10°C and 1400 rpm (MB-102, Bioer, Hangzhou, China) and then 

centrifuged at 20000g and 4°C for 20 min.  

Antipyrine, BPS-d4 and BPSG concentrations in the perfusion medium and in placental 

tissue were determined by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 

detection using a previously described adapted method (Grandin et al., 2017). In the perfusion 

medium, the calibration curves ranged from 10 to 1000 ng/ml, 1 to 100 ng/ml and 5 to 1000 

ng/ml, for antipyrine, BPS and BPSG, respectively. In placental tissue, the calibration curves 

ranged from 5 to 1000 ng/ml for both BPS and BPSG. The mean intra- and inter-day 

coefficients of variation for the three concentration levels were below 15 %. In perfusion 

medium, the lower limits of quantification (LLOQs) were validated at 10 ng/ml for antipyrine, 

1 ng/ml for BPS-d4 and 5 ng/ml for BPSG. In placental tissue, the LLOQs were validated at 5 

ng/g for both BPS and BPSG.  

BPS (but not BPS-d4) and BPSG were measured in cotyledon samples (around 100 mg) 

before and after perfusion. 

Because of the very low passage of BPSG in the materno-fetal direction, an analytical 

method using dansyl chloride derivation, which enabled a highest sensitivity (LLOQ at 0.25 

ng/ml) to be obtained (Wang et al., 2013), was developed to measure BPSG in the fetal outflow 

perfusate. 
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2.5.Calculation method and statistical analysis  

Only the concentrations at steady-state for antipyrine, BPS-d4 and BPSG, were used to 

calculate the transfer rate, the extraction rate, the placental clearance and the clearance 

index, according to the Challier formulas (Challier, 1985; Challier et al., 1977), as previously 

described (Corbel et al., 2014). The transfer rate was calculated for each steady state time 

point as the ratio between the concentrations of BPS/BPSG in the receiving compartment to 

the concentration in the entrance compartment expressed as a percentage. The clearance 

index was the ratio of the transfer rate of BPS or BPSG to that of antipyrine. The transplacental 

clearance of BPS/BPSG was calculated as the ratio of the concentration in the receiving 

compartment multiplied by its flow rate to the concentration in the entrance compartment. 

The extraction rate was the fraction of the dose (corresponding to the concentration 

multiplied by its flow rate) transferred from the entrance compartment to the receiving one 

(Figure 1). In the materno-fetal direction, the perfusions were validated if the rate of 

antipyrine transfer was above the generally accepted threshold of 20 % (Gavard et al., 2009), 

whereas a threshold antipyrine transfer rate higher than the 15 %, previously reported by 

Challier et al. (1977), was chosen to validate the feto-maternal perfusions.  

The mass balance was calculated as the ratio of the sum of the quantities of substrate 

in the perfusion media, the tissue (for BPSG only) and the PBS washings to the measured 

amount of the substrate in the maternal or fetal reservoir, as previously described (Corbel et 

al., 2014).  

Data are expressed as means ( ± SD). The statistical analyses were done using the 

R®software (R development core team, 2005).  

For both the feto-maternal and materno-fetal transfers, the mean placental transfers 

of BPS, BPSG and antipyrine at each time point along the experiment were compared by a 

three-way ANOVA with the substrate and the perfusion time as fixed effect factors, the 

placenta and the double interactions between substrate, perfusion time and placenta as 

random-effect factors. 

For each substance, the materno-fetal and feto-maternal clearance indices were 

compared using a three-way ANOVA with the direction (materno-fetal and feto-maternal), the 

substrate and their interaction as fixed-effect factors and the placenta nested in the direction 

as a random-effect factor. 
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The BPS clearance indices in absence or presence of the P-gp inhibitor were compared 

using a three-way ANOVA with the inhibitor, the perfusion time and their interaction as fixed-

effect factors, and with the placenta and the perfusion time nested in the inhibitor as random-

effect factors.  

3.Results 

The overall mean transfer rates of antipyrine, for all the validated perfusions (n=10), 

were 34.2 ± 10.1 % and 20.7 ± 4.84 % in the materno-fetal and feto-maternal directions, 

respectively. The wet weight of perfused cotyledons was 29.5 ± 17.2 g. The average flow rates 

were 12.7 ± 1.2 ml/min in the maternal circulation and 5.3 ± 0.46 ml/min in the fetal circulation 

and remained stable throughout the perfusion. 

Before perfusion, BPS was quantified in two placentas out of nine, at concentrations 

close to the BPS LOQ (6.66 and 5.90 ng/g), whereas no BPSG was detected in any placenta.  

For all 10 placentas, the overall mean recovery (± SD) of infused substances at the end 

of the perfusion, in the fetal and maternal perfusates and in the cotyledon (BPSG only) were 

85.8 ± 6.03 % (range 75.2-92.9 %) and 84.7 ± 5.12 % (range 79.9-90.1 %) for BPS-d4 perfusion 

and 90.2 ± 9.54 % (range 78.3-99.2 %) and 81.6 ± 1.22 % (range 80.6-83.0 %) for BPSG 

perfusions in the materno-fetal and in the feto-maternal directions, respectively. 

BPS was never detected in any perfusate following BPSG perfusion in either the feto-

maternal or materno-fetal directions.  

3.1.Placental transfer of BPS and BPSG 

Figure 2A depicts the mean (± SD) time courses of the materno-fetal placental transfer 

of BPS d4, BPSG and antipyrine at the concentrations of 1270 ng/ml, 1065 ng/ml and 800 

ng/ml (n=7), respectively. The materno-fetal transfer rates (mean ± SD, range) of BPS (3.18 ± 

2.64 %, 0.527-8.12 %, n=7) and BPSG (0.339 ± 0.264 %, 0.113-0.717 %, n=4) were about 10-

fold lower for BPS and 100-fold lower for BPSG than the transfer of freely diffusible antipyrine 

(34.2 ± 10.1 %, 23.8-52.4 %, n=7, p < 0.001, Table 1). The mean ± SD (range) materno-fetal 

clearances were 0.174 ± 0.151 ml/min (0.0239-0.450 ml/min) and 0.0181 ± 0.0149 ml/min 

(0.006-0.0398 ml/min) for BPS and BPSG, respectively. In the materno-fetal experiment, 2.49 

± 2.36 % and 0.228 ± 0.221 % , respectively, of the BPS-d4 and the BPSG added to the maternal 

perfusate, were transferred across the placental barrier. A low fraction of the BPSG dose 
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(0.112 ± 0.0754 %, ranging from 0.0489 to 0.216 %) remained in the cotyledon after BPSG 

perfusion. 

Figure 2B shows the time-courses (mean ± SD) for the feto-maternal placental transfer 

of BPS d4, BPSG and antipyrine. The feto-maternal transfer rates (mean ± SD, range) of BPS 

(5.85 ± 1.22 %, 4.73-7.15 %, n=3) and BPSG (3.97 ± 0.919 %, 3.02-4.85 %, n=3) were 

respectively about 3.5-fold and 5-fold lower than that of antipyrine (20.7 ± 4.84 %, 15.2-24.3 

%, n=3, p < 0.001) (Table 1). The mean ± SD (range) feto-maternal clearances were 0.717 ± 

0.144 ml/min (0.584-0.870 ml/min) for BPS and 0.487 ± 0.108 ml/min (0.374-0.590 ml/min) 

for BPSG. In the feto-maternal experiment, 4.46 ± 0.702 % of BPS and 13.2 ± 2.60 % of BPSG 

added to the fetal perfusate were transferred across the placental barrier. Only 0.360 ± 0.125 

% (ranging from 0.244 to 0.492 %) of the BPSG dose remained in the perfused cotyledon.  

The overall clearance indices of BPS and BPSG were much lower in the materno-fetal 

direction than in the opposite direction (3.4 and 23-fold, respectively, p < 0.001) (Table 1).  

Figure 2 : Time courses of the mean (± SD) materno-fetal (A, n=7) and feto-maternal (B, n=3) 
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Table 1 : Materno-fetal and feto-maternal BPS and BPSG perfusion parameters.   

Direction Placenta 
Transfer rate (%) 1 

Clearance 

index² 

Placental clearance  

(ml/min) 3 

Antipyrine BPS  BPSG  BPS BPSG Antipyrine BPS BPSG 

Materno-

fetal 

Mean 34.2 3.18 0.339 0.0852 0.00852 1.83 0.174 0.0181 

SD 10.1 2.64 0.264 0.0515 0.00479 0.619 0.151 0.0149 

Feto-

maternal 

Mean 20.7 5.85 3.97 0.290 0.196 2.53 0.717 0.487 

SD  4.84 1.22 0.919 0.0469 0.0247 0.579 0.144 0.108 

1The ratio of the concentration in the receiving compartment to the concentration in the entrance compartment expressed 

as a percentage. ²The molecule-studied transfer rate divided by the antipyrine transfer rate. 3The concentration in the 

receiving compartment multiplied by its flow rate to the concentration in the entrance compartment. 

3.2.Effect of PSC833, a P-gp inhibitor, on the materno-fetal placental transfer of BPS 

The materno-fetal rate of BPS transfer (2.56 ± 2.36 versus 2.30 ± 2.08 %, after and 

before the addition of PSC833, respectively), and consequently, its transplacental clearance 

(0.146 ± 0.137 versus 0.131 ± 0.126 ml/min) and clearance index (0.073 ± 0.051 versus 0.0717 

± 0.0543) were not significantly increased in the presence of PSC833, an inhibitor of P-gp 

(Figure 3). In addition, PSC833 had no significant effect on the transplacental transfer of 

antipyrine (31.7 ± 6.9 versus 29.5 ± 4.94 %). 
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Figure 3 : Mean materno-fetal placental clearance indices of BPS before (control condition) 

and after addition of the P-glycoprotein inhibitor, PSC833. The lines join the data from the 

same placenta (n=1 at 2 µM and n=3 at 4 µM of PSC833). 
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4.Discussion 

Fetal life represents a critical window during which its developmental processes are 

extremely sensitive to endocrine disruption. The lack of data concerning exposure of the 

human fetus to BPS, a potential endocrine disruptor, highlights the urgent need to investigate 

the materno-feto-placental exchanges of BPS. In the present study, the open-circuit perfused 

cotyledon model was used to examine the passage of BPS and its main metabolite BPSG across 

the human placenta. 

Antipyrine is a useful reference substance for assessing the transfer rate of lipid-

soluble xenobiotics (Challier et al., 1983; Schneider et al., 1979). The rates of antipyrine 

transfer observed in this study, were similar to the values reported in previous studies 

(Berveiller et al., 2012; Ceccaldi et al., 2008; Corbel et al., 2014; Gavard et al., 2009). By 

expressing BPS clearance as a fraction of antipyrine clearance (clearance index), several 

hemodynamic factors in the perfusion system can be corrected, thus allowing comparisons 

between different substrates.  

The results reported here show that the placental passage of BPS is very limited, with 

a feto-maternal BPS clearance index 3.4-fold higher than the materno-fetal clearance index 

(0.290 and 0.0852, respectively). Despite the structural similarities of BPS and BPA, these BPS 

clearance indices were about 3 and 10-fold lower than those of BPA (BPA feto-maternal 
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clearance index = 0.81, BPA materno-fetal clearance index = 0.84) (Corbel et al., 2014). These 

observations suggest that the efficiency of BPS transport differed from that of BPA which 

crosses the placenta by passive diffusion (Corbel et al., 2014). It can be hypothesized that BPS 

placental transport does not rely solely on weak diffusional permeability but might involve a 

differentially active transport. 

The main physicochemical properties that determine the placental permeability of a 

substance are lipophilicity, polarity, size and hydrogen-binding capacity (Giaginis et al., 2009). 

The molecular weights of BPA and BPS are similar (228 and 250, respectively). Moreover, BPA 

is a highly lipid soluble molecule (LogP 3.43) that is unionized at physiological pH. Its placental 

transfer by passive diffusion is therefore rapid and solely limited by the placenta perfusion 

rate, independently of placental permeability. In contrast, the lipid solubility of BPS is low 

(LogP 1.65) and the ionized and unionized forms are in equilibrium at physiological pH (pKa1 

= 7.42, pKa2 = 8.03, (Choi and Lee, 2017)). Thus, the low placental permeability of BPS 

compared to BPA could be due to its relative polarity and to its low lipophilicity (Garland, 1998; 

Syme et al., 2004).  

Alternatively, the different materno-fetal and feto-maternal transfer of BPS across the 

placenta might be explained by the activity of an unidirectional efflux transporter. We 

hypothesized that the placental efflux transporter P-gp could be involved in the limited 

transfer of BPS to the fetal circulation. Indeed, P-gp facilitates the active efflux of a wide range 

of xenobiotics on the placental barrier (Ceckova-Novotna et al., 2006). Inter-individual 

variability in the expression of P-gp (Hutson et al., 2010; Pollex and Hutson, 2011) was taken 

into account by conducting the kinetic studies such that each placenta was used as its own 

control, by adding the P-gp non-competitive inhibitor, PSC833, at the middle time of the 

perfusion. PSC833 (valspodar), a cyclosporine D analog, has been shown to be one of the most 

potent and least toxic P-gp inhibitors (Friedenberg et al., 2006; May et al., 2008; Mölsä et al., 

2005; Rahi et al., 2007; Sudhakaran et al., 2008). Despite these controlled experimental 

conditions, our data did not support the role of P-gp in the placental efflux of maternal BPS. 

However, we cannot rule out the impact of P-gp on the feto-maternal clearance of BPS or the 

involvement of other efflux transporters on the active efflux of BPS, such as the multidrug-

resistance-associated proteins and Breast cancer-resistance proteins, located in the maternal-
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facing brush border membrane. Further investigations are needed to identify the specific 

transporters responsible for protecting the fetus from exposure to BPS. 

Taking into account the placental blood flows reported in the literature (Ferrazzi et al., 

2001; Syme et al., 2004), the estimated maternal and fetal BPS placental clearances were 8.72 

and 37.3 mL/min, respectively. The estimated human maternal placental clearance of BPS is 

close to that previously evaluated in vivo in the pregnant ewe (5.22 mL/min (Grandin et al., 

2018)). By contrast, the placental clearance of BPS by the human fetus, which represents only 

about 12 % of the umbilical blood flow at term (Ferrazzi et al., 2001), is 8-fold higher than that 

estimated on the pregnant ewe (4.58 mL/min, corresponding to only 0.5 % of the umbilical 

blood flow) (Grandin et al., 2018). The lower fetal placental clearance in ovines compared to 

humans might be explained by a more limited placental permeability in sheep due to inter-

species differences in placental structure and transport protein expression (Ceckova-Novotna 

et al., 2006; Joshi et al., 2016).  

In the pregnant ewe in vivo, once BPSG attained the fetal compartment, it remained 

trapped and can be reactivated into BPS (Grandin et al., 2018). Characterizing the mechanisms 

underlying fetal exposure to BPSG is therefore critical. Our results using the human placental 

perfusion model indicated that the materno-fetal passage of BPSG is almost non-existent 

(mean BPSG materno-fetal clearance index of 0.0085). This result is consistent with the 

absence of BPSG transfer from mother to fetus demonstrated in the in vivo pregnant sheep 

model (Grandin et al., 2018). Therefore, the BPSG found in the fetal compartment in vivo 

might likely be of feto-placental origin. Moreover, the placental transfer of BPSG in the feto-

maternal direction was about two-fold lower than that of BPAG (Corbel et al., 2014), 

consistently with the higher hydrophilicity of BPSG (LogP = -0.33) than that of BPAG (LogP = 

1.12). Furthermore, the differential transfer of BPSG, twenty fold higher in the feto-maternal 

direction than in the opposite direction, suggests the involvement of a transport system that 

restricts the fetal exposure to BPSG. Several ATP-dependent transporters, including multi-drug 

resistance proteins 1 and 2 (MRP-1, MRP-2) and OATP (Organic Anion Transporting 

Polypeptide) transporters, predominantly expressed in the syncytiotrophoblast, are known to 

transport glucuronide conjugates (Vähäkangas and Myllynen, 2009).  

All together, our data suggest that fetal exposure to BPS and to BPSG could be more 

limited than to BPA and BPAG for the same maternal exposure, suggesting that the human 
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fetus might be better protected from exposure to BPS than to BPA. In agreement with this 

result, a biomonitoring study (Ihde et al., 2018) including 30 maternal/fetal pairs in the USA, 

showed that BPS was never detected in the fetal cord blood, even though 60 % of the mothers 

were exposed to BPS. However, our data need to be treated with caution, because this human 

isolated cotyledon model, unlike the in vivo sheep model, does not incorporate the 

nonplacental toxicokinetic factors that determine fetal exposure, such as maternal and fetal 

BPS metabolism and relative maternal and fetal BPS protein binding. Another limitation is that 

the present results refer to placenta at term and cannot necessarily be extrapolated to earlier 

stages of gestation. Indeed, the placenta undergoes considerable changes throughout 

gestation (Syme et al., 2004). At term, the placental transfer layer is at its thinnest. In addition, 

the expression of certain efflux transporters, such as P-gp, is modified throughout gestation 

(Ceckova-Novotna et al., 2006; Joshi et al., 2016). All these physiological processes that 

determine fetal exposure will therefore require further investigations to be able to predict 

fetal exposure to BPS and to BPSG. 

5.Conclusions 

In conclusion, this is the first study to document the placental transports of both BPS 

and its main metabolite, BPSG, and to compare it with those of BPA and BPAG, using the 

human placental perfusion model. BPS was shown to cross placenta bidirectionally, but to a 

much lower extent than BPA, particularly in the materno-fetal direction. This suggests the 

involvement of a membrane efflux transporter which impedes BPS transfer to the fetus. 

However, the implication of placental P-gp as a possible contributor to the low materno-fetal 

placental transfer of BPS could not be demonstrated, suggesting that BPS is probably effluxed 

by another transporter.  

Although BPSG could be detected in vivo in the fetal compartment, our results indicate 

that materno-fetal transfer of BPSG is almost non-existent. This suggests that fetal exposure 

to the BPS conjugate could result from fetal metabolism, at least during late gestation. Once 

in the fetal compartment, it is likely that BPS and BPSG are extruded, albeit slowly, since the 

BPS and BPSG feto-maternal clearance indices were considerably higher than the 

corresponding materno-fetal clearance indices. All together, our data clearly show that fetal 

exposure to BPS is more efficiently limited by the blood-placental barrier than fetal exposure 

to BPA. Nevertheless, all the toxicokinetic factors, i.e. placental and non placental, 



Études expérimentales  

145 
 

determining fetal exposure will need to be considered to ensure a meaningful evaluation of 

the risk of fetal exposure to BPS in humans and to determine whether the human fetus is 

better protected from exposure to BPS than to BPA.  
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 Conclusion 

Nos expériences montrent que le BPS peut passer la barrière placentaire humaine dans 

le sens materno-fœtalàetàfœto-maternel. Cependant, les indices de clairance materno-fœtaleà

etàfœto-maternel du BPS sont respectivement 10 et 2.8 fois plus faible que ceux du BPA [184], 

ce qui est cohérent avec les résultats observés sur le modèle intégratif de brebis. Avec un taux 

d e t a tio à ate o-fœtalà àfoisàplusàfaible et une clairance 9 fois plus faible que celle du 

BPá,àl e t eàdeàBPSàda sàleà o pa ti e tàfœtalàestàli it eà o pa ati e e tàauàBPá.àDeàlaà

eàfaço ,àda sàleàse sàfœto- ate el,àleàtau àd e t a tio àduàBPSàestà . àfoisàplusàfai leà

que celui du BPA et la clairance du BPS 2.6 fois plus faible que celle du BPA, ce qui indique que 

leà fœtusàhu ai à li i eàplusà le te e tà leàBPSà e sà leà o pa ti e tà ate elà ueà leàBPáà

(Figure 25). Ces résultats sont cohérents avec ceux observés sur le modèle intégratif de brebis, 

sur lequel la clairance maternelle placentaire du BPS était 20 fois inférieure à celle du BPA et 

laà lai a eà fœtaleà pla e tai eà à foisà i f ieu eà à elleà du BPA (Article 2). Ces résultats 

suggèrent que les mécanismes de passage placentaire du BPS et du BPA sont différents. En 

effet, les indices de clairances du BPA sont similaires dans les deux directions du placenta isolé 

caractérisant un passage placentai eàpa à diffusio à passi e.àDa sà leà asà duà BPS,à l i di eà deà

clairance dans le sens materno-fœtalàestà à foisàplusàfai leà ueàda sà leàse sàoppos ,à eà uià

suggère un transfert placentaire du BPS impliquant des protéines de transport.   

Nousàa o sà tudi à l i pli atio àd u àt a spo tàa tifàda sàleàt a sfe tà ate o-fœtalà

du BPS en se focalisant sur les P-gpà uiàso tàdesàt a spo teu sàd efflu àla ge e tà pa dusàauà

niveau de la membrane apicale [137,187].àCepe da t,àl ajoutàd u ài hi iteu àdeàlaàP-gpà aàpasà

permis de modifier le transfert materno-fœtalà duà BPS.à Ceà sultatà i di ueà do à ueà esà

protéines de transport ne prennent pas en charge le BPS au niveau de la barrière placentaire.  
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Figure 25 : Co pa aiso  du tau  d’e t a tio  et de la clairance transplacentaire du BPS (bleu) et du 
BPA (rouge) évalués sur un modèle de cotylédon humain isolé, les données concernant le BPA sont 
issues de Corbel et coll. [184]. 

Les résultats obtenus pour le BPSG sont similaires à ceux précédemment obtenus pour 

le BPAG par Corbel et coll. [184].àL i di eàdeà lai a eà ate o-fœtaleàestàe t e e tàli it ,à

àfoisàplusàfai leà ueàl i di eàdeà lai a eàfœto-maternelle, ce qui suggère que le BPSG ne 

passe pas la barrière placentaire dans le sens materno-fœtal.àCesà sultatsà so tà oh e tsà

avec ceux obtenus sur le modèle intégratif de la brebis gravide chez laquelle aucun transfert 

pla e tai eàduàBPSGà aàpuà t eào se à á ti le 2). Le transfert placentaire du BPSG, implique 

probablement, comme pour le BPS et le BPAG, un transport actif [184]. 

Laà lai a eàetàleàtau àd e t a tio àduàBPSGàso tà espe ti e e tà àetà àfoisàplusàfai lesà

que ceux du BPAG dans le sens materno-fœtalàetà espe ti e e tà àetà 0 fois plus faibles dans 

leàse sàfœto-maternel. Le transfert placentaire du BPSG est donc réduit comparé à celui du 

BPAG, quelle que soit la direction (Figure 26).  

 

Figure 26 : Co pa aiso  du tau  d’e t a tio  et de la lai a e t a spla e tai e du BPSG leu  et du 
BPAG (rouge) évalués sur un modèle de cotylédon humain isolé les données concernant le BPA sont 
tirées de Corbel et coll. [184]. 
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Dans cette troisième étude expérimentale, le transfert placentaire du BPS et du 

BPSG a été évalué pour la première fois sur un modèle ex vivo de cotylédon humain 

pe fus .à Co eà hezà l o i ,à leà BPSà età leà BPSGà so tà apa lesà deà passe à laà a i eà

placentaire humaine. Ce qui suggère que le BPS peut exercer son potentiel perturbateur 

e do i ie àda sàl u it àfœtale.à 

Co pteà te uà deà l i po ta eà deà l uili eà st oïdie à pou à leà ai tie à deà laà

gestatio àetàleàd eloppe e tàfœtal,à ousà ousàso esài t ess s,àda s la dernière étude 

e p i e tale,à à l effetà d u eà e positio à ate elleà uotidie eà auà BPSà su à l uili eà

st oïdie àda sàl u it à ate o-fœto-placentaire.    
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Étude de l’effet du BPS su  la st oïdoge se da s l’u it  ate o-fœto-
placentaire ovine.  

 Contexte et objectifs  

L tudeàTK précédente sur le modèle physiologique de la brebis gravide a montré que 

da sà u à o te teà d e positio à h o i ueà ate elle,à leà BPSà p se teà u à pote tielà

d e positio à fœtaleà si ilai eà à eluià duà BPá,à e à aiso à deà so à a u ulatio à da sà leà

o pa ti e tàfœtal.  

DesàeffetsàduàBPSàsu à laàp odu tio àdeà e tai sàst oïdesàetà l e p essio àd e z esà

impliquées dans la stéroïdogenèse ont été observés sur des modèles cellulaires [15,37,39,40], 

su àdesàe pla tsàdeàtesti ulesàfœtau à u i sàetàhu ai sà[41] et in vivo sur le poisson-zèbre et 

le rat [42–45].  

Des interrelations materno-fœto-placentaires o ple esà d te i e tà l uili eà

stéroïdien au cours de la grossesse (Figure 11), qui est indispensable au développement du 

fœtus et au maintien de la gestation [142].à Not eà h poth seà està do à u u eà e positio à

ate elleà h o i ueà auà BPSà auà ou sà deà laà gestatio à pou aità pe tu e à l ho ostasie 

st oïdie eà da sà l u it à ate o-fœto-placentaire pendant la phase de programmation 

fœtale.àU àg a dà o eàd e z esàetàdeàfa teu sàpeu e tà odule àl uili eàst oïdie ,à à

la fois au niveau central et au niveau périphérique, dans les organes qui produisent des 

stéroïdes, qui régulent leur synthèse ou qui les métabolisent. C estàlaà aiso àpou àla uelleàu eà

signature stéroïdienne pou aitàpe ett eàd alue àglobalement l effetàduàBPSàetà o stitue à

un marqueur i t g atifàp o eàdeàl e positio àp atale et/ou des effets du BPS. 

L o je tifàdeà ot eà tudeà taitàd alue àl i pa tàd u eàe positio àrépétée maternelle 

au BPS sur la stéroïdogenèse da sà l u it à ate o-fœto-placentaire, en se focalisant plus 

précisément sur la voie de synthèse et de métabolisation de la testostérone. Cette étude a été 

conduite chez la brebis gravide, qui est un modèle pertinent vis-à- isàdeàl ho eàe àte esà

deà p og a atio à fœtaleà [142].à Laà p iodeà d e positio à auà BPSà seà situeà ap sà laà fi à deà

l o ga oge se,àe t eàleàGD àetàleàGD à Figure 27) car à cette période de la gestation, les 

concentrations en stéroïdes subissent moins de variations temporelles (Cf. Étude 

bibliographique – Partie 3 – II. Stéroïdogenèse et interrelations materno-fœto-placentaires). 

Le protocole expérimental est décrit dans la Figure 27. 
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Figure 27 : Protocole expérimental de l’ tude de l’i pa t d’u e e positio  maternelle répétée au BPS 
su  l’ uili e st oïdie  da s l’u it  ate o-fœto-placentaire. GD : Gestation Day, LA : liquide 
amniotique, LCR : liquide céphalo-rachidien, n : o e d’a i au .  

Cetteà tudeàaà t à alis eàe à olla o atio àa e àleàLáBE‘Cá,àla o atoi eàd tudeàdesà

résidus et des contaminants dans les aliments situé à Nantes, qui a déterminé les profils 

stéroïdiens par GC-MS/MS dans les différents tissus et liquides biologiques. Les expositions au 

BPS et au BPSG dans ces mêmes échantillons biologiques ont été déterminées par une analyse 

en UPLC-MS/MS.àL e se leàdeà esà sultatsàso tàp se t sàda sàl a ti le 4 qui sera soumis 

dans un journal de toxicologie.  

Préalablement à cette étude, une expérience préliminaire a été menée sur deux brebis 

afin d alue à lesà p ofilsà desà o e t atio sà età laà iodispo i ilit à duà BPSà pou  la voie 

d ad i ist atio àchoisie. 

 Expérience préliminaire : évaluation de la biodisponibilité du BPS administré par voie 
intramusculaire 

 Contexte et objectif 

Leà s h aà posologi ueà ete uà pou à l e p ie eà d iteà da sà l a ti le 4 est une 

exposition quotidienne par voie intramusculaire (IM). En effet, cette voie extravasculaire 

entraine des variations temporelles de concentrations plasmatiques moins importantes que 

la voie IV en raison de l i pa tàduàp o essusàd a so ptio àsu àlesà i ti uesàte po ellesàdesà

concentrations.    

L objectif de cette étude pilote était de valider le choix de la voie IM pour 

l ad i ist atio à uotidie eàdeàBPSà àdesà e isàg a ides.àLesàp ofilsàdeà o e t atio sàdeà
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BPS ont été caractérisés, avec la concentration maximale (Cmax),àleàte psàd o u e e de la 

concentration maximale (tmax) et la biodisponibilité absolue (F) du BPS a été évaluée.  

 Matériels et méthodes 

1. Animaux  

L tudeàpiloteàaà t à alis eàsu àdeu à e isàdeà a eàLacaune. Pendant toute la durée 

deà l e p ie e,à lesà e isàont été placées ensemble dans un box sur la paille renouvelée 

quotidiennement. Elles ont reçu une ration uotidie eàd ali e tà o e t àet le fourrage et 

l eauàà volonté. 

Les paramètres TK du BPS après une administration IV, évalués sur ces deux brebis 

trois mois avant cette phase expérimentale (Article 1), ont été utilisés pour évaluer la 

biodisponibilté absolue par voie IM. 

2. Protocole expérimental 

La solution de BPS a été préparée dans un mélange éthanol/huile de maïs 

(1/6, volume/volume) à la concentration de 50 mg/mL. áfi àd ite àtoute contamination, seul 

du matériel jetable a été utilisé pour la préparation de cette solution.  

Chaque brebis a reçu un bolus de BPS à la dose de 5 mg/kg par voie IM dans la région 

de la croupe gauche. La cinétique de décroissance des concentrations de BPS et de BPSG a été 

suivie dans le compartiment plasmatique par prélèvements répétés de sang à la veine 

jugulaire aux temps 0, 2, 5, 10, 20, 30 minutes puis 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 24, 34 et 48 et 72 

heures après l administration.  

3. Conservation et analyse des échantillons 

Le sang a été recueilli dans des tubes à héparinate de lithium. Les échantillons ont été 

centrifugés à 3000 x g et 4 °C pendant 10 minutes. Puis, le plasma a été conservé à -20 °C 

jus u auà dosage.à Les concentrations plasmatiques en BPS dans les échantillons ont été 

déterminées par UPLC-MS/MS selo àlaà thodeàdeàdosageàd iteàda sàl a ti le 1. 
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4. Analyse des données  

Les profils individuels des concentrations plasmatiques en BPS et BPSG ont été 

a al s sà à l aideà duà logi ielà Phoe i ®à Pharsight Corporation, Cary, NC, USA). Les 

concentrations massiques en BPS et BPSG ont été converties en concentrations molaires. 

L ai eà sousà laà ou eà desà o e t atio sà plas ati uesà deà BPSà deà t= à jus u au temps 

d o u e eà deà laà de i eà o e t atio à uantifiable (AUC0-tlast) a été calculée avec la 

méthode des trapèzes arithmétiques et les Cmax et tmax ont été évalués. La biodisponibilité 

absolue du BPS par voie IM aà t à al ul eàpa àl uatio àsui a te :  

% = �� × �� ×  

Avec AUCIV o espo da tà àl ai eàsousàlaà ou eàdesà o e t atio sàplas ati uesàdeà

BPS en fonction du temps après une administration de BPS par voie IV, AUCIM correspondant 

à l ai eàsousàlaà ou eàdesà o e t atio sàplas ati uesàdeàBPSàe àfo tio àduàte psàap sà

une administration de BPS par voie IM, DoseIV correspondant à la dose administrée par voie IV 

et DoseIM correspondant à la dose administrée par voie IM [193].àL AUCIV a été déterminée, 

pou à esà esà e is,à à pa ti à deà l tudeà p ala leà deà laà TK du BPS après une 

administration IVàdeàBPSàd iteàda sàl a ti le 1. 

 Résultats et conclusion 

Les concentrations en BPS dans les échantillons contrôles étaient inférieures à la LOQ 

deà laà thodeàdeàdosage,à i di ua tà l a se eàdeà o ta i atio àpe da tà lesàp o essusàdeà

olle te,àdeàt aite e tàetàd a al seàdesà ha tillo s.  

Les profils de concentrations plasmatiques après administration de BPS par voie IM 

sont similaires pour les deux brebis, avec des concentrations maximales de BPS de 8.76 et 

5.75 µM, observées à i utesà ap sà l ad i ist atio  (Tableau 11). Les concentrations 

plasmatiques en BPS décroissent et deviennent inférieures à la LOQ 34h ap sàl ad i ist atio à

(Figure 28). Pour les deux brebis, la biodisponibilité du BPS par voie IM a été estimée à 120 %, 

eà uiàsig ifieà u elleàestà uasi e tàtotale.àCetteà aleu àpou aità t eàsu esti eàe à aiso àdeà

l i te alleài po ta tà deà à ois àe t eàlesàdeu àad i ist atio sàetà àla variabilité analytique.   
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Figure 28 : Représentation graphique de la décroissance des concentrations plasmatiques individuelles 
en BPS en fonction du temps pour la brebis 1 (en haut) et la brebis  e  as  ap s ad i ist atio  d’u e 
dose de 5 mg/kg de BPS par voie IV (A) ou IM (B). 

D ap sà etteà tude,à les concentrations plasmatiques de BPS obtenues après 

ad i ist atio àIMàatteig e tàdesà a i aà oi sà le sà u ap sàu eàad i ist atio  IV et du 

BPSàestà ua tifi àjus u à  h après administration, versus 10 h après la voie IV (Tableau 11). 

Bien que réalisée sur un nombre limité de sujets, cette étude pilote montre que la voie IM 

pe età d o te i à u eà iodispo i ilit à deà  % et des variations temporelles des 

concentrations plasmatiques moins importantes que la voie IV.àCetteà oieàd ad i ist atio à

est donc appropriée et plus simple à mettre en pratique que la voie IV pour la réalisation 

d ad i ist atio sà uotidie esàpe da tàplusieu sàse ai es.  

Tableau 11 : Paramètres TK du BPS après une administration IV et une administration IM à deux brebis. 

Voie 
d’ad i ist atio  

IV IM 

Paramètres TK 
AUC0-24h 

(nmol/mL*min) 
Cmax 

(nmol/ml) 
tmax 

(min) 
AUC0-24h 

(nmol/mL*min) 
Cmax 

(nmol/ml) 
tmax 

(min) 

Brebis 1 1516 178 2 2072 8.76 20 

Brebis 2 1689 173 2 2367 5.75 20 
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Abstract 

Bisphenol S (BPS) is widely used to replace Bisphenol A (BPA) in consumer products, 

leading to an ubiquitous and increasing human exposure to BPS. BPS was shown to disrupt 

steroidogenesis in vitro and in vivo. Yet steroid hormones are essential for maintenance of 

pregnancy and fetal development. The objective of our study was to determine, in pregnant 

sheep, a relevant model for human pregnancy, if a subchronic gestational exposure to BPS 

alters a steroid signature and to characterize at the same time the materno-feto-placental 

internal exposure to BPS and to its main metabolite, Bisphenol S Glucuronide (BPSG).  

Pregnant ewes were treated intramuscularly from gestational day 68 to 96 with vehicle 

(n=10), BPS (0.05 mg/kg b.w., n=10), or BPS (5 mg/kg b.w., n=10). BPS and BPSG exposure and 

a steroid signature were determined in maternal and fetal plasma and amniotic fluid and in 

organs of steroid synthesis and of steroid metabolism collected on male fetuses.  

The maternal internal BPS and BPSG exposure did not changed with repeated dosing 

and the internal exposure to BPS and BPSG in the materno-fetal unit was proportional to the 

dose. After 28 days of BPS exposure, the BPSG concentrations were always higher than BPS 

concentrations and were of the same order of magnitude both in fetal plasma, in maternal 

plasma and in amniotic fluid. All the organs of steroid synthesis and of steroid metabolism 

were exposed to BPS and BPSG, with BPSG tissue concentrations higher than fetal plasma 

concentrations, except for hypothalamus and hippocampus, which are protected by the brain 

blood barrier. However, the statistical analysis did not evidence any effect of BPS on the 

steroids profiles, whatever the tissue considered. The potential effect of BPS on 

steroidogenesis, if indeed it exists, could be counterbalanced in vivo by the redundancy of 

regulation of steroid pathways. 
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Introduction  

Throughout our lives, we are exposed to cocktails of natural and manufactured 

chemicals. Some of them have an endocrine disrupting potential. Among them, Bisphenol A 

(BPA), a plastic monomer widely used in the manufacture of polycarbonate plastic and epoxy 

resin, was progressively banned from consumer products (Glausiusz J 2014; Wu et al. 2018) 

because of its ability to act as an endocrine disrupting compound and consequently cause 

adverse effects on human health (Rochester 2013). To overcome its interdiction in several 

countries, BPA structural analogues are used to replace BPA in its industrial application (ANSES 

2013; USEPA 2014). One such BPA-alternatives, Bisphenol S (BPS), is increasingly used in the 

manufacture of polycarbonate plastic and epoxy resin in a range of consumer products 

including canned foodstuffs, thermal paper and personal care products (Wu et al. 2018). 

Humans are exposed to BPS by different routes of exposure, mainly oral route, but also 

inhalation and transcutaneous routes (Wu et al. 2018). Human biomonitoring studies showed 

that BPS was detectable in 81% of urine samples (n=315) from the USA and seven asian 

countries (Chen et al. 2016; Liao et al. 2012; Wu et al. 2018). Furthermore, the BPS urinary 

concentrations in american adults increased between 2000 to 2014, reflecting the increasing 

replacement of BPA with BPS (Ye et al. 2015). 

More recently, BPS was found in four maternal and seven cord serum samples 

collected from China at low concentrations ranging from < 0.03 to 0.12 ng/mL (Liu et al. 2017), 

thus demonstrating a placental transfer of BPS from the mother to the fetus.  

Moreover, previous toxicokinetic investigations in the pregnant sheep model showed 

that only 0.4% of the maternal dose was transferred to the fetus. At late stage of pregnancy, 

the fetus was able to metabolize BPS into its main metabolite, Bisphenol S glucuronide (BPSG), 

which remained trapped in the fetal compartment because of its inability to cross the 

placenta. The elimination of fetal BPSG required its back-conversion into bioactive BPS in the 

fetal compartment. However, the restricted feto-maternal transfer of BPS leads to an 

accumulation of both BPS and BPSG in the fetal compartment (Grandin et al., 2018).  

 Due to the structural similarity of BPS with BPA and its extensive use in our daily life, 

concerns about the safety of BPS have become an important issue. Recent limited in vitro and 

in vivo data showed that BPS has equal or even greater toxicological effects, in particular on 
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the steroidogenesis. Thus, BPS treatment of human adrenal cortico-carcinoma cells (H295R) 

or murine Leydig cells (MA10) was reported to decrease testosterone, androstenedione and 

DHEA production and to stimulate the production of progesterone by inhibiting expression of 

5α-reductase and CYP17A1 (Goldinger et al. 2015; Rochester and Bolden 2015; Roelofs et al. 

2015; Rosenmai et al. 2014). BPS induced a decrease of testosterone secretion in human fetal 

testis and in mice fetal testis explants, associated with a lower expression of steroidogenic 

enzymes (Star, Hsd3b1, Cyp17a1) (Eladak et al. 2015). 

In zebrafish, the increase of estradiol plasma concentrations induced by BPS (in male 

for BPS> 0.5 ng/mL and in female for BPS> 50 ng/mL) was associated with changes in the 

expression of steroidogenic enzymes in gonads (Ji et al. 2013; Kinch et al. 2015; Naderi et al. 

2014). In rodent, a subchronic BPS exposure at the dose of 50 µg/kg/d decreased the 

intratesticular and plasma testosterone concentrations (Ullah et al. 2016). All together, these 

studies indicate that BPS could have a disrupting endocrine potential by impairing the 

steroidogenesis, and particularly the androgen pathway.  

Steroid hormones are essential for maintenance of pregnancy and fetal development 

and impaired regulation of steroid hormones during critical windows of development 

contributes to the development and progression of several major diseases later in life 

(Padmanabhan et al. 2010). In this context, the objectives of our study were (1) to evaluate if 

a subchronic gestational exposure to BPS alters the steroidogenesis and (2) to characterize at 

the same time, the exposure to BPS and its main metabolite BPSG in the materno-feto-

placental unit. Given the complexity of the regulation of steroidogenesis in the materno-feto-

placental unit, our strategy is based on an integrative steroid signature for the identification 

of biomarker of BPS effect on steroidogenesis. To achieve this goal, we used the pregnant ewe 

model, an acknowledged model to study fetal development (Abi Salloum et al. 2015; 

Padmanabhan et al. 2010; Veiga-Lopez et al. 2016).   

Materials and methods 

1. Chemicals and solutions preparation 

All materials for the preparation of solutions, including materials used for sampling, 

processing and analysis, were in glass or Bisphenols-free plastic (polypropylene). BPS (purity 

≥ 98 %) and corn oil were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).  
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BPS stock (350 mg/mL) and intermediate (3.5 mg/mL) solutions were prepared by 

dissolving BPS in absolute ethanol. Both solutions were kept at 4°C in sealed amber glass 

container throughout the experiment. The stock and intermediate solutions were diluted 

weekly in corn oil to obtain administration solutions in ethanol/Corn oil 1/3.7 v/v at 50 mg/mL 

and 0.5 mg/mL, respectively. Administration solutions were kept at 4°C until administration. 

Vehicle solutions were obtained by mixing ethanol with corn oil. The final BPS concentrations 

in stock, intermediate and administration solutions were monitored by SPE-UPLC-MS/MS. 

For steroids assays, all solvents used were of analytical or HPLC quality (Fisher 

Scientific, Loughborough, UK; Acros Organics, NJ, USA). The derivatization reagents N-methyl-

N-(trimethyl-ilyl) trifluoroacetamide (MSTFA), trimethyliodosilane (TMIS), dithiothreitol 

(DTE), sulfatase Helix pomatia and β-glucuronidase from Patella Vulgata were obtained from 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pure reference substances (standards) were purchased 

from CDN isotopes (Quebec, Canada), Steraloids (Wilton, NY, USA), Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA), Merck (Kenilworth, USA), and the Australian Government National Measurement 

I stituteà P le,àNSW,àáust alia .àDeute atedàsu ogatesà i ludi gà β-estradiol-16,16,17-

d ,à α-androstan- α, β-diol-16,16,17-d ,à α-androstan- β, β-diol-d3 etiocholanolone-

, , β, , -d , β-testosterone-16,16,17-d3, 4-androsten-3,17-dione 19,19,19-d ,à α-

androstan- β- o l - 3 -one-16,16,17-d3, and 17-methyltestosterone-d3 were used as internal 

standards for quantification according to the isotopic dilution method. 

2. Animals  

Animal procedures were carried out in accordance with accepted standard human 

animal care under agreement number 31-2016-167 from the French Ministry of Agriculture. 

The protocol was approved by the regional ethical committee (Midi-Pyrénées : protocol 

APAFiS #13438 - 201802081644813). 

This experiment was carried out on 30 pregnant Lacaune ewes artificially inseminated 

with fresh semen from one Lacaune ram. The mean (±SD) body weight was of 69.8 ± 10.4 kg 

at the end of the administration period. All animals received two commercial pelleted rations 

daily, and hay and water were given ad libitum. Pregnant ewes were randomly allocated to 

three groups (n=10): vehicle or low-dose (0.05 mg/kg/d) and high dose (5 mg/kg/d) BPS-

treated. All animals in the same group were kept together, with no direct contact between 

different groups, in particular for their access to water and food supplies.  
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3. Experimental design 

From the gestational day (GD) 68 to 96, ewes received daily intramuscular (IM) 

injections of vehicle or BPS (0.05 or 5 mg/kg). A preliminary toxicokinetic experiment, carried 

out on two ewes, indicated a BPS absolute bioavailability of 100 % after an IM BPS 

administration of 5 mg/kg (data not shown). The IM route was chosen for convenience and 

because the oral route in ruminant is not relevant towards human. The dose of 50 µg/kg.d 

was used because it was demonstrated to decrease the production of testosterone in a rodent 

model (Ullah et al. 2016) and the high dose of 5 mg/kg/d corresponds to the NOAEL observed 

in an OCDE reprotoxicity study in rodent (ANSES 2013). The administered volume was 

adjusted weekly for the most recently recorded body weight.  

In order to measure the BPS exposure, maternal blood samples were drawn before the 

first and the last administration for all 30 ewes. Maternal blood samples were drawn after the 

first and the last administration at 10, 30 min, 2, 6, 10 and 24h after administration on five 

ewes in each group and at 20 min, 1, 4, 8, 12 and 24h after administration on the five other 

ewes in each group. In the control group, only samples drawn before administration and at 

time 10 and 20 min after administration were kept in order to check the absence of 

contamination of samples. Maternal plasma samples were collected three times a week 

during the treatment period, just before the next administration.  

The day after the last BPS/vehicle administration (GD 96), maternal blood samples 

were collected just before the caesarean section of ewes euthanized by intravenous overdose 

of sodium pentobarbital (Dolethal®, Vetoquinol SA, Lure, France). After the ceasarian section, 

the amniotic fluid was collected by direct puncture of the amniotic sac. Fetuses were 

immediately extracted and placenta and fetal blood and tissue samples were rapidly collected. 

Only male fetuses were included in the study to avoid the sex-related variability and because 

previous studies have demonstrated an effect of BPS on androgen pathway. In case of multiple 

pregnancy, fetal organs were collected at the most on two males. 

4. Samples collection and processing  

Maternal blood samples (3 mL) were obtained by direct puncture of the right jugular 

vein. After uterine extraction, the fetus was weighted and fetal blood sample was collected by 

direct intracardiac puncture, just before its euthanasia by intracardiac overdose of sodium 
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pentobarbital (Dolethal®, Vetoquinol SA, Lure, France). The organs of steroid synthesis and of 

steroid metabolism, i.e. placenta and fetal tissues (liver, testis, adrenal gland, hypothalamus 

and pituitary gland) and maternal liver were immediately removed and dissected on ice. 

Tissues were then quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analysis.  

Blood and amniotic fluid samples were collected in heparinized and polypropylene 

tubes, respectively. All samples were immediately chilled in ice and centrifuged for 10 minutes 

at 3000 g and 4°C. Supernatants were separated and stored at -20°C until assayed.  

5. BPS and BPSG assay 

The homogeneization method was first validated by checking that the sample 

preparation did not lead to hydrolysis of BPSG added to blank tissue. For BPS and BPSG 

analysis in tissue samples, tissues were reduced in pieces of 1 to 3 mm side and aliquoted by 

100 mg-fractions. Fractions were then grinded for 30 Hz and 4 min (MM 400, Retsch, Eragny 

sur Oise, France). These two steps were performed at low temperature (-80 °C) to avoid any 

defrosting phenomenon. Samples were then stored at -80°C until assay. 

BPS and BPSG were simultaneously quantified in plasma samples by on-line solid phase 

extraction with ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass 

spectrometry (Acquity-2D-UPLC Xevo TQD®, Waters, Milford, MA, USA) (Grandin et al. 2017). 

This method was adapted and validated for amniotic fluid and tissues samples following 

European Medicines Agency guidelines.  

Briefly, 100 µL of plasma or amniotic fluid samples were precipitated with 100 µL of 

acetonitrile/zinc sulfate mixture containing internal standard BPS-d4 (100 ng/mL) and mixed 

1 min at 10°C and 1400 rpm (MB-102, Bioer, Hangzhou, China). BPS and BPSG were extracted 

from 100 mg of freezed homogenized tissue sample by adding 200 µL of acetonitrile/zinc 

sulfate mixture containing internal standards (BPS-d4 at 100 ng/mL and BPSG-d8 at 1000 

ng/mL) and mixed for 5 min at 10°C and 1400 rpm. Plasma, amniotic fluid and tissue samples 

were then centrifuged for 20 min at 4°C and 20 000 × g. Both BPS and BPSG were extracted 

with an on line C8 SPE cartridge and separated on CSH C18 column with a water/acetonitrile 

gradient elution. The multiple reaction monitoring transitions used to quantify BPS and BPSG 

were 249 > 108 and 425 > 249, respectively. 
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Blanks samples from control group (two samples per tissue) were used to check the 

absence of contamination during assay. The accuracy and the intra- and inter-day precisions 

of the method were evaluated with quality controls (QC) samples (100 mg blanks liver 

fractions) at three concentrations levels. The precisions, expressed by the coefficients of 

variation (CV%) were lower than 15% at each concentration levels for both analytes. The limits 

of quantification (LOQs) were validated at 3 ng/mL, 1 ng/mL and 5 ng/mL for BPS in plasma, 

amniotic fluid and tissue, respectively. For BPSG, LOQs were validated at 10 ng/mL in plasma 

and in amniotic fluid and at 5 ng/mL in tissue. 

6. Toxicokinetic analysis  

The maternal plasma concentrations-times profiles of BPS and BPSG observed after 

the first and the last IM administration of BPS at the dose of 5 mg/kg were analysed with a 

sparse-data non-compartmental approach using Phoenix® NMLETM (version 6.4 ; Pharsight, 

Mountain view, CA, USA). All mass concentrations were converted into molar concentrations. 

The area under the plasma concentration time-curve (AUClast) from dosing time to the last 

sampling time was calculated using the trapezoidal up/log down rule.  

7. Steroids assay  

Samples preparation 

Biological fluids (0.4 to 0.5 mL) and tissues samples previously homogenized by using 

Precellys Lysing Kits, (6500 rpm, 2x15 sec) (8.6 to 108.41 mg) were spiked with 20 µL of internal 

standards (0.005 ng/µL for estrogens and 0.1 ng/µL androgens and progestagens). As total 

and aglycone concentrations of steroids were assayed, for each sample, an aliquot was 

submitted to an enzymatic deconjugation step using a mix of arylsulfatase from Helix pomatia 

and β-glucuronidase from Patella vulgata at 37 °C overnight, as described by Buisson et al 

(Buisson et al. 2005). Then, the pre-treatment protocol was the same for hydrolysed and non-

hydrolysed samples. Steroids were then extracted twice by a liquid-liquid extraction with 

methyl tert-butyl ether. The pooled surpernatant was evaporated to dryness (N2, 45 °C) and 

reconstituted in 200 µL of methanol. The extracted sample were homogenized with 4.5 mL of 

ultrapure water and purified by solid phase extraction (SPE) on a ChromP cartridge (Supelco, 

Bellefonte, Pa, USA). The collected eluate was evaporated to dryness (N2, 45 °C) and 

reconstituted in 1 mL of NaOH 1 M. The androgens and progestagens were separated from 

estrogens by liquid-liquid extraction with pentane, this extraction was repeated twice. Then, 
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the remaining sample was acidified with glacial acetic acid to obtain a pH of 5.0±0.3 (pH 

controled with pH indicator paper) and the liquid-liquid extraction with pentane was 

performed twice in order to isolate estrogens steroids. Androgen/progestagen and estrogen 

fractions were evaporated to dryness (N2, 45 °C) and reconstituted in 200 µL of 

dichloromethane. Both fractions were then purified by SPE on a SiOH catridge (Interchim, 

Montluçon, France). The estrogen fraction was then submitted to a preparative HPLC step. 

The collected fractions of androgens and estrogen were finally derivatized with 20 μL 

MSTFA/TMIS/DTE (1000:5:5, v/v/v) at 60°C for 40 min. Two microliters of each final extract 

was injected onto the GC-MS/MS systems. 

GC-MS/MS measurement 

The detection and quantification of androgens and progestogens were performed 

using a Bruker 456 gas chromatograph coupled to a EVOQ TQ triple quadrupole mass 

spectrometer (Bruker, Fremont, CA, USA) equipped with an electron impact ionization source 

(EI, 70 eV). Estrogens were determined on a 7890A gas chromatograph coupled to a Xevo TQS 

triple quadrupole mass spectrometer (Waters, Milford Massachusetts) equipped with an 

atmospheric pressure ionization (API) source. Samples extracts were injected in splitless mode 

(250 °C) onto a DB-5MS capillary column (30 m × 0.25 mm I.D., 25 μm film thickness, Agilent 

Technologies) and helium was used as a carrier gas. For the androgen and progestagen 

determination, the flow rate was 1 mL/min and the temperature program was set as follows: 

120 °C (2 min), 10 °C/min to 235 °C (3 min), 1 °C/min to 240 °C, and 10 °C/min to 320 °C 

(2 min). The transfer line was set to 300 °C and the source temperature was set to 250 °C. For 

the estrogen determination, the flow was set to 2.5 mL/min and the following temperature 

program was applied: 120 °C (2 min), 40 °C/min to 235 °C (5 min), and 10 °C/min to 300 °C 

(4 min). The transfer line was heated to 350 °C and nitrogen was used as a make-up gas (350 

L/h). The GC ACPI source was operated in positive ionization mode, at a cone voltage of 30 V 

and a temperature of 150 °C, no modifier added. The corona discharge, the conce gas, and the 

auxiliary gas flow were programmed as follows: 0–7 min = 20 μA, 0 and 300 mL/h; 7–20 min 

= 2 μA, 200 and 225 mL/h. Both mass spectrometers were operated in multiple reaction 

monitoring (MRM) acquisition mode. 

Calibration curves were constructed at levels ranging from 0.02 to 2 ng/mL and 0.1 to 

10 ng/g for estrogens and from 0.2 to 40 ng/mL and 1 to 200 ng/g for androgens and 
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progestagens. Retention times, diagnostic signals were monitored for the targeted 

compounds and internal standards. Identification of analytes was based on relative retention 

times and diagnostic signal (MRM transition) ratios. The LOD was defined at a signal to noise 

ratio (S/N) greater than three and the LOQ at a S/N greater than 10.  

Figure 1 represents a simplified diagram of steroid synthesis and metabolism, 

indicating the steroids assayed in samples (Flück and Pandey 2014; Hill et al. 2014; Strajhar et 

al. 2017). 
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Figure 1 : Simplified diagram of progestagen synthesis (orange) and metabolism (purple), androgens (green) and estrogens (blue) synthesis (Flück 

and Pandey 2014; Hill et al. 2014; Strajhar et al. 2017). The steroids assayed in out analytical method are underlined. HSD β: β-Hydroxysteroid 

deh d oge ase ; HSD β: β-H d o ste oid deh d oge ase ; SDR A : α- edu tase  ; SDR A : α-reductase 2 ; AKR1C: aldoketoreductases ; 

SULT: sulfotransférase ; AKR1D1:   β-reductase ; Cyp 11A1: cholesterol desmolase ; Cyp17A1 : α-Hydroxylase, C17, 20 – lyase ; Cyp19A1: 

aromatase.   
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7. Steroidomic data analysis 

Concentrations values below the limit of detection of the analytical method were 

considered equal to zero. For the data analysis, in each samples type, only steroids for which 

the detection rate was at least equal to 50% in at least one group were considered.  

Univariate analysis 

For each tissue, one-way analysis of variance (ANOVA) and False Discovery Rate (FDR) 

(Benjamini and Hochberg 1995) multiple-comparison test were performed to compare the 

steroid levels between the three groups using the freeware R (R development core team, 

2005). P-values <0.05 were considered to be significant.  

Multivariate data analysis 

Given the complexity of the regulation of steroidogenesis in the materno-feto-

placental unit, the 30 steroids investigated were first analyzed by a global approach using a 

principal component analysis (PCA). The score plot of the first two principal components 

served to explore any intrinsic patterns in the data set. Orthogonal partial least squares-

discriminant analysis (O-PLS-DA) models were then applied with W4M (Guitton et al. 2017) to 

obtain regression models (Eriksson and Johansson 1996). In the O-PLS-DA, the group (control, 

BPS 0.05 mg/kg/d, BPS 5 mg/kg/d) were treated as response variable Y.  

Seven-fold cross-validation was used to determine the number of latent variables to 

include in the PLS-DA model and to estimate the predictive ability (Q² parameter) of the 

adjusted model. A threshold of 0.4 was used to validate the model (McCombie et al. 2009). In 

addition, permutation tests (100 iterations) were applied to assess O-PLS-DA model 

robustness. The proposed model was considered robust if the Q²-Intercept (intersection of 

the regression line and y-axis) is < 0.05 (Lapins et al. 2008). 

The Variable Importance in Projection (VIP, weight of variables for each component; 

value > 0.8 –arbitrary threshold) was used to determine discriminant buckets. Comparisons 

between conditions were performed using Wilcoxon test corrected using FDR. Differences 

with p < 0.05 were considered to be significant. 
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Results 

The BPS and BPSG concentrations in maternal plasma drawn before the first dosing 

and in plasma, amniotic fluid and organs collected on ewes and fetuses from the control group 

were below the LOQs of the analytical method. Over the 14 assayed tissues samples collected 

to the control group, BPS (and not BPSG) was measurable in one sample at the level of 77.5 

ng/g, thereby indicating a potential contamination of this sample during the sample collection, 

processing or assay.   

1. Maternal BPS and BPSG exposures throughout pregnancy 

Figure 2 shows the mean (± SD) BPS and BPSG plasma concentration time profiles from 

administration to 24h post administration after the first (GD68) and the last (GD96) 

administration in pregnant ewes treated with BPS (5 or 0.05 mg/kg b.w./d, IM). In the high 

dose group, BPS and BPSG concentrations were measurable all along the 24h post 

administration whereas in the low dose group, BPS concentrations dropped below the LOQ 

after 10h post-administration.  
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Figure 2 : Mean ± SD BPS and BPSG plasma concentrations times profiles after the first and the 

last administration in pregnant ewes treated with repeated IM administrations of BPS (5 or 

0.05 mg/kg b.w./d) between GD 68 and GD96.  
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The mean area under curve of BPS (AUC0-24h) and the maximal concentration (Cmax) of 

BPS were similar between the first and the last administration and exhibited dose 

proportionality. The times to reach the maximal concentration (tmax) were similar between the 

low and high dose group (Table 1).  

Table 1 : AUC0-24h, Cmax and tmax of BPS from pregnant ewes after the first administration at GD 

68 and after the last administration at GD 96. During this period, pregnant ewes received daily 

IM BPS dose of 0.05 mg/kg b.w. (low dose group) or 5 mg/kg b.w. (high dose group). 

Group Administration  
AUC0-24h 

(h*nmol/mL) 
Cmax 

(nmol/ml) 
tmax 
(h) 

Low dose 
Group 

First (GD 68) 0.264 0.0587 0.500 

Last (GD 96) 0.335 0.067 7 2.00 

High dose 
group 

First (GD 68) 38.1 4.60 0.500 

Last (GD 96) 46.9 6.64 1.00 

 

2. BPS and BPSG materno-fetal exposure 

The mean (± SD) body weight of male fetuses at the end of the experiment were 725 

± 93.5 g, 794 ± 96.1 g and 751 ± 85.8 g for the control (n= 10), low BPS dose (n= 10) and high 

BPS dose (n= 6) groups, respectively and did not differ between treatment group.  

Table 2 displays the mean (± SD) of the BPS and BPSG concentrations in the maternal 

and fetal plasma and amniotic fluid collected during the 48h after the last administration for 

the low and high dose group (see supplementary material tables S1 to S3 for individual values). 

In the low dose group, BPS concentrations were below the LOQ in all samples and BPSG 

concentrations were only measurable in the fetal plasma for 9 out of 10 fetus. In the high dose 

group, BPS and BPSG were quantifiable in fetal plasma and amniotic fluid. The mean BPSG 

fetal plasma concentration in the low dose group (0.085 6 ± 0.029 6 µM) was around 100 fold 

lower than those in the high dose group (7.81 ± 1.14), reinforcing the proportionality of the 

exposure to BPS in the feto-materno-placental unit. At the end of the experiment, in the high 

dose group, BPSG concentrations in fetal plasma were fivefold higher and two fold higher 

compared to those in amniotic fluid and in maternal plasma, respectively.  

Table 2 : Mean (±SD) BPS and BPSG concentrations (µM) in the maternal and fetal plasma and 

in amniotic fluid from pregnant ewes treated with BPS from GD 68 to GD 96 at the low dose of 

50 µg/kg.d and at the high dose of 5 mg/kg/d. LOQs were validated for BPS, at 3 ng/mL 
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(0.012 0 µM) in plasma, at 1 ng/mL (0.004 µM) in amniotic fluid, and for BPSG at 10 ng/mL 

(0.023 5 µM) in both matrices. Mean concentrations were noted as "< LOQ" when the 

concentrations in more than half the samples were below the LOQ, when BPS (BPSG) were 

measurable in at least half the samples, the non-measurable values were replaced by the 

LOQ/2 for the mean calculation. 

Treatment 
  Fetal Blood    Amniotic fluid   Maternal blood 

  
BPS 

(µM) 
BPSG 
(µM)   

BPS 
(µM) 

BPSG 
(µM)   

BPS 
(µM) 

BPSG 
(µM) 

Low dose  Mean <LOQ 0.0856  <LOQ <LOQ  <LOQ <LOQ 
50 µg/kg (b.w.)/d SD  0.029 6       
0.2 µmol/kg 
(b.w.)/d n/tot  9/10       
          
High dose  Mean 0.1523 7.81  0.282 1.612  0.327 3.06 
5 mg/kg (b.w.)/d SD 0.0123 1.14  0.202 0.895  0.188 1.75 
20 µmol/kg 
(b.w.)/d n/tot 3/3 3/3   6/6 6/6   10/10 10/10 

 

Figure 3 shows the box plot of BPS and BPSG concentrations in fetal plasma, amniotic 

fluid and organs of steroid synthesis and of steroid metabolism collected from the high dose 

group at the end of the experiment (see supplementary material tables S4 for individual 

values). BPS and BPSG tissue concentrations were higher (ranging from 0.269 to 3.51 nmol/g 

for BPS and from 5.86 to 26.7 nmol/g for BPSG) than those in fetal plasma (ranging from 0.143 

to 0.166 nmol/g for BPS and from 6.87 to 9.07 nmol/g for BPSG) except for hypothalamus and 

hippocampus (ranging from 0.0690 to 0.308 nmol/g for BPS and from 0.470 to 1.91 nmol/g 

for BPSG).  The BPS and BPSG concentrations in amniotic fluid were low (range between 0.080 

and 0.580 nmol/g (20.0-145 ng/g) for BPS and between 0.770-2.97 nmol/g for BPSG (193-743 

ng/g)). 
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Figure 3 : Box plot of BPS (left) and BPSG (right) concentrations in organs of steroid synthesis 

or metabolism and in fetal plasma and amniotic fluid after the daily maternal IM 

administration of BPS (5 mg/kg b. w.) from GD 68 to GD 96 (expressed in nmol/g of tissue or 

nmol/mL of biological fluid). 

In the low dose group samples, BPS concentration levels were systematically below 

the LOQ. BPSG concentrations (mean ± SD) were measurable in gonad (0.279 ± 0.101 nmol/g), 

adrenal (0.278 ± 0.116 nmol/g), cotyledon (0.167 ± 0.0358 nmol/g) and fetal liver (0.193 ± 

0.0566 nmol/g) and were below the LOQ in the other tested tissues.  

In the high dose group, the BPSG concentrations in biological samples were 

systematically higher than BPS concentrations, with a ratio of BPSG to BPS concentrations 

ranging from 3.42 to 16.3 except in gonad, adrenal and fetal plasma in which this ratio ranged 

from 33.8 to 51.3. 

3. Steroid analysis  

Mean ± SD, range, median and detection rate (%) of targeted steroids in fluid and tissue 

samples are shown in supplementary material (table S5 to S16).  

Univariate analysis 

One-way analysis of variance (ANOVA) performed on the data set identified only eight 

steroids with different levels in fetal plasma, amniotic fluid or in fetal tissues of control and 

BPS-treated pregnant sheep (Table 3). But, taking into account the multiple comparison 
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correction by the FDR test, not any difference in these steroids levels were evidenced between 

treatment groups.  

Table 3 : Steroids with differentially levels in fetal plasma, amniotic fluid and fetal tissues of 

control and BPS-treated pregnant sheep, sorted by p values determined by ANOVA.    

Steroid  Aglycone/conjugate Sample type 
P value 
(ANOVA)  

Corrected p 
value (FDR) 

Pregnenolone   conjugate testis  0.002 0.160 

Pregnenolone   conjugate amniotic fluid 0.002 0.160 

17aOH-Pregnenolone    conjugate amniotic fluid 0.011 0.473 

DHEA  aglycone amniotic fluid 0.048 0.708 

Estrone conjugate fetal plasma 0.013 0.473 

Estrone aglycone fetal plasma 0.014 0.473 

Androstenedione            conjugate adrenal 0.026 0.660 

17b-estradiol conjugate adrenal 0.022 0.656 

 

Multivariate analysis 

Figure 4 and 5 show the PCA obtained in biological fluid and tissues samples, 

respectively. The PCA score plots initially established did not allow to differentiate the steroid 

profiles between groups, whatever the organ of steroid synthesis or metabolism considered. 

Consequently, the O-PLS-DA model built for all tissues did not allow the discrimination of 

differentially abundant steroids, whatever the biological fluids or tissues (Figure 4 and 5).  
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Figure 4 : Score plots of the PCA performed for the aglycone and conjugated steroid hormone 

profiles in maternal and fetal plasma and amniotic fluid collected from pregnant sheep treated 

with vehicle, or with BPS at the dose of 0.05 mg/kg/d and at the dose of 5 mg/kg/d from GD68 

to GD96. Each dot represents the steroid profile of one animal. 
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Figure 5 : Score plot of the PCA performed for the aglycone and conjugated steroid hormone 

profiles in adrenal and testis tissues and for the aglycone steroid hormone profiles in 

hypothalamus and pituitary tissues collected from pregnant sheep treated with vehicle or with 

BPS at the dose of 0.05 mg/kg/d and at the dose of 5 mg/kg/d from GD68 to GD96. Each dot 

represents the steroid profile of one animal. 

Discussion 

Biomonitoring and experimental data indicate that BPS can cross the placental barrier 

and is able to accumulate in the fetal compartment (Grandin et al., 2018 ; Liu et al. 2017), 

suggesting that the fetus could be at risk for overexposure to bioactive BPS. Yet, the complex 

steroidogenic materno-feto-placental interactions play an essential role in healthy pregnancy 

and fetal development (Hill et al. 2014; Morel et al. 2016; Zambrano et al. 2014). However, 

we have shown that, in the pregnant sheep, a relevant model for studying gestation, the 

steroidogenic signature was not altered by a BPS treatment in middle pregnancy.  
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The time course of BPS and BPSG in maternal plasma was exactly the same after the 

first and the last IM BPS administration, demonstrating that BPS did not accumulate in 

maternal compartment and that the exposure of the pregnant ewes was the same during the 

repeated BPS administrations. This is consistent with a short half-life of elimination of BPS in 

sheep (Grandin et al., 2018). Moreover, the BPS/BPSG exposure in the materno-feto-placental 

unit was proportional for the two BPS doses used, suggesting that the TK mechanism 

determining the fetal and maternal exposure and the BPS placental transfer were not 

saturated for the range of dose. 

BPS and BPSG were well distributed in steroid sensitive (pituitary) or producer (testis, 

adrenal, placenta) or metabolic organs (liver), with levels of BPS and BPSG higher than those 

in fetal plasma and in amniotic fluid. By contrast the concentrations of BPS and BPSG were 

lower in hypothalamus and hippocampus compared to other tissues, probably because of the 

protection of the brain by the blood brain barrier (Rodríguez et al. 2010; Wilhelm et al. 2016), 

which is functional  in the ovine fetus from GD60 (Dziegielewska et al. 1979).   

BPS was mainly present in its glucuronoconjugated form in plasma and in steroidogenic 

tissues, demonstrating, as previously shown the capacities of the fetus to metabolize BPS into 

BPSG (Grandin et al., 2018). Even if BPS and BPSG concentrations in maternal plasma were 

difficult to interpret because of great temporal variation, in the post mortem plasma samples, 

the BPS and BPSG concentrations in the fetal plasma were of the same order of magnitude 

than in the maternal plasma despite its very low maternal to fetal transfer, reinforcing the 

accumulation of BPS and BPSG in fetal compartment previously demonstrated in TK study 

(Grandin et al., 2018).   

Furthermore, the BPSG/BPS concentrations ratios ranged from 3 to 10 in all organs and 

amniotic fluid except in fetal adrenal, testis and fetal plasma for which the ratio was about 50. 

These variations could be attributed to a differentially tissue distribution of BPS and BPSG or 

to local glucuronidase activity. Previous toxicokinetic data in sheep model (Grandin et al., 

2018) showed that deconjugation of BPSG into bioactive BPS is required prior its elimination 

from the fetal compartment because of the inability of BPSG to cross the placental barrier. 

The higher BPSG/BPS ratio in fetal plasma compared to those in tissue and amniotic fluid 

suggests that BPSG hydrolysis could occur in peripheral compartment rather than in central 

compartment. Indeed, β-glucuronidase was widely expressed in many tissues and body fluids 
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in humans (Sperker et al. 1997). Moreover, the hydrolysis of BPAG into BPA was previously 

demonstrated ex vivo in several ovine fetal tissues (cotyledon, gonad and liver, (Corbel et al. 

2015)). Furthermore glucuronidase activity was demonstrated in the amniotic fluid (Kamarýt 

and Matýsek 1980) and preliminary results (data not shown) suggest that amniotic fluid could 

be in part a site of deconjugation of BPSG, which is consistent with its low BPSG/BPS 

concentrations ratio of 6. The consequences of this local reactivation of BPSG/BPS in sensitive 

tissue must be further investigated. 

Steroidogenesis is a complex process during which the production and elimination of 

steroids is regulated at several levels and involves appropriate feto-placental communication 

(Miller and Auchus 2010; Pasqualini 2005; Payne and Hales 2004).  

The subchronic gestational exposure of sheep  in middle pregnancy led to significant 

BPS concentrations in fetal steroidogenic organs with values around 1 nmol/g for the high BPS 

dose and predicted levels of 0.01 nmol/g for the low BPS dosage. Despite that, BPS treatment 

did not modify steroidomic signature whatever the steroidogenic organ considered. Yet, BPS 

was demonstrated to decrease testosterone secretion on the ex vivo model of fetal testis in 

mice for BPS concentrations of 0.1 µM and in human for BPS concentrations of 1 µM, i.e. in 

the range of concentrations reached, in our study, in fetal testis in the low and high dose 

group. But the BPS effect on the expression of key enzymes involved in testosterone 

biosynthesis (Star, Hsd3b1, Cyp17a1) was only evidenced for higher BPS concentrations 

(10 µM) (Eladak et al. 2015). In the same way, in an in vivo study in male mice exposed to BPS 

during 60 postnatal days, an alteration of testosterone secretion was evidenced for a high BPS 

dose of 10 mg/kg given every 3 days, whereas the estradiol concentrations were increased 

both for 50 µg/kg and 10 mg/kg. Moreover, the effects were not associated with alteration of 

the expression of enzymes involved in steroidogenesis, whatever the dose (Shi et al. 2017).  

Altogether, these results indicate that effects of BPS on steroidogenesis pathways may 

depend on the model used (species, physiological stage and window of exposure). That shows 

the difficulty to extrapolate the results from one model or species to another and from one 

stage of pregnancy to another.   

Indeed, in our study, the absence of effect of the subchronic BPS treatment on steroids 

levels in materno-feto-placental unit could be explained by several factors. The materno-

placento-fetal unit was exposed to BPS during 28 days, corresponding to only 20 % of 
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pregnancy, especially considering that fetal internal BPS and BPSG exposure increased during 

the treatment period because of its accumulation in fetal compartment, as previously 

demonstrated (Grandin et al., 2018). Moreover, in our study, the BPS exposure took place 

after the organogenesis in middle pregnancy, a period during which the steroid levels were 

relatively constant (Carnegie and Robertson 1978). However, given the establishment of 

steroidogenesis pathways in materno-feto-placental unit throughout the whole gestation 

(Klonisch et al. 2004; Pasqualini 2005), we cannot exclude that the steroid regulation pathways 

might be less sensitive to endocrine disruption during the window of exposure of middle 

pregnancy.  

Another assumption is that the potential effect of BPS on steroidogenesis, if indeed it 

exists, could be counterbalanced in vivo, in our pregnant sheep model, by the redundancy of 

regulation of steroid pathways in the materno-feto-placental unit (Morel et al. 2016; 

Pasqualini 2005). Furthermore, the high individual variability of steroids levels could have 

masked the potential effect of BPS.  

In conclusion, the maternal BPS and BPSG exposures of the pregnant ewes were the 

same during the repeated BPS administrations and the internal exposure to BPS and BPSG in 

the materno-fetal unit was proportional to the dose. After 28 days of BPS exposure, the BPSG 

concentrations were always higher than BPS concentrations and were of the same order of 

magnitude both in fetal plasma, in maternal plasma and in amniotic fluid. All the organs of 

steroid synthesis or steroid metabolism were exposed to BPS and BPSG, with BPSG tissue 

concentrations higher than those in fetal plasma, except for hypothalamus and hippocampus, 

which are protected by the brain blood barrier. 

However, this BPS exposure in middle pregnancy, whether low or high dose, did not 

alter the steroid signature in the materno-feto-placental unit. But we cannot exclude that the 

potential effect of BPS on steroidogenesis, if indeed it exists, could be counterbalanced in vivo 

by the redundancy of regulation of steroid pathways. Further studies are needed to evaluate 

BPS effect on other stage of pregnancy and on female fetuses. 
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Table S1 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in the 
maternal plasma for the low and high dose group. 

Maternal plasma (post mortem) 

Group 
Animal 

identification 

BPS 
concentration 

(nmol /mL) 

BPSG 
concentration 

(nmol /mL) 

Low 
dose  

B11 InfLOD InfLOQ 

B12 InfLOD 0.030 

B13 InfLOD 0.031 

B14 InfLOD InfLOQ 

B15 InfLOD InfLOQ 

B16 InfLOD InfLOQ 

B17 InfLOD InfLOQ 

B18 InfLOD InfLOQ 

B19 InfLOD InfLOQ 

B20 InfLOD InfLOQ 

High 
dose 

B21 0.68 6.10 

B22 0.46 4.55 

B23 0.34 3.18 

B24 0.14 1.31 

B25 0.50 4.13 

B26 0.35 4.64 

B27 0.16 1.46 

B28 0.10 0.88 

B29 0.16 1.73 

B30 0.38 2.58 

InfLOD = below the limit of detection 
InfLOQ = below the limit of quantification 
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Table S2 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in the fetal 
plasma for the low and high dose group. 

Fetal plasma (post mortem) 

Group 
Animal 

identification 
BPS concentration 

(nmol /mL) 

BPSG 
concentration 

(nmol /mL) 

Low dose 

B11F1 InfLOD 0.091 
B12F1 InfLOD 0.111 
B13F1 InfLOQ 0.012 
B14F1 InfLOD 0.076 
B15F2 InfLOD 0.092 
B15F2 InfLOD 0.120 
B16F1 InfLOQ 0.083 

B17F1 InfLOQ 0.091 
B19F1 InfLOD 0.077 
B19F2 InfLOD 0.103 

High 
dose  

B24F1 0.147 6.863 

B25F1 0.143 9.065 

B29F1 0.166 7.488 

InfLOD = below the limit of detection 
InfLOQ = below the limit of quantification 
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Table S3 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in the 
amniotic fluid for the low and high dose group. 

Amniotic fluid (post mortem) 

Group 
Animal 

identification 

BPS 
concentration 

(nmol /mL) 

BPSG 
concentration 

(nmol /mL) 

Low dose 

B11F1 InfLOD InfLOQ 

B12F1 InfLOD InfLOQ 

B13F1 InfLOD InfLOQ 

B14F1 InfLOD InfLOQ 

B15F1 InfLOD InfLOQ 

B15F2 NA NA 

B16F1 InfLOD InfLOQ 

B17F1 InfLOD InfLOQ 

B19F1 InfLOD InfLOQ 

B19F2 InfLOD InfLOQ 

High 
dose  

B22F1 0.115 0.932 

B24F1 0.291 1.681 

B25F1 0.576 2.968 

B27F1 0.169 0.965 

B28F1 0.082 0.769 

B29F1 0.464 2.364 

InfLOD = below the limit of detection  
InfLOQ = below the limit of quantification 
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Table S4 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in tissues samples for the 
low and high dose group. 

Tissues (post mortem) 

Tissue type Group 
Animal 

identification 

BPS 
concentration 

(nmol /g) 

BPSG concentration 
(nmol /g) 

Maternal 
liver  

Low dose 

B11 InfLOD 0.182 

B12 InfLOD 0.443 

B13 2.09 NA 

B14 InfLOD InfLOD 

B15 InfLOD InfLOQ 

B16 InfLOD InfLOQ 

B17 InfLOD InfLOQ 

B19 3.54 InfLOD 

High dose  

B22 0.764 15.3 

B24 0.325 7.11 

B25 1.91 26.0 

B27 0.269 6.28 

B28 NA 14.5 

B29 0.829 10.9 

Fetal liver 

Low dose 

B11F1 0.903 0.128 

B12F1 1.72 0.270 

B13F1 1.68 InfLOQ 

B14F1 InfLOD InfLOQ 

B15F1 0.190 0.110 

B15F2 0.234 0.174 

B16F1 InfLOQ 0.186 

B17F1 InfLOQ 0.211 

B19F1 3.80 0.260 

B19F2 1.10 0.203 

High dose  

B22F1 0.856 12.0 

B24F1 1.09 11.6 

B25F1 0.908 13.1 

B27F1 0.615 12.8 

B28F1 0.863 9.80 

B29F1 3.51 5.86 
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Table S4 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in tissues samples for the 
low and high dose group (continuation).  

Tissues (post mortem) 

Tissue type Group 
Animal 

identification 

BPS 
concentration 

(nmol /g) 

BPSG concentration 
(nmol /g) 

Cotyledon 

Low dose 

B11 InfLOQ 0.185 

B12 InfLOD 0.191 

B13 0.992 InfLOQ 

B14 2.42 0.109 

B15 0.219 0.144 

B16 InfLOD 0.193 

B17 InfLOD 0.208 

B19 0.905 0.143 

High dose  

B22 NA NA 

B24 0.535 13.0 

B25 1.09 13.2 

B27 0.405 7.63 

B28 0.841 13.1 

B29 1.39 7.87 

Hypothalamus 

Low dose 

B11F1 InfLOQ InfLOD 

B12F1 InfLOD InfLOD 

B13F1 InfLOD InfLOD 

B14F1 InfLOD InfLOQ 

B15F1 InfLOD InfLOD 

B15F2 InfLOD InfLOD 

B16F1 InfLOD InfLOD 

B17F1 InfLOD InfLOD 

B19F1 InfLOD InfLOD 

B19F2 InfLOD InfLOD 

High dose  

B22F1 58.3 0.532 

B24F1 76.4 0.725 

B25F1 77.1 1.10 

B27F1 InfLOQ 0.729 

B28F1 48.13 0.860 

B29F1 73.38 0.897 
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Table S4 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in tissues samples for the 
low and high dose group (continuation).  

Tissues (post mortem) 

Tissue type Group 
Animal 

identification 

BPS 
concentration 

(nmol /g) 

BPSG concentration 
(nmol /g) 

Hippocampus 

Low dose 

B11F1 InfLOD InfLOD 

B12F1 InfLOD InfLOQ 

B13F1 InfLOD InfLOQ 

B14F1 InfLOD InfLOD 

B15F1 InfLOD InfLOQ 

B15F2 InfLOD InfLOQ 

B16F1 InfLOD InfLOD 

B17F1 InfLOD InfLOQ 

B19F1 NA NA 

B19F2 InfLOD InfLOD 

High dose  

B22F1 0.069 0.470 

B24F1 0.248 1.13 

B25F1 0.206 1.10 

B27F1 0.244 1.72 

B28F1 0.088 1.91 

B29F1 0.071 1.40 

Pituitary 

Low dose 

B12F2 0.473 0.303 

B13F2 InfLOD InfLOQ 

B14F2 0.529 InfLOD 

B16F2 InfLOD InfLOD 

B18F2 InfLOD InfLOQ 

High dose  

B22F2 1.14 13.7 

B26F2 2.78 18.5 

B25F2 1.21 14.7 

B27F2 1.78 15.9 

B29F2 0.981 13.0 

B30F1 0.936 20.0 
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Table S4 : Individual BPS and BPSG post mortem concentrations in tissues samples for the 
low and high dose group (continuation).  

Tissues (post mortem) 

Tissue type Group 
Animal 

identification 

BPS 
concentration 

(nmol /g) 

BPSG concentration 
(nmol /g) 

Testis 

Low dose 

B11F1 0.266 0.135 

B12F1 InfLOD 0.332 

B13F1 InfLOQ InfLOD 

B14F1 InfLOD 0.188 

B15F1 3.14 0.391 

B15F2 InfLOQ 0.416 

B16F1 0.346 0.162 

B17F1 InfLOQ 0.352 

B19F1 InfLOD 0.265 

B19F2 InfLOD 0.274 

High dose  

B22F1 0.409 21.3 

B24F1 0.660 19.2 

B25F1 0.639 22.8 

B27F1 0.671 19.9 

B28F1 0.606 20.9 

B29F1 0.664 19.4 

Adrenal 

Low dose 

B11F1 0.394 0.323 

B12F1 InfLOQ 0.307 

B13F1 InfLOD InfLOD 

B14F1 1.82 0.204 

B15F1 InfLOD 0.371 

B15F2 0.820 0.490 

B16F1 InfLOQ 0.158 

B17F1 2.44 InfLOD 

B19F1 InfLOD 0.161 

B19F2 0.830 0.210 

High dose  

B22F1 0.315 20.2 

B24F1 0.545 20.2 

B25F1 0.324 20.4 

B27F1 0.482 26.7 

B28F1 0.604 19.2 

B29F1 0.480 15.7 

InfLOD = below the limit of detection 
InfLOQ = below the limit of quantification 
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Only steroids with at least 50% of detection rate in at least one group were shown on 

these tables.  

Table S5 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; detection 
rate (%) of targeted aglycone steroids in pituitary after a BPS treatment (0, 0.5 or 
5 mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96.   

Pituitary - aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

Androsterone 0.427 ± 0.215 0.211 ± 0.287 0.226 ± 0.250 
  [0-0.740] [0-0.770] [0-0.491] 
  0.438 ; 90 % 0 ; 44.4 % 0.189 ; 50 % 

DHEA  0.373 ± 0.623 0.402 ± 0.623 1.01 ± 1 408 

 [0-1.650] [0-1.571] [0-3.56] 
  0 ; 30 % 0 ; 33.3 % 0.439 ; 50 % 

17a-testosterone 0.134 ± 0.151 0.0282 ± 0.0846 0.137 ± 0.213 
  [0-0.389] [0-0.254] [0-0.435] 
  0.0960 ; 50 % 0 ; 11.1 % 0 ; 33.3 % 

17a-estradiol 0.662 ± 0.994 0.303 ± 0.264 0.0935 ± 0.083 7 

 [0-0.748] [0-0.435] [0-0.389] 
  0.400 ; 100 % 0.242 ; 88.9 % 0.0955 ; 66.7 % 

Estrone 0.674 ± 1.10 0.0783 ± 0.108 0.0823 ± 0.072 7 
  [0-3.72] [0-0.302] [0-0.180] 
  0.401 ; 90 % 0.0205 ; 55.6 % 0.0888 ; 66.7 % 

Allopregnanolone 26.3 ± 14.6 20.8 ± 10.7 30.4 ± 13.4 

 [8.96-58.9] [5.84-40.3] [13.2-43.8] 
  23.7 ; 100 % 20.3 ; 100 % 31.7 ; 100 % 

17aOH-
Allopregnanolone 2.09 ± 0.722 1.33 ± 0.875 1.87 ± 0.651 

  [0.790-3.21] [0-2.80] [0.714-2.51] 
  2.15 ; 100 % 1.14 ; 88.9 % 2.00 ; 100 % 

Pregnenolone   13.1 ± 3.12 15.9 ± 7.19 20.7 ± 8.11 

 [7.73-17.6] [5.12-24.7] [9.65-32.0] 
  13.2 ; 100 % 17.9 ; 100 % 20.1 ; 100 % 

 Progesterone   1.65 ± 0.881 2.93 ± 2.29 3.21 ± 2.57 
  [0.655-3.16] [0.885-8.53] [0.648-7.09] 
  1.71 ; 100 % 2.08 ; 100 % 2.90 ; 100 % 
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Table S6 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g); detection rate (%) of targeted 
aglycone steroids in hypothalamus after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of pregnant 
sheep from GD68 to GD96.    

Hypothalamus –aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5a-dihydrotestosterone 

0.159 ± 0.216 0.0844 ± 0.132 0.191 ± 0.124 

[0-0.523] [0-0.332] [0-0.359] 

0 ; 40.0 % 0 ; 33.3 % 0.215 ; 83.3 % 

Androsterone 

0.189 ± 0.255 0.184 ± 0.215 0.254 ± 0.222 

[0-0.660] [0-0.587] [0-0.559] 

0 ; 40.0 % 0.149 ; 55.6 % 0.280 ; 66.7 % 

DHEA  

0.687 ± 0.683 0.690 ± 0.858 1.19 ± 1.03 

[0-2.05] [0-2.02] [0-2.55] 

0.856 ; 60.0 % 0 ; 44.4 % 1.35 ; 66.7 % 

Androstenedione            

0.0459 ± 0.0752 0.0872 ± 0.113 0.148 ± 0.130 

[0-0.268] [0-2.55] [0-2.05] 

0 ; 30.0 % 0 ; 44.4 % 0.163 ; 66.7 % 

17b-testosterone 

0.117 ± 0.232 0.0749 ± 0.170 0.233 ± 0.299 

[0-0.718] [0-0.503] [0-0.751] 

0 ; 30.0 % 0 ; 22.2 % 0.156 ; 50.0 % 

17a-estradiol 

0.0525 ± 0.034 4 0.0308 ± 0.032 5 0.0309 ± 0.036 39 

[0-0.111] [0-0.0850] [0-0.08589] 

0.0512 ; 90.0 % 0.0370 ; 55.6 % 0.0247 ; 50.0 % 

Estrone 

0.0408 ± 0.039 2 0.0366 ± 0.051 1 0.0340 ± 0.052 5 

[0-0.0933] [0-0.148] [0-0.103] 

0.0403 ; 60.0 % 0 ; 44.4 % 0 ; 33.3 % 

17b-estradiol 

0.00510 ± 0.008 49 0.00417 ± 0.008 28 0.0127 ± 0.014 6 

[0-0.0221] [0-0.0190] [0-0.0326] 

0 ; 30.0 % 0 ; 22.2 % 0.00948 ; 50.0 % 

Allopregnanolone 

34.8 ± 17.6 24.5 ± 12.0 33.1 ± 14.9 

[11.7-71.2] [10.1-44.0] [18.4-55.5] 

31.8 ; 100 % 21.3 ; 100 % 30.4 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 

1.27 ± 0.613 0.804 ± 0.293 0.892 ± 0.295 

[0.423-2.60] [0.518-1.50] [0.492-1.28] 

1.14 ; 100 % 0.754 ; 100 % 0.892 ; 100 % 

17aOH-
dihydroprogesterone 

18.4 ± 7.57 0.283 ± 0.316 0.251 ± 0.276 

[0-0.602] [0-1.08] [0-0.677] 

0.168 ; 50.0 % 0.408 ; 55.6 % 0.246 ; 50.0 % 

Pregnenolone   

17.4 ± 4.63 18.4 ± 7.57 22.8 ± 7.92 

[9.88-26.6] [7.09-30.4] [14.9-32.4] 

17.7 ; 100 % 17.5 ; 100 % 21.4 ; 100 % 
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Table S6 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g); detection rate (%) of targeted 
aglycone steroids in hypothalamus after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of pregnant 
sheep from GD68 to GD96 (continuation).    

Hypothalamus –aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

17aOH-Pregnenolone    

0.138 ± 0.181 0.235 ± 0.200 0.337 ± 0.289 

[0-0.394] [0-0.518] [0-0.705] 

0 ; 40.0 % 0.267 ; 66.7 % 0.375 ; 667 % 

 Progesterone   

0.401 ± 0.222 0.546 ± 0.335 0.579 ± 0.402 

[0.135-0.846] [0.179-1.28] [0.152-1.24] 

0.369 ; 100 % 0.425 ; 100 % 0.560 ; 100 % 
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Table S7 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate (%) of 
targeted aglycone steroids in amniotic fluid after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) 
of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Amniotic fluid - aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

  (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5a-dihydrotestosterone 0.00406 ± 0.0128 0.0109 ± 0.0172 0.0211 ± 0.0235 
  [0.00-0.0406] [0.00-0.0434] [0.00-0.0477] 
  0.00 ; 10.0 % 0.00 ; 33.3 % 0.0177 ; 50.0 % 

DHEA  0.0154 ± 0.048 6 0.0751 ± 0.049 3 0.0477 ± 0.055 1 

 [0.00-0.154] [0.00-0.133] [0.00-0.121] 
  0.00 ; 10.0 % 0.0803 ; 77.8 % 0.0329 ; 50.0 % 

17a-estradiol 0.0174 ± 0.007 25 0.0176 ± 0.007 88 0.0196 ± 0.012 3 
  [0.00-0.0302] [0.00-0.0284] [0.00-0.0366] 
  0.0181 ; 90.0 % 0.0178 ; 88.9 % 0.0183 ; 83.3 % 

Estrone 0.0126 ± 0.013 5 0.0166 ± 0.013 4 0.0180 ± 0.014 0 

 [0.00-0.0373] [0.00-0.0366] [0.00-0.0302] 
  0.0106 ; 50.0 % 0.0213 ; 66.7 % 0.0258 ; 66.7 % 

Allopregnanolone 0.129 ± 0.058 4 0.121 ± 0.047 8 0.176 ± 0.048 1 
  [0.0366-0.218] [0.0426-0.185] [0.106-0.223] 
  0.111 ; 100 % 0.119 ; 100 % 0.190 ; 100 % 

17aOH-
Allopregnanolone 0.0148 ± 0.013 6 0.0123 ± 0.012 8 0.0184 ± 0.011 7 

 [0.00-0.0329] [0.00-0.0330] [0.00-0.0324] 
  0.0179 ; 60.0 % 0.0138 ; 55.6 % 0.0197 ; 83.3 % 

Pregnenolone   0.0172 ± 0.020 2 0.0271 ± 0.011 1 0.0293 ± 0.015 5 
  [0.00-0.0515] [0.00-0.0389] [0.00-0.0450] 
  0.00837 ; 50.0 % 0.0308 ; 88.9 % 0.0334 ; 83.3 % 

17aOH-Pregnenolone    0.0175 ± 0.029 6 0.0325 ± 0.031 5 0.0246 ± 0.038 6 

 [0.00-0.0798] [0.00-0.0639] [0.00-0.0826] 
  0.00 ; 30.0 % 0.0417 ; 55.6 % 0.00 ; 33.3 % 

 Progesterone   0.0456 ± 0.0584 0.0743 ± 0.0377 0.0947 ± 0.0459 
  [0.00-0.165] [0.00-0.111] [0.0406-0.175] 
  0.0204 ; 50.0 % 0.0835 ; 88.9 % 0.0892 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    0.0899 ± 0.0876 0.147 ± 0.0894 0.135 ± 0.112 

 [0.00-0.252] [0.0450-0.306] [0.00-0.275] 
  0.0628 ; 80.0 % 0.127 ; 100 % 0.119 ; 83.3 % 
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Table S8 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate (%) of targeted 
conjugated steroids in amniotic fluid after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of pregnant 
sheep from GD68 to GD96. 

Amniotic fluid -conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5b-Androstane-3a, 17a-diol 2.30 ± 1.74 2.143 ± 1.28 3.00 ± 2.06 

  [0.383-5.83] [0.852-4.98] [0.990-5.65] 

  1.92 ; 100 % 1.78 ; 100 % 2.46 ; 100 % 

5b-Androstane-3b, 17a-diol 0.468 ± 0.454 0.402 ± 0.317 0.582 ± 0.417 

 [0.00-1.429] [0.00-0.902] [0.251-1.37] 

  0.285 ; 90.0 % 0.359 ; 88.9 % 0.479 ; 100 % 

5a-Androstane-3a, 17a-diol 0.444 ± 0.308 0.340 ± 0.307 0.486 ± 0.435 

  [0.00-0.924] [0.00-0.867] [0.00-0.997] 

  0.443 ; 80.0 % 0.319 ; 66.7 % 0.512 ; 66.7 % 

5a-Androstane-3b, 17a-diol 0.252 ± 0.368 0.146 ± 0.126 0.120 ± 0.110 

 [0.00-0.323] [0.00-0.997] [0.00-0.924] 

  0.126 ; 80.0 % 0.169 ; 66.7 % 0.132 ; 66.7 % 

5-androstene-3b, 17a-diol 1.64 ± 1.94 1.14 ± 0.454 1.41 ± 0.936 

  [0.391-6.63] [0.661-2.19] [0.476-3.18] 

  0.812 ; 100 % 1.12 ; 100 % 1.13 ; 100 % 

DHEA  1.53 ± 0.960 2.51 ± 1.16 2.64 ± 2.22 

 [0.621-3.27] [1.22-3.95] [0.780-6.47] 

  1.19 ; 100 % 2.28 ; 100 % 1.83 ; 100 % 

5a-Androstane-3b, 17b-diol 0.0780 ± 0.126 0.163 ± 0.201 0.203 ± 0.171 

  [0.00-0.285] [0.00-0.605] [0.00-0.369] 

  0.00 ; 30.0 % 0.166 ; 55.6 % 0.254 ; 66.7 % 

Androstenedione            0.0213 ± 0.0249 0.00724 ± 0.0217 0.0234 ± 0.0288 

 [0.00-0.0612] [0.00-0.0652] [0.00-0.0702] 

  0.00809 ; 50.0 % 0.00 ; 11.1 % 0.0155 ; 50.0 % 

17a-testosterone 0.244 ± 0.265 0.206 ± 0.100 0.321 ± 0.231 

  [0.00-0.820] [0.00-0.338] [0.0678-0.6898] 

  0.194 ; 80.0 % 0.198 ; 88.9 % 0.2568 ; 100 % 

17a-estradiol 58.1 ± 37.9 55.5 ± 27.6 87.0 ± 42.4 

 [21.7-117] [26.2-115] [23.5-137] 

  47.5 ; 100 % 47.7 ; 100 % 87.8 ; 100 % 

Estrone 3.20 ± 4.09 4.23 ± 4.99 7.14 ± 5.47 

  [0.00-13.4] [1.25-16.8] [1.44-15.5] 

  1.64 ; 90.0 % 2.45 ; 100 % 6.80 ; 100 % 
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Table S8 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate (%) of targeted 
conjugated steroids in amniotic fluid after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of pregnant 
sheep from GD68 to GD96 (continuation) 

Amniotic fluid -conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

17b-estradiol 0.0868 ± 0.168 0.0672 ± 0.057 8 0.0934 ± 0.067 1 

 [0.00-0.559] [0.00-0.188] [0.0201-0.179] 

  0.0304 ; 80.0 % 0.0517 ; 88.9 % 0.0704 ; 100 % 

Allopregnanolone 6.41 ± 4.02 7.55 ± 5.48 13.3 ± 8.96 

  [2.00-13.0] [2.68-19.8] [4.75-25.0] 

  4.80 ; 100 % 4.94 ; 100 % 9.54 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 0.216 ± 0.136 0.195 ± 0.149 0.276 ± 0.187 

 [0.0784-0.542] [0.00-0.493] [0.00-0.448] 

  0.172 ; 100 % 0.141 ; 88.9 % 0.361 ; 83.3 % 

Pregnenolone   0.454 ± 0.296 0.714 ± 0.184 0.999 ± 0.283 

  [0.00-0.883] [0.444-0.998] [0.542-1.39] 

  0.389 ; 90.0 % 0.740 ; 100 % 0.986 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    0.195 ± 0.156 0.387 ± 0.135 0.426 ± 0.177 

 [0.00-0.445] [0.256-0.625] [0.229-0.668] 

  0.163 ; 80.0 % 0.335 ; 100 % 0.367 ; 100 % 

Progesterone   0.0669 ± 0.0486 0.106 ± 0.0264 0.106 ± 0.0437 

  [0.00-0.158] [0.0663-0.155] [0.0473-0.156] 

  0.0588 ; 90.0 % 0.109 ; 100 % 0.107 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    0.102 ± 0.0674 0.133 ± 0.0711 0.127 ± 0.0927 

 [0.0438-0.256] [0.0534-0.265] [0.0497-0.262] 

  0.0867 ; 100 % 0.108 ; 100 % 0.0776 ; 100 % 
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Table S9 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate (%) 
of targeted aglycone steroids in fetal plasma after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, 
IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Fetal plasma - aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

DHEA  0.391 ± 0.250 0.591 ± 0.205 0.667 ± 0.512 

  [0.00-0.906] [0.347-0.848] [0.224-1.41] 

  0.400 ; 88.9 % 0.522 ; 100 % 0.520 ; 100 % 

17a-testosterone 0.148 ± 0.0479 0.145 ± 0.0674 0.0769 ± 0.0952 

 [0.0441-0.211] [0.00-0.252] [0.00-0.196] 

  0.154 ; 100 % 0.149 ; 88.9 % 0.0558 ; 50.0 % 

17b-testosterone 0.373 ± 0.868 0.162 ± 0.268 0.151 ± 0.275 

  [0.00-2.67] [0.00-0.825] [0.00-0.563] 

  0.0405 ; 66.7 % 0.0215 ; 55.6 % 0.0199 ; 50.0 % 

17a-estradiol 0.0160 ± 0.009 24 0.0200 ± 0.007 02 0.0213 ± 0.005 87 

 [0.00883-0.0319] [0.00-0.563] [0.00-2.67] 

  0.0152 ; 100 % 0.0182 ; 100 % 0.0220 ; 100 % 

Estrone 0.00885 ± 0.010 6 0.0214 ± 0.012 5 0.0251 ± 0.005 25 

  [0.00-0.0310] [0.00880-0.0531] [0.0198-0.0312] 

  0.00735 ; 55.6 % 0.0186 ; 100 % 0.0247 ; 100 % 

17b-estradiol 
0.00334 ± 

0.003 45 
0.00704 ± 

0.006 22 
0.00790 ± 

0.006 48 

 [0.00-0.00784] [0.00-0.0203] [0.00216-0.0157] 

  0.00328 ; 55.6 % 0.00624 ; 77.8 % 0.00685 ; 100 % 

Allopregnanolone 0.931 ± 0.545 0.970 ± 0.251 7 0.941 ± 0.418 

  [0.280-1.97] [0.558-1.513] [0.475-1.31] 

  0.918 ; 100 % 0.947 ; 100 % 0.992 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 0.266 ± 0.176 0.205 ± 0.095 3 0.262 ± 0.132 

 [0.00-0.597] [0.0745-0.333] [0.131-0.446] 

  0.221 ; 88.9 % 0.214 ; 100 % 0.235 ; 100 % 

Pregnenolone   0.272 ± 0.207 0.272 ± 0.110 0.500 ± 0.466 

  [0.0905-0.762] [0.151-0.519] [0.197-1.19] 

  0.230 ; 100 % 0.260 ; 100 % 0.304 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    0.451 ± 0.391 0.590 ± 0.354 0.980 ± 0.460 

 [0.00-1.220] [0.00-1.10] [0.649-1.64] 

  0.365 ; 77.8 % 0.741 ; 88.9 % 0.818 ; 100 % 

 Progesterone   0.396 ± 0.373 0.367 ± 0.249 0.310 ± 0.294 

  [0.0983-1.23] [0.181-0.982] [0.151-0.751] 

  0.301 ; 100 % 0.274 ; 100 % 0.169 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    0.0338 ± 0.0359 0.0224 ± 0.0290 0.0278 ± 0.0357 

 [0.00-0.0953] [0.00-0.0720] [0.00-0.0749] 

  0.0386 ; 55.6 % 0.00 ; 44.4 % 0.0181 ; 50.0 % 
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Table S10 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate 
(%) of targeted conjugated steroids in fetal plasma after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 
mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Fetal plasma -conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5b-Androstane-3a, 17a-
diol 2.75 ± 2.27 3.04 ± 3.12 2.91 ± 1.84 

  [0.902-7.89] [0.00-10.6] [1.26-5.13] 
  1.68 ; 100 % 2.14 ; 88.9 % 2.62 ; 100 % 

5b-Androstane-3b, 17a-
diol 1.27 ± 0.947 1.95 ± 1.57 1.42 ± 1.04 

 [0.527-2.96] [0.241-4.69] [0.380-2.51] 

  0.797 ; 100 % 1.23 ; 100 % 1.41 ; 100 % 

5a-Androstane-3a, 17a-
diol 0.641 ± 0.507 0.784 ± 0.575 0.587 ± 0.862 

  [0.00-1.48] [0.00-2.05] [0.00-1.83] 
  0.568 ; 77.8 % 0.781 ; 88.9 % 0.261 ; 50.0 % 

5a-Androstane-3b, 17a-
diol 0.566 ± 0.470 0.709 ± 0.655 0.710 ± 0.580 

 [0.00-1.94] [0.00-1.83] [0.00-1.48] 
  0.512 ; 77.8 % 0.532 ; 88.9 % 0.546 ; 100 % 

5-androstene-3b, 17a-diol 4.47 ± 3.50 16.2 ± 26.2 3.74 ± 3.87 
  [1.41-10.7] [1.77-81.6] [0.00-9.06] 
  2.60 ; 100 % 4.21 ; 100 % 2.94 ; 75.0 % 

DHEA  2.26 ± 1.62 3.42 ± 4.03 1.81 ± 0.357 

 [0.473-5.08] [0.00-13.5] [1.52-2.32] 
  1.69 ; 100 % 2.73 ; 88.9 % 1.70 ; 100 % 

17a-testosterone 0.437 ± 0.324 0.413 ± 0.328 0.445 ± 0.182 
  [0.00-1.04] [0.00-1.08] [0.246-0.687] 
  0.453 ; 77.8 % 0.461 ; 77.8 % 0.423 ; 100 % 

17b-testosterone 0.402 ± 0.927 0.113 ± 0.168 0.141 ± 0.244 

 [0.00-2.84] [0.00-0.489] [0.00-0.504] 
  0.00 ; 44.4 % 0.0329 ; 55.6 % 0.0295 ; 50.0 % 

17a-estradiol 18.1 ± 18.6 23.5 ± 16.0 19.6 ± 4.02 
  [0.00-52.5] [2.09-52.1] [14.5-23.7] 
  15.1 ; 88.9 % 23.4 ; 100 % 20.1 ; 100 % 

Estrone 2.37 ± 2.37 6.06 ± 2.59 4.60 ± 1.58 

 [0.00-6.84] [2.68-11.1] [2.33-5.85] 
  1.38 ; 77.8 % 5.48 ; 100 % 5.10 ; 100 % 

17b-estradiol 0.0240 ± 0.030 7 0.0465 ± 0.047 1 0.0256 ± 0.032 9 
  [0.00-0.0750] [0.00-0.131] [0.00-0.0689] 
  0.0133 ; 55.6 % 0.0452 ; 66.7 % 0.0168 ; 50.0 % 

Allopregnanolone 8.02 ± 4.74 8.69 ± 7.33 9.00 ± 5.95 

 [1.89-15.7] [2.43-24.4] [4.52-17.2] 
  7.65 ; 100 % 5.81 ; 100 % 7.16 ; 100 % 
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Table S10 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate 
(%) of targeted conjugated steroids in fetal plasma after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 
mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96 (continuation). 

Fetal plasma -conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

17aOH-Allopregnanolone 0.319 ± 0.261 0.428 ± 0.361 0.475 ± 0.382 
  [0.00-0.655] [0.00-1.26] [0.192-1.04] 
  0.359 ; 66.7 % 0.333 ; 88.9 % 0.336 ; 100 % 

Pregnenolone   9.69 ± 9.13 15.7 ± 15.9 16.2 ± 22.3 

 [2.39-26.5] [2.73-44.5] [3.52-49.5] 
  6.23 ; 100 % 8.06 ; 100 % 5.95 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    4.10 ± 4.51 5.87 ± 7.39 4.88 ± 5.12 
  [0.554-11.7] [0.00-21.4] [1.36-12.4] 
  1.73 ; 100 % 2.46 ; 77.8 % 2.87 ; 100 % 

 Progesterone   0.335 ± 0.290 0.472 ± 0.311 0.281 ± 0.394 

 [0.00-1.02] [0.0760-0.898] [0.00-0.859] 
  0.319 ; 88.9 % 0.471 ; 100 % 0.133 ; 75.0 % 

17aOH-Progesterone    0.0219 ± 0.0347 0.0816 ± 0.0756 0.0651 ± 0.0903 
  [0.00-0.0802] [0.00-0.246] [0.00-0.192] 
  0.00 ; 33.3 % 0.0707 ; 77.8 % 0.0345 ; 50.0 % 
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Table S11 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate (%) of 
targeted aglycone steroids in maternal plasma after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of 
pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Maternal plasma – aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5a-dihydrotestosterone 0.0325 ± 0.0322 0.0205 ± 0.0304 0.00 ± 0.00 
  [0.00-0.0697] [0.00-0.0678] [0.00-0.00] 
  0.0356 ; 57.1 % 0.00 ; 40.0 % 0.00 ; 0.00 % 

DHEA  0.0480 ± 0.063 4 0.0723 ± 0.066 6 0.0541 ± 0.065 6 

 [0.00-0.151] [0.00-0.129] [0.00-0.133] 
  0.00 ; 42.9 % 0.106 ; 60.0 % 0.0417 ; 50.0 % 

Androstenedione            0.00690 ± 0.0183 0.00692 ± 0.0155 0.0146 ± 0.0172 

  [0.00-0.0483] [0.00-0.0346] [0.00-0.0322] 
  0.00 ; 14.3 % 0.00 ; 20.0 % 0.0134 ; 50 % 

17a-testosterone 0.0583 ± 0.0582 0.0449 ± 0.0509 0.0170 ± 0.0339 

 [0.00-0.124] [0.00-0.0322] [0.00-0.0483] 
  0.0610 ; 57.1 % 0.0453 ; 60.0 % 0.00 ; 25.0 % 

17a-estradiol 0.00700 ± 0.003 74 0.00968 ± 0.004 18 0.00833 ± 0.002 92 
  [0.00357-0.0123] [0.00441-0.0161] [0.00595-0.0126] 
  0.00611 ; 100 % 0.00907 ; 100 % 0.00741 ; 100 % 

Estrone 0.00477 ± 0.003 99 0.00395 ± 0.004 11 0.00710 ± 0.003 52 

 [0.00-0.00896] [0.00-0.00821] [0.00351-0.0118] 
  0.00650 ; 71.4 % 0.00338 ; 60.0 % 0.00651 ; 100 % 

17b-estradiol 0.00517 ± 0.003 12 0.00445 ± 0.004 58 0.00504 ± 0.004 73 
  [0.00-0.00985] [0.00-0.0104] [0.00-0.0114] 
  0.00452 ; 85.7 % 0.00445 ; 60.0 % 0.00437 ; 75 % 

Allopregnanolone 7.51 ± 4.06 7.18 ± 3.68 5.46 ± 4.71 

 [2.29-15.6] [2.58-11.1] [1.30-12.1] 
  7.19 ; 100 % 8.19 ; 100 % 4.20 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 0.369 ± 0.141 0.299 ± 0.125 0.283 ± 0.240 
  [0.142-0.544] [0.159-0.491] [0.147-0.641] 
  0.367 ; 100 % 0.261 ; 100 % 0.172 ; 100 % 

Pregnenolone   2.36 ± 0.642 3.03 ± 1.41 2.11 ± 1.18 

 [1.32-3.27] [1.54-4.62] [0.595-3.38] 
  2.41 ; 100 % 2.84 ; 100 % 2.22 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    0.422 ± 0.152 0.365 ± 0.260 0.305 ± 0.144 
  [0.199-0.599] [0.00-0.661] [0.193-0.513] 

  0.404 ; 100 % 0.310 ; 80.0 % 0.256 ; 100 % 

 Progesterone   8.68 ± 4.08 8.56 ± 5.64 5.68 ± 3.72 

 [2.81-14.7] [3.91-18.3] [1.19-9.88] 
  7.33 ; 100 % 7.07 ; 100 % 5.83 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    0.147 ± 0.155 0.222 ± 0.0923 0.122 ± 0.103 
  [0.00-0.407] [0.128-0.326] [0.0510-0.274] 
  0.19 ; 57.1 % 0.230 ; 100 % 0.0811 ; 100 % 
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Table S12 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate 
(%) of targeted conjugated steroids in maternal plasma after a BPS treatment (0, 0.5 or 
5 mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Maternal plasma -conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5b-Androstane-3a, 17a-diol 4.31 ± 1.84 3.678 ± 1 248 4.15 ± 1.86 

  [2.27-7.80] [1.91-4.88] [2.41-5.79] 

  4.35 ; 100 % 3.80 ; 100 % 4.20 ; 100 % 

5b-Androstane-3b, 17a-diol 0.121 ± 0.118 0.452 ± 0.308 0.211 ± 0.278 

 [0.00-0.275] [0.181-0.909] [0.00-0.586] 

  0.159 ; 57.1 % 0.350 ; 100 % 0.129 ; 50.0 % 

5a-Androstane-3a, 17a-diol 0.189 ± 0.239 0.179 ± 0.261 0.295 ± 0.262 2 

  [0.00-0.514] [0.00-0.575] [0.00-0.529] 

  0.00 ; 42.9 % 0.00 ; 40.0 % 0.325 ; 75.0 % 

5a-Androstane-3b, 17a-diol 1.77 ± 0.550 1.75 ± 0.587 1.85 ± 1.15 

 [1.22-2.71] [0.00-0.529] [0.00-0.514] 

  1.62 ; 100 % 1.48 ; 100 % 1.94 ; 100 % 

5-androstene-3b, 17a-diol 0.173 ± 0.297 0.802 ± 0.516 0.527 ± 0.412 

  [0.00-0.667] [0.319-1.65] [0.00-1.01] 

  0.00 ; 28.6 % 0.663 ; 100 % 0.550 ; 75.0 % 

DHEA  0.172 ± 0.164 0.0663 ± 0.090 9 0.254 ± 0.049 1 

 [0.00-0.482] [0.00-0.170] [0.194-0.315] 

  0.155 ; 71.4 % 0.00 ; 40.0 % 0.254 ; 100 % 

17a-testosterone 0.362 ± 0.176 0.400 ± 0.372 0.337 ± 0.135 

  [0.00-0.553] [0.00-0.774] [0.197-0.496] 

  0.396 ; 85.7 % 0.577 ; 60.0 % 0.327 ; 100 % 

17a-estradiol 0.663 ± 0.320 1.31 ± 0.647 0.760 ± 0.331 

 [0.333-1.164] [0.289-1.98] [0.430-1.20] 

  0.639 ; 100 % 1.56 ; 100 % 0.703 ; 100 % 

Estrone 0.247 ± 0.234 0.313 ± 0.248 0.214 ± 0.202 

  [0.0477-0.704] [0.044-0.602] [0.00-0.484] 

  0.155 ; 100 % 0.273 ; 100 % 0.186 ; 75.0 % 

17b-estradiol 
0.00608 ± 

0.009 2 
0.00708 ± 

0.007 81 
0.00885 ± 

0.017 7 

 [0.00-0.0242] [0.00-0.0185] [0.00-0.0354] 

  0.00 ; 43.0 % 0.00624 ; 60.0 % 0.00 ; 25.0 % 

Allopregnanolone 19.8 ± 11.2 28.9 ± 31.7 21.3 ± 11.8 

  [5.00-38.9] [10.7-85.0] [12.4-38.6] 

  19.6 ; 100 % 16.8 ; 100 % 17.2 ; 100 % 
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Table S12 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/mL) ; detection rate 
(%) of targeted conjugated steroids in maternal plasma after a BPS treatment (0, 0.5 or 
5 mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96 (continuation). 

Maternal plasma -conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

17aOH-Allopregnanolone 0.638 ± 0.283 0.823 ± 0.809 0.568 ± 0.278 

 [0.308-1.09] [0.374-2.27] [0.274-0.864] 

  0.551 ; 100 % 0.490 ; 100 % 0.568 ; 100 % 

Pregnenolone   16.2 ± 21.5 13.2 ± 9.32 8.00 ± 2.60 

  [5.31-64.8] [5.22-27.7] [6.07-11.6] 

  8.44 ; 100 % 9.20 ; 100 % 7.16 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    0.676 ± 0.405 0.694 ± 0.698 0.391 ± 0.271 

 [0.361-1.54] [0.00-1.85] [0.00-0.600] 

  0.574 ; 100 % 0.594 ; 80.0 % 0.482 ; 75.0 % 

Progesterone   7.10 ± 4.38 6.23 ± 4.17 5.81 ± 3.69 

  [0.866-14.9] [1.23-12.5] [2.18-10.9] 

  7.45 ; 100 % 5.58 ; 100 % 5.09 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    0.263 ± 0.160 0.225 ± 0.0453 0.108 ± 0.0877 

 [0.140-0.540] [0.175-0.286] [0.00-0.202] 

  0.160 ; 100 % 0.217 ; 100 % 0.115 ; 75 % 
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Table S13 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; detection 
rate (%) of targeted aglycone steroids in adrenal after a BPS treatment (0, 0.5 or 
5 mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Adrenal - aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

Androsterone 1.05 ± 0.681 1.00 ± 0.570 1.30 ± 1.31 

  [0.00-2.20] [0.00-1.85] [0.00-3.78] 

  0.866 ; 90.0 % 1.00 ; 87.5 % 1.01 ; 83.3 % 

Androstenedione            5.35 ± 2.89 7.32 ± 7.13 10.3 ± 12.1 

 [0.00-8.85] [0.00-19.7] [0.00-31.7] 

  6.48 ; 90.0 % 8.37 ; 62.5 % 7.12 ; 66.7 % 

17a-testosterone 0.353 ± 0.336 0.452 ± 0.487 0.613 ± 0.568 

  [0.00-0.685] [0.00-1.02] [0.00-1.49] 

  0.594 ; 60.0 % 0.406 ; 50.0 % 0.672 ; 66.7 % 

17b-testosterone 0.547 ± 0.758 1.30 ± 2.06 3.09 ± 3.76 

 [0.00-6.31] [0.00-1.49] [0.00-0.685] 

  0.00 ; 50.0 % 0.600 ; 87.5 % 1.56 ; 100 % 

17a-estradiol 0.0607 ± 0.095 0.154 ± 0.129 0.191 ± 0.248 

  [0.00-0.286] [0.00-0.425] [0.00-0.569] 

  0.00 ; 40.0 % 0.128 ; 87.5 % 0.0759 ; 50.0 % 

Allopregnanolone 82.5 ± 36.6 77.3 ± 13.3 73.5 ± 24.8 

 [27.1-147] [57.6-94.6] [39.8-108] 

  78.7 ; 100 % 77.9 ; 100 % 75.8 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 10.4 ± 5.36 19.6 ± 11.7 12.9 ± 9.27 

  [3.07-19.0] [6.88-35.8] [3.58-27.0] 

  10.3 ; 100 % 18.2 ; 100 % 11.5 ; 100 % 

Pregnenolone   349 ± 225 353 ± 258 467 ± 251 

 [12.0-763] [85.4-755] [150-800] 

  335 ; 100 % 263 ; 100 % 520 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    19.0 ± 21.3 78.5 ± 79.2 68.5 ± 58.4 

  [0.00-68.1] [14.1-267] [6.65-150] 

  10.6 ; 90.0 % 48.4 ; 100 % 51.0 ; 100 % 

 Progesterone   22.1 ± 26.0 33.6 ± 26.6 34.3 ± 17.7 

 [1.95-85.1] [13.8-79.7] [15.8-60.1] 

  13.9 ; 100 % 22.6 ; 100 % 33.1 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    0.720 ± 0.989 4.46 ± 6.09 2.17 ± 2.72 

  [0.00-2.45] [0.00-18.4] [0.00-6.36] 

  0.406 ; 60.0 % 3.49 ; 62.5 % 0.938 ; 66.7 % 
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Table S14 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; detection rate 
(%) of targeted conjugated steroids in adrenal after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 
mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Adrenal - conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5a-dihydrotestosterone 0.439 ± 0.867 0.525 ± 0.459 0.513 ± 1.05 

  [0.00-2.69] [0.00-1.13] [0.00-2.63] 

  0.00 ; 30.0 % 0.663 ; 62.5 % 0.00 ; 33.3 % 

Androsterone 1.20 ± 1.02 1.21 ± 0.762 1.50 ± 1.22 

 [0.00-3.14] [0.00-2.70] [0.00-3.23] 

  1.15 ; 80.0 % 1.17 ; 87.5 % 1.31 ; 83.3 % 

DHEA  0.102 ± 0.323 1.24 ± 0.601 1.63 ± 2.48 

  [0.00-1.02] [0.00-1.89] [0.00-6.31] 

  0.00 ; 10.0 % 1.41 ; 87.5 % 0.540 ; 50.0 % 

Androstenedione            5.01 ± 3.62 11.8 ± 7.39 14.3 ± 9.11 

 [0.00-25.7] [0.00-6.31] [0.00-1.02] 

  5.96 ; 80.0 % 11.2 ; 87.5 % 12.2 ; 100 % 

17a-testosterone 0.654 ± 0.561 0.731 ± 0.516 1.12 ± 0.858 

  [0.00-1.71] [0.00-1.37] [0.00-2.37] 

  0.681 ; 70.0 % 0.782 ; 75.0 % 0.901 ; 83.3 % 

17b-testosterone 0.972 ± 1.47 1.62 ± 2.72 2.77 ± 4.05 

 [0.00-4.96] [0.00-8.27] [0.583-11.0] 

  0.557 ; 70.0 % 0.778 ; 87.5 % 1.34 ; 100 % 

17a-estradiol 9.26 ± 7.60 7.82 ± 2.95 9.22 ± 6.13 

  [3.22-25.3] [4.38-12.4] [2.99-17.2] 

  6.09 ; 100 % 6.84 ; 100 % 7.89 ; 100 % 

Estrone 0.873 ± 0.588 0.786 ± 0.478 1.47 ± 0.631 

 [0.00-1.71] [0.00-1.52] [0.552-2.36] 

  0.876 ; 90.0 % 0.865 ; 87.5 % 1.42 ; 100 % 

17b-estradiol 0.0359 ± 0.040 7 0.0381 ± 0.052 7 0.100 ± 0.039 8 

  [0.00-0.0981] [0.00-0.105] [0.0568-0.149] 

  0.0220 ; 50.0 % 0.00 ; 37.5 % 0.0980 ; 100 % 

Allopregnanolone 69.1 ± 31.0 68.3 ± 16.9 67.4 ± 21.8 

 [27.6-129] [39.1-96.6] [42.5-98.9] 

  74.0 ; 100 % 71.5 ; 100 % 70.5 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 11.0 ± 11.0 14.8 ± 8.34 11.6 ± 6.90 

  [3.88-38.4] [4.45-26.2] [3.48-22.1] 

  6.78 ; 100 % 16.4 ; 100 % 12.3 ; 100 % 

Pregnenolone   379 ± 162 455 ± 271 457 ± 312 

 [95.3-558] [149-873] [159-925] 

  401 ; 100 % 396 ; 100 % 409 ; 100 % 
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Table S14 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; detection rate 
(%) of targeted conjugated steroids in adrenal after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 
mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Adrenal - conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

17aOH-Pregnenolone    13.5 ± 15.6 40.2 ± 21.1 50.8 ± 71.4 

  [0.00-55.6] [3.74-60.9] [4.05-176] 

  10.5 ; 90.0 % 47.6 ; 100 % 10.9 ; 100 % 

 Progesterone   106 ± 53.8 120 ± 112 150 ± 56.9 

 [27.5-188] [36.0-374] [73.9-220] 

  108 ; 100 % 67.7 ; 100 % 154 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    1.39 ± 1.07 9.19 ± 5.35 12.8 ± 17.9 

  [0.00-2.96] [0.874-17.6] [0.751-43.1] 

  1.61 ; 70.0 % 8.73 ; 100 % 2.40 ; 100 % 
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Table S15 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; detection 
rate (%) of targeted aglycone steroids in testis after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 
mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Testis - aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5b-Androstane-3a,17b-diol 1.88 ± 1.43 0.586 ± 1.03 0.897 ± 1.13 
  [0.00-3.43] [0.00-2.91] [0.00-2.40] 
  2.62 ; 66.7 % 0.00 ; 30.0 % 0.401 ; 50.0 % 

5a-dihydrotestosterone 9.86 ± 22.0 1.78 ± 2.79 7.66 ± 10.8 

 [0.00-65.6] [0.00-9.25] [0.00-27.1] 
  0.00 ; 44.4 % 1.22 ; 60.0 % 2.50 ; 66.7 % 

Androsterone 7.31 ± 7.10 7.28 ± 7.06 6.62 ± 5.49 
  [0.00-20.7] [0.00-23.9] [0.00-13.3] 
  5.70 ; 77.8 % 6.47 ; 80.0 % 8.28 ; 66.7 % 

5-androstene-3a, 17b-diol 12.2 ± 18.5 6.32 ± 5.99 17.9 ± 10.3 

 [0.00-16.4] [0.00-13.3] [0.00-20.7] 
  6.90 ; 55.6 % 7.36 ; 60.0 % 13.0 ; 100 % 

5a-Androstanedione 1.99 ± 3.67 1.31 ± 1.27 4.45 ± 6.77 
  [0.00-10.8] [0.00-4.26] [0.00-17.8] 
  0.00 ; 33.3 % 1.44 ; 70.0 % 2.36 ; 66.7 % 

DHEA  86.5 ± 137 55.2 ± 103 204 ± 233 

 [0.00-381] [8.62-346] [11.2-628] 
  16.5 ; 88.9 % 17.5 ; 100 % 156 ; 100 % 

5a-Androstane-3a,17b-diol 7.23 ± 13.5 6.37 ± 7.43 16.6 ± 12.6 
  [0.00-40.1] [0.00-19.7] [0.00-37.6] 
  0.00 ; 33.3 % 3.06 ; 50.0 % 13.6 ; 83.3 % 

5a-Androstane-3b,17b-diol 18.3 ± 41.3 2.24 ± 3.32 19.8 ± 22.2 

 [0.00-126] [0.00-10.2] [0.00-56.8] 
  1.19 ; 55.6 % 0.780 ; 50.0 % 16.3 ; 66.7 % 

Androstenedione            81.2 ± 123 57.9 ± 69.6 99.1 ± 85.4 
  [0.00-307] [11.1-240] [13.6-210] 
  29.0 ; 88.9 % 30.7 ; 100 % 92.9 ; 100 % 

17a-testosterone 1.14 ± 2.26 0.889 ± 1.30 4.17 ± 4.95 

 [0.00-5.26] [0.00-3.72] [0.00-13.7] 
  0.00 ; 22.2 % 0.00 ; 40.0 % 2.45 ; 83.3 % 

17b-testosterone 502 ± 733 435 ± 555 1234 ± 1552 
  [0.00-2047] [49.1-1903] [64.7-4186] 
  154 ; 88.9 % 296 ; 100 % 778 ; 100 % 

17a-estradiol 0.0902 ± 0.050 3 0.112 ± 0.071 4 0.113 ± 0.101 

 [0.0289-0.165] [0.00-0.233] [0.00-0.286] 
  0.0724 ; 100 % 0.105 ; 90.0 % 0.0829 ; 83.3 % 
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Table S15 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; detection 
rate (%) of targeted aglycone steroids in testis after a BPS treatment (0, 0.5 or 5 
mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96 (continuation). 

Testis - aglycone steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

Estrone 0.309 ± 0.179 0.395 ± 0.332 0.433 ± 0.206 
  [0.00-0.543] [0.00-1.07] [0.165-0.621] 
  0.329 ; 88.9 % 0.324 ; 80.0 % 0.515 ; 100 % 

17b-estradiol 0.343 ± 0.185 0.453 ± 0.177 0.489 ± 0.083 8 

 [0.00-0.708] [0.273-0.778] [0.387-0.614] 
  0.334 ; 88.9 % 0.381 ; 100 % 0.508 ; 100 % 

Allopregnanolone 9.38 ± 6.16 10.1 ± 2.70 8.91 ± 3.48 
  [0.00-21.7] [6.56-14.6] [4.42-13.3] 
  8.58 ; 88.9 % 9.29 ; 100 % 9.63 ; 100 % 

17aOH-
dihydroprogesterone 6.91 ± 15.8 2.66 ± 8.41 4.77 ± 6.12 

 [0.00-47.6] [0.00-26.6] [0.00-14.8] 
  0.00 ; 33.3 % 0.00 ; 10.0 % 2.38 ; 50.0 % 

Pregnenolone   1.99 ± 1.45 2.31 ± 1.81 2.94 ± 1.29 
  [0.00-3.91] [0.660-6.35] [1.48-4.84] 
  1.24 ; 88.9 % 1.80 ; 100 % 2.91 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    17.0 ± 39.6 6.81 ± 20.5 11.4 ± 17.3 

 [0.00-119] [0.00-65.2] [0.00-44.6] 
  0.00 ; 33.3 % 0.00 ; 20.0 % 4.91 ; 50.0 % 

 Progesterone   0.752 ± 0.718 1.09 ± 1.53 1.50 ± 0.963 
  [0.00-2.20] [0.00-4.88] [0.00-2.86] 
  0.589 ; 77.8 % 0.551 ; 80.0 % 1.74 ; 83.3 % 

17aOH-Progesterone    22.4 ± 36.2 18.2 ± 35.1 27.5 ± 24.9 

 [0.00-96.5] [0.00-115] [1.57-59.6] 
  3.68 ; 88.9 % 5.98 ; 70.0 % 28.3 ; 100 % 
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Table S16 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; 
detection rate (%) of targeted conjugated steroids in testis after a BPS 
treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96. 

Testis - conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

5a-dihydrotestosterone 5.76 ± 9.14 4.63 ± 7.29 13.5 ± 14.6 
  [0.00-21.4] [0.00-21.3] [0.00-37.4] 
  0.780 ; 100 % 1.73 ; 100 % 9.90 ; 100 % 

Androsterone 5.66 ± 3.00 8.59 ± 5.88 7.67 ± 4.08 

 [0.00-10.3] [0.00-20.3] [3.01-12.9] 
  6.81 ; 100 % 7.36 ; 100 % 7.82 ; 100 % 

5-androstene-3a, 17b-diol 5.53 ± 6.70 8.75 ± 6.62 13.7 ± 8.75 
  [0.00-19.9] [0.00-19.9] [5.18-26.2] 
  4.72 ; 100 % 7.34 ; 100 % 12.0 ; 100 % 

5-androstene-3b, 17b-diol 4.23 ± 11.6 17.1 ± 45.1 100 ± 163 

 [0.00-144] [5.18-26.2] [0.00-19.9] 
  0.00 ; 100 % 0.00 ; 100 % 35.0 ; 100 % 

DHEA  82.3 ± 166 82.5 ± 155 214 ± 214 
  [0.00-521] [0.00-506] [9.87-468] 
  21.6 ; 100 % 23.2 ; 100 % 194 ; 100 % 

5a-Androstane-3a,17b-diol 9.22 ± 3.74 12.3 ± 7.08 17.3 ± 10.6 

 [0.00-13.3] [0.00-27.8] [8.51-36.8] 
  9.73 ; 100 % 12.4 ; 100 % 14.6 ; 100 % 

5a-Androstane-3b,17b-diol 5.97 ± 8.85 6.87 ± 9.98 19.6 ± 22.1 
  [0.00-23.3] [0.00-27.1] [0.00-57.3] 
  1.89 ; 100 % 2.66 ; 90.0 % 15.3 ; 100 % 

Androstenedione            41.2 ± 63.0 53.8 ± 70.0 96.4 ± 101 

 [0.00-205] [0.00-241] [0.00-227] 
  18.2 ; 100 % 30.5 ; 100 % 76.8 ; 100 % 

17a-testosterone 1.49 ± 2.18 2.68 ± 1.93 2.98 ± 2.81 
  [0.00-5.16] [0.00-6.88] [0.00-7.34] 
  0.00 ; 100 % 2.14 ; 100 % 2.19 ; 100 % 

17b-testosterone 310 ± 420 419 ± 530 798 ± 868 

 [0.00-1270] [48.6-1763] [56.2-2038] 
  87.4 ; 100 % 194 ; 100 % 528 ; 100 % 

17a-estradiol 4.98 ± 2.24 4.83 ± 2.44 5.87 ± 4.37 
  [1.87-7.99] [2.55-9.67] [2.26-12.1] 
  5.59 ; 100 % 4.20 ; 90.0 % 3.43 ; 100 % 

Estrone 1.07 ± 0.643 0.983 ± 0.460 1.10 ± 0.387 

 [0.391-2.47] [0.539-1.84] [0.613-1.67] 
  1.02 ; 100 % 0.900 ; 90.0 % 1.13 ; 100 % 

  



Études expérimentales  

214 
 

Table S16 : Mean ± SD, [Min-Max] and median concentration (ng/g) ; 
detection rate (%) of targeted conjugated steroids in testis after a BPS 
treatment (0, 0.5 or 5 mg/kg/d, IM) of pregnant sheep from GD68 to GD96 
(continuation). 

Testis - conjugated steroids 

Steroids 
Control Low dose High dose  

   (0.05 mg/kg/d) (5 mg/kg/d) 

17b-estradiol 0.419 ± 0.175 0.600 ± 0.263 0.960 ± 0.968 

  
[0.0582-

0.641] [0.335-1.11] [0.420-2.91] 
  0.460 ; 100 % 0.446 ; 90.0 % 0.606 ; 100 % 

Allopregnanolone 15.9 ± 6.57 14.3 ± 6.80 15.5 ± 7.30 

 [6.00-24.9] [0.00-25.3] [9.58-27.0] 

  16.2 ; 100 % 15.5 ; 100 % 12.0 ; 100 % 

17aOH-Allopregnanolone 0.859 ± 1.17 0.910 ± 1.20 2.17 ± 2.71 
  [0.00-3.36] [0.00-3.67] [0.00-7.27] 
  0.352 ; 100 % 0.487 ; 100 % 1.65 ; 100 % 

17aOH-
dihydroprogesterone 4.33 ± 6.88 5.52 ± 10.4 8.22 ± 9.64 

 [0.00-18.7] [0.00-30.0] [0.00-20.2] 
  1.40 ; 100 % 0.666 ; 100 % 5.10 ; 100 % 

Pregnenolone   12.0 ± 10.9 40.8 ± 22.9 15.1 ± 7.70 
  [0.00-38.7] [7.55-81.7] [6.55-26.0] 
  10.6 ; 100 % 45.3 ; 100 % 14.5 ; 100 % 

17aOH-Pregnenolone    6.50 ± 8.86 4.42 ± 7.49 19.8 ± 29.8 

 [0.00-23.9] [0.00-22.2] [0.00-77.7] 
  3.17 ; 100 % 0.00 ; 100 % 8.41 ; 100 % 

 Progesterone   0.957 ± 0.573 1.53 ± 0.558 1.32 ± 0.462 
  [0.00-1.97] [0.591-2.54] [0.712-2.01] 
  0.816 ; 100 % 1.47 ; 100 % 1.20 ; 100 % 

17aOH-Progesterone    10.9 ± 14.5 19.9 ± 31.4 33.8 ± 33.6 

 [0.00-46.3] [0.00-104] [2.66-69.7] 
  4.28 ; 100 % 9.38 ; 100 % 31.2 ; 100 % 
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 Conclusion 

L exposition interne maternelle au BPS et au BPSG des brebis gravides traitées 

quotidiennement au BPS, à la dose de 0.05 et de 5 mg/kg/j par voie IM entre GD 68 et 96 

i di ueà l a se eà d a u ulatio à duà BPSà da sà leà o pa ti e tà ate el.à E à out e,à

l'exposition interne au BPS et au BPSG dans l'unité materno-fœtale, évaluée 24-48h après la 

fin du traitement était proportionnelle à la dose. Après 28 jours d'exposition au BPS, les 

concentrations de BPSG étaient toujours supérieures aux concentrations de BPS et étaient 

deux à cinq fois supérieures da sàleàplas aàfœtal comparativement au plasma maternel et au 

liquide amniotique. Tous les tissus producteurs ou impliqués dans le métabolisme des 

st oïdesà ot l do ,à h pothala us,à hippo a pe,à h poph se,à foieà ate elà età fœtal,à

testicule et surrénale) ont été exposés au BPS et au BPSG, avec des concentrations tissulaires 

deà BPSGà sup ieu esà à ellesà duà plas aà fœtal,à à l'e eptio à deà l'h pothala usà età deà

l'hippocampe, qui sont protégés par la barrière hémato-encéphalique. En outre, les 

concentrations de BPS sont 3 à 50 fois plus faibles que celles en BPSG dans tous les tissus ou 

li uidesà iologi uesàd i t tàetàse le tàplusà a ia lesà ueàlesà o e t atio sàe àBPSG.àCelaà

sig ifieà ueà leà BPSGàpou aità t eàu à eilleu à a ueu àd e position que le BPS, dont les 

concentrations peuvent être surestimées par de possibles contaminations 

environnementales, comme cela a déjà été démontré pour le BPA [157].  

Cepe da t,à l e positio à auà BPSà desà o ga esà p odu teu sà ouà i pli u sà da sà leà

ta olis eàdesàst oïdesàauà ilieuàdeàlaàgestatio ,à u elleàsoitàfai leàouàfo te,à aàpasàalt à

le profil stéroïdien dans l'unité materno-fœto-placentaire. 

Notre stratégie a reposé sur une signature stéroïdienne. Une approche stéroïdomique 

o à i l eàau aitàpe isàd te d eà osài estigatio sàsu àl i pa tàduàBPSà àl e se leàdeàlaà

st oïdoge seàetàduà ta olis eàdesàst oïdesàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire [194]. 

E à effet,à e tai esà oiesà deà laà st oïdoge seà o tà pasà t à e plo esà da sà ot eà tude,à

comme la synthèse des glucocorticoïdes et des corticostéroïdes par exemple.   

Par ailleurs, nous ne pouvons pas exclure l h poth seàque l'effet potentiel du BPS sur 

la stéroïdogenèse démontrée notamment sur la voie de synthèse de la testostérone, in vitro 

[40,41,195–197], puisse être contrebalancé in vivo par la redondance de la régulation des 

voies de la stéroïdogenèse.  
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L e t apolatio àdeà esà sultatsà àd aut esàstadesàdeàlaàgestatio àetà àd aut esàesp esà

doit être menée en tenant compte de l'évolution des mécanismes de régulation de la 

stéroïdogenèse au cours de la gestation [148,198]. Enfin, l aluatio àdeàl effetàduàBPSàsu àlaà

stéroïdogenèse sur desàfœtusà les pou aità t eà te dueàau àfœtusàfe elles. 
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Dis ussio  g ale et pe spe tives 
Ces dernières années, la communauté scientifique alerte les pouvoirs politiques sur les 

substitutions regrettables d u e substance interdite pour ses effets néfastes sur la santé par 

d aut esàsu sta esà uiàp se te tàu àpote tielàto i ologi ueàsi ilai e.àC estàleà asàduàBPS,à

largement utilisé en remplacement du BPA, qui est retrouvé dans divers produits de 

o so atio à ou a te.àL e positio àdeà laàpopulatio àauàBPSàestà oissa teàetàu i uitai eà

[76,92], alors même que son potentiel toxicologique est similaire à celui du BPA.  

En effet, les données toxicologiques in vitro et quelques études in vivo indiquent que 

le BPS présente, comme le BPA, un pouvoir perturbateur endocrinien [15,18,37], ce qui 

soulève des i te ogatio sà su à leà is ueà pou à laà sa t à hu ai eà li à à l e positio à auà BPS,à

notamment pendant la période critique de la grossesse. Or, il existe actuellement très peu de 

données TK sur le BPS. Dans ce contexte, il est nécessaire de caractériser les mécanismes de 

l e positio àfœtaleàauàBPSàetàsesàpote tiellesà o s ue esàsu àleàd eloppe e tàfœtal,àpou à

déterminer si la substitution du BPA par le BPS peut être une alternative acceptable en termes 

de risque pour la santé humaine.   

Les objectifs des travau  e pos s da s e a us it taie t tout d’a o d d’ value  

l’e positio  fœtale au  P  puis de a a t ise  des io a ueu s ph ot pi ues 

d’e positio  fœtale et/ou d’effet du  P  à pa ti  d’u e sig atu e st oïdie e.  

Dans un premier temps, des outils analytiques ont été développés. Ainsi, du BPSG a 

t àp oduitàe à ua tit àsuffisa teàpou àl tudeàTKàetàu eà thodeàdeàdosageàsi ulta àetàe à

di e tàduàBPSàetàduàBPSGàaà t àd elopp eàetà alid eàselo àlesà e o a datio sàdeàl EMáà

dans le plasma ovin puis adapt eà à ha u eà desà at i esà iologi uesà d i t tà pou à laà

alisatio àdeàl e se leàduàp ojet.à 

Les études TK sur le modèle de brebis nécessitaient des quantités importantes de 

BPSG. Notre méthode de purification, à partir des urines de brebis ayant reçu une forte dose 

deàBPSàpa à oieào ale,à ousàaàpe isàd o te i àu eà ua tit àdeàBPSGàdeàl o d eàduàg a e,à à

faible coût avec un délai de production de quelques mois. Toutefois, sa pureté (de 68 à 85 %, 

selon les fractions) était inférieure à celle obtenue en synthèse chimique (< 98 %) pour des 

standards analytiques et présentait une faible contamination en BPS (4.4 %). Cependant, la 

s th seà hi i ueàduàBPSGà taitàpasà o pati leàa e àlesà o t ai tesàdeàp odu tio àdeà ot eà
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étude TK chez la brebis. Par ailleurs, la production de BPSG par des microsomes hépatiques 

au aità gale e tàpuà t eà iseàe àœu eàfa ile e tàetà à fai leà oût,à aisàelleàpe etàu eà

p odu tio àdeà ua tit sàdeàBPSGàplusàli it es,àdeàl o d eàduà gàetàa e àu eàplusàfai leàpu et à

[100,199,200].   

La méthode de dosage simultané du BPS et du BPSG que nous avons mise au point est 

adapt eàau à tudesàTK,à o eà l aà o t à l e se leàdeà osà tudesàe p i e talesàsu àleà

od leàdeà e isàg a ideàouàsu àleàpla e taàhu ai àpe fus .àSo ài t tà ajeu àestà u elleà eà

essiteà pasà leà e ou sà à l h d olyse enzymatique du BPSG et permet de suivre 

simultanément les profils cinétiques du BPS et de son métabolite sur une large gamme de 

concentrations. En revanche, elle est moins adaptée aux études de biosurveillance, qui 

nécessitent la détection de très faibles concentrations de BPS et de BPSG. Ainsi, au laboratoire, 

une méthode de dosage des bisphénols glucuronide A, S et F a été développé parallèlement à 

ot eàp ojetàdeàth seàpou àattei d eàdesàLOQàadapt esàau à tudesàdeà iosu eilla e,à est-

à-dire des concentrations en BPS total (aglycone + conjugué) deàl o d eàdeà . à à .  ng/mL 

dans le plasma (Tableau 4) et de quelques dizaines de ng/mL dans les urines (Tableau 3). Un 

marquage préalable des bisphénols glucuronides a été nécessaire pour augmenter la réponse 

analytique des molécules et une méthodeàd e t a tio àsu àphaseàsolideàaà t àd elopp eàe à

amont pour atténuer le bruit de fond. Cette méthode a été développée pour le BPSG car ce 

ta oliteà o jugu à estàpas,à o eàleàBPS,àsujetàau à o ta i atio sà uiàpeu e tàsu e i à

lors de la collecte, du sto kageàouàe o eàduàp t aite e tàa al ti ueàdeà l ha tillo .àDeà

plus, il est le métabolite majoritaire du BPS. Pour ces deux raisons, il devrait être 

p f e tielle e tà e he h àda sàlesà tudesàdeà iosu eilla eà hezàl Ho e.àà 

Notre méthode de dosageàaàd a o dà t àappli u eà àu eà tudeàTKàsu àlaà e isà o à

g a ide,à puisà à l tudeà deà laà dispositio à duà BPSà età duà BPSGà da sà l u it à ate o-fœto-

pla e tai eàsu àleà od leàdeàlaà e isàg a ideàdo tàleàfœtusàaà t à ath t is àlo sàduàde ie à

tiers de gestation (Figure 29). Nous avons ainsi montré que la gestation ne modifie pas les 

paramètres TK du BPS et du BPSG. Dans le compartiment maternel, le BPS, tout comme le 

BPA, est largement métabolisé en BPSG qui est complètement éliminé dans les urines. 

Cepe da t, l’ li i atio  du  P  est deu  fois plus le te ue elle du  PA et elle du  P    

fois plus lente que celle du BPAG.  
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Seulement 0.4 % de la dose de BPS administrée à laà eàestàt a sf àauàfœtus,àsoit 

un taux de transfert placentaire dix fois moins important que celui du BPA. En tenant compte 

duà appo tàdeàpoidsàe t eàlaà eàetàleàfœtus,à elui-ci est donc exposé à une dose de BPS 10 

fois inférieure à celle de sa mèreà alo sà ueà pou à leà BPá,à leà fœtusà està e pos à à u eà doseà

équivalente à celle de sa mère [110,157].   

Leà BPSà està esse tielle e tà li à à l al u i e,à eà sià u eà liaiso à à desà p ot i esà

spécifiques (protéines de transport des hormones thyroïdiennes ou des hormones sexuelles) 

ne peut être exclue. Cependant, malgré une concentration en albumine plus importante dans 

leàplas aàfœtalàe àfi àdeàgestatio à ueàda sàleàplas aà ate elà[133], la fraction de BPS libre 

est similaire chez la brebis (5.0 % à età hezà leà fœtusà o i à .  %). Ainsi, pour une même 

e positio à i te eà auà BPSà total,à l e positio à auà BPSà li eà està si ilai eà da sà lesà deu à

o pa ti e ts,à ate elàetàfœtal.àálo sà ueàda sàleà as du BPA, la fraction libre est environ 

deu àfoisàplusài po ta teàda sàleàplas aàfœtalàe àfi àdeàgestatio à .  %) que dans le plasma 

maternel (6.21 % .à Ceà uià o duità à u eà e positio à fœtaleà auà BPáà li eà deu à foisà plusà

importante que celle de sa mère. Cette différence pourrait être expliquée par la faible affinité 

deàl al u i eàduàfœtusàpou àleàBPá,à o pa ati e e tà à elleàdeàl adulte,à o eà elaàaàd j à

t à o t àpou àd aut esàsu sta esà[201].  

Quoià u ilàe àsoit,àlaàdiff e eàdeà o e t atio sàe àp ot i esàplas ati uesàetàdeàleu à

affinité entre laà eàetàleàfœtusà o stitueàu àd te i a tàdeàlaàf a tio àli eàdesà isph olsà

etàdeàleu àdist i utio àe t eàlesà i ulatio sà ate elleàetàfœtale.àEllesàdoi e tàdo à t eàp isesà

e à o pteàpou àp di eà l e positio àduàfœtusàhu ai à à laàfo eàa ti eàdesà isphénols. En 

outre, desàdo esàe p i e talesài di ue tà ueàlaàliaiso à àl al u i eàpou aitàfa ilite àlesà

mécanismes de capture cellulaire [202] et donc de diffusion du BPS dans les différents organes 

cibles.  

 áuàsei àduà o pa ti e tàfœtal,àleàBPSàestà ta olis àe àBPSGàa e àu eà lai a eà à

fois inférieure à la clairance maternelle. Cette différence pourrait être liée à une plus faible 

e p essio àdesàUGTsà hezàleàfœtusà o pa ati e e tà àl adulteà[124]. Cependant, la clairance 

deàglu u o o o jugaiso àfœtaleàestàdeu àfoisàplusà i po ta teà ueàlaà lai a eàdeàt a sfe tà

pla e tai eàfœto-maternelle du BPS. Le BPS est donc majoritairement métabolisé en BPSG 

da sàleà o pa ti e tàfœtalàalo sà ueàleàBPáàestàesse tielle e tà li i à e sàleà o pa ti e tà
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maternel par voie placentaire avec une clairance placentaire deux fois supérieure à la clairance 

de métabolisation [157].   

Lo sàdeàl aluatio àduàde e i àduàBPSGàda sàleà o pa ti e tàfœtal,à ousà a o sàpasà

isàe à ide eàdeàpassageàpla e tai eàfœto-maternel du BPSG. Compte tenu de la LOQ de 

notre méthode a al ti ue,à ousàa o sàesti à ueàleàpassageàduàBPSGàduàfœtusà àlaà e,àpa à

transfert placentaire du BPSG lui- eàouàduàBPS,àap sàh d ol seàduàBPSG,à e deàpasà

0.6 %. Le  P   est do  pi g  da s le o pa ti e t fœtal.  

Chez la brebis gravide, le BPS et le BPSG sont distribués dans le liquide amniotique et 

les tissus. Sur ce modèle, le ratio des concentrations de BPSG/BPS dans le liquide amniotique 

est inférieur à celui du plasma (30 versus 200) et nous avons montré que le liquide amniotique 

présentait ex vivo u eàa ti it àglu u o idaseà apa leàd h d ol se àleàBPSGàe àBPS.àLeàli uideà

a ioti ueà o stitueà do ,à auà oi sà e à pa tie,à u à siteà d h d ol seà duà BPSGà auà i eauà

périphérique. Les β-glucuronidases étant largement répandues dans les tissus et liquides 

biologiques [183],àleàli uideàa ioti ueà estàp o a le e tàpasàl u i ueàsiteàdeàl h d ol seà

duàBPSGàauà i eauàp iph i ue.àE àeffet,àl e positio àdesà e isàg a idesàpe da tà àjou sà

en milieu de gestation a montré que le ratio des concentrations de BPSG/BPS dans certains 

tissus est plus faible que dans le plasma (de 3 à 15 dans les tissus versus 50 dans le plasma 

fœtal ,à eà uià sugg eà ueà l h d ol seà duà BPSGà e à BPSà pou aità a oi à lieuà da sà les tissus 

périphériques. Ainsi, nous avons montré que le cycle futile de conjugaison-déconjugaison 

e t aî e u e su e positio  fœtale au  P  de  %. Pa  ailleu s, e ph o e d’h d ol se 

est essai e à l’ li i atio  du  P  du o pa ti e t fœtal, e  aison de la capacité limitée 

du BPSG à passer la barrière placentaire.  

Ceà a is eàd li i atio àduàBPSGàduà o pa ti e tàfœtal,à essita tàauàp ala leà

une hydrolyse enzymatique, est similaire à celui du BPAG avec toutefois une clairance 

plasmatique du BPSG 11 fois plus faible que celle du BPAG. Ce ph o e d’h d ol se du 

 P  , asso i  au fai le passage pla e tai e fœto-maternel du BPS conduit à une exposition 

p olo g e du fœtus au  P  et au  P  . 

ái si,à eà sià lesà a is esà uià d te i e tà l e positio à fœtaleà auà BPSà so tà

différents de ceux qui prédominent pour le BPA, une exposition maternelle répétée aux 

isph olsà o duità àu eàe positio àfœtaleài te eàauàBPSàsi ilai eà à elleàauàBPá.àLe faible 

taux de transfert materno-fœtal du  P  e suffit do  pas à p ot ge  le fœtus de l’e positio  
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au BPS en raison de l’a u ulatio  du  P  et du  P   da s le o pa ti e t fœtal. Cette 

a u ulatio  de  P  lo s d’e positio  p t e tout au lo g de la gestation pourrait conduire 

à des effets adverses, compte tenu de son potentiel perturbateur endocrinien (Figure 29).   

 

 

Figure 29 : Comparaison des mécanismes qui déterminent la disposition du BPS (en haut) et du BPA (en 
as  da s l’u it  ate o-fœto-placentaire dans le modèle ovin en fin de gestation.  

Les paramètres TK du BPS et du BPSG sont issus de Grandin et coll. [203]. Les paramètres TK du BPA et du BPAG 

sont issus des études de Corbel et coll. [110] et de Gauderat et coll. [157]. aConcentrations plasmatiques 

ate elle et fœtale e  al u i e e  fi  de gestatio  [121]. Cl pla . fœtale : lai a e pla e tai e fœtale ; Cl 

plac.mat. : lai a e pla e tai e ate elle ; Cl o  pla . fœtale : lai a e o  pla e tai e fœtale ; Cl o  pla . 

mat. : clairance non-placentaire maternelle. 
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Cette première partie de notre travail de thèse nous a permis de décrire, par une 

app o heà o à o pa ti e tale,à lesà a is esàdeà l e positio àfœtaleàauàBPSàetàauàBPSG.à

Une limite majeure de cette approche non-compartimentale est que les paramètres TK sont 

estimés indépendamment les uns des autres, alors que certains mécanismes (hydrolyse, 

glucuronoconjugaison, transfert, etc. se déroulent simultanément). Par ailleurs, certains 

mécanismes physiologiques ne peuvent pas être évalués avec cette approche non-

compartimentale simplifiée. Par exemple, pour évaluer le passage placentaire materno-fœtalà

duàBPS,à ousà a o sàp isàe à o pteà ueàl áUCàduàBPSà hezàleàfœtus.àO ,àu eàpa tieàduàBPSà

maternel transf àauà fœtusàpou aità l t eà sousà fo eàdeàBPSG,àe à aiso àdeà l a ti it àdeà

glu u o idatio àduàpla e taàetàdeàl effetàdeàp e ie àpassageàh pati ueà hezàleàfœtus,à eà uià

signifie que nous avons certainement sous-estimé le passage materno-fœtalà duà BPS.à Pa  

ailleu s,à laà ua tit à deà BPSà li i eà duà o pa ti e tà fœtal,à alu eà pa à laà so eà deà laà

ua tit àt a sf eà àlaà eàetàdeà elleàglu u o id eàda sàleà o pa ti e tàfœtalà attei tà

pas 100 %,à eà uià sugg eà u u à a is eà d te i a tà leà de e i à duà BPSà da s le 

o pa ti e tà fœtalà aà pasà t à ide tifi .à D aut eà pa t,à etteà app o heà eà p e dà pasà e à

o pteà laà dist i utio à desà su sta esà da sà lesà o pa ti e tsà p iph i uesà deà l u it à

materno-fœtale.àAinsi, le d veloppe e t d’u  od le o pa ti e tal p e a t e  compte 

tous les a is es ui d te i e t la dispositio  du  P  et du  P   da s l’u it  ate o-

fœto-pla e tai e pe ett ait de ieu  d i e l’e positio  fœtale au  P , et pou ait t e 

utilis  pou  p di e l’e positio  fœtale pou  des e positio s gestationnelles 

environnementales.  

Cepe da t,à pou à p di eà l e positio à fœtaleà hu ai eà auà BPS,à ilà està essai eà

d alue à sià lesà a is esà uiàd te i e tà l e positio à fœtaleàda sà leà od leào i à so tà

e t apola lesà àl ho e.àE àpa ti ulie ,àlesà a is esàdeàtransfert placentaire du BPS et du 

BPSGà pou aie tà t eà diff e tsà hezà l Ho eà età da sà leà od leà o i ,à e à aiso à desà

diff e esài te sp ifi uesàdeàpla e tatio .àC estàlaà aiso àpou àla uelleà ousàa o sà alu à

le passage bidirectionnel du BPS et du BPSG sur le modèle du cotylédon humain isolé en 

perfusion.  

Les clairances placentaires du BPS et du BPSG ont été calculées à partir des clairances 

obtenues sur ce modèle de cotylédon humain perfusé puis comparées à celles obtenues sur 

le modèle ovin et à celles du BPA et du BPAG (Tableau 12).  
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Sur ce modèle, nous avons montré que contrairement au BPA, le passage du BPS à 

travers le placenta ne se fait pas par simple diffusio àpassi e,à aisà u ilàpou aità ett eàe àjeuà

u eàp ot i eàd efflu à uiàpe ett aitàdeàli ite àleàt a sfe tà ate o-fetal du BPS, protégeant 

ai sià leà fœtusàdeà l e positio àauàBPS.àCepe da t,à ousà a o sàpasàpuà ett eàe à ide eà

l i pli atio àdeàlaàP-gp dans le passage placentaire du BPS. Le caractère moins lipophile du 

BPS (LogP de 1.83 pour le BPS et de 3.43 pour le BPA) et la forte ionisation du BPS aux pH 

ph siologi uesàfœtalàouà ate elà uili eàe t eàlaàfo eàio i ueàetà o àio i ueàpou àleàBPS,à

alors que le BPA est majoritairement sous sa forme non ionique) expliquent probablement le 

très faible passage placentaire du BPS comparativement à celui du BPA, avec une clairance 

placentaire materno-fœtaleàe i o à àfoisàplusàfai leà ueà elleàduàBPáàetàu eà lai a eàfœto-

maternelle trois fois inférieure à celle du BPA (Tableau 12).  

Alors que les clairances materno-fœtalesàduàBPSà hezàl Ho eàetà hezàlaà e isàso tà

similai es,àlaà lai a eàfœto-maternelle du BPS est 8 fois plus élevée sur le modèle humain que 

celle évaluée sur la brebis gravide (Tableau 12). Ces différences de clairances placentaires du 

BPSàe t eà osàdeu à od lesàd tudeàpou aie tà t eàli es : (1) au stade de gestation, en effet, 

l tudeà in vivo aà t à alis eàauàd utàduàde ie àtie sàdeàgestatio àetà l tudeàex vivo a été 

alis eà su à desà pla e tasà à te e ;à à à des différences interspécifiques de perméabilité 

placentaire [130] età d e p essio à desà p ot i esà deà t a spo tà [137,204]. Ces résultats 

pourraient sig ifie à ueà l a u ulatio à duà BPSà auà ou sà deà laà gestatio à se aità oi sà

i po ta teà hezàleàfœtusàhu ai à o pa ati e e tàauàfœtusào i .àCepe da t,àpou à o lu eà

sur cette comparaison interspécifique, il faudrait également comparer la capacité 

métabolique du fœtusào i àetàhu ai à is-à-vis du BPS, ce qui pourrait être réalisé in vitro sur 

des microsomes hépatiques. Ainsi, en accord avec les résultats obtenus sur le modèle ovin, 

le passage du  P  da s le o pa ti e t fœtal est do  plus fai le ue elui du  PA. Le fœtus 

hu ai  pou ait do  t e ieu  p ot g  de l’e positio  au  P  ue de elle au  PA.  

âàl i sta àdeà eà uiàaà t à o t àsu àleà od leào i ,àleàt a sfe tàpla e tai eà ate o-

fœtalà duà BPSGà està uasi e tà i e ista t, ce qui signifie que le BPSG retrouvé dans le 

o pa ti e t fœtal da s les tudes de iosu veilla e p ovie t esse tielle e t de la 

glu u o o o jugaiso  fœtale. Pa àailleu s,à laà lai a eà fœto-maternelle du BPSG est 2 fois 

plus faible que celle du BPAG et que celle du BPS, ce qui est en accord avec le fait que le BPSG, 

toutà o eàleàBPáGàestàt app àda sàleà o pa ti e tàfœtal.à 
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Tableau 12 : Comparaison des clairances placentaires du BPS, BPSG, BPA et BPAG chez la brebis et chez 
la femme.   

Brebis (in vivo) BPS BPSG  BPA BPAG 

Clairance maternelle totale (mL/min) 1304 63.8  2293 433 
Taux de transfert M-F (%) 0.4 NA  4.5 NA 
Clai a eàfœtaleàtotaleà L/ i  17.6 0.077 9  618 0.850 
Taux de transfert F-M (%) 26 < 0.6   70 17 

Clairance placentaire M-F (mL/min) 5.22 NA  103 NA 
Clairance placentaire F-M (mL/min) 4.58 <0.000 468  433 0.145 

      

Cotylédon humain (ex vivo) BPS BPSG  BPA BPAG 

Clairance cotylédonnaire M-F (mL/min) 0.174 0.018 1  1.53 0.210 
Clairance cotylédonnaire F-M (mL/min) 0.717 0.487   1.90 1.04 

Clairance placentaire M-F (mL/min) 8.72 0.904  76.5 10.5 
Clairance placentaire F-M (mL/min) 37.3 25.3  98.8 54.1 

Ce tableau reprend les paramètres TK obtenus in vivo chez la brebis et les clairances cotylédonnaires calculées ex 

vivo sur le cotylédon humain pour déterminer des clairances placentaires chez la brebis et la femme. Les 

paramètres TK du BPA et du BPAG proviennent des études de Gauderat et coll. [157,205] et les clairances 

ot l do ai es du BPA et du BPAG so t issues de l’ tude de Co el et oll.[184]. 

Chez la brebis, les clairances placentaires ont été obtenues par multiplication de la clairance totale par le taux de 

transfert placentaire correspondant.  

Chez la femme, les clairances placentaires materno-fœtales o t t  o te ues pa  ultipli atio  de la lai a e 

cotylédonnaire materno-fœtale pa  le appo t du d it ut i   mL) [206] su  le d it de l’i igatio  ate elle 

d’u  ot l do  da s ot e e p ie e  L . Les lai a es pla e tai es fœto-maternelles ont été obtenues par 

ultipli atio  de la lai a e ot l do ai e fœto-maternelle par le rapport du débit ombilical (312 mL) [206] sur 

le débit fœtal d’u  ot l do  da s ot e e p ie e  mL). 

Nos deux modèles in vivo et ex vivo o tà pe isà d alue à lesà a is esà deà

l e positio àfœtaleàauàBPSàetàauàBPSGà àu àstadeàta difàdeàlaàgestatio .àLaàfi àdeàlaàgestatio à

est une période au cours de laquelleàlaàpe a ilit àetàlaàsu fa eàd ha geàpla e tai eàso tà

généralement maximales [130]. Par conséquent les transferts placentaires du BPS et du BPSG 

évalués sur nos modèles pourraient être considérés comme maximaux. Cependant, 

l e p essio àdesà t a spo teu sà a ieàauà ou sàdeà laàgestatio .àái si,à l e p essio àdeà laàP-gp 

diminue au cours de la gestation, alors que celle de la MRP2 augmente [204]. Une étude 

a isti ueà su à l i pli atio à desà p ot i es de transport qui prennent en charge le BPS 

pou aitàpe ett eàd alue àlesà a iatio sàduàpassageàduàBPSàauà ou sàdeàlaàgestatio .àà 

Pa à ailleu s,à à laà fi à deà laà gestatio ,à leà fœtusà p se teà desà apa it sà deà

glucuronoconjugaison importantes [110,207,208] à laà foisà da sà l esp eà o i eà età hezà
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l Ho e,à alo sà u àu à stadeàplusàp o e,à leà fœtusàp se teàdesà apa it sà ta oli uesà

limitées, avec essentiellement une sulfoconjugaison [125]. Des études de métabolisme in vitro 

duà BPSà su à desà i oso esà h pati uesà fœtau à pou aie tà pe ett eà d e t apole à os 

résultats à des stades de gestation plus précoces.  

L e se leàdesàd te i a tsàdeàl e positio à ate o-fœto-placentaire au BPS a été 

étudié à la fois sur le modèle intégratif de la brebis gravide et sur un modèle de cotylédon 

humain isolé en perfusion. Cepe da t,à pou à e t apole à osà do esà à l Ho e,à ilà està

essai eà d alue à lesà pa a t esà TKà duà BPSà hezà l Ho e,à ota e tà pou à lesà oiesà

d e positio àe i o e e tales.àE àpa ti ulie ,àl a so ptio àetàlaà iodispo i ilit àduàBPSàpa à

voie orale et transde aleàso tàdesàd te i a tsàesse tielsàdeàl e positio à ate elleàetàpa à

oieàdeà o s ue eàdeàl e positio àfœtale.àC estàpou uoi,àda sàlaà o ti uit àdeà eàp ojetàdeà

e he he,à l a so ptio à età laà iodispo i ilit à duà BPSà iaà diff e tesà oiesà d ad i istration 

seront évaluées par une approche multi-esp eài lua tàl Ho eàetàlaà lai a eàse aà alu eà

par une approche allométrique. Ces données permettront par la suite de construire un modèle 

TKàpe etta tàdeàp di eàl e positio àfœtaleàhu ai e.à 

La mise e à ide eàdeàl a u ulatio àduàBPSàda sàleà o pa ti e tàfœtal,àauà ou sà

d ad i ist atio sà p t esà ousà aà a e sà à alue à desà io a ueu sà d effet/ouà

d e positio àduàBPS.àCo pteà te uàdeà l i po ta eàdeà l uili eà st oïdie àauà ou sàdeà laà

gestation et des effets démontrés du BPS sur la production de testostérone, nous avons choisi 

d alue à l effetà d u eà e positio à gestatio elleà auà BPSà auà ilieuà deà laà gestatio à su à laà

sig atu eà st oïdie eà da sà l u it à ate o-fœto-placentaire. Tous les tissus 

stéroïdogéniques étudiés étaient exposés au BPS et au BPSG, avec des concentrations 

sup ieu esà au à o e t atio sà plas ati ues,à à l e eptio à deà l hippo a peà età deà

l h pothala us,à uiàso tàp ot g sàpa àlaà a i eàh ato-encéphalique.  

La faible dose de BPS à laquelle les brebis ont été exposées (50 µg/kg/j) a permis 

d attei d eà desà o e t atio sà plas ati uesà ate ellesà o pati lesà a e à l e positio à

interne humaine au BPS [77].  

Toutefois,à alg àl e positio àtissulai eàdesàp i ipau àtissusàst oïdog i ues,à ot eà

tudeà aàpasàpe isàdeà ett eàe à ide eàd effetàduàBPSàsu àlaàsig atu eàst oïdie e,à uelà

ueàsoitàl o ga eà o sid .àDa sàdesà tudesàsi ilai es,àsu àl effetàdeàst oïdes exogènes ou 

de perturbateurs endocriniens environnementaux sur la stéroïdogenèse chez la brebis 
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gravide, les animaux étaient généralement exposés aux xénobiotiques entre JG 30 et 90 [209], 

est-à-di eàsu àu eàp iodeàplusàlo gueàetàplusàp o eà ueà elleàdeà ot eà tude.àL i lusio à

da sà ot eà tudeà d u à o t ôleà positif,à a e à desà e isà g a idesà t ait esà à u eà su sta e,à

comme la testostérone, dont les effets sur la stéroïdogenèse ont été caractérisés [210,211], 

ousàau aitàpe isàdeà alide à ot eà od leàd tudeàai sià ueàlaàfe t eàdeàt aite e t.à 

D aut eàpa t,à alg àleàg a dà o eàdeàst oïdesàdos sàda sà etteà tude, certaines 

oiesàdeàlaàst oïdoge seà o tàpasà t àe plo es,à o eàlaàs th seàdesàglu o o ti oïdesà

et des minérolocorticoïdes par exemple.    

En conclusion, notre approche intégrative et mécanistique a permis de déterminer et 

de quantifier les mécanismesà TKà i pli u sà da sà l e positio à fœtaleà auà BPS.à Cesà do esà

pou o tà t eàutilis esàpou àlaà o st u tio àd u à od leà o pa ti e talà uiàpou aàe suiteà

t eà hu a is à afi à deà p di eà l e positio à fœtaleà hu ai eà auà BPSà pou à desà e positio sà

maternelles environnementales. Ce travail a également permis de montrer que pour deux 

analogues structuraux comme le BPS et le BPA, les mécanismes TK qui déterminent 

l e positio à fœtaleàso tàdiff e ts.àMalg à ela,à lo sàd e positio àgestatio elleà p t e,à leà

pote tielàd e positio àfœtaleàauàBPSàestàsi ilai eà à eluiàduàBPá,à eà uiàpou aitài di ue à ueà

leàBPSà estàpasàu eà o eàalte ati eàauàBPá.àCepe da t,àune exposition gestationnelle au 

BPSà e à ilieuà deà gestatio à aà pasà odifi à laà st oïdoge seà da sà l u it à ate o-fœto-

pla e tai e,à eà uiàsig ifieàsoità ueàleàBPSà aàpasàeuàd effetàsu à esào ga esàe pos s,àsoità ueà

des mécanismes compensatoires ont été mis en place au cours de la gestation pour maintenir 

l ho ostasieàst oïdie e.ààà 
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Annexe 1 : Comment on « Pharmacokinetic of bisphenol S in humans 
after a single oral administration »
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Title : Development of an experimental approach to evaluate the human fetal internal 

exposure to Bisphenol S. 

Summary : Bisphenol S (BPS) is widely used as a substitute for Bisphenol A (BPA) and human 

exposure to BPS is now ubiquitous. However, BPS, like BPA, 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 thesis is to evaluate the fetal exposure to BPS and to characterize 

phenotypic biomarkers of fetal exposure and / or effect of BPS from a steroidal signature. A 

toxicokinetic study carried out on the model of the ovine fetus has shown that materno-fetal 

transfer of BPS is weak. However, BPS and its major metabolite, BPS glucuronide, are slowly 

eliminated from the fetal compartment due to the limited feto-maternal placental transfer of 

BPS and the low rate of reactivation of BPSG to BPS. This results in fetal exposure to BPS similar 

to BPA at repeated maternal exposure. The study of placental transfer of BPS and BPSG on the 

model of human perfused placenta reinforced the results observed in sheep, with low 

materno-fetal and feto-maternal transfers of BPS, respectively 10 and 3 times lower than 

those of BPA.  

Daily maternal exposure to BPS during pregnancy in ewes did not impact the androgen 

biosynthetic pathways in the materno-feto-placental unit for male fetuses. Although the 

potential for fetal exposure of BPS is similar to that of BPA, we have not found any effects 

associated with this exposure. 

Keywords : Biphenol S, fetal exposure, endocrine disruptor, toxicokinetic, Bisphenol A 

substitute, placental transfer, steroidogenesis.  
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RÉSUME : Le bisphénol S (BPS) est largement utilisé comme substitut du Bisphénol A (BPA) et 

l exposition humaine auàBPSàestàd so aisàu i uitai e.àO ,àleàBPS,à àl i sta àduàBPá,àp se teà

un potentiel perturbateur endocrinien, ce qui soulève la question du risque liée à une 

e positio àfœtaleàauàBPSàpou àlaàsa t àhu ai e. Da sà eà o te te,àl o je tifàdeà etteàth seà

estàd alue àl e positio àfœtaleàauàBPSàetàdeà a a t ise àdesà io a ueu sàph ot pi uesà

d e positio àfœtaleàet/ouàd effetàduàBPSà àpa ti àd u eàsig atu eàst oïdo i ue.àU eà tudeà

to i o i ti ueà alis eàsu àleà od leàduàfœtusào i àaà o t à ueàleàt a sfe tà ate o-fœtalà

du BPS est faible. Cependant, le BPS et son principal métabolite, le BPS glucuronide, sont 

lentement éliminés duà o pa ti e tàfœtalàe à aiso àd u àpassageàpla e tai eàfœto-maternel 

du BPS limité et de la faible vitesse de réactivation du BPSG en BPS. Il en résulte une exposition 

fœtaleà auà BPSà si ilai eà à elleà auà BPá,à lo sà d e positio à ate elleà p t e.à L tudeà du 

transfert placentaire du BPS et du BPSG sur le modèle de placenta humain perfusé a conforté 

les résultats observés chez le mouton, avec des faibles transferts materno-fœtalà età fœto-

maternel du BPS, respectivement 10 et 3 fois inférieurs à ceux du BPA.  

L e positio à ate elleà uotidie eàauàBPSàauà ou sàdeàlaàgestatio à hezàlaà e isà aàpasàeuà

d i pa tàsu àlesà oiesàdeà ios th seàdesàa d og esàda sàl u it à ate o-fœto-placentaire 

pou àlesàfœtusà les.àBie à ueàleàpote tielàd e positio àfœtaleàduàBPSàest similaire à celui du 

BPá,à ousà a o sàpasà isàe à ide eàd effetsàasso i sà à etteàe positio .ààà 

Mots-clefs : Bisph olà S,à e positio à fœtale,à pe tu ateu à e do i ie ,à to i o i ti ue,à

passage placentaire, substitut du Bisphénol A, stéroïdogenèse.  

Intitulé et adresse du laboratoire :  UMR 1331 TOXALIM, Research Center in Food Toxicology, 

INRA/INPT/UPS. École Nationale Vétérinaire de Toulouse, 23, chemin des capelles – BP 87614, 

31076 Toulouse Cedex 3. 
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