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Résumé 

Suite aux restrictions de l’utilisation du Bisphénol A (BPA), les industriels l’ont 

progressivement remplacé par des molécules de structure analogue. Or, ces substituts ne 

sont pas encore réglementés et des études toxicologiques indiquent que le potentiel 

perturbateur endocrinien de la plupart de ces bisphénols (BPs) émergents est comparable à 

celui du BPA. Ainsi, pour éviter une substitution regrettable du BPA, il est nécessaire 

d’évaluer le potentiel d’exposition à ces substances, afin de contribuer à l’évaluation du 

risque lié à l’exposition humaine à ces bisphénols émergents. 

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse était (1) d’évaluer l’exposition fœtale humaine au 

BPA, au BPS et au BPF, (2) de déterminer le devenir de 12 à 15 analogues structuraux de 

BPs dans l’organisme en évaluant leurs mécanismes toxicocinétiques (TK) déterminant 

l’exposition interne maternelle et l’exposition fœtale, et (3) de développer des méthodes 

QSAR capables de prédire le transfert materno-fetal de ces bisphénols. Ces études ont 

nécessité divers développements analytiques adaptés pour atteindre ces objectifs. 

Dans un premier temps, une méthode de dosage des métabolites glucuronide du BPA, BPS 

et BPF à l’état de traces avec une limite de quantification de 0,05 ng/mL, a été développée et 

a permis de quantifier ces métabolites dans le sang de cordon ombilical, démontrant ainsi 

leur capacité à franchir la barrière placentaire. Cela nous a conduit, dans un second temps, à 

évaluer les mécanismes de transfert placentaire materno-fœtal de quinze BPs sur un modèle 

ex vivo de placenta humain perfusé. Deux groupes de BPs ont ainsi été identifiés : 7 BPs 

dont le passage placentaire met en jeu un mécanisme de diffusion passive et 8 BPs dont le 

mécanisme de transfert par diffusion passive est très limité et qui pourrait impliquer des 

transporteurs d’efflux.  

Le fœtus est exposé aux bisphénols via sa mère. Or, une étude précédente réalisée au 

laboratoire sur un modèle porcin, pertinent vis-à-vis de l’Homme pour sa fonction digestive, a 

montré que l’exposition interne au BPS actif est 250 fois supérieure à celle du BPA, pour une 

exposition par voie orale similaire. Cette différence a mis en évidence la nécessité de 

caractériser les paramètres TK déterminant l’exposition interne maternelle à ces analogues 

du BPA. L’étude toxicocinétique, réalisée sur un modèle porcin, a montré une forte variation 

de la biodisponibilité orale de 12 BPs, de 1 % pour le BPA à 60 % pour le BPS. Ces résultats 

TK apportent des informations essentielles pour éviter la substitution du BPA par des BPs 

hormonalement actifs, présentant un potentiel d’exposition élevé.  

Ces différences toxicocinétiques entre des BPs de structure similaire, renforcent la nécessité 

de développer des modèles prédictifs des mécanismes d’exposition. Pour établir la preuve 

de concept selon laquelle les descripteurs chromatographiques autres que les paramètres 

de rétention pourraient contribuer finement à la caractérisation du comportement moléculaire 

dans la biophase, nous avons développé un modèle de type relation structure-activité 

(QSAR) pour prédire le transfert placentaire des BPs. L’élaboration d’une base de données 

chromatographiques des quinze BPs sur treize colonnes analytiques a ainsi permis de 

construire et de valider un modèle prédictif du transfert placentaire materno-fœtal des BPs.  

L’ensemble de ces données TK et le développement de modèle prédictif de l’exposition 

humaine permettront d’éclairer les décisions des agences réglementaires pour éviter les 

substitutions regrettables.  
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Abstract  

Due to restrictions on the use of BPA, manufacturers have progressively replaced it with 

structurally related molecules. These substitutes are not yet regulated, but several 

toxicological studies indicate that the endocrine disrupting potential of most of these 

emerging bisphenols (BPs) is comparable to that of BPA. In order to avoid regrettable 

substitution and then to contribute to the risk assessment of human exposure to these BPs, it 

is necessary to evaluate the exposure potential of these substances. 

In this context, the aim of this thesis was: (1) to assess human fetal exposure to BPA, BPS 

and BPF, (2) to evaluate the disposition of 12 to 15 structural analogues of BPs and the 

toxicokinetic (TK) mechanisms determining maternal and fetal internal exposure and (3) to 

develop QSAR methods to predict the materno-fetal transfer of these BPs. These studies 

required several analytical developments adapted to fullfill these objectives. 

Firstly, the development of a method for the quantification of trace glucuronide metabolites of 

BPA, BPS and BPF with a limit of quantification of 0.05 ng/mL, made possible to detect the 

metabolites in human cord blood, demonstrating the capacity of these BPs to cross the 

placental barrier. That’s why, we evaluated in a second step, the materno-fetal placental 

transfer of fifteen bisphenols in an ex vivo perfused human placenta model. Two groups of 

BPs were characterized depending on their placental transfer mechanism, involving a 

passive diffusion mechanism for 7 BPs or with a very limited diffusion transfer, which may 

involve efflux transporters for 8 BPs.  

The fetus is exposed to bisphenols via his mother. A previous study performed in our 

laboratory on a piglet model, relevant to humans for its digestive function, showed that, after 

a similar oral exposure, internal exposure to active BPS is 250 times higher than that of BPA. 

This great difference highlighted the need to characterise the TK parameters determining 

maternal internal exposure. A toxicokinetic study, performed on the same piglet model 

exposed to 12 BPs, showed great variation of oral bioavailability ranging from 1% for BPA to 

60% for BPS. These TK results provide critical information to avoid substitution of BPA by 

hormonally active BPs with high exposure potential.  

These toxicokinetic differences observed for structurally analogs BPs reinforce the need to 

develop models to predict their exposure mechanisms. To establish the proof of concept that 

chromatographic descriptors other than retention parameters could contribute finely to the 

characterisation of molecular behavior in the biophase, we developed a quantitative 

structure-activity relationship (QSAR) model to predict placental transfer of BPs. The 

development of a chromatographic database of the fifteen bisphenols on thirteen analytical 

columns allowed the building and validation a predictive model of the maternal-fetal placental 

transfer of BPs.  

All of these TK data and the development of predictive model of human exposure are 

essential to inform decision-making processes for the regulatory agencies and to avoid 

regrettable substitutions of BPA. 
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Introduction générale 

Le système endocrinien met en jeu des messagers chimiques et joue un rôle primordial dans 

la régulation des fonctions de croissance, de métabolisme, de reproduction, de 

développement fœtal, de comportement, d’immunité ou du système nerveux [1], [2]. Par 

conséquent, toute perturbation de ce système peut être à l’origine de troubles.  

Au cours de la deuxième moitié du 20ème siècle, un lien a été établi entre des altérations, 

notamment du système reproducteur, de différentes espèces de la faune sauvage et la 

présence de contaminants chimiques dans leur environnement [3]. Par ailleurs, des études 

épidémiologiques dans les pays occidentaux, ont montré une diminution d’un facteur deux 

de la production spermatique chez l’Homme sur une période de 50 ans, parallèlement à une 

augmentation des anomalies du tractus génital (cancer des testicules, hypospadias et 

cryptorchidie). L’évolution de ces altérations, regroupées sous le terme de syndrome 

dysgénésique testiculaire suggère qu’elles pourraient avoir une origine commune [4]. Au 

cours du colloque de Wingspread (Wisconsin, USA), organisée par Theo Colborn en 1991 

[5], les scientifiques de différentes disciplines ont émis l’hypothèse selon laquelle ces 

altérations chez l’Homme et chez la faune, pourraient relever d'une perturbation 

endocrinienne induite par des substances présentes dans l'environnement. C’est ainsi que le 

terme perturbateur endocrinien est apparu. L’OMS défini en 2002 un perturbateur 

endocrinien comme : « une substance ou un mélange de substances qui altèrent les 

fonctions du système endocrinien et de ce fait induit des effets néfastes sur un organisme 

intact, chez sa progéniture ou au sein de (sous)-populations » [6].  

Ainsi, le pesticide DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane) est l’un des premiers composés 

synthétiques pour lequel des anomalies du système reproducteur, associées à une altération 

du système endocrinien, a été mise en évidence chez les alligators exposés à cette 

substance [7]. Le DES (diethylstilbestrol), un œstrogène synthétique, prescrit notamment aux 

femmes enceintes pour prévenir les fausses couches, constitue également un exemple 

démonstratif de perturbation endocrinienne, avec des anomalies de l’appareil génital 

(notamment adénocarcinome) chez les filles exposées in utero et sur plusieurs générations 

[8].  

Les perturbateurs endocriniens altèrent le système hormonal de l’organisme par différents 

mécanismes [2], [9] :   

- Mimer l’action d’une hormone naturelle et ainsi générer une réponse qui n’a pas lieu 

d’être  
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- Bloquer la transmission d’un signal hormonal en empêchant une hormone de se fixer 

aux récepteurs 

- Perturber le transport, la production ou la dégradation d’hormones naturelles ou de 

récepteurs.  

D’un point de vue réglementaire, selon les critères définis par ECHA (European Chemicals 

Agency), pour qu’une substance soit considérée comme un perturbateur endocrinien, il est 

nécessaire (1) de démontrer un effet néfaste sur l’organisme ou sur sa descendance, (2) de 

mettre en évidence un mode d’action endocrinien et (3) d’établir une relation entre l’effet 

néfaste observé et le mode d’action endocrinien [10]. Cette relation, souvent difficile à 

démontrer, ne permet pas systématiquement d’identifier comme perturbateurs endocriniens, 

des substances ayant un mécanisme endocrinien, à l’instar de certains bisphénols. 

Toutefois, après de nombreux travaux et polémiques scientifiques, le classement du BPA par 

l’ECHA comme substance extrêmement préoccupante, au titre de ses propriétés 

perturbatrices endocriniennes, pour la santé humaine et l’environnement, a été adopté en 

juin 2017 [11].  

Mettre en évidence la relation entre l’exposition à des perturbateurs endocriniens et leurs 

effets, constitue un véritable challenge car [2], [4], [12] :  

- Les perturbateurs endocriniens induisent des effets néfastes à long terme, dont 

certains, comme la production spermatique, peuvent être observés plusieurs années 

après l’exposition (après la puberté) ou même sur plusieurs générations successives,  

- La relation dose-réponse peut être non-monotone, c'est-à-dire que leurs effets à des 

doses élevées peuvent être plus faibles que ceux observés à de faibles doses,  

- La population est exposée à de faibles doses de perturbateurs endocriniens et de 

façons répétée, tout au long de la vie, 

- Les effets observés dépendent de la fenêtre d’exposition, i.e. : la période de vie. 

Ainsi, les effets des perturbateurs endocriniens sont plus importants lors de période 

où le système hormonal est finement régulé, c’est-à-dire lors du développement 

prénatal, néonatal et durant la puberté, 

- La population est exposée à un mélange de substances potentiellement 

perturbatrices endocriniennes, il est donc nécessaire de prendre en compte les effets 

cocktails. 

Le développement de nouvelles technologies et les innovations dans les domaines de 

l’industrie induisent la production constante de nouvelles substances chimiques dont l’origine 

et l’usage sont très variés. Certaines sont utilisées pour un usage industriel (détergents, 

éthers de glycol, plastifiants…), d’autres pour l’agriculture (insecticides, herbicides, 
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fongicides) et beaucoup se retrouvent dans les produits de consommation courante 

(colorants, cosmétiques, emballages, contenants alimentaires etc..). Par conséquent, nous 

sommes exposés, tout comme les animaux, à de très nombreuses substances dont 

certaines sont capables d’interférer avec les régulations endocrines. Les effets potentiels de 

ces polluants environnementaux sur les écosystèmes et sur la santé humaine sont devenus 

une préoccupation majeure, tant sur le plan scientifique que sociétal [6].  

Parmi les plastiques, le bisphénol A, un monomère largement utilisé dans la production de 

polycarbonates et de résines époxy, a fait l’objet de nombreuses études démontrant ses 

effets perturbateurs endocriniens [13]–[16]. En conséquence, plusieurs pays ont 

progressivement interdit son utilisation dans les contenants et les ustensiles alimentaires. Le 

BPA a alors été remplacé par des molécules ayant des propriétés plastiques similaires et 

des structures analogues. Le bisphénol S est le principal remplaçant du BPA mais l’utilisation 

de nombreux autres bisphénols est croissante, comme le BPB, le BPF, le BPC, le BPAP, le 

BPAF, le 3-3BPA, le BPFL, le BPM, le BPP et le BPZ [17].  

Ainsi, des études de biosurveillance ont montré la présence de plusieurs bisphénols dans les 

urines humaines et dans les produits de consommation quotidienne [18]–[26]. Les données 

toxicologiques sur ces bisphénols émergents sont relativement rares mais, des études in 

vitro ont montré que le potentiel perturbateur endocrinien de ces analogues est similaire à 

celui du BPA [16], [27]–[34].  

Cependant, l’extrapolation de ces données toxicologiques in vitro à l’in vivo nécessite la prise 

en compte des propriétés toxicocinétiques (TK). Ainsi, pour que le remplacement du BPA ne 

s’ajoute pas aux cas de « substitutions regrettables », il est nécessaire de développer des 

méthodes capables de prédire le devenir de ces différents analogues structuraux dans 

l’organisme, ces données étant actuellement limitées au BPA et au BPS. 

La gestation constitue une période à risque pour l’exposition aux bisphénols. Dans ce 

contexte, l’objectif de cette thèse était d’évaluer l’exposition fœtale au BPA, au BPS et au 

BPF et de déterminer le devenir des différents analogues structuraux du BPA dans 

l’organisme à partir des mécanismes toxicocinétiques déterminant l’exposition interne 

humaine et fœtale aux bisphénols et de développer des modélisations QSAR capables de 

prédire ces mécanismes.  

Ces travaux de recherche ont été réalisés à l’Ecole Vétérinaire de Toulouse sous la direction 

de Nicole Picard-Hagen et de Marlène Lacroix, dans l’équipe « Exposition, Perturbation 

Endocrino-métabolique et Reproduction (EXPER) » de Toxalim, Unité Mixte de Recherche 

(UMR) 1331, INRAE (Institut National de la Recherche pour l’agriculture, l’alimentation et 
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l’environnement), ENVT (École Nationale Vétérinaire de Toulouse), EIP (Ecole d’Ingénieur 

Purpan), UPS (Université Paul Sabatier) et au sein de la plateforme analytique de l’UMR 

1436, InTheRes (Innovations Thérapeutiques et Résistances), INRAE, ENVT. L’équipe 

EXPER développe des approches intégratives pour évaluer l’exposition aux contaminants 

alimentaires et leurs effets sur les fonctions métaboliques et de reproduction, notamment 

pendant la période critique du développement. Le plateau analytique de l’unité InTheRes 

développe et valide des méthodes de quantification des antibiotiques et antiparasitaires, 

mais également d’autres contaminants chimiques, dans des matrices complexes telles que 

les fluides biologiques, les matrices environnementales ou les milieux in vitro.  

Une synthèse bibliographique nécessaire à la compréhension de ces travaux de thèse 

constitue le premier chapitre de ce manuscrit. La première partie présente les informations 

concernant les utilisations, la réglementation et les propriétés physico-chimiques du 

Bisphénol A et de ses analogues. La deuxième partie décrit les différentes sources 

d’exposition aux bisphénols et synthétise les données relatives à l’exposition humaine aux 

bisphénols. La troisième partie expose les données toxicocinétiques actuellement 

disponibles sur le BPA et ses analogues. Pour finir, la quatrième partie présente la 

méthodologie des études quantitatives de type relation structure-activité (QSAR), notamment 

les types de descripteurs utilisés, leurs différentes applications et les outils mathématiques 

nécessaires aux développements et à la validation des modèles QSAR. 

A la suite de la synthèse bibliographique, les objectifs de la thèse sont définis ainsi que la 

stratégie utilisée pour y répondre. 

Le deuxième chapitre de ce manuscrit présente les études expérimentales réalisées afin de 

répondre aux objectifs du projet de thèse. Tout d’abord, une méthode de dosage a été 

développée pour évaluer l’exposition prénatale au BPA et à ses principaux substituants, le 

BPS et le BPF, à travers la quantification de biomarqueurs pertinents, les métabolites 

glucuronoconjugués. La deuxième étude compare le passage placentaire materno-fœtal de 

15 bisphénols émergents. La troisième partie expérimentale évalue, sur un modèle porcin, 

les mécanismes déterminant l’exposition interne aux bisphénols, administrés en cocktail par 

voie orale ou intraveineuse. La dernière partie expérimentale décrit le développement d’un 

modèle QSAR pour prédire le passage placentaire des bisphénols avec une attention 

particulière sur l’intérêt d’intégrer des données chromatographiques au modèle, par rapport 

aux descripteurs moléculaires classiques.  

Une discussion générale met en perspective l’ensemble de ces résultats par rapport à 

l’évaluation des risques liés à l’exposition à cette famille de bisphénols, et indique des voies 

de recherche futures. 
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Chapitre 1 : Etude bibliographique  

Partie 1   : Les bisphénols analogues du BPA  

1. Utilisation du Bisphénol A et polémique 

Le bisphénol A (BPA) a été le premier bisphénol synthétisé en 1891, mais son utilisation 

commerciale n’a été étudiée que pendant la période entre les deux guerres. Dans les 

années 1930, Edward Charles Dodds, un chercheur en médecine, a identifié les propriétés 

oestrogéniques du BPA. Cependant, en raison de la découverte, quelques années plus tard, 

du diethylstilbestrol, un oestrogénomimétique puissant utilisé à des fins thérapeutiques, le 

bisphénol A n’a jamais été utilisé en tant que médicament. Cette découverte n’a pas 

empêché son utilisation dans l’industrie des plastiques [35]. C’est au début des années 1950 

que les premières résines époxy à base de BPA ont été synthétisées et par la suite 

commercialisées pour leurs propriétés thermodurcissables. Ces résines époxy ont été 

utilisées comme revêtement de protection des canalisations, des boîtes de conserve et 

comme adhésif pour poser les sols et sceller les dents. En 1957, un chimiste a découvert 

que lorsque le BPA était polymérisé en de longues chaînes, il formait un plastique solide et 

transparent : le polycarbonate. Ces propriétés plastifiantes ont permis au BPA d’être utilisé 

dans de nombreux domaines tels que l’emballage alimentaire, l’automobile, l’électronique... 

Avec l’essor de l’utilisation du plastique les décennies suivantes, la production annuelle de 

BPA était de 1,15 millions de tonnes/an en Europe dans les années 2000 [36]. Le BPA a 

également été utilisé en tant que révélateur de pigment dans les papiers thermiques.  

Cependant, dans certaines conditions de pH et de température élevée, les chaînes de 

polymère à l’interface du milieu s’hydrolysent entraînant une migration du BPA du contenant 

alimentaire vers le contenu. Par conséquent, le BPA est considéré comme un contaminant 

des produits alimentaires. A la fin des années 90, des études ont montré des effets 

oestrogénomimétiques du BPA sur les fœtus après une exposition prénatale [13]. Des 

études d’effet du BPA sur la reproduction et de toxicité systémique, selon les normes BPL 

(Bonnes Pratiques de Laboratoire), ont été menées par Tyl et al. sur trois générations de rats 

de souche Sprague-Dawley et sur deux générations de souris CD-1. Pour les deux espèces, 

la NOAEL (dose sans effet nocif observable) pour des effets chroniques a été estimée à 50 

mg/kg/jour [14], [15], conduisant à une dose journalière admissible (DJA : dose que l’on peut 

ingérer chaque jour tout au long de sa vie, sans effet indésirable) de 50 µg/kg en prenant un 

facteur de sécurité de 1000. Cependant, d’autres études (qui ne répondent pas aux normes 

BPL) ont montré des effets pour des doses inférieures à la DJA [37], [38]. Ces données ont 
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conduit à de fortes divergences dans la communauté scientifique concernant la validité des 

modèles permettant de mettre en évidence les effets du BPA à faibles doses [38], [39].  

En 2008, le National Toxicology Programm (NTP) a publié une revue sur les effets du BPA 

sur la fonction de reproduction et le développement, qui a conclu que les effets du BPA sont 

préoccupants [40].  Ces travaux ont conduit à une réévaluation de la DJA par l’EFSA, qui a 

été fixée à 4 µg/kg [41]. En juin 2017, l’agence Européenne (ECHA) a identifié le bisphénol A 

comme substance extrêmement préoccupante pour la santé humaine et l’environnement, en 

raison de ses propriétés perturbant le système endocrinien.  

Compte tenu des divergences scientifiques et par principe de précaution, plusieurs pays ont 

mis en place des restrictions sur l’utilisation du BPA. Le Canada a été le premier pays à 

interdire la vente et l’importation de biberons contenant du BPA, suivi par la Commission 

Européenne en 2011 et la Food and Drug Administration (FDA aux USA) en 2012.  

Par ailleurs, en Europe, le BPA est réglementé dans les objets en plastique destinés à être 

en contact avec les aliments [42]. A la suite d’une décision du conseil constitutionnel, le BPA 

est interdit en 2015 dans tous les contenants alimentaires ou ustensiles en France [43]. En 

2018, la limite de migration spécifique (LMS) européenne du BPA provenant des vernis et 

revêtements en contact avec l’alimentation a été établie à 0,05 mg de BPA/kg de denrée 

alimentaire [44] et elle est fixée à 0,04 mg/L dans le plastique des jouets pour enfant [45]. 

Pour les papiers thermiques, la commission européenne a interdit à partir du 2 janvier 2020, 

la mise sur le marché de papiers thermiques contenant une teneur en BPA supérieure ou 

égale à 0,02% [46].   

2. Les substituts du bisphénol A 

Suite aux restrictions règlementaires, les industriels ont commencé à remplacer le BPA par 

des molécules ayant des propriétés plastiques similaires, en particulier par le BPS mais 

aussi d’autres bisphénols de structures analogues à celle du BPA tels que le BPF, BPB, 

BPM, BPAP et le BPAF [47]. Dans les papiers thermiques, le BPA a été substitué en partie 

par le BPS. Ainsi, la quantité de BPS utilisée pour la fabrication de papier thermique a 

doublé entre 2016 et 2017 [48]. 

La réglementation européenne REACH [49] (pour Registration, Evaluation and Autorisation 

of CHemicals), entrée en vigueur le 1er juin 2007, vise à réguler voire à restreindre 

l’utilisation des produits chimiques contenant les substances les plus dangereuses dans 

l’Union Européenne. Pour cela, les industriels doivent fournir un dossier d’enregistrement du 

produit qui est évalué pour s’assurer que sa mise sur le marché ne présente pas de risque 

pour la santé humaine ou l’environnement. Tous les produits chimiques fabriqués ou 
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importés à plus d’une tonne par an sont concernés, mais le niveau d’exigences pour 

l’évaluation varie en fonction du tonnage des substances mises sur le marché. Dans le cadre 

de la réglementation REACH, les perturbateurs endocriniens sont considérés comme des 

substances extrêmement préoccupantes, au même titre que les produits chimiques 

cancérigènes, mutagènes, toxiques pour la reproduction ou les substances persistantes ou 

bioaccumulables. La procédure d’autorisation s’applique alors à ces substances, sans limite 

de tonnage, l'objectif étant de réduire leur utilisation et de les remplacer par des produits plus 

sûrs. Ainsi, compte tenu de la multiplicité des bisphénols utilisés pour remplacer le BPA dans 

ses différentes utilisations, les volumes de production de chacun d’entre eux sont faibles et 

de ce fait, certains bisphénols échappent à la réglementation REACH s’ils ne sont pas 

identifiés comme perturbateur endocrinien.  

Le BPS est enregistré sous la réglementation REACH en raison d’une production ou d’une 

importation européenne supérieure à 10 000 tonnes par an. Les analogues du BPA suivants, 

BPB, BPF, BPC, BPAP, BPAF, 3-3BPA, BPFL, BPM, BPP, BP4-4 et BPZ, sont enregistrés 

dans l’annexe III de REACH (critère : 1 à 10 tonnes produites ou importées en Europe). Par 

ailleurs, le BPM et le BPB sont enregistrés dans la liste prioritaire d’évaluation des 

substances hautement préoccupantes en raison de leurs propriétés potentielles de 

perturbateur endocrinien [50]. Le BPBP est classé comme étant toxique pour 

l’environnement, pouvant provoquer des réactions allergiques cutanées et soupçonné de 

nuire à la fertilité et le BPE n’est pas identifié dans REACH.  

Ainsi, le bisphénol S et le 4,4′-dihydroxybiphenyl (BP4-4) sont autorisés dans les objets 

plastiques destinés à être en contact avec les aliments avec un taux de migration maximal 

de 0,05 mg/kg et de 6 mg/kg, respectivement [42]. 

3. Propriétés physico-chimiques  

Les bisphénols sont une famille de molécules caractérisées par deux phénols liés, 

généralement, par un pont méthyle (figure 1), à l’exception du BPS (pont sulfure) et du BP4-

4 (liaison directe). Ils sont synthétisés par condensation de cétones, d’aldéhydes ou de 

hydroxyméthylphénols avec des phénols, qui ont donné le nom à cette famille de molécules. 

Leur diversité structurale est liée à la possibilité d’ajouter des substituants sur les cycles 

aromatiques et également de substituer ou modifier le pont carbonate liant les deux phénols. 

Ce sont des substances incolores, inodores et solides à température ambiante [51].  
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Figure 1 : Structure chimiques des bisphénols, comprenant deux noyaux phénols reliés par un groupement alkyl. 
Note : La diversité structurale est liée à l’ajout de substituants au niveau du pont alkyl (R) ou sur les cycles 
aromatiques. 

Les propriétés physico-chimiques des bisphénols étudiés dans ces travaux de thèse sont 

présentées dans le tableau 1. Les bisphénols sont des molécules de faible poids moléculaire 

(inférieur à 500 g/mol). Ils présentent une faible solubilité dans l’eau et leur solubilité dans les 

solvants organiques est dépendante de leurs substituants. Les plus lipophiles sont le BPM et 

le BPP avec un logP de 7, alors que le BPS qui est le composé le moins lipophile, présente 

un logP de 2,15. Leurs pKa sont supérieurs à 9, excepté pour le BPAF et le BPS, signifiant 

qu’à pH physiologique (7,4), ils se trouvent également sous leur forme non-ionique.  

Ces caractéristiques physico-chimiques pourraient se traduire par des propriétés 

toxicocinétiques différentes. 

  

R

OHOH
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Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques (masse molaire, log P et pKa) des bisphénols étudiés dans cette étude. 

Nom de la 
molécule 

Numéro 
CAS 

Poids 
moléculaire 

(g/mol) 
Structure chimique 

Log 
Po/w

a pKab 

4,4'-sulfonyldiphenol 
(BPS) 

80-09-1 250 

S

O

OH OH

O

 

2,15 8,44 

4,4'-
methylenediphenol 

(BPF) 

620-92-8 200 

OHOH  

2,91 9,66 

4,4'-(propane-2,2-
diyl)diphenol (BPA) 

80-05-7 228 

CH3

OHOH

CH3

 

3,32 9,52 

[1,1'-biphenyl]-4,4'-diol 
(BP4-4) 

92-88-6 186 OHOH

 

2,52 9,45 

4,4'-(ethane-1,1-
diyl)diphenol (BPE) 

2081-08-
05 

214 

CH3

OHOH  

3,18 9,59 

4,4'-(2,2-
dichloroethene-1,1-

diyl)diphenol 
(BPC) 

14868-03-
2 

280 

OHOH

ClCl

 

3,95 9,23 

4,4'-(1-phenylethane-
1,1-diyl)diphenol 

(BPAP) 

1571-75-1 290 

OHOH

CH3

 

5,00 9,36 

4,4'-(perfluoropropane-
2,2-diyl) 

diphenol (BPAF) 

1478-61-1 336 

OHOH

F

F

F

F

F
F

 

5,02 8,90 
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Nom de la 
molécule 

Numéro 
CAS 

Poids 
moléculaire 

(g/mol) 
Structure chimique 

Log 

Po/w
a
 

pKab
 

4,4’-isopropylidenedi-
0-cresol 

(3-3 BPA) 
79-97-0 256 

CH3

OHOH

CH3

CH3
CH3

 

4,81 9,74 

4,4'-(9H-fluorene-9,9-
diyl) 

diphenol (BPFL) 
3236-71-3 350 

OH OH 

5,59 9,14 

4,4'-(1,4-

phenylenebis(propane-

2,2-diyl)) 

diphenol (BPP) 

2167-51-3 346 

CH3

OH

CH3

CH3

CH3

OH  

7,04 9,49 

4,4'-(1,3-phenylenebis 
(propane-2,2-

diyl))diphenol (BPM) 

13595-25-
0 

346 

CH3

OH

CH3 CH3 CH3

OH 

7,04 9,47 

4,4'-(cyclohexane-1,1-
diyl) 

diphenol (BPZ) 
843-55-0 268 

OH OH 

5,00 9,45 

4,4'-
(diphenylmethylene) 

diphenol (BPBP) 
1844-01-5 352 

OHOH  

6,02 9,21 

4,4'-(butane-2,2-
diyl)diphenol 

(BPB) 
77-40-7 242 

CH3

OH OH

CH3

 

4,44 9,49 

aChemDraw17.1 (ChemPropPro) 

bChemDraw17.1 (Molecular Networks) 

  



  Etude bibliographique - Partie 2  

28 

Partie 2   : Exposition humaine aux bisphénols 

L’évaluation du risque lié à l’exposition aux perturbateurs endocriniens (PE) nécessite d’une 

part, de caractériser l’effet perturbateur endocrinien de la substance et d’autre part, de 

connaître l’exposition interne de l’Homme à ces composés. Dans la suite de cette étude 

bibliographique, nous nous focaliserons sur l’exposition aux bisphénols. Il est important de 

distinguer l’exposition externe de l’exposition interne (Figure 2). L’exposition externe 

correspond à la dose de bisphénol à laquelle l’Homme est exposé par différentes voies via 

son environnement. La quantité de substance qui est absorbée et donc qui se retrouve dans 

la circulation générale, que ce soit sous sa forme parente ou métabolisée, correspond à la 

dose interne. Elle peut être évaluée par la détermination des concentrations plasmatiques ou 

urinaires (si l’élimination est majoritairement rénale) des bisphénols et de leurs métabolites 

chez l’Homme.  

Les effets des bisphénols sont déterminés par les concentrations plasmatiques de la 

molécule parente. En effet, pour la plupart des bisphénols, seul le bisphénol non métabolisé 

a une activité de perturbateur endocrinien, leur principal métabolite, le bisphénol mono-

glucuronide n’a pas d’effets oestrogéniques [52]. La quantité en bisphénol natif qui atteint la 

circulation générale correspond à l’exposition interne au bisphénol non-conjugué, celle-ci 

peut être prédite par modélisation à partir de l’exposition externe et de données issues des 

études pharmacocinétiques (absorption, métabolisation, élimination…) [47], [53].  

 

Figure 2 : Représentation schématique de l'exposition externe, de l’exposition interne en bisphénol total et en 
bisphénol non conjugué.  
Note : L’exposition externe correspondant à la dose à laquelle l’Homme est exposé via son environnement, la 
dose/exposition interne en bisphénol total, correspondant à la dose absorbée i.e : quantité qui atteint la circulation 
générale sous forme native ou métabolisé et la dose/exposition interne en bisphénol aglycone correspond à la 
dose qui atteint la circulation générale sous forme de bisphénol non conjugué. Pour les substances fortement 
éliminées par le rein, l’exposition interne au bisphénol natif ou métabolisé peut être déterminée à partir de la 
quantité de bisphénol total éliminée dans les urines. Créé avec BioRender.com 
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1. Sources d’exposition aux bisphénols   

L’Homme est exposé aux bisphénols de façon ubiquitaire par son environnement. Il peut être 

exposé par différentes voies : l’ingestion via l’alimentation, la voie transcutanée via 

notamment le contact avec les tickets thermiques et les produits d’hygiène et l’inhalation des 

poussières. Actuellement, la principale voie d’exposition au BPA est l’ingestion [54]. Dans 

cette partie, les différentes sources d’exposition aux bisphénols sont présentées.  

1.1. Exposition alimentaire  

Les aliments peuvent être contaminés par les bisphénols contenus dans les emballages 

constitués en polycarbonate ou contenant des résines époxy. En effet, dans certaines 

conditions de température ou de pH, les polymères de bisphénols peuvent s’hydrolyser 

libérant ainsi des monomères [55]. La migration des bisphénols augmente lors de la 

pasteurisation des boîtes de conserve présentant un revêtement interne en résine époxy du 

fait des températures élevées [56].  

La teneur en bisphénols dans les denrées alimentaires de consommation courante 

(céréales, viandes, poissons, produits laitiers, végétaux, boissons...) a fait l’objet de plusieurs 

études présentées dans le tableau 2. Le BPA est le bisphénol le plus souvent détecté dans 

les produits alimentaires, avec un taux de détection moyen de 68%, suivi du BPS (26%) et 

du BPF (15%). D’autres bisphénols émergents ont également été détectés mais moins 

fréquemment, c’est le cas pour le BPAF, le BPAP, le BPP, le BPZ et le BPB. Une étude sur 

la présence de bisphénols dans les laits en poudre destinés aux nourrissons en Inde a 

identifié la présence de BPA et de BPS dans 76% et 28% des échantillons, respectivement 

[57]. 

Dans une étude réalisée en Espagne, seul le BPA, le BPB et le BPE ont été détectés dans 

les aliments, avec un taux de détection plus élevé pour le BPA [58]. Dans cette étude, les 

aliments contenus dans des boîtes de conserve ont une teneur en BPA supérieure à celle du 

même type d’aliment contenu dans les récipients en verre.  

La contamination en bisphénols des aliments par les emballages alimentaires a été  

confirmée dans l’étude de Santé publique France [55] qui a montré des concentrations 

urinaires plus élevées en BPS chez les individus consommant des aliments pré-emballés.  
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Tableau 2 : Taux de détection des bisphénols dans les aliments issus du commerce et représentant la 
consommation courante (céréales, viandes, poissons, œufs, produits laitiers, végétaux, boissons, matières 
grasses, biscuits..) à partir de différentes études. 

Pays    BPA BPS BPF BPAF BPAP BPB BPP BPZ 3-3BPA BPE BPFL Références  

USA 
F(%) 57 21 10 11 11 3 3 2 

- - - [18]  
LOD (ng/g) 0,01 0,01 0,05 0,01 0,01 0,025 0,025 0,05 

Inde (lait en 
poudre) 

F(%) 76 28 
- 

ND 
- - - 

13 ND ND ND 
 [57] 

LOD (ng/g) 0,09 0,09 0,18 0,18 0,28 0,19 0,29 

USA 
F(%) 

- 
32 15 

- - 
1 4 28 

- - -   [59] 
LOQ (ng/g) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 

Chine 
F(%) 70 23 19 13 8 2 7 3 

- - - [19]  
LOD (ng/g) 0,01 0,01 0,05 0,01 0,01 0,025 0,025 0,05 

Taux de détection moyen  (%) 68 26 15 12 10 2 5 12 - - - 
 

- non évalué dans l'étude, ND non détecté 

Les teneurs de bisphénols détectés dans les aliments permettent de déterminer l’apport 

journalier en bisphénols lié à l’alimentation, en considérant des repas-types. Dans l’étude de 

Liao et Kannan, les apports journaliers alimentaires moyen chez l’adulte pour le BPA, BPAF, 

BPAP, BPB, BPF, BPP, BPS et le BPZ, étaient compris entre 0,346 ng/kg pc/j (pc = poids 

corporel) pour le BPB et 44,6 ng/kg pc/j pour le BPA [18]. Le conditionnement des aliments 

entraîne une variation des apports journaliers qui s’élèvent, pour les boîtes de conserve en 

polycarbonate à 230 ng/kg pc/j pour le BPA, 4 ng/kg pc/j pour le BPB, 10 ng/kg pc/j  pour le 

BPE et pour les contenants en verre, à 30 ng/kg pc/j pour le BPA, 5 ng/kg pc/j pour le BPB et 

7 ng/kg pc/j pour le BPE, respectivement [58]. Les apports alimentaires journaliers en 

bisphénols sont variables en fonction des études. L’exposition alimentaire au BPA a été 

estimée par l’organisation mondiale de la santé (OMS) entre 0,4 et 1,4 μg/kg pc/j en 2011 

[60]. Cette exposition est inférieure à la DJA établie par l’EFSA, qui est de 4 μg/kg [61]. 

1.2. Produits d’hygiène  

Plusieurs études ont recherché et quantifié différents bisphénols dans les produits d’hygiène. 

Aux Etats-Unis et en Chine, de nombreux analogues, BPA, BPAF, BPAP, BPB, BPF, BPP, 

BPS, BPZ ont été détectés dans les produits d’hygiène avec une concentration médiane 

pour tous les bisphénols confondus de 4,07 ng/g. Le BPA, BPAF, BPAP et BPS ont été 

détectés dans 13,4, 8,7, 10 et 10,8% des échantillons, respectivement, avec notamment du 

BPAP détecté dans presque la moitié des dentifrices [20]. Dans une autre étude, le taux de 

détection de différents bisphénols était de 38,7% pour le BPAF, 21,3% pour le BPA, 33,3% 

pour le BPS, alors que les bisphénols suivants, BPF, BPP, BPZ et BPAP, étaient très peu 

détectés avec un taux inférieur à 10%. Cependant, pour le BPA, les produits d’hygiène 

contribuent à seulement 0,24% de l’exposition quotidienne interne à ce bisphénol [21]. Peu 

de données sur l’estimation de l’exposition par les produits d’hygiènes aux autres bisphénols 
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analogues du BPA sont disponibles, notamment, en raison du manque d’informations sur le 

taux d’absorption cutanée des différents analogues. 

1.3. Exposition par inhalation  

En raison de l’utilisation des bisphénols pour la fabrication de nombreux revêtements ou 

vernis d’intérieur, l’inhalation des poussières constitue une source d’exposition à ces 

substances. Certaines études ont recherché les bisphénols dans les poussières à l’intérieur 

de l’habitat ou des voitures, les taux de détection étaient élevés, de 80 à100 % pour le BPA, 

de 77 à 100% pour le BPS, de 57 à 83% pour le BPF et de 21,2 à 70% pour le BPAF. Quant 

aux BPZ, BPP, BPAP et BPB, ils étaient très peu détectés dans les poussières collectées 

entre 2012 et 2015, alors qu’une étude de 2020, rapporte un taux de détection du BPZ de 

70%, du BPP de 35% et du BPAP de 75% pour des limites de quantification plus élevées. Le 

BPA est le bisphénol dont la concentration est la plus élevée, avec une concentration 

médiane comprise entre 0,440 et 2,98 µg/g selon les études [22], [23], [62]. Les jeunes 

enfants, plus proches du sol, sont plus exposés aux bisphénols que le reste de la population 

(environ 10 ng/kg pc/j pour les enfants entre 1 et 5 ans contre 2 ng/kg pc/j pour les adultes 

aux Etats-Unis) [23], [62]. Parmi le BPA, le BPS et le BPF, c’est le BPA qui présente la plus 

forte exposition externe journalière estimée via l’inhalation de poussières en considérant une 

absorption totale des bisphénols. Toutefois, cette voie d’exposition représenterait moins de 

10% de l’exposition externe due à l’ingestion [62].  

1.4. Tickets de caisse 

Suite à la restriction réglementaire récente, en 2020, de l’utilisation de BPA en tant que 

révélateur de pigment dans les tickets de caisse thermiques [46], les industriels ont substitué 

le BPA majoritairement par le BPS et par un autre composé dérivé du BPS, le D-8 (4-

Hydroxyphenyl 4-Isoprooxyphenylsulfone). D’autres substances sans noyau phénol, comme 

le Pergafast 201, sont utilisées comme substituts des bisphénols dans certains papiers 

thermiques [24], [63]. Les teneurs de BPA et de BPS dans les papiers thermiques 

commercialisés entre 2011 et 2018 sont comprises entre 0,93 et 1,89% et entre 1,2 et 1,4% 

(mg de bisphénol pour 100 mg de papier), respectivement [63]–[65]. Dans deux études 

allemandes évaluant le BPA et le BPS dans des papiers thermiques disponibles entre 2015 

et 2019, le BPA est détecté dans environ 40% des tickets thermiques contre seulement 14% 

pour le BPS. Malgré les restrictions mises en vigueur en 2020, aucune tendance vers la 

diminution du taux de détection du BPA dans les papiers thermiques allemands n’a été 

observée entre 2015 et 2019 [66], [67].  

Les données suggèrent des différences de concentrations en BPA et en BPS dans les 

papiers thermiques entre les continents. Dans les papiers thermiques américains, elles sont 
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supérieures à celles dans les papiers européens, 15,5 mg/g en moyenne dans les tickets 

américains contre 11 mg/g pour le BPA et 11,5 mg/g contre 6,2 mg/g pour le BPS dans les 

papiers européens. En Asie, les concentrations déterminées semblent du même ordre de 

grandeur qu’en Europe mais peu de données sont disponibles [68]. L’exposition au BPA par 

les tickets de caisse correspondrait à moins de 15% de la DJA (4 μg/kg pc/j) pour les 

personnes les plus exposées, comme les caissières par exemple (95ème percentile) et moins 

de 1% pour la population générale, en prenant en compte une absorption transcutanée du 

BPA de 27% [69]. L’exposition au BPA et au BPS liée à leur présence dans les tickets de 

caisse serait bien présente mais faible.   

1.5. Conclusion 

Les données actuelles montrent que les bisphénols sont omniprésents dans notre 

environnement, dans l’alimentation, les tickets thermiques, les cosmétiques et les 

poussières, il y a donc de nombreuses sources d’exposition à ces molécules. Malgré les 

restrictions d’utilisation du BPA, celui-ci reste le bisphénol le plus détecté, suivi du BPS. 

Cependant, une dizaine de bisphénols utilisés en remplacement du BPA dans de nombreux 

produits, mais avec des tonnages plus limités, sont également présents dans notre 

environnement. Ainsi, leurs effets et le niveau d’exposition de la population doivent être 

documentés pour évaluer le risque lié au remplacement du BPA par ces analogues.   

2. Etudes de biosurveillance  

2.1. Données urinaires 

Des études in vitro, sur des fractions sub-cellulaires hépatiques humaines et de rat et sur 

des lignées cellulaires hépatiques humaines et rénales  ont montré que le BPA, le BPS, le 

BPAF et le BPF sont majoritairement métabolisés en métabolites conjugués, glucuronides et 

sulfates [52], [70], [71]. Ces composés conjugués, plus polaires, sont généralement éliminés 

dans les urines. Ainsi, des études toxicocinétiques in vivo chez différentes espèces, les 

rongeurs, le porc, le singe et l’Homme, ont montré que le BPA, le BPS, le BPF et le BPAF, 

administré par voie orale, sont majoritairement éliminés dans les urines [72]–[78]. Il existe 

actuellement peu de données évaluant le devenir des autres bisphénols dans l’organisme.  

Par conséquent, les études de biosurveillance évaluent généralement l’exposition interne 

aux bisphénols à partir de la quantité de bisphénol total excrétée dans les urines, en 

considérant que les urines constituent la voie majeure d’élimination.  

Le tableau 3 résume la fréquence de détection et les concentrations urinaires médianes en 

bisphénol total rapportées dans les études de biosurveillance publiées récemment. La figure 

3 représente les doses journalières de bisphénols auxquelles une personne est exposée, en 
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moyenne dans le monde, estimées à partir des concentrations urinaires publiées entre 2000 

et 2019. L’Homme est environ 4 fois plus exposé au BPA qu’au BPS et au BPF. Ces 

quantités moyennes de bisphénols excrétées par jour (2,53, 0,60 et 0,68 µg/personne/jour, 

BPA, BPS et BPF [25]) sont cohérentes, bien que plus faible pour le BPS, par rapport aux 

estimations des apports alimentaires journaliers pour un adulte de 80kg, respectivement 3,6, 

0,1 et 0,6 µg/personne/jour pour le BPA, le BPS et le BPF [18]. Les bisphénols les plus 

souvent détectés dans les urines sont le BPA, le BPS, le BPF et le BPAF avec des taux de 

détection très variables suivant les études et les pays, entre 7 et 100 %, 3 et 100 %, 2 et 

100% et 0 et 100 %, respectivement. Les autres bisphénols sont souvent peu recherchés et 

rarement détectés (tableau 3).  

 

Figure 3 Estimation de la dose journalière moyenne en µg/jour de BPA ou de ses analogues à laquelle l’Homme 
est exposé, à partir des concentrations urinaires. Le nombre indiqué sur chaque histogramme correspond au 
nombre d’échantillons urinaires (d’après [25]). 

L’étude de l’exposition journalière aux bisphénols dans les 30 pays, effectuée par Wang et 

al. (2020), a permis d’observer que l’exposition aux bisphénols est variable en fonction des 

pays [25]. Par exemple, l’exposition journalière en BPA moyenne entre 2000 et 2016 variait 

de 0,61 µg/personne/kg en Tunisie à 5,18 µg/personne/kg en Italie [79]. Il est difficile 

d’identifier des éléments déterminant ces variations, au sein même d’un pays les expositions 

sont variables [80]. Néanmoins, des liens avec la proximité de certaines usines ou les 

réglementations concernant le BPA des différents pays sont envisagés [25], [81], [82].  

L’exposition est variable en fonction de l’âge de la population étudiée, d’après l’étude de 

santé publique France, les jeunes enfants sont en moyenne plus exposés au BPA, BPS et 

BPF, que les adultes [55]. 

Les concentrations urinaires de certains bisphénols ont varié au cours des années, ce qui 

peut être expliqué par les restrictions concernant l’utilisation du BPA. Ainsi, les 
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concentrations urinaires en BPA total ont diminué entre 2008 et 2018, de 2,21 ng/mL à 1,05 

ng/mL, respectivement [26]. De la même façon, dans d’autres études [83], [84], une 

décroissance des concentrations urinaires en BPA de 57 % a été observée entre 2009 et 

2017 [85]. Durant la même période, les concentrations en BPS ont tendance à augmenter 

ainsi que son taux de détection [84], [85], le BPS est détecté dans seulement 25 % des 

échantillons urinaires en 2000 contre 74 % en 2014 [83]. L’augmentation des concentrations 

urinaires est également observée pour le BPF, même si elle est moins prononcée [84], [85]. 

Peu d’études sont disponibles sur l’évolution temporelle des concentrations ou des 

fréquences de détection des bisphénols autres que le BPA, BPF et BPS. Cependant, le 

BPAF est faiblement détecté dans les échantillons urinaires à partir des années 2010 

(environ 1 ou 2 %) alors qu’il n’était pas détecté dans les années 2000 [83]. Par ailleurs, 

même si le taux de détection du 3-3BPA et du BPG est resté faible entre 2009 et 2017, 

inférieur à 20 %, la concentration maximale détectée a augmenté, de 11,4 à 371 ng/mL pour 

le 3-3BPA et de 9,54 à 311 ng/mL, pour le BPG [85].  

Le type d’emballage alimentaire présente un impact sur l’exposition interne en bisphénols. 

Ainsi, dans une étude comparant le taux de bisphénols excrétés dans les urines humaines 

après une consommation d’aliments conditionnés dans différents types d’emballages, le 

groupe consommant des aliments conditionnés en boite de conserve (emballages en 

polycarbonate) présente une quantité de BPA total dans les urines supérieure au groupe 

consommant des aliments conditionnés dans du verre, 0,81 µg/j et 0,53 µg/j, respectivement. 

Le BPAF, BPF, BPB, BPZ et BPE ont été très peu ou pas détectés dans les échantillons 

urinaires, ce qui n’a pas permis de faire une comparaison des deux groupes [86]. De la 

même façon, la consommation occasionnelle de produits contenus en boîte de conserve ou 

pré-emballés a été associée à une augmentation de l’exposition alimentaire au BPS [55].  

La contribution de la manipulation des tickets de caisse sur l’exposition au bisphénols a été 

évaluée sur une population de caissiers. Les concentrations urinaires en BPA et BPS étaient 

augmentées après la période de travail [64], [65], mais cette différence n’a pas été confirmée 

pour le BPA dans une autre étude [63]. En revanche, les concentrations urinaires en BPA et 

BPS des caissiers après avoir travaillé ont été supérieures à celles de la population générale 

[63]. 

2.2. Données plasmatiques 

Les concentrations plasmatiques sont des marqueurs de l’exposition interne. Cependant, 

elles présentent plusieurs inconvénients : (1) les concentrations sont faibles en raison de 

l’élimination rapide des bisphénols comme le BPA ou le BPS ; (2) les contaminations 

possibles des prélèvements sanguins au moment de la collecte ou du traitement des 
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échantillons peuvent conduire à des valeurs erronées. Ainsi, les données publiées doivent 

être considérées avec circonspection. 

Dans l’étude de Jin [87], le BPA, le BPS et le BPAF non conjugués ont été détectés dans 46, 

56 et 31 % des plasmas d’adulte en Chine avec des limites de détection de 5, 17 et 6 pg/mL, 

respectivement. Dans d’autres études, le BPA, le BPS, le BPP, le BPAF et le BPAP totaux 

ont été détectés dans le sérum de femmes enceintes habitant dans une zone de recyclage 

de déchets électroniques avec des fréquences de détection comprises entre 53 et 76 % pour 

le BPA, 27 et 30 % pour le BPS, 8% et 13% pour le BPP, 13 et 25% pour le BPAF et 7% et 

13 % pour le BPAP, avec des limites de quantification comprises entre 0,01 et 0,2 ng/mL 

[82]. Les bisphénols émergents non conjugués ont été détectés dans le plasma de 60 

femmes enceintes du sud de la Chine avec une fréquence de détection du BPA, du BPAF et 

du BPE, de 100 % ; du BPS de 97% ; du BPF et du BPAP de 30% pour des limites de 

détection de 22, 4, 10, 3, 32 et 4 pg/g, respectivement [88].  
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Tableau 3 : Fréquence de détection (frq) et concentration médiane (C) des bisphénols totaux dans les urines humaines exprimée en ng/mL. 

      BPA  BPS  BPF Autres bisphénols    

Année de 
la cohorte  

Pays  Population  
Frq 
% 

C 
ng/mL  

LOQ / 
LOD 

ng/mL  

Frq 
% 

C 
ng/mL  

LOQ / 
LOD 

ng/mL  

Frq 
% 

C 
ng/mL  

LOQ / 
LOD 

ng/mL  

Fréquences / Concentrations / LOQ, 
LOD 

Références  

2016-2019 Slovénie  
 Enfants  99 1,9 

0,25 
27 <LOQ 

0,25 
85 0,085 

0,03 - [89] 
Adolescents 100 1,6 35 <LOQ 87 0,11 

2017-2018 Belgique  Adolescents 86 1,05 0,3 83 0,12 0,04 97 0,14 0,02 

BPAF : 12 % / <LOQ / 0,02 ng/mL  

 [26] BPB : 57 % / 0,03 / 0,02 ng/mL  

BPZ : 37 % / <LOQ / 0,03 ng/mL  

2014-2016 France 
Adultes 100 2,45a 

0,01 
100 0,42a 

0,003 
100 0,28a 

0,01 - [90]  
Enfants 100 2,15a 99,9 0,16a 100 0,13a 

2015 Chine  Enfants 93 0,84 0,1 56 0,06 0,02 12 0,2 0,1 

BPAF : 66 % / < 0,02 ng/mL  

[80]  
BPP : 39 % / 0,35 / 0,09 ng/mL  

BPZ : 18 % / < 0,05 ng/mL  

BPAP : 44 % / < 0,04 ng/mL  

2000−2014 Etats-Unis Adultes 
74-
99 

0,15 -
2** 

0,1 
19-
74 

<0,1-
0,25** 

0,1 42-88 
0,15-
0,54** 

0,1 - [83]  

2016-2017 Norvège Adultes 96 1,36 0,04 29 0,16 0,1 4 0,08 0,07 
BPAF : ND / 0,02 ng/mL  

 [91] 
BPB : ND / 0,03 ng/mL  

2009;2013; 
2017 

Danemark Jeunes hommes 92 1,33 0,07 86 0,18 0,02 87 0,32 0,05 

BPE : 11 / <0,06 ng/mL [85] Valeur 
pour l'année 

2017  
3-3BPA : 19 / <0,06 ng/mL 

BPBP : 16 / <0,48 ng/mL 

2019 Suisse Enfants 7 2,4* 
0,09-
0,15 

3 6,41* 
0,01-
0,2 

2 2,7* 
0,09-
0,15 

BPAF / BPB / BPZ / BPAP / 3-3BPA / 
BPBP : ND / ND / 0,09-0,15 ng/mL  

[92]  

BPP : 4 % / 20,54* / 0,09-0,15 ng/mL  

BPM : 25 % / 53,07* / 0,09-0,15 ng/mL  

BPE : 2 % / 5,85* / 0,09-0,15 ng/mL  

BPC : 23 % / 11,22* / 0,09-0,15 ng/mL  

2009−2014 Suède 
Femmes 
enceintes 

96 0,87 0,22 68 0,043 0,03 98 0,29 0,03 - [84]  

2017 Chine  Femmes 100 0,9** 0,01- 100 0,05** 0,01- - BPAF : 100% / 0,1** / 0,01-0,02 ng/mL   [82] 
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enceintes / zone 
de 

démantèlement 
d'objet 

électronique  

0,2 0,2 BPB / BPZ : ND / 0,01-0,02 ng/mL  

BPP : 7 % / <0,02** / 0,01-0,02 ng/mL  

BPAP : 47 % / <0,02** / 0,01-0,02 
ng/mL  

2004-2005 Pays-Bas 
Femmes 
enceintes 

77,1 1,65 0,15 70,5 0,35 0,05 41,2 0,58 0,18 

BPAF : ND / 0,79 ng/mL / BPB : 9,2 % / 
0,17 / 0,03 ng/mL 

[93]  BPZ : 13,1 / 0,17 / 0,12 ng/mL / BPAP : 
8 % / 0,25 / 0,07 ng/mL 

 BPP : 1,7 % / 0,16 / 0,11 ng/mL 

2018 Chine  Etudiants 99 3,57  0,02 88 0,24  0,01 80 0,16 0,01 

BPAF : 85 / 0,03 / 0,005 ng/mL / BPP : 
34 % / < 0,01 ng/mL 

[22]  BPZ : 68 / 0,11 / 0,05 ng/mL  

BPAP : 83 / 0,12 / 0,01 ng/mL  

2014-2017 France 

Femmes 
enceintes 2 ème 

trimestre 
99 2,01 

0,04 

25 <LOD 

0,1 

ND 

- BPAF : ND 
 [94] 

 

Femmes 
enceintes 3 ème 

trimestre 
98 1,8 28 <LOD ND 

Enfants 2 mois  99 0,71 33 <LOD ND 

Enfants 12 mois  100 4,17 78 <0,4 ND 

2013-2015 Chine  
Femmes 
enceintes 

76,9 1,4 0,04 86,8 0,38 0,04 98,3 0,65 0,02 - [95]  

2013−2014 Etats-Unis 
Adultes 

95,7 
1,24 

0,2 89,4 
0,37 

0,1 66,5 
0,35 

0,2 -  [96] 
Enfants 1,25 0,29 0,32 

  France 
Caissiers 

- 
96 2,53 

0,1 - -  [64] 
Non caissiers 100 0,67 

2012-2013 France 
Femmes 
enceintes 

99   0,1 97 0,67 0,1 - - [97]  

2013-2014 France 
Caissiers - 8,92 0,02 

- - - [65] 
Non caissiers - 3,54   

2011-2013 Etats-Unis 
Caissiers après 

le travail  
- - 0,54a 

0,01–
0,02 

- -  [63] 

ND bisphénol suivi mais non détecté, - bisphénol non suivi dans l’étude ; 
a
 concentrations en µg/g de créatinine ; *moyenne ; ** moyenne géométrique 
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2.3. Exposition fœtale aux bisphénols 

L’exposition des femmes enceintes est particulièrement critique en raison des effets 

délétères potentiels des bisphénols sur le fœtus. D’une façon générale, les femmes 

enceintes présentent une exposition similaire à celle de la population générale [82], [84], 

[93], [94], [97], [98] (Tableau 3).  

Le passage placentaire du bisphénol A et du bisphénol S a été démontré sur un modèle ex 

vivo de placenta humain perfusé [99], [100], ce qui signifie que le fœtus peut être exposé aux 

bisphénols via sa mère. Quelques études ont mesuré les concentrations sériques de BPA et 

de ses analogues dans le sang de cordon ombilical, les résultats sont résumés dans le 

tableau 4.  

Tableau 4 : Fréquence de détection et concentration médiane des bisphénols totaux dans le sang de cordon 
ombilical en ng/mL. 

Pays / 
année 

  BPA BPS BPF BPAF BPP BPAP BPB BPZ BPE Références 

Chine* 
(n=106) 
/ 2017 

Concentration (ng/mL) 1,5 0,028 

- 

 <0,01   <0,02  <0,02 
ND ND 

- [82] Fréquence (%) 88 63 24 19 22 

LOD (ng/mL) 0,1  0,01  0,01  0,02  0,02 0,01-0,2   

Chine 
(n=60) 
/ 2017- 

2018 

Concentration aglycone 
(ng/g) 

0,123 0,0058 
ND 

0,081 

- 

<LOD 
ND ND 

0,043 

[88] 
Fréquence (%) 100 93 100 17 100 

LOD (ng/g) 0,022 0,003 0,032 0,004 0,004 0,006 0,012 0,010 

Chine 
(n=61) 
/ 2012- 

2013 

Concentration moyenne 
(ng/mL) 

0,56 ND 

- 
ND 

- - 
ND 

- - [101] Fréquence (%) 52 12 

LOD (ng/mL) 0,01 0,03 0,01 0,05 

USA 
(n=30) 

Fréquence (%) 3,3 ND 50 57 
- - 

3,3 
- 

ND 
[102] 

LOD (ng/mL) 1,7 0,5 2,5 0,14 0,5 1,9 

*Population sur une zone de démantèlement d’objets électroniques  

Ces études évaluent principalement l’exposition fœtale via la détermination des 

concentrations en bisphénol total dans le sang de cordon ombilical. Les concentrations 

détectées sont variables en fonction des études mais, pour le BPA et le BPS, elles semblent 

plus élevées lorsque les femmes enceintes sont exposées dans des zones contaminées 

comme des zones d’usines de démantèlement d’objets électroniques [82]. Les bisphénols 

émergents (BPS, BPF, BPAF, BPP, BPAP, BPE) ont été détectés dans les sangs de cordon 

ombilical. Ceci montre un possible transfert de la mère vers le fœtus de ces analogues du 

BPA. Néanmoins, il n’existe pas de relation entre les concentrations maternelles et fœtales 

[101], [102].   

En conclusion, les données urinaires issues des études de biosurveillance permettent 

d’estimer l’exposition humaine interne aux bisphénols, dont l’absorption est élevée et qui 

sont excrétés majoritairement dans les urines, ce qui a été démontré pour le BPA et le BPS 
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[77], [78], [103]–[105]. Les études de biosurveillance ont montré qu’environ 100% de la 

population est exposée aux bisphénols en particulier au BPA, BPS et BPF. Quelques études 

ont évalué l’exposition à d’autres bisphénols émergents, mais les taux de détection sont plus 

faibles. Ces données montrent la réalité de la substitution du BPA par le BPS et le BPF et 

par d’autres bisphénols émergents dont le potentiel perturbateur endocrinien n’a pas encore 

été évalué et qui peuvent donc présenter un risque pour la population. Les effets observés 

sont déterminés par les concentrations circulantes en bisphénols aglycones, qui sont 

difficiles à quantifier en raison des fluctuations importantes et du risque de contamination des 

échantillons. Il est donc nécessaire de déterminer les paramètres toxicocinétiques des 

bisphénols afin de prédire la dose interne de bisphénol non conjugué, chez l’Homme.  
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Partie 3   : Toxicocinétique des bisphénols  

La détermination des paramètres toxicocinétiques des bisphénols est essentielle pour 

prédire et comprendre l’exposition interne aux bisphénols actifs. Le devenir des bisphénols 

dans l’organisme met en jeu des mécanismes d’absorption, de métabolisation, de distribution 

et d’élimination (figure 4).  

 

Figure 4 : Représentation schématique du devenir des bisphénols dans l’organisme et de la relation entre 
l'exposition externe et les concentrations plasmatiques en bisphénols non-conjugués (actifs) et en métabolites 
conjugués (non-actifs).  
Note : L’exposition/dose interne au bisphenol total est la dose absorbée c’est-à-dire qui atteint la circulation 
générale sous forme aglycone et métabolisée. L’exposition/dose interne au BPs actifs est la dose qui a atteint la 
circulation générale sous la forme non conjuguée, biodisponible. Les bisphénols non-conjugués et conjugués sont 
distribués entre le compartiment central (vascularisé) et les compartiments périphériques.  

 

Les propriétés toxicocinétiques des BPs peuvent être déterminées à l’aide de modèles in 

vivo et in vitro ou ex vivo. Le métabolisme est généralement évalué sur des hépatocytes 

isolés ou des fractions subcellulaires hépatiques ou intestinales ; la liaison aux protéines est 

évaluée par microfiltration ou dialyse à l’équilibre ; l’absorption est déterminée sur des 

modèles d’épiderme de peau, d’épithélium intestinal …. Des études in vivo réalisées sur des 

modèles pertinents vis-à-vis de l’Homme permettent d’évaluer différents paramètres 

toxicocinétiques clés pour comprendre le devenir d’une substance dans l’organisme. Ces 

paramètres sont évalués à partir du décours temporel des concentrations plasmatiques 

après administration par voie intraveineuse et extravasculaire de la substance (Figure 5). 
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Figure 5 : Représentation schématique du décours temporel des concentrations plasmatiques après une 
administration par voie intraveineuse (en rouge) et après une administration par voie orale (en bleu) et l'aire sous 
la courbe (AUC) représenté en bleu. 

Les paramètres classiquement caractérisés sont :  

- L’élimination, évaluée par la clairance (Cl) qui est la capacité de l’organisme à 

éliminer la molécule, selon la formule suivante :            
     

   
, après 

administration par voie intraveineuse.  

- Le temps de demi-vie d’élimination (T1/2) est un paramètre hybride qui dépend de la 

clairance et du volume de distribution. Pour un modèle monocompartimental, il 

correspond au temps nécessaire pour que la concentration à l’état de pseudo-

équilibre soit diminuée de moitié, selon la formule suivante :  

T1/2 = 
        

  
, avec Vd, le volume de distribution et Cl, la clairance. 

- L’absorption après une voie extravasculaire, correspond à la quantité de substance 

qui atteint la circulation générale, que ce soit sous forme inchangée ou métabolisée. 

Pour les substances majoritairement éliminées par voie urinaire, elle peut être 

évaluée par comparaison des quantités totales urinaires de bisphénol après 

administration intra et extravasculaire.  

- La biodisponibilité (F) représente à la fraction de la dose qui atteint la circulation 

générale sous sa forme non métabolisée. Elle quantifie la proportion de bisphénol qui 

est absorbée et disponible pour produire des effets systémiques. 
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Elle est calculée par    
                                           

                                           
, avec AUC (aire sous 

la courbe figure 5). 

- La distribution décrit le passage du composé du sang vers les différents tissus de 

l’organisme, c’est un phénomène en équilibre et donc réversible. La distribution est 

un phénomène important car les effets observés dépendent des concentrations de la 

substance distribuée au niveau de la biophase. La distribution est évaluée par le 

volume de distribution (Vd) qui est le facteur de proportionnalité entre la quantité de 

substance et la concentration plasmatique au cours du temps :  

-     
               

                                
 

C’est un volume fictif qui correpond au volume dans lequel la subtance devrait être 

distribuée pour atteindre les concentrations plasmatiques à l’équilibre. Il influence la 

forme de la courbe de concentration plasmatique en fonction du temps. La 

comparaison avec les volumes physiologiques (volume plasmatique…) permet de 

déterminer si la substance est distribuée ou si elle reste dans les compartiments 

vascularisés. La liaison des molécules aux protéines plasmatiques spécifiques 

(comme l’albumine) peut moduler le phénomène de distribution des bisphénols et 

détermine la fraction libre, donc biologiquement active de la substance. 

Les voies d’administration considérées dans cette partie sont :  

- la voie intraveineuse (IV) qui permet l’évaluation de paramètres TK fondamentaux 

tels que la clairance plasmatique ;  

- la voie orale considérée comme la voie majeure d’exposition aux bisphénols chez 

l’Homme.  

- La voie transcutanée qui représente aussi une potentielle voie d’exposition chez 

l’Homme. 

Les données toxicocinétiques des bisphénols déterminées après administration par ces 

voies sont synthétisées dans les tableaux 5 et 6. 

3. Métabolisme 

Le métabolisme des bisphénols a été étudié in vitro et in vivo, et met en jeu de manière 

prépondérante des réactions de phase II, notamment la glucuroconjugaison et la 

sulfoconjugaison, et de manière plus limitée, des réactions de phase I (réactions d’oxydation, 

de réduction et d’hydrolyse [52], [106], [107] (figure 6).  
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Figure 6 : Représentation schématique des voies de métabolisation des bisphénols.  
Note : Sont indiqués les bisphénols pour lesquels les métabolites ont été identifiés. Les métabolites glucurono- et 
sufo-conjugués sont les métabolites majoritaires des bisphénols. UGT : Uridine diphospho- 
glucuronosyltransférase, SULF : sulfotransferases, CYP : Cytochrome P450. 

Les activités métaboliques de phase I catalysées par les enzymes CYP450 microsomales 

ont été étudiées in vitro. Ces études ont montré la formation de différents métabolites, dont 

certains peuvent être hautement réactifs, notamment des dimères pour le BPAF, BPF, BPB, 

3-3BPA et BPS [71], [108], [109], et des métabolites mono et dihydroxylés pour ces mêmes 

bisphénols auxquels s’ajoutent le BPE et le BPZ [71], [72], [108]–[111].  

Pour l’ensemble des bisphénols étudiés, la voie prépondérante de métabolisation des 

bisphénols est la glucuronoconjugaison, conduisant à un métabolite mono-conjugué [112]–

[114]. Les UGT (Uridine diphospho-glucuronosyltransférase) impliquées sont différentes 

suivant les espèces et les bisphénols. Ainsi chez l’Homme, le BPS et le BPA sont 

majoritairement métabolisés, respectivement par les enzymes UGT1A9 et UGT2B15 

hépatiques, alors que le BPF est majoritairement métabolisé par l’enzyme UGT1A10 qui se 

situe dans l’intestin [112], [113] et le BPAF est métabolisé par l’enzyme UGT2B7 qui est 

exprimée au niveau du foie, du rein et de l’intestin [115]. L'UGT2A1, une enzyme 

principalement exprimée dans les voies respiratoires, a montré une forte activité à la fois vis-

à-vis du BPF et du BPS et également du BPA [112]. 
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Les autres métabolites du BPA, et vraisemblablement aussi du BPS et du BPF sont le 

conjugué monosulfate produit par les sulfotransférases (SULT) [116], et divers conjugués 

sulfates/glucuronides [116], [117]. Pour le BPA, les enzymes majoritairement impliquées sont 

les SULF1A1, 2A1 et 1E1 [116].  

Des différences interspécifiques de métabolisation ont été observées pour le BPA, le BPS et 

le BPAF in vitro : les rongeurs ont une clairance métabolique supérieure à celle du singe et 

de l’Homme [72], [114], [118].  

Des études in vivo, après administration par voie orale, ont montré que c’est essentiellement 

la forme glucuronoconjuguée du BPA, BPS, BPF et BPAF qui est détectée dans le sang et 

les urines (Tableau 6). Ainsi, après une administration orale de BPA chez l’Homme, environ 

60% de l’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques de BPA total correspond au 

BPAG et 12,4 % à 23 % au BPA-S [78], [119]. En outre, les bisphénols sont majoritairement 

éliminés dans les urines. Ainsi, chez l’Homme, après une administration par voie orale, 100 

% de la dose de BPA (87 % sous forme de BPAG et seulement 3% sous forme de BPA-S) 

[78], [119] et plus de 50 % de la dose de BPS sont retrouvées dans les urines [77], [105] . 

Après une administration orale chez le rat et la souris, le rapport d’AUC de BPS total sur 

l’AUC de BPS aglycone est de 18. Environ 50 % de la dose de BPS est retrouvée dans les 

urines sous forme glucuronide et 20 % et 4 % sous forme sulfate chez la souris et chez le rat 

[72], [120]. Cette forte métabolisation est également observée pour le BPAF avec un rapport 

d’AUCBPStotal/AUCBPS aglycone très élevé,  de 127 à 175 chez le rat et de 16 à 35 chez la souris 

[121]. Chez le rat, après une administration par voie orale, 43-54 % de la dose est retrouvée 

dans les urines et 15-20 % dans les fèces. Le BPF-S est le métabolite majoritaire retrouvé 

dans les urines (>50 %), indiquant que la sulfo-conjugaison pourrait être une voie 

prépodérante de métabolisation [73].  

Par ailleurs, un cycle de recirculation entéro-hépatique a été mis en évidence chez les 

rongeurs pour le BPA, le BPS et le BPF [73], [121], [122]. Ce cycle peut entraîner un rebond 

de concentrations plasmatiques en bisphénol non-conjugué.  

4. Clairance et volume de distribution  

La clairance est le paramètre TK qui permet d’évaluer la capacité d’élimination des 

substances par l’organisme. Ce paramètre ne peut être déterminé qu’après une 

administration par voie intraveineuse (Tableau 5). La clairance totale est définie comme la 

somme de la clairance hépatique ou non hépatique (rénale, intestinale). Pour les bisphénols, 

la clairance hépatique est prépondérante. Il peut exister également une élimination par voie 
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biliaire ce qui peut entraîner un cycle entéro-hépatique, comme cela a été observé chez les 

rongeurs, pour le BPA, le BPS et le BPF [73], [121], [122]. 

Les clairances plasmatiques, dans différentes espèces, du BPA et du BPS sont relativement 

similaires (Tableau 5) [123], [124]. Chez la brebis et le porc, la clairance du BPS est entre 2 

et 3,5 fois plus faible que celle du BPA [76], [125], ce qui indique que le BPS est éliminé 

moins efficacement que le BPA. En outre, le BPS est plus persistant chez le rat que chez les 

autres espèces, avec un temps moyen de résidence (MRT) 5 à 13 fois plus élevé chez le rat, 

en partie en raison d’un volume de distribution 5 à 21 fois plus élevé [124]. 

La clairance du BPAF est proche de celle du BPS chez le rat femelle (0,75 L/(h*kg) versus 

1,2 L/(h*kg)) et chez la souris (environ 3 L/(h*kg)) [72], [126].  

Après une administration du BPS par voie IV, la fraction de la dose de BPS récupérée dans 

l'urine, principalement sous forme de BPSG, au bout de 24 heures était de 29,5 % et 37,5 % 

chez le rat (respectivement, Waidyanatha et al. 2018 [72] et Gayrard et al. 2020 [124]), 

contre 76,8 ± 20,1 % chez les porcelets et 90 ± 34 % chez les brebis gravides [125]. Chez le 

porcelet, le BPA et le BPS non conjugués dans l'urine représentaient respectivement 0,044 

et 0,027 % des doses IV de BPA et de BPS, ce qui indique que la clairance rénale est 

négligeable et que la clairance du BPS et du BPA est principalement due à leur conjugaison. 

Chez le rat, après une administration IV de BPS, un cycle entéro-hépatique a été observé, 

associé à une excrétion fécale de BPS et de ses métabolites, correspondant à 32,5 % de la 

dose [72]. Après une administration IV de BPAF à des rats, une forte élimination biliaire a 

était observée, résultant en une élimination majoritairement fécale [118].  

Une approche allométrique a été utilisée pour prédire les clairances du BPA et du BPS chez 

l’Homme à partir des données précédemment obtenues chez différentes espèces animales 

et a confirmé la faible clairance du BPS par rapport à celle du BPA (0,79 L/(kg*h) versus 

1,55 L/(kg*h))  [123], [124].  Le volume de distribution à l’équilibre prédit chez l’Homme est 

d’environ 1 L/kg pour le BPA  [123] et 2,26 L/kg pour le BPS [124]. Ces valeurs sont 

supérieures au volume de plasma chez l’Homme associé au volume d’eau intracellulaire qui 

est d’environ 0,11 L/kg [127], ce qui signifie que le BPS et le BPA sont largement distribués 

dans les tissus. 

Le volume de distribution du BPA, BPS et BPAF a été évalué chez les rongeurs (tableau 5) : 

les volumes de distribution à l’équilibre (Vss) du BPA (12 L/kg pour le rat mâle et 19,6 L/kg 

pour la souris femelle) [123] sont supérieurs à ceux du BPS (3,64 L/kg [124] pour le rat 

femelle) et du BPAF (de 0,7 L/kg (rat mâle et femelle) et 8,32 L/kg et 1,38 L/kg (souris mâles 

et femelles, respectivement) [126]. Ces volumes de distribution sont très largement 
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supérieurs au volume de plasma des différentes espèces, ce qui signifie que ces substances 

sont distribuées dans l’organisme.  

5. Absorption et biodisponibilité par voie orale 

L’exposition aux bisphénols se fait majoritairement par l’alimentation et de façon plus limitée 

par voie transcutanée. Le devenir du BPA et du BPS dans l’organisme après une 

administration par voie orale est représenté schématiquement sur la figure 7. 

 

Figure 7 : Représentation schématique du devenir du BPA et du BPS après une administration par voie orale. 
Créé avec BioRender.com 
Note : Après une administration par voie orale, le BPA et le BPS franchissent la barrière intestinale, une partie du 
BPA est métabolisée par les UGT (UDP-glucuronyltransférase). En revanche, les UGT intestinales humaines 
recombinantes sont très peu actives sur le BPS et il est très peu métabolisé par les UGT intestinales chez le porc 
[76], [112]. Une fois absorbés, les bisphénols et leurs métabolites atteignent la circulation sanguine au niveau de 
la veine porte et passent dans le foie. Dans le foie, le BPA et le BPS sont métabolisés en acide glucuronide. 
Cette métabolisation correspond à l’effet de premier passage hépatique et détermine la biodisponibilité. Le BPA, 
le BPS et leurs métabolites atteignent ensuite la circulation générale. Une fraction des métabolites peut être 
sécrétée dans la bile et excrétée dans l’intestin, décrivant ainsi un cycle entéro-hépatique : dans l’intestin, ces 
métabolites peuvent être hydrolysés et/ou être éliminés dans les fèces ou être réabsorbés pour atteindre la veine 
porte. Les bisphénols sont alors éliminés principalement sous forme glucuronidée, dans les urines (élimination 
rénale).  

Compte tenu de l’excrétion urinaire majoritaire pour les bisphénols (A et S), l’absorption est 

généralement déterminée par les quantités de bisphénol total retrouvées dans les urines. 

Des études TK évaluant la disposition du BPA et du BPS après une administration orale, 

chez l'Homme [77], [78], [104], [105], chez le singe [128], chez le porc [76], chez la brebis 

[125] et chez les rongeurs [122], [123], [129] ont montré qu'une grande partie de la dose est 
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récupérée dans l'urine, indiquant que le BPA et le BPS sont fortement absorbés par voie 

orale.  

Sur un modèle porcin pertinent pour l'Homme en termes de physiologie gastro-intestinale, un 

modèle TK semi-physiologique a été construit pour évaluer la disposition du BPS et du BPA 

par voie orale (figure 8) [76].  

 

Figure 8 : Résumé des principaux résultats du devenir d'une dose de BPA/BPS administrée par gavage 
orogastrique à des porcelets [76]. 

Les résultats ont permis de montrer que la quasi-totalité (99%) du BPS administrée par voie 

orale était absorbée alors que le taux d’absorption du BPA était de 77%. Le BPS n’est pas 

métabolisé dans les entérocytes tandis que l'intestin contribuerait à la glucuronoconjugaison 

de 34% de la fraction absorbée de BPA lors du premier passage intestinal. Alors que 

seulement 41% de la fraction absorbée de BPS est glucuronoconjuguée dans le foie, la 

quasi-totalité (99%) du BPA non métabolisé dans les entérocytes est glucuronoconjuguée 

lors du premier passage hépatique. L’absorption quasi-totale du BPS associée à l'absence 

de métabolisme dans les entérocytes et à un métabolisme hépatique présystémique modéré 

conduit à une biodisponibilité systémique du BPS environ 100 fois supérieure à celle du BPA 

(57.4 vs 0.50%). Cette faible biodisponibilité du BPA, inférieure à 1% a été retrouvée chez le 

singe [74], [130]. Chez le rat et la souris, le BPS a une biodisponibilité comprise entre 9% et 

30% [131], [132].  

Chez l’Homme, la biodisponibilité n’a pas été déterminée en raison de l’impossibilité 

d’administrer du BPA à l’Homme par voie intraveineuse. Cependant, en accord avec les 

données TK obtenues dans le modèle porcin, les études TK chez l'Homme utilisant du BPS 

marqué ont mis en évidence des différences majeures entre la cinétique du BPA et celle du 

BPS avec des niveaux systémiques de BPS actif bien plus élevés que ceux du BPA [77], 

[78], [105]. En considérant une absorption de 100 % et un métabolisme essentiellement 
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hépatique, la biodisponibilité du BPS par voie orale a été estimée à 62 % [77], une valeur 

similaire à celle obtenue dans le modèle porcin. En outre, une importante recirculation 

entéro-hépatique a été observée, comme cela a été rapporté chez le rat pour le BPS [124], 

[131] et dans des modèles PBPK, chez l'Homme [133].  

La toxicocinétique des autres bisphénols émergents est actuellement très peu documentée. 

Après une administration par gavage chez le rat et la souris, il a été montré que le BPAF est 

rapidement absorbé chez la souris (Tmax = 30 min) et chez le rat (Tmax = 2h20) et sa 

biodisponibilité est faible d’environ 1 % chez le rat et 6 % chez la souris [126], et relativement 

proche de celle du BPA. De plus, chez le rat, une étude TK comparative du BPS et du BPAF 

a montré que, pour une même dose, l’AUC du BPS aglycone est 10 à 42 fois plus élevée 

que celle du BPAF, indiquant que la biodisponibilité du BPS est supérieure à celle du BPAF. 

Cependant, en raison d’une plus faible métabolisation du BPAF chez la souris, cette 

différence n’a pas été observée chez cette espèce [121].  

6. Absorption et biodisponibilité par voie cutanée 

L’exposition aux bisphénols par voie transcutanée a fait l’objet de quelques études pour le 

BPA et le BPS, même si ce n’est pas la principale voie d’exposition. Une étude in vitro a 

exploré l'absorption cutanée et la biotransformation du BPS et du BPA à travers le modèle 

de peau humaine dérivé de kératinocytes. La perméabilité cutanée du BPS était inférieure à 

celle du BPA [134]. Le pourcentage de dose absorbée de BPA était compris entre 3% et 

41% selon le solvant utilisé, sébum et eau respectivement, alors que moins de 1% de la 

dose de BPS déposée passe la barrière cutanée [134], [135]. En outre, ces deux substances 

sont très peu métabolisées par la peau. Des études TK in vivo ont évalué la disposition du 

BPA et/ou BPS après une administration transcutanée (Tableau 6) [77], [134], [136]. 

L'évaluation du profil plasmatique et de la courbe temporelle du taux urinaire de BPS et de 

BPSG a indiqué que l'absorption cutanée de BPS était très limitée (<0,2%, [77]) alors que 

celle du BPA est comprise entre 1 et 2,2% [136].  

7. Liaison des bisphénols aux protéines plasmatiques  

La liaison des bisphénols aux protéines plasmatiques module les processus de 

biodistribution et donc la concentration de bisphénols dans la biophase. Peu d’études ont 

investigué la liaison des bisphénols aux protéines plasmatiques. Le taux de liaison de BPA 

aux protéines plasmatiques a été évalué dans le plasma de singe et chez le rat par 

ultrafiltration, elle est d’environ 94% pour les deux espèces [128], [137]. Chez l’Homme et la 

brebis, cette liaison déterminée par dialyse à l’équilibre est du même ordre de grandeur, de 

94-95% [138], [139].  Le BPA est majoritairement lié à l’albumine.  
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Le pourcentage de liaison du BPS aux protéines plasmatiques, évalué par dialyse à 

l’équilibre chez le rat et l’Homme, est compris entre 82 et 88% et il est plus faible que pour le 

BPA [132].  

La liaison de 8 bisphénols émergents (BPA, BPS, BPF, Bisphénol E (BPE), BPB, BPAF, 

Bisphenol A diglycidyl ether (BADGE) et Bisphénol M (BPM)) à deux protéines plasmatiques 

(l’albumine et l’alpha-1-glycoprotéine acide) a été déterminée par chromatographie liquide 

biomimétique, en utilisant des colonnes dont les phases stationnaires contiennent des 

protéines plasmatiques. Cette étude montre que la liaison des bisphénols aux protéines est 

non spécifique et dépend de leur hydrophobicité, avec une liaison plus importante pour les 

bisphénols liposolubles. Le pourcentage de bisphénol lié à l’albumine a également été 

estimé par des méthodes in silico, il est plus faible pour le BPS (87%) comparativement aux 

autres bisphénols : BPF (92%), BPE (94%), BPA (96%), BPB et BADGE (97%), BPAF et 

BPM (99%) [140].  

8. Temps de demi-vie 

Le temps de demi-vie est un paramètre hybride prenant en compte la clairance et la 

distribution, il a été évalué pour le BPA, le BPS et le BPAF sur différentes espèces. Chez le 

singe, le T1/2 du BPA est d’environ 3 h après une administration intraveineuse [74], [130] et 

de 11 h après une administration orale. Chez l’Homme après une administration par voie 

orale, le T1/2 du BPA est d’environ 6 h [78], [119], du même ordre de grandeur que celui du 

BPS, entre 4 et 8 h [77], [105]. Le T1/2 du BPS chez le rat, après une exposition par voie 

orale, est compris entre 3 h et 4 h [131], [132], le même T1/2 a été observé après une 

administration par voie intraveineuse [132] et chez la souris, il est compris entre 6 et 12 h 

[131]. Après une administration IV chez les rongeurs, le T1/2 du BPAF est compris entre 5 et 

8 h chez le rat et il est d’environ 3h chez la souris. Après administration orale, une 

augmentation du T1/2 avec la dose est observée chez le rat, avec un T1/2 compris entre 9 h et 

44 h ceci n’a pas été observé chez la souris avec un T1/2  de 4,7 h chez le mâle et de 9  h 

chez la femelle [126].  

En conclusion, ces données montrent que le BPA, le BPS et le BPAF sont rapidement 

métabolisés et éliminés après administration par voie intraveineuse et orale avec des temps 

de demi-vie inférieurs à 12 h.  
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Tableau 5 : Synthèse des données toxicocinétiques récentes des bisphénols déterminées à partir d'études in vivo après des administrations par voie intraveineuse. Les 

données sont obtenues à partir des concentrations plasmatiques en bisphénol aglycone.  

Caractéristiques de l'étude Paramètres toxicocinétiques 

Voie intraveineuse 

Espèces Bisphénols Dose 
Nb 

individu 

Clairance 
plasmatique 

(L/(h*kg)) 

T 1/2 (h) / MRT 
(h) 

Volume de 
distribution 

(L/kg) 

Fraction de la dose 
retrouvée dans les 

urines (%) 

Contribution du bisphénol 
parent et des formes 

conjuguées en % des AUC 
Références 

Singe BPA 100 µg/kg 4 - 2,8 - - 
 

[130] 

Rat [14C]BPS 50 mg/kg 4 - - - 43,9 ± 4,0 % (en 72 h) 
 [72] 

Souris [14C]BPS 50 mg/kg 4 - - - 68,0  ± 12,8 % (en 72 h) 
 

Rat BPS 0,5 mg/kg 5 8,8 3,80 15,3 - 
BPS : 2,3 % ; BPSG : 74,5 % 

; BPS-S : 23,2 % 
[132] 

Singe BPAd6 100 μg/kg 4 - 3,6 15 - 
 

[74] 

Porc 
BPS 5 mg/kg 16 0,95 ± 0,24 0,75 ± 0,53 0,30 76,8 ± 20,1 % 

 [76] 
BPA 5 mg/kg 15 3,41 ± 1,23 - 1,0 97,0±27,6% 

 

Brebis BPS 5 mg/kg 4 0,57 ± 0,13 
1,80 ± 0,44 / 
0,30 ± 0,04 

0,17 ± 0,44 - 
 

[125] 

Brebis 
gravide 

BPS 5 mg/kg 6 0,99 2,37 / 0,38 0,38 90 ± 34 % (en 24h) 
 

[141] 

Rat BPS 5 mg/kg 15 0,92 (F) - / 3,96 3,64 
37,5 ± 12,3% (en 24 h) 

dont 93,5 ± 7,1% en 
BPSG 

 
[124] 

Rat 

BPS 34 mg/kg 

3 
1,14 ± 0,261 
(M) et 1,25 ± 

0,24 (F) 

4,67 ± 0,43 (M) 
et 7,46 ± 1,10 

(F) 

0,47  ± 0,18 (M) 
et 0,36 ± 0,01 

(F) 
compartiment 

central 

- 
AUC BPS total environ 4 fois 

supérieure à AUC BPS 

[131] 

Souris 3 
2,45 ± 0,424 
(M) et 3,01 ± 

0,65 (F) 

3,00 ± 0,46 (M) 
et 1,93 ± 0,26 

(F) 

0,61  ± 0,16 (M) 
et 0,57 ± 0,19 

(F) 
compartiment 

central 

- 
AUC BPS total environ 6 fois 

supérieure à AUC BPS 

(M) mâle, (F) femelle 
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Suite tableau 5 

Caractéristiques de l'étude Paramètres toxicocinétiques 

Voie intraveineuse 

Espèces Bisphénols Dose 
Nb 

individu 

Clairance 
plasmatique 

(L/(h*kg)) 

T 1/2 (h) / MRT 
(h) 

Volume de 
distribution 

(L/kg) 

Fraction de la dose 
retrouvée dans les 

urines (%) 

Contribution du bisphénol 
parent et des formes 

conjuguées en % des AUC 
Références 

Cheval 

BPA 5 mg/kg 

4 0,75 ± 0,15 
0,94 ± 0,085 / 
0,63 ± 0,052  

0,47 ± 0,073 

- 

 

[123] 

Brebis 5 1,56 ± 0,17 
1,3 ± 0,29 / 

0,58 ± 0,089 
0,88 ± 0,11 

 

Porc 8 3,48 ± 0,40 
0,97 ± 0,30 / 
0,84 ± 0,21 

2,90 ± 0,83 
 

Chien 6 1,82 ± 0,06 
0,62 ± 0,065 / 
0,53 ± 0,045  

1,05 ± 0,082 
 

Rat 6 3,76 5,6 / 2,2 11,88 
 

Souris 40 2,09 13,3 /4,6 19,6 
 

Humain BPS Allométrie - 0,79 - / 0,96 2,26 - 
 

[124] 

Humain BPA Allométrie - 1,55 0,95 / 0,64 1 - 
 

[123] 

Rat 

BPAF 

34 mg/kg 3 
0,753 ± 0,102 
(M) ; 0,751 ± 

0,118 (F) 

8,01 ± 1,28 (M) 
; 5,15 ± 1,15 

(F) 

0,7 ± 0,146 (M) 
et 0,697 ± 
0,166 (F) 

- 
AUC BPAF total environ 3 

fois supérieure à AUC BPAF 

[126] 

Souris 34 mg/kg 3 
4,51 ± 0,547 
(M) ; 2,15 ± 
0,426 (F) 

3,76 ± 0,316 
(M) ; 3,03 ± 
0,218 (F) 

8,32 ± 1,64 (M) 
et 1,36 ± 0,499 

(F) 
- 

AUC BPAF total entre 3 et 4 
fois supérieure à AUC BPAF 

(M) mâle, (F) femelle 
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Tableau 6 : Synthèse des données toxicocinétiques récentes des bisphénols déterminées à partir d'études in vivo après des administrations par voie extravasculaire : orale et 

transcutanée. . Les données sont obtenues à partir des concentrations plasmatiques en bisphénol aglycone.  

Voie orale 

Espèces Bisphénols Dose 
Nb 

individu 
Temps 

maximum (h) 
T 1/2 (h) / MRT 

(h) 
Biodisponibilié 

(%) 

Fraction de la dose 
retrouvée dans les 

urines (%) 

Contribution du bisphénol 
parent et des formes 

conjuguées en % des AUC 
Références 

Humain BPA 30 μg/kg 10 1,6 5,5h - 104% 
BPA : 0,23 % ; BPAG : 64 

% et BPAS 12,4% 
[119] 

Rat 

BPS 

23, 76,8, 209 
mg/kg/jour 7 jours 
d'administration 

prélèvement 24 h 
après la dernière 

administration 

15 - entre 4,41 à 5,69 - - 
AUC BPS total 18 fois 
supérieure à AUC BPS 

[121] 

BPAF 

23, 70,5, 193 
mg/kg/jour 7 jours 
d'administration 

prélèvement 24 h 
après la dernière 

administration 

15 - entre 7,10–10,5 - - 
AUC BPAF total entre 127 
et 175  fois supérieure à 

AUC BPAF 

Souris 

BPS 

131, 428, 1176 
mg/kg/jour 7 jours 
d'administration 

prélèvement 24 h 
après la dernière 

administration 

30 - entre 6,11 et 10,4 - - 
AUC BPS total entre 17 et 
20 fois supérieure à AUC 

BPS 

BPAF 

69,4, 236, 1590 
mg/kg/jour 7 jours 
d'administration 

prélèvement 24 h 
après la dernière 

administration 

30 - entre 4,55 et 6,66 - - 
AUC BPAF total entre 16 et 
35  fois supérieure à AUC 

BPAF 

(M) mâle, (F) femelle 
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Suite tableau 6 

Voie orale 

Espèces Bisphénols Dose 
Nb 

individu 
Temps 

maximum (h) 
T 1/2 (h) / MRT 

(h) 
Biodisponibilié 

(%) 

Fraction de la dose 
retrouvée dans les 

urines (%) 

Contribution du bisphénol 
parent et des formes 
conjuguées en % des 

AUC 

Références 

Rat 

BPS 

34, 110, 340 mg/kg 3 
0,35 et 1,97 
(augmente 

avec la dose) 

entre 5,77 et 11,9  
(augmente avec 

la dose) 

9,1 ; 15,2 ; 
20,9 % 

(augmente 
avec la dose) 

- 
AUC BPS total entre 15 et 
32 fois supérieure à AUC 

BPS 
[131] 

Souris 34, 110, 340 mg/kg 3 - entre 2,86 - 4,21 
entre 11,2 et 

18,7 % 
- 

AUC BPS total entre 12 et 
15 fois supérieure à AUC 

BPS 

Singe BPAd6 100 μg/kg 5 0,25 – 1 11 0,48 % - 
AUC BPA : 0,14 % de 

l'AUC total 
[130] 

Rat [3H]BPF 
7 mg/kg et 100 

mg/kg 
8 - - - 

entre 42,8 et 53,7 % 
(majoritairement 

BPFS) 
- [73] 

Rat 

[14C]BPS 

50, 150, 500 mg/kg 4 - - - 
entre 43,9 et 72,2 % 

(diminue avec la dose) 
- 

[72] 

Souris 50, 150 mg/kg 4 - - - 
en moyenne 70 % 

(72h) 
- 

Rat BPS 5 mg/kg 4 0,5 3,89 ± 1,03 33,5 % 66,7 % (24h) 
BPS : 1,2 % ; BPSG : 88,6 

% ; BPS-S : 10,2 % 
[132] 

Souris BPS 
10, 100 et 1000 

μg/kg 
6 - - - 

environ : 50 % BPSG ; 
14 % BPSS ; 6 % BPS 

(48h) 
- [120] 

Humain BPAd6 100 μg/kg 14 1,3 ± 0,52 6,2 ± 2,6 - 
84–109% (en 24h) : 

87 % BPAG /3% 
BPAS 

62 % BPAG ; 23 % BPAS 
; 1% BPA 

[78] 

Singe BPA 100 μg/kg 4 0.5 0,39±0,24 0,94 ± 0,58 % 
 

BPA 0,19 ± 0,18% de 
AUC totale 

[74] 

Rat 

BPAF 

34, 110, 340 mg/kg 3 

Entre 0,8 et 
2,2  (M) entre 

0,66 et 1,3 
(F) 

Entre 10,2 et 
18,4 (M) entre 
8,7 et 44,4 (F) 

entre 0,84 et 
1,07 % 

- 
AUC BPAF total environ 
50 et 200 fois supérieure 

à AUC BPAF 

[126] 

Souris 34 mg/kg 3 

Entre 0,455  
± 0,21 (M) 

entre 0,342 ± 
0,07 (F) 

Entre 4,73  ± 5,8 
(M) entre 9,02 ± 

4,74 (F) 

5,64 % (M) ; 
3,13 % (F) 

- 
AUC BPAF total entre 13 

et 23 fois supérieure à 
AUC BPAF 

(M) mâle, (F) femelle 
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Suite tableau 6 

Voie orale 

Espèces Bisphénols Dose 
Nb 

individu 
Temps 

maximum (h) 
T 1/2 (h) / MRT 

(h) 
Biodisponibilié 

(%) 

Fraction de la dose 
retrouvée dans les 

urines (%) 

Contribution du bisphénol 
parent et des formes 
conjuguées en % des 

AUC 

Références 

Chien BPA 

5 mg/kg 
administration 

sublinguale 
5 0,21 ± 0,15 - 70 ± 31 % - 

Rapport BPAG/BPA entre 
1 et 13 

[142] 
20 mg/kg 

administration 
sublinguale 

5 0,33 ± 0,13 - 0,72 ± 0,28 % - 
Rapport BPAG/BPA entre 

237 et 634 

Porc 

BPS 
200 µmol/kg et 40 

µmol/kg 
10 0,53±0,28 - 55,7% 86,5 ± 23,9% (24h) 

AUC BPSG entre 5 fois 
supérieure à AUC BPS 

[76] 

BPA 
200 µmol/kg et 438 

µmol/kg 
12 0,95±0,55 - 0,5% 62,2±15,8% (24h) 

AUC BPAG environ 730 
fois supérieure à AUC 

BPA 

Humain BPSd8 0,1 mg/kg 6 0,7 ± 0,1 
7,9 ± 1,1  / 7,7 ± 

1,0  
62 ± 5% 

BPS : 1.72 ± 1.3 et 
BPSG : 54 ± 10% 

(72h) 
- [77] 

Humain BPSd4 8,75 μg/kg 7 0,57 ± 0,31 4,06 ± 0,38 
 

BPS total 82% (entre 
59–104%) et BPS : 
2,5 entre 0,9–4,1% 

(48h) 

30 % de l'AUC composé 
de BPS 

[105] 

Voie transcutanée 

Humain BPSd8 

1 mg/kg  appliqué 
sur 40 cm2 sur 

l'avant-bras pendant 
6h 

6 - - <0,1% 
BPSd8 : 0,004 ± 0,003 

; BPSGd8 0,09 ± 
0,07% (72h) 

- [77] 

Humain BPAd6 
100 μg/kg appliqué 

sur l'avant-bras 4.91 
cm2 pendant 12h 

6/12 - 17,6 ± 7,69 (n=6) 

Fraction 
absorbée 

(BPA Total) 
entre 1 et 2,2 

% 

0,998 ± 0,546 % n= 12 
(72h) 

8,81 ± 1,65 % (n=6) de 
BPAd6 

[136] 

(M) mâle, (F) femelle 
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9. Mécanismes d’exposition fœtale 

La gestation constitue une période critique vis-à-vis des bisphénols perturbateurs 

endocriniens potentiels. Ainsi, pour évaluer les risques liés à l’exposition in utero aux 

bisphénols, il est nécessaire de déterminer l’exposition fœtale, qui résulte d'une interaction 

complexe entre les clairances placentaires bidirectionnelles et le métabolisme maternel et 

fœtal. 

La disposition du BPA a été étudiée dans l’unité materno-fœtale chez le singe après une 

administration par voie intraveineuse. L’exposition du fœtus, estimée par l’AUC du BPA 

aglycone, est plus faible que celle de la mère d’un facteur d’environ 0,45. Cependant, le BPA 

est plus persistant dans le compartiment fœtal, ainsi, la demi-vie d’élimination du BPA 

aglycone chez le fœtus est deux fois plus élevée que chez sa mère, de 5,3 h versus 2,8 h 

[130].  

Le modèle de brebis gravide instrumentée en fin de gestation, un modèle physiologique 

pertinent vis-à-vis de l’Homme [143], a également été utilisé pour évaluer les mécanismes 

déterminant l'exposition fœtale au BPA, BPS et BPF [141], [144], [145]. La figure 9 résume 

les échanges transplacentaires du BPA et du BPS sur le modèle de brebis gravide. Dans le 

compartiment maternel, le BPS, comme le BPA sont principalement métabolisé en 

glucuronide et majoritairement éliminé dans les urines. La fraction de la dose de BPS 

transférée de la mère au fœtus (0,40 %) sont environ 10 fois inférieure à celle du BPA. Ces 

données sont en accord avec les résultats obtenus sur le placenta humain perfusé (cf infra). 

Cependant, après son transfert dans le compartiment fœtal, seulement 26 % de la dose de 

BPS, contre 74 % pour le BPA, est rapidement éliminée par passage materno-foetal. Le 

fœtus métabolise le BPA et le BPS en leur métabolite principal, le bisphénol glucuronide. 

Environ la moitié du BPS restant dans le compartiment fœtal est glucurono-conjuguée par le 

fœtus. Par ailleurs, le BPAG et le BPSG ont un passage fœto-maternel très limité, qui 

conduit à une accumulation de ces formes conjuguées dans le compartiment foetal. Ainsi, 

l'élimination du BPAG et du BPSG par le placenta est très lente et nécessite sa réactivation 

préalable en bisphénol aglycone dans le compartiment fœtal. Par conséquent, malgré un 

transfert materno-fœtal plus faible du BPS par rapport au BPA, la plus grande persistance du 

BPS dans le compartiment fœtal conduit à une exposition fœtale similaire au BPS et au BPA 

après une même exposition gestationnelle répétée [141], [144].  
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Figure 9 : Echange transplacentaire du BPS, du BPA et de leur principal métabolite : le BPSG et le BPAG, ces 
résultats sont issus des études de Grandin et al. 2018 et Gauderat et al. 2017.  
Note : le pourcentage représente la fraction d’une dose qui passe la barrière placentaire ou la fraction des 
molécules parentes qui se métabolisent en conjugués glucuronides.  

Gingrich et al. (2019) [145] ont déterminé les évolutions temporelles des concentrations de 

BPA, BPS et BPF total (conjugué et non conjugué) dans le plasma de brebis gravides après 

une exposition sous-cutanée de 0,5 mg/kg. Le rapport fœto/maternel des concentrations de 

bisphénol total était de 1,31, 0,03 et 0,42, respectivement pour le BPA, le BPS et le BPF, ce 

qui indique que le BPF passe la barrière placentaire. Cependant, il n'est pas possible de 

comprendre les mécanismes déterminant l'exposition fœtale au BPF sans l’évaluation des 

concentrations de bisphénol aglycone.  

Les transferts placentaires du BPA et du BPS ont également été étudiés sur un modèle ex 

vivo de placenta humain perfusé. Le BPA passe facilement la barrière placentaire dans la 

direction materno-fœtale avec un taux de transfert de 36,0 ± 8,34% et 24,2 ± 8,74% à une 

dose de 45ng/mL et 250 ng/mL, respectivement. Ce taux de transfert est similaire à celui de 

l’antipyrine, une molécule utilisée comme marqueur de diffusion passive, ce qui indique que 

le mécanisme de transfert placentaire de BPA s’effectue par diffusion passive [100]. L'indice 

de clairance materno-fœtale du BPS (0,0852) était environ 10 fois plus faible que celui du 

BPA [99]. Dans le sens fœto-maternel, le taux de transfert du BPA est de 16,1 ± 2,28% et de 

14,2 ± 1,52% à 45 et 250 ng/mL, alors que celui du BPS est de 5,85 ± 1,22%. Les 

métabolites principaux du BPA et du BPS, le BPAG et le BPSG, passent très peu la barrière 

placentaire avec des taux de transfert de 3,81 ± 1,41% et 0,339 ± 0,264%, respectivement, 

ce qui suggère que l'exposition du fœtus aux bisphénols conjugués pourrait résulter du 

métabolisme fœtal, au moins en fin de gestation. Dans le sens fœto-maternel, le taux de 
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transfert du BPAG est de 7,77 ± 2,39% et celui du BPSG est de 3,97 ± 0,92% [99], [100]. 

Ces données ont permis d’estimer le transfert de la mère au fœtus du BPA et du BPS chez 

la femme et le faible passage des métabolites ainsi que d’identifier la clairance fœtale du 

BPA et du BPS.  

Récemment, des modèles toxicocinétiques physiologiques (PBTK) [146] ou semi-

physiologiques [144] ont été développés pour prédire l’exposition fœtale. Ces modèles 

montrent une accumulation de BPAG et de BPSG dans le compartiment fœtal et indiquent 

que les concentrations de BPSG/BPAG dans le sang du cordon présentent peu de 

fluctuation et constituent donc des marqueurs pertinents de l’exposition du fœtus aux 

BPA/BPS durant toute la grossesse.  

L’exposition fœtale à d’autres bisphénols émergents tels que le BPF et le BPAF a également 

été démontrée sur des modèles rongeurs. Après une exposition gestationnelle au BPAF 

chez le rat, le BPAF aglycone est transféré au fœtus et le passage de BPAF conjugué 

semble faible [147]. Après une administration orale de BPF radioactif à des rattes gravides, 

environ 1% de la dose a été retrouvée dans le compartiment fœtal, ce qui montre le passage 

placentaire du BPF [73].  

En conclusion, le BPA, le BPAF et le BPS sont fortement absorbés par voie orale et 

principalement excrétés sous forme glucuronoconjuguée, ce qui indique que leur clairance 

est principalement déterminée par la glucuronidation hépatique. Ils subissent un important 

effet de premier passage hépatique qui est beaucoup plus élevé pour le BPA et le BPAF que 

pour le BPS. Pour ces substances avec des structures chimiques analogues, les différences 

TK majeures entre le BPA et le BPS (biodisponibilité 100 fois plus faible associée à une 

clairance 3 fois plus élevée) conduisent à une exposition systémique au bisphénol actif 250 

fois plus élevée pour le BPS que pour le BPA après administration orale. Ces données TK 

indiquent que le remplacement du BPA par le BPS entraîne une exposition accrue à une 

substance à activité hormonale. 

Le passage placentaire de différents bisphénols (BPA, BPS, BPAF et BPF) a été démontré 

sur différents modèles. Les formes glucuronidées (hydrosolubles) franchissent peu ou pas la 

barrière placentaire. Malgré les similarités structurales de ces bisphénols, il existe certaines 

différences entre les mécanismes déterminants l’exposition materno-fœtale (passage 

placentaire, métabolisme maternel ou fœtal…), avec par exemple un passage materno-fœtal 

10 fois plus faible pour le BPS par rapport au BPA.  

En terme d’évaluation du risque lié à l’exposition à cette famille de substances, il est crucial 

de déterminer les mécanismes d’exposition materno-fœtale. Cependant, compte tenu du 
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nombre croissant de bisphénols émergents utilisés comme alternatives au bisphénol A [148], 

et dans un souci de limiter les expérimentations animales, il serait intéressant de développer 

des outils prédictifs des paramètres TK. Les modèles QSAR permettent de relier 

quantitativement la structure des molécules à leurs activités/propriétés TK et pourraient ainsi 

être utilisés pour cette famille de substances afin de prédire le potentiel d’exposition des 

bisphénols émergents.  
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Partie 4   : Etudes quantitative des relations structure – activité (QSAR) 

1. Principe et historique 

Les études QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) sont basées sur le principe 

que des structures similaires ont des activités similaires. Ces études ont pour objectifs 

d’établir une corrélation mathématique entre les descripteurs structuraux des molécules et 

leur activité ou leur propriété (QSAR/QSPR) afin de comprendre les mécanismes 

moléculaires impliqués et de prédire l’activité de nouvelles molécules (figure 10). 

 

Figure 10 : Principe et étapes du développement d’un modèle QSAR. 

Le concept QSAR apparaît au milieu du XIXè siècle avec le postulat de Crum Brown et 

Fraser (1868-1869) : « Il est évident qu'il doit exister une relation entre la constitution 

chimique et l'action physiologique d'une substance. » [149] qui souhaitaient comprendre les 

raisons de l’effet bénéfique ou toxique d’une substance sur l’organisme [149], [150]. Un 

siècle plus tard, Hansch et ses collaborateurs développent des modèles permettant de 

corréler l’activité biologique de composés de même famille avec leurs structures avec 

l’équation de Hansch : log(1/C) = aX1+ bX2 + cX3 + k, où X1 décrit l’hydrophobicité, X2 et 

X3 sont respectivement des paramètres électrostatiques et stériques et k une constante, et 

C représente la concentration qui produit un effet [151]. Ainsi, ce modèle mathématique a été 

appliqué pour évaluer l’activité toxique, antibactérienne, hormonale, anesthésique, 
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cancérigène des substituants de composés phényles sur des modèles d’insectes, de 

rongeurs et in vitro [151], [152].  

Par la suite, d’autres modèles non paramétriques ont été développés, par Free et Wilson 

[153] et Fujita et Ban [154] permettant d’évaluer la contribution de l’ajout de substituant à un 

composé sur son activité biologique. C’est à partir des années 80 que l’équation de Hansch 

a été adaptée pour inclure les interactions entre la molécule et le solvant dans des méthodes 

de type Linear Solvation Free-Energy Relationships (LSERs). L’hydrophobicité est 

généralement représentée par le volume de van der Waals, la polarisabilité (interaction 

dipolaire entre le soluté et le solvant) est utilisée pour remplacer le paramètre stérique et la 

capacité à former des liaisons hydrogènes (H-Bonding) avec le solvant est caractérisé 

généralement par deux termes : la capacité à accepter et à donner des liaisons hydrogènes 

[155], [156].  

Avec l’essor des techniques informatiques et des outils numériques, de nombreux 

paramètres moléculaires se sont progressivement ajoutés à ceux initialement développés 

permettant de créer de larges bases de données moléculaires. Ces bases de données, 

associées à une plus grande accessibilité aux données expérimentales, ont favorisé le 

développement des applications QSAR et par conséquent, le nombre de publications qui a 

été multiplié par 6 entre la période 1971-2000 et 2001-2021 (figure 11).  
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Figure 11 : Nombre de publications par années mentionnant le mot clé « QSAR » entre 1970 et 2021 dans la 
base de données bibliographique « PubMed.gov» (National Library of Medicine, MD, USA). 

Les études QSAR reposent essentiellement sur la construction de la base de données qui va 

comprendre la sélection des données d’entrée, i.e. les descripteurs moléculaires, et la 

production des données de sortie, i.e. l’activité de la molécule. La relation entre la structure 

et l’activité des composés peut être établie selon différentes méthodes mathématiques, 

chacune générant plusieurs modèles avec des descripteurs différents. Ces modèles sont 
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ensuite sélectionnés et soumis à différentes étapes de validation afin d’évaluer leurs 

robustesses et leurs capacités prédictives (figure 10) [155], [157]. 

2. Descripteurs moléculaires 

Les descripteurs moléculaires sont des données permettant de représenter la structure d’une 

molécule par des chiffres, c’est la représentation mathématique de la molécule. Todeschini 

et Consonni définissent les descripteurs moléculaires comme : « le résultat final d'une 

procédure logique et mathématique qui transforme l'information chimique encodée dans une 

représentation symbolique d'une molécule en un nombre utile ou en un résultat d'une 

expérience normalisée » [158]. En effet, les molécules peuvent être représentées par leur 

formule brute, leur formule topologique ou leur structure tridimensionnelle (figure 12). De la 

même manière, les descripteurs moléculaires peuvent être classés dans différentes 

catégories : 1) les descripteurs à 1 dimension (1D) dont la détermination s’appuie 

uniquement sur la formule brute de la molécule, 2) ceux à 2 dimensions (2D) qui prennent en 

compte la connectivité entre les atomes et les liaisons chimiques impliquées, et 3) les 

descripteurs à 3 dimensions (3D) qui représentent la géométrie de la molécule dans 

l’espace. A ces descripteurs s’ajoutent les propriétés physico-chimiques, thermodynamiques 

et électroniques des molécules qui peuvent être obtenues expérimentalement, par calculs 

quantiques ou in silico [159]–[161]. La liste des descripteurs d’une molécule n’étant pas 

exhaustive, seuls les descripteurs moléculaires usuellement utilisés dans les modèles QSAR 

et dans nos travaux de modélisation QSAR sont décrits dans ce chapitre.  

 

Figure 12 : Représentation du BPA avec sa formule brute, sa formule topologique et sa représentation dans 
l'espace (Chem 3D Ultra software (V17.1, Perkin Elmer informatics)). 

2.1. Descripteurs 1D 

Les descripteurs à une dimension sont liés à la formule chimique de la molécule. Ils 

correspondent au poids moléculaire, au nombre d’atomes appartenant à un certain groupe 

(halogènes, hétéroatomes…) et leurs propriétés, au nombre de donneurs ou d’accepteurs de 

liaison hydrogène que possède la molécule, à l’électronégativité. Ces paramètres ne 

dépendent pas de la structure en elle-même de la molécule. Certains descripteurs 1D 

peuvent également dépendre des substituants ou des groupes de substituant du composé, 
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comme le nombre de liaisons ou le nombre de cycles [162], [163]. Cependant, ces 

descripteurs sont peu discriminants car de nombreuses molécules présentant la même 

formule brute. C’est le cas du BPM et du BPP qui ont exactement la même formule brute 

(C24H26O2) et ne diffèrent que par la position para et méta des groupements phénols sur le 

noyau phényle (Tableau 1).  

2.2. Descripteurs 2D 

Les descripteurs à deux dimensions considèrent la connectivité et l’arrangement des atomes 

entre eux ainsi que la nature des liaisons, ils sont également appelés descripteurs 

topologiques [155], [162]. Ils peuvent tenir compte des paramètres structuraux tels que la 

taille, la forme, la symétrie de la molécule mais également du type de liaison.  

 

Figure 13 : Représentation du graphe G=(V,E) de la molécule du BPA avec la numérotation des atomes. 
Note : Le graphe ne prend pas en compte les atomes d’hydrogène pour le calcul des descripteurs topologiques. 

Pour calculer ces paramètres, la structure de la molécule est représentée sous sa forme 

topologique (figure 12), celle-ci est ensuite transformée en termes mathématiques par le 

graphe G=(V,E) avec V correspondant aux sommets (les atomes) et E, la relation entre 2 

sommets (la liaison covalente). A titre d’exemple, le graphe moléculaire du BPA présenté en 

figure 13 servira à illustrer le calcul des descripteurs topologiques issus de matrices dérivées 

de ce graphe.  

Ainsi, la matrice adjacente (A) renseigne la connectivité entre les atomes et la matrice 

distance (D) informe de la distance topologique entre chaque paire d’atomes [155]. La 

matrice adjacente est de taille AxA avec A le nombre d’atome hors hydrogène dans la 

molécule et [A]ij = 1 si (i, j) sont adjacents sinon 0, un exemple de matrice adjacente est 

présenté pour le BPA (tableau 7). Le degré de chaque sommet (atome) peut être calculé 

selon la formule δi =      
   , ce descripteur correspond au nombre d’atomes voisins que 

possède l’atome i.  
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Tableau 7 : Matrice adjacente de la molécule de BPA avec [A]ij = 1 si (i, j) sont adjacents sinon [A]ij =0. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 δ i 

1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
2 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 
3 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
4 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
5 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 
6 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
7 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
8 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 4 
9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

10 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
11 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 3 
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2 
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2 
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 3 
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2 
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

 

La matrice distance, à l’instar de la matrice adjacente est de taille AxA, elle s’écrit sous la 

forme [D]ij avec chaque dij correspondant au nombre de liaisons entre l’atome i et l’atome j en 

passant par le chemin le plus court. Par exemple, sur la figure 13, le chemin le plus court 

entre l’atome n°1 et l’atome n° 4 est de 3 liaisons. La matrice distance du BPA est 

représentée dans le tableau 8.  

Tableau 8 : Matrice distance de la molécule de BPA avec dans chaque case la valeur dij le nombre de liaisons du 
chemin le plus court entre l’atome i et l’atome j. 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 σi ηi 

1 0 1 2 3 4 3 2 5 6 6 6 7 8 9 8 7 10 87 10 
2 1 0 1 2 3 2 1 4 5 5 5 6 7 8 7 6 9 72 9 
3 2 1 0 1 2 3 2 3 4 4 4 5 6 7 6 5 8 63 8 
4 3 2 1 0 1 2 3 2 3 3 3 4 5 6 5 4 7 54 7 
5 4 3 2 1 0 1 2 1 2 2 2 3 4 5 4 3 6 45 6 
6 3 2 3 2 1 0 1 2 3 3 3 4 5 6 5 4 7 54 7 
7 2 1 2 3 2 1 0 3 4 4 4 5 6 7 6 5 8 63 8 
8 5 4 3 2 1 2 3 0 1 1 1 2 3 4 3 2 5 42 5 
9 6 5 4 3 2 3 4 1 0 2 2 3 4 5 4 3 6 57 6 

10 6 5 4 3 2 3 4 1 2 0 2 3 4 5 4 3 6 57 6 
11 6 5 4 3 2 3 4 1 2 2 0 1 2 3 2 1 4 45 6 
12 7 6 5 4 3 4 5 2 3 3 1 0 1 2 3 2 3 54 7 
13 8 7 6 5 4 5 6 3 4 4 2 1 0 1 2 3 2 63 8 
14 9 8 7 6 5 6 7 4 5 5 3 2 1 0 1 2 1 72 9 
15 8 7 6 5 4 5 6 3 4 4 2 3 2 1 0 1 2 63 8 
16 7 6 5 4 3 4 5 2 3 3 1 2 3 2 1 0 3 54 7 
17 10 9 8 7 6 7 8 5 6 6 4 3 2 1 2 3 0 87 10 

 

A partir de cette matrice, l’indice de Wiener (W) est calculé par la formule 

  
 

 
     

   , avec σi correspondant à la somme des distances pour chaque ligne [164].  

La distance maximale de chaque ligne, ηi, permet de déterminer le rayon topologique qui 

correspond au minimum des ηi et le diamètre topologique qui est le maximum des ηi. Ainsi 

pour le BPA, l’indice de Wiener est de 516, le rayon et le diamètre topologique sont 

respectivement de 5 et 10. Ces paramètres informent de la taille, l’étendue de la molécule et 
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de ses ramifications. Ils sont complétés par l’indice de forme, qui correspond au rapport 

entre la différence de diamètre et du rayon topologique sur le diamètre topologique et 

l’attribut de forme qui mesure les ramifications de la molécule.  

La connectivité caractérise l’accessibilité des liaisons, elle est déterminée par le nombre 

d’électrons portés par chaque atome qui sont impliqués dans une liaison avec un atome qui 

n’est pas un hydrogène. La connectivité est proportionnelle à l’accessibilité [165]. L’indice de 

Balaban renseigne le volume de la molécule en prenant compte de l’aromaticité de celle-ci 

[166]. 

L’aire de la surface polaire (PSA) est également un descripteur 2D important dans le 

développement des QSAR, notamment pour la prédiction du transport des médicaments à 

travers les différentes barrières biologiques. Elle définit la somme des surfaces des atomes 

d’azote et d’oxygène et de leurs atomes d’hydrogène constituant la molécule [167]. 

Ces descripteurs topologiques permettent de décrire la structure et la connectivité de la 

molécule. Cependant, ils sont peu discriminants pour les molécules de structures proches 

qui ne diffèrent que par leurs types de substituants. Ainsi malgré leur différence de noyau (R 

dans la figure 1), le BPA et le BPS présentent les mêmes indices de Wiener, de Balaban, de 

connectivité et de forme mais sont discriminés par l’aire de la surface polaire. 

2.3. Descripteurs 3D 

Les descripteurs 3D représentent la géométrie de la molécule dans l’espace et donnent une 

information sur la conformation de celle-ci. Pour cela, la géométrie de la molécule est 

optimisée par des méthodes de calculs afin d’obtenir la configuration la plus stable par 

minimisation énergétique puis les coordonnées cartésiennes (x, y, z) de chaque atome sont 

déterminées. La forme et la taille des molécules sont déterminantes pour leur activité 

biologique. En effet, pour maximiser les interactions, la forme du composé et de la cible 

doivent être complémentaires. La taille et la forme des molécules sont caractérisées à 

travers plusieurs paramètres :   

- Les descripteurs calculés à partir de la matrice géométrique, qui tiennent compte de 

la position des atomes les uns par rapport aux autres, de la longueur des liaisons, de 

l’angle entre les liaisons et de la torsion des angles [158]. 

- Des descripteurs de surface et de volume :  

La surface de van der Waals qui correspond à la surface qui enveloppe la molécule 

représentée par des sphères à la position de chaque atome et dont le rayon est le 

rayon de van der Waals (distance entre deux atomes pour que les forces répulsives 

et attractives soient à l’équilibre) et avec la distance entre le centre de deux sphères 
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égale à la longueur de la liaison entre les 2 atomes (surface représentée en pointillée 

sur la figure 14 illustrant la structure géométrique du BPA). 

La surface de la molécule accessible au solvant, correspond à la surface définie par 

le centre d’une sphère de solvant lorsqu’elle roule autour de la molécule [168] (ligne 

pleine blanche dans la figure 14). A la différence de la surface de van der Waals, le 

calcul de cette surface ne prend pas en compte les cavités inaccessibles à l’intérieur 

de la molécule. En revanche, la surface de solvant exclu (Connolly surface) est la 

surface délimitée lorsqu’une sphère roule sur la surface de van der Waals, une partie 

de cette surface est représentée en rouge dans la figure 14. Plusieurs paramètres 

dérivent de cette surface comme le volume de solvant exclu, qui est le volume à 

l’intérieur de la surface de Connolly [169].  

L’index d’ovalité mesure l'écart de la forme d'une molécule par rapport à la forme 

sphérique, représentant le volume minimal [158]. Il est calculé avec le rapport entre la 

surface moléculaire et la surface minimale déterminée avec le volume de Van der 

Waals.  

 

Figure 14 : Surface de la molécule accessible par le solvant (ligne continue blanche), de la surface de van der 
Waals (sphères en pointillés, ligne bleue) et de la surface de Connolly (ligne rouge) pour le BPA [170]. 

Ces descripteurs ont l’avantage d’être plus discriminants que les descripteurs topologiques 

notamment pour les isomères dont, par exemple, les molécules qui diffèrent seulement par 

leur configuration (ex : R, S). Cependant, ils nécessitent une grande capacité de calcul avec 

des méthodes d’optimisation de la géométrie des molécules influençant fortement les valeurs 

calculées. De plus, les calculs de ses descripteurs sont réalisés à partir d’une conformation 

rigide de la molécule, malgré la rotation libre de certaines liaisons [156], [163]. 

2.4. Descripteurs de chimie quantique 

Les descripteurs électrostatiques et thermodynamiques sont calculés grâce à la chimie 

computationnelle.   
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Les descripteurs électroniques représentent la distribution des électrons autour de la 

molécule. Les plus couramment utilisés sont les énergies des orbitales moléculaires qui 

donnent une information sur la réactivité (électrophile ou nucléophile). L’énergie LUMO et 

HOMO sont le niveau énergique le plus faible sans électron (électrophile) et le niveau 

énergique le plus élevé contenant des électrons (nucléophile). La différence entre l’énergie 

LUMO et HOMO informe sur la stabilité de la molécule [171]. Le moment dipolaire et la 

polarisabilité sont également des descripteurs électrostatiques souvent utilisés [172], [173].  

Les descripteurs thermodynamiques fréquemment inclus dans les études QSAR 

sont l’enthalpie standard de formation ΔH, l’énergie libre de Gibbs ΔG et l’énergie totale. Ces 

paramètres correspondent respectivement aux énergies nécessaires pour former une mole 

de molécule à partir de chaque atome la constituant à l’état standard (T=298°K et P=1 atm), 

l’énergie non dissipée sous forme de chaleur à pression et température constante (ΔG=ΔH-

TΔS) et à la somme des énergies électronique, vibrationnelle et rotationnelle de molécule 

lorsque sa conformation 3D est la plus stable [174], [175]. Les valeurs critiques (température 

critique, pression critique…) sont également introduites dans les modèles QSAR. Ces 

valeurs correspondent aux conditions de volume, de pression et de température au-dessus 

desquelles les phases liquides et gazeuses ne sont plus séparées [176].  

2.5. Descripteurs physico-chimiques  

Les descripteurs physico-chimiques les plus populaires sont la lipophilie (logP), la solubilité 

(logS) et l’acidité (pKa), leur implication est fondamentale dans la caractérisation et la 

compréhension des mécanismes ADME. Les descripteurs physico-chimiques ont la 

particularité de pouvoir être déterminés expérimentalement mais ils sont aussi estimés par 

des prédictions de type QSAR [177]–[179]. Dans ce cas, ces descripteurs sont utilisés 

comme données de sortie dans la base de données des composés (figure 10). 

3. Données de sortie  

Les données de sorties correspondent aux activités biologiques et/ou aux propriétés de 

molécules pouvant être décrites et prédites en fonction de leurs structures chimiques. Ainsi, 

les domaines d’application de ces études sont très variés, ils concernent essentiellement 

l’industrie chimique, pharmaceutique et agroalimentaire mais sont également développées 

pour des études environnementales et par des agences réglementaires [155], [156]. Dans 

l’industrie chimique, les études QSAR sont de plus en plus utilisées pour identifier les 

« Lead » et prioriser le développement des molécules présentant les meilleures activités 

pharmaceutiques, biocides et pesticides. Ainsi, de nombreux médicaments tels que le 

Boceprevir (traitement contre l’hépatite C), le Donepezil (contre la maladie Alzheimer), le 

Raltegravir (contre le SIDA) ont été développés avec la contribution de ces méthodes in 
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silico [180]. En effet, ces méthodes, présentent une alternative aux études en laboratoire, 

elles permettent de réduire les coûts liés au développement de nouvelles molécules et les 

expérimentations animales [155], [181], [182]. De par ces nombreux avantages ces modèles 

ont suscité l’intérêt de nombreux scientifiques. 

3.1. QSAR et perturbateurs endocriniens 

Dans ce contexte, de nombreuses agences réglementaires souhaitent développer l’utilisation 

de modèle QSAR pour évaluer les risques chimiques, l’exposition et l’identification de 

perturbateurs endocriniens mais les résultats restent encore incomplets [181], [183]. Des 

lignes directrices ont ainsi été proposées par l’OECD (Organisation for Economic Co-

operation and Development) pour développer et valider ces modèles [184].  

Certains ont été développés afin de prédire les possibles activités toxiques des substances 

sur la reproduction et le développement. Ils permettent de classer les composés en fonction 

de leurs toxicités ou de prédire leurs interactions avec certains récepteurs [185]–[187]. Le 

tableau 9 présente une partie de ces modèles disponibles commercialement avec les 

données de sortie associées au caractère perturbateur endocrinien.  

Des études QSAR se sont également intéressées à l’activité des bisphénols, notamment, 

pour prédire leur activité anti-androgénique et décrire leurs interactions avec les récepteurs 

œstrogènes [188]–[190]. 
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Tableau 9 : Modèles permettant de prédire le potentiel perturbateur endocrinien des substances. 

Logiciel Données de sortie 

ADMET Predictor 
- Liaisons aux récepteurs œstrogènes et androgènes 

- Toxicité sur la reproduction 

ACD ToxSuite - Liaisons aux récepteurs œstrogènes 

CAESAR 
- Classification toxique / non toxique pour le 

développement 

Endocrine Disruptor 
Knowledge Base (EDKB) 

database (US FDA) 

- Liaison aux récepteurs œstrogènes et androgènes 

Leadscope 
- Toxicité sur la reproduction et le développement in 

vivo sur des rongeurs 

Multicase 
- Toxicité sur le développement et la reproduction 

des rongeurs 

QSAR ToolBox - Liaisons aux récepteurs œstrogènes 

TOPKAT - Dose maximale toléré, LOEL chronique chez le rat 

ToxBoxes 
- Classification en fonction de la capacité de liaisons 

aux récepteurs œstrogènes 

VirtualToxLab 
- Estimation de la liaison aux récepteurs PPAR y, 

thyroïdiens et androgènes  

 

3.2. QSAR et ADME 

Les QSAR aident également dans la sélection de composés présentant des propriétés 

pharmacocinétiques optimales [155], [180]. Ainsi, Lipinski et ses collaborateurs, dès la fin 

des années 90, établissent des règles structurales pour évincer de potentiel candidat 

présentant des propriétés d’absorption trop faibles [191]. Plusieurs modèles ont été 

développés pour prédire les paramètres déterminant l’exposition à des substances afin 

d’aider à la découverte de nouveaux candidats médicaments [192], [193]. Les paramètres 

généralement étudiés sont présentés dans le tableau 10, avec quelques exemples d’études 

QSAR décrites pour prédire ces paramètres.  
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Tableau 10 : Propriétés ADME prédites par des modèles QSAR. 

Propriétés Famille de composé (Références) 

Biodisponibilité Médicaments ou candidats [194]–[196] 

Liaison à l’albumine humaine Composés hétérogènes [197]–[200] 

Passage de la barrière hémato-encéphalique Composés hétérogènes [201], terpénoïdes [202] 

Absorption intestinale humaine 
Composés hétérogènes [203], [204], petites 

molécules [205] 

Perméabilité transcutanée 
Composés hétérogènes [206], [207], 

terpénoïdes [202] 

Clairance 

Céphalosporines [208], xénobiotiques [209], 

médicaments basiques [210], médicaments 

[211], composés hétérogènes [212], opioïdes 

[213] 

Volume de distribution 

Céphalosporines [208], médicaments [214], 

composés hétérogènes [212], [215], opioïdes 

[213] 

Liaison aux transporteurs actifs 
Alcaloïdes [216], 1-hexyl-3-phenylthioureas 

[217] 

Passage de la barrière placentaire 

Composés hétérogènes, antiviraux, 

Tocolytiques [218], Composés hétérogènes 

[219], [220], Polychlorobiphényle, pesticides 

organochlorés, diphényle éther polybromés 

[221] 

Métabolisme 
Médicaments [222], Composés hétérogènes 

[223] 

Perméabilité intestinale (sur des modèle de 

Caco-2) 

Médicaments ou candidats [224], Composés 

hétérogènes [225] 

 

Des logiciels commerciaux sont également disponibles pour prédire des propriétés ADME 

des substances notamment au travers de la prédiction du métabolisme, du volume de 

distribution ou des liaisons aux protéines plasmatiques [226], [227].  Les données de sortie 

utilisées pour le développement des modèles sont souvent issues de la littérature. Ainsi, les 

modèles développés utilisent généralement une base de données de composés hétérogènes 

ou de médicaments mais peu de composés de la même famille chimique. Les données 

prédites peuvent être issues de données in vivo comme la biodisponibilité ou la clairance ou 

de données obtenues in vitro comme la perméabilité intestinale ou cutanée, les liaisons aux 

protéines plasmatiques ou aux transporteurs actifs.  

3.3. QSAR et chromatographie 

3.3.1. Les paramètres de rétention en données de sortie 

Le concept QSRR (quantitative structure-retention relationship) apparaît dès la fin des 

années 80 [228]. Basé sur le principe fondamental de la chromatographie liquide, qui repose 

sur l’interaction entre le soluté, la phase mobile et la phase stationnaire, la rétention des 
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solutés sur phase stationnaire, dans des conditions d’élution données, ne dépend alors que 

de leurs structures moléculaires. Les études QSRR établissent des relations mathématiques 

entre la structure des composés et leurs rétentions chromatographiques, avec pour objectif 

de prédire la rétention de nouveaux composés et de comprendre les mécanismes de 

séparation moléculaire [229]. Des modèles empiriques ont ainsi été développés en prenant 

en compte l’interaction entre le soluté, la phase mobile et stationnaire du système par 

l’équation :  

Log k = Cte + rR2 + sπH
2 + a  H

2 + b  2 + vVx, 

Avec R2, πH
2, αH

2, β2, Vx qui représente la réfraction molaire du soluté, la polarisabilité du 

soluté, les liaisons hydrogènes acides et basiques et le volume molaire du soluté, 

respectivement. Les coefficients r, s, a, b et v sont dépendant de la phase mobile et de la 

phase stationnaire [230], [231].  

L’apport  de la chimie computationnelle associé à la modélisation moléculaire a permis le 

développement de modèles QSRR prédictifs de la rétention à partir de données non 

empiriques [232] et d’étendre leurs applications à différentes techniques 

chromatographiques telles que : la chromatographie liquide en phase inverse et normale, la 

chromatographie gazeuse, la chromatographie chirale, la chromatographie ionique, la 

chromatographie micellaire ou encore la chromatographie sur couche mince et d’affinité 

[232], [233]. En appréhendant les mécanismes de rétention, et de par leurs capacités de 

prédictions, ces modèles facilitent les développements analytiques et les transferts 

méthodologiques ainsi que l’identification d’impuretés ou de métabolites [234], [235].  

3.3.2. Les paramètres de rétention comme descripteurs  

Les paramètres de rétention peuvent également être utilisés comme données d’entrée dans 

un modèle afin de les lier à une activité ou une interaction biologique [236]. La rétention sur 

des phases stationnaires d’affinité (par exemple l’albumine sérique) ou de chromatographie 

de membranes artificielles immobilisées (IAM) ont été utilisées pour prédire le volume de 

distribution ou la fraction libre des molécules [237]. D’autres modèles ont été développés 

pour prédire l’activité anti-tumorale d’imidazoacridinones en utilisant les données de 

rétention sur des colonnes IAM, d’affinité et C18 [238]. Des modèles prédictifs de données 

pharmacocinétiques ont également été développés. Par exemple, l’absorption intestinale a 

été prédite en combinant des descripteurs classiques moléculaires et des données de 

rétention chromatographique sur des phases stationnaires IAM, des phases inverses et 

micellaires [204]. La relation entre des paramètres pharmacocinétiques et la rétention en 

chromatographie liquide de biopartition en microémulsion, utilisée dans certaines conditions 
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pour mimer le passage de membranes, a également été étudiée [213], [239]. De même, la 

chromatographie liquide sur couche mince est utilisée en tant que descripteur dans des 

modèles QSAR prédictifs des propriétés ADME de certaines familles de composés [240]–

[242].  

En conclusion, la rétention chromatographique est largement utilisée dans les QSAR, d’une 

part dans les études QSRR pour comprendre les mécanismes de rétention, classer les 

phases stationnaires et aider aux développements analytiques, d’autre part en tant qu’outils 

pour prédire des activités ou des données pharmacocinétiques.  

4. Construction du modèle QSAR 

4.1. Sélection des descripteurs  

Face à la multiplicité des descripteurs moléculaires et expérimentaux, la sélection des 

descripteurs les plus pertinents est une étape essentielle dans la construction des modèles 

QSAR. Un nombre trop élevé de descripteurs améliore la qualité de l’ajustement du modèle 

mais il réduit considérablement l’efficacité prédictive de celui-ci. Il est donc nécessaire de 

trouver l’équilibre entre le nombre de descripteurs à inclure dans le modèle et le nombre de 

composés utilisés lors de sa construction. Différentes méthodologies de sélection de 

descripteurs ont été décrites et comparées pour générer des modèles QSAR [243].  

4.1.1. Les méthodes classiques 

Les méthodes les plus simples consistent soit à éliminer les descripteurs ayant un coefficient 

de corrélation avec la réponse étudiée (données de sortie) inférieur à un seuil choisi 

arbitrairement, soit déterminer les corrélations entre les descripteurs eux-mêmes et éliminer 

les multi-colinéarités, en ne sélectionnant qu’un descripteur lorsque plusieurs descripteurs 

sont corrélés [157], [244].  

L’approche la plus couramment utilisée est la sélection de descripteurs dite « pas à pas ». 

Les descripteurs sont ajoutés un à un dans la régression, leur significativité et l’amélioration 

de l’ajustement de la régression est évaluée à chaque étape. Si le descripteur perd sa 

significativité dans la régression, il est retiré de la sélection. Ces étapes sont réitérées 

jusqu’à ce que tous les descripteurs de la régression soient significatifs avec le meilleur 

ajustement [243]. 

Ces méthodes de sélection sont assez simples à mettre en place mais ne peuvent être 

appliquées que lorsque l’activité dépend linéairement du descripteur et sur un jeu de 

descripteur limité [243].   
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4.1.2.  Recours à l’intelligence artificiel  

Le recours à l’intelligence artificielle, tels que l’algorithme génétique, fondé sur le principe de 

l’évolution des espèces, ou les réseaux de neurones artificiels, permet de s’affranchir de ces 

problèmes de linéarité et de travailler sur des jeux de données plus conséquents [243]. Ces 

méthodes sont souvent utilisées à la fois pour sélectionner les descripteurs ayant une 

influence significative sur la réponse mais aussi pour construire le modèle à partir des 

données d’apprentissage [245]. 

4.2. Outils de modélisation  

Les outils de modélisation permettent d’établir le lien entre les descripteurs et l’activité 

étudiée. Plusieurs catégories de méthodes peuvent être utilisées, les méthodes de 

régression, de classification et les méthodes d’apprentissage automatique (machine 

learning).  

4.2.1. Méthodes de régression 

Les régressions multilinéaires sont souvent utilisées dans les modèles QSAR, en 

déterminant les coefficients de l’équation :  

Y = a0 +           
    

Avec Y la réponse (dans les QSAR, l’activité) ; Xi les descripteurs et an les coefficients de 

régression et a0 la constante. Pour ne pas sur-ajuster le modèle, les coefficients de 

régression ai   doivent être significatifs et les descripteurs ne doivent pas être corrélés entre 

eux. Le principal avantage de la régression multilinéaire est qu’il est facile à mettre en œuvre 

et à interpréter. En effet, le signe du coefficient (positif ou négatif) est directement relié à la 

contribution du descripteur sur la réponse. Il est toutefois important de respecter l’équilibre 

entre le nombre de variables descriptives et le nombre d’observations qui ne doit en général 

pas excéder un rapport 1/5 [180], [244].  

La régression des moindres carrés partiels (PLS : Partial Least Squares) permet de limiter le 

nombre de variables en générant des variables latentes orthogonales (i.e.  Combinaisons 

linéaires des variables initiales) qui permettent d’extraire le maximum de la variance afin 

d’être le plus liées à la variance de la réponse. Ainsi, les résultats sont faciles à interpréter et 

permettent de prédire la valeur Y de nouveaux composés [157], [246], [247].  

4.2.2. Méthodes de classification 

Les molécules peuvent également être classées par catégories si la réponse n’est pas 

continue mais catégorielle. L’analyse discriminante linéaire (LDA) suit le même principe que 
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la régression multilinéaire et permet de séparer la réponse en différentes classes, avec la 

fonction :  

L=       
    

Avec xi, les descripteurs et wi les poids correspondants. 

Le groupe auquel appartient un composé inconnu est déterminé grâce à la valeur de sa 

fonction discriminante L et à l’aide d’une valeur seuil (figure 15 A) [246], [247].  

A l’inverse de l’analyse discriminante linéaire, l’analyse de cluster permet de classer les 

molécules sans avoir d’à priori sur la réponse. Basé sur le principe même des QSAR, 

l’analyse de cluster a pour but de maximiser la similarité des composés dans un même 

groupe et de maximiser les différences entre les groupes. Un dendrogramme est construit et 

il est possible d’identifier la position de substances actives dans les différents groupes (figure 

15 B) [157], [246].  

 

Figure 15 : Représentation schématique de l’analyse discriminante linéaire (A),  de l’analyse de cluster 
représentée sous forme d’un dendrogramme (B) et de l’arbre de classification (C) avec x et y des conditions.  
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Les modèles d’arbre de classification peuvent être utilisés pour établir des études QSAR, ils 

sont construits en fonction du nombre de composés étudiés et de leurs caractéristiques avec 

une succession de nœuds et de règles (branches). Le premier nœud représente un 

descripteur moléculaire, il n’a pas de règles d’entrée, les nœuds internes pourvus de règles 

d’entrée, qui correspondent à un test de condition appliqué aux descripteurs, sont liés à 

d’autres nœuds par de nouvelles règles. Les nœuds de sortie correspondent à l’activité et 

possèdent également des règles d’entrée (figure 15 C). Ces arbres présentent l’avantage 

d’être intuitifs et faciles à comprendre. Cependant, il est difficile d’estimer de façon 

quantitative la réponse et les risques de sur-ajustement ne sont pas négligeables s’il y a des 

données manquantes ou si des erreurs se présentent lors de la construction du modèle 

[155], [247]. 

4.2.3. Méthode d’apprentissage automatique 

L’apprentissage automatique (machine learning) est une sous-catégorie de l'Intelligence 

Artificielle visant à développer et appliquer des algorithmes informatiques pour donner à des 

logiciels la capacité d’« apprendre » à partir de données brutes, sans programmation 

explicite, afin d’effectuer ultérieurement une tâche spécifique. Les principales tâches 

exécutées par ces algorithmes sont la classification, la régression, le regroupement ou la 

reconnaissance des formes dans un grand ensemble de données [248]. 

La méthode des séparateurs marge (support vector machine) permet de classer les 

composés en séparant les groupes de données de sorte que la distance entre eux soit 

maximale. Le risque de sur-ajustement avec cette méthode est faible mais l’interprétation 

des déterminants moléculaires sur une activité est impossible [156], [157], [247]. 

 

La méthode de Random Forest est basée sur le principe d’arbre de décision (ou de 

classification) associé à un entraînement grâce à la séparation aléatoire à la fois des 

observations et des variables. Un jeu de données permet de construire les arbres (plusieurs 

centaines) et un jeu permet d’évaluer et d’entraîner les arbres. La réponse d’un composé 

inconnu est prédite à partir des réponses les plus données par les arbres, dans le cas de 

réponses qualitatives, ou par la moyenne des réponses dans le cas de réponses 

quantitatives. La méthode de Random Forest présente l’avantage d’être moins affectée par 

le bruit des données mais ses performances peuvent être réduites avec une petite taille 

d’échantillon ou un déséquilibre dans les données [156], [247].  

 

Les réseaux artificiels de neurones, en plus d’être utilisés pour la sélection des descripteurs, 

sont utilisés pour la genèse du modèle QSAR. Des neurones d’entrée (assignées aux 
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descripteurs moléculaires) sont liés à une ou plusieurs couches de neurones cachées avec 

une fonction de transfert et associés à des poids. Les neurones de la couche cachée sont 

eux-mêmes liés aux neurones de sortie qui correspondent à la réponse prédite (figure 16). 

L’algorithme utilisé pour l’apprentissage est généralement un algorithme de rétro-

propagation qui minimise l’erreur entre la valeur prédite et observée grâce à la dérivé de la 

fonction d’erreur. Les réseaux artificiels de neurones ont l’avantage d’être performants sur 

des données complexes mais il est difficile d’interpréter les mécanismes définissant une 

activité [156].   

 

Figure 16 : Représentation schématique des réseaux artificiels de neurones. 

En conclusion, l’ensemble de ces méthodes permettent de construire des modèles QSAR et 

présentent chacune des avantages et des inconvénients. Le choix de ces outils dépend 

principalement du jeu de données analysé et de la finalité de l’étude (description et/ou 

prédiction). 

5. Validation des modèles QSAR 

Une fois ces modèles construits à partir de la base de données, des étapes de validation 

sont nécessaires pour évaluer leurs performances et leurs capacités prédictives. Ainsi 

l’OECD préconise cinq principes pour faciliter la prise en compte des modèles QSAR dans 

les analyses règlementaires : 

1) Déterminer de façon bien définie le paramètre de sortie (i.e. l’activité, la propriété…), 

surtout lorsque ce paramètre est obtenu avec différents protocoles expérimentaux et 

dans des conditions expérimentales différentes. 

2) Utiliser un algorithme sans ambiguïté afin d’assurer la transparence de l’algorithme 

qui génère les données prédites en fonction de la structure et des propriétés physico-

chimiques des composés. 
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3) Définir un domaine d’applicabilité du modèle pour connaître les limites prédictives du 

modèle en terme de structure, de propriétés physico-chimiques et de mécanismes 

d’action.  

4) Détailler et utiliser des approches appropriées pour évaluer la qualité de l’ajustement, 

la robustesse et les performances prédictives du modèle. 

5) Si possible, proposer une interprétation des mécanismes descriptifs interagissant sur 

l’activité ou la propriété d’intérêt [249]. 

De façon plus détaillée, le quatrième principe qui cible directement l’étape de validation 

distingue deux types de validation : 1) la validation interne qui évalue la qualité de 

l’ajustement et la robustesse du modèle et 2) la validation externe pour déterminer les 

capacités prédictives du modèle. Ces deux étapes se distinguent par leur jeu de données : la 

validation interne est évaluée à partir du jeu de données utilisé dans la construction du 

modèle alors que la validation externe évalue la qualité des valeurs prédites d’un jeu de 

données non utilisé dans le modèle mais qui appartient au domaine d’applicabilité. 

Généralement, l’ensemble du jeu de données est séparé en deux groupes : le groupe 

d’apprentissage (ou d’entraînement) et le groupe test qui contient environ 20 à 30 % des 

composés de l’ensemble des données (figure 17) [250]. 

 

Figure 17 : Méthode de construction et de validation des QSAR. 

5.1. Validation interne 

Dans un premier temps, la qualité de l’ajustement est évaluée à partir de l’ensemble des 

données d’apprentissage. Les paramètres statistiques pour évaluer le modèle dépendent de 

l’outil de modélisation utilisé.  Dans ce paragraphe, ne seront abordés que les paramètres de 

validation utilisés pour les régressions.  

5.1.1. Qualité de l’ajustement 

Les paramètres de validation de la régression sont déterminés en comparant les valeurs 

observées et les valeurs prédites par le modèle pour chaque composé appartenant aux 

données d’entraînement. La qualité de l’ajustement est évaluée numériquement en 

déterminant le coefficient de corrélation R2 et la racine de l’erreur quadratique moyenne de la 
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calibration (RMSEC) (Tableau 11). Les valeurs du R2 et le RMSEC donnent une information 

quantitative sur le modèle. Il n’existe pas de valeur seuil sur le R² établissant que la 

régression est considérée comme valide, c’est à l’utilisateur d’estimer la valeur satisfaisante 

pour l’application du modèle. De même pour le RMSEC, qui correspond à l’écart-type autour 

de la prédiction, il est difficile de déterminer une valeur seuil : il doit simplement être le plus 

petit possible. De façon générale, l’ajustement est considéré de bonne qualité lorsque la 

valeur du R² est supérieure à 0,65 [251]. Cependant, il est nécessaire de prendre en compte 

le nombre de descripteurs utilisés dans le modèle. En effet, augmenter le nombre de 

descripteurs dans la régression améliore la qualité de l’ajustement au risque d’entraîner un 

sur-ajustement. Pour éviter ce problème, il est préférable d’utiliser le R² ajusté (R²adj) qui 

prend en compte, dans son calcul, le nombre de variables utilisées dans le modèle [184]. 

Tableau 11 : Paramètres de validation des modèles QSAR avec le formule de calcul et leur critère de validation. 

Paramètre Formule Critère de validation 

R
2   

           
 
   

                      

             
  

    >0.65 

R
2
adj   

           
 
   

                      

   

 
            

 

     

 

    >0.65 

RMSEC   
            

 

     

 

   

 Le plus petit possible 

RMSECV   
            

 

 

 

   

 
> RMSEC et le plus petit 

possible 

RMSEP   
             

 

    

    

   

 
Le plus petit possible et 

proche du RMSECV 

Q
2
LOO   

           
 
   

                      

              
  

    >0.65 

Q
2
Ext   

             
   

                       
     

               
       

    
    >0.5 

CCC 
                       

    
   

           
    
   

 
             

    
   

 
             

 
 >0.85 

Avec  : y(i) : données expérimentale du jeu de données d’entraînement; ŷc(i) : Valeurs prédites par le modèle; ӯ 
: moyenne des données expérimentale du jeu de données d’entraînement ; ŷv(i) : valeurs prédites par la 
validation croisée ; ye(i) : valeur expérimentale du jeu de données de test; ŷe(i) : valeurs de prédiction externe ; ӯe: 

moyenne expérimentale des valeurs du jeu de données de test;    : Moyenne des valeurs prédites externes ; I : 
nombre d’échantillon dans le jeu de données d’entraînement ; A : nombre de descripteur, nTR : nombre 
d’observation dans le jeu de données d’entraînement, nEXT : nombre d’observation dans le jeu de données de test.  
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5.1.2.  Robustesse – Validation croisée 

La robustesse du modèle correspond à la stabilité des coefficients utilisés dans le modèle et 

par conséquent, à la stabilité de ses capacités prédictives en cas de perturbation du jeu de 

données d’apprentissage. Ainsi, la validation croisée ou leave-one-out (LOO) est la méthode 

la plus couramment utilisée pour évaluer cette robustesse dans les études QSAR. Cette 

validation consiste à retirer un composé du jeu de données et ré-évaluer les paramètres 

initiaux du modèle avec ce nouveau jeu de données. La réponse (ŷv) du composé exclu est 

déterminée en utilisant les nouveaux paramètres du modèle. Ce cycle est répété pour 

chaque composé du jeu de données d’entraînement [155], [157], [246], [251]. La robustesse 

du modèle, évaluée avec, la racine de l’erreur quadratique moyenne de la validation croisée 

(RMSECV, tableau 11), doit être légèrement supérieur au RMSEC et avec le coefficient de 

corrélation Q2
LOO dont la valeur seuil est généralement supérieure à 0,65 [251]. Cette 

technique permet de calculer la capacité prédictive du modèle pour un jeu de données 

initialement engagé dans la construction du modèle. Les résultats de la validation croisée 

doivent être utilisés avec précaution, en particulier si le nombre de composés utilisés dans la 

construction du modèle est très élevé car le retrait d’un seul composé dans un très grand 

ensemble de données perturbe peu les paramètres de la régression. Pour une meilleure 

évaluation des qualités prédictives du modèle, le même processus peut être réalisé en 

retirant plusieurs composés en même temps dans le jeu de données d’apprentissage : c’est 

la méthode de leave-many-out (LMO). 

5.2. Validation externe  

La validation externe permet d’évaluer les capacités prédictives du modèle, c’est-à-dire la 

capacité du modèle à prédire une activité biologique ou une propriété de composés non 

inclus dans la construction du modèle. Les composés dans le jeu de données test sont 

sélectionnés en amont de la construction du modèle (figure 17). Cette étape est 

complémentaire à la validation interne, car même si le modèle présente de bonne qualité de 

robustesse avec la validation croisée, i.e. un Q2
LOO proche de 1, ce résultat ne préjuge en 

rien de la puissance prédictive du modèle [252]. Ainsi, les valeurs des composés du jeu de 

données test prédites par le modèle (ŷe) sont comparées avec les valeurs observées par 

inspection visuelle du graphe représentant les valeurs prédites en fonction des valeurs 

observées [253] et numériquement avec la racine de l’erreur quadratique moyenne de la 

prédiction (RMSEP, tableau 11) et le coefficient de corrélation externe Q²Ext [250], [251]. 

L’inspection visuelle permet d’identifier qualitativement les biais du modèles (sur ou sous-

estimation du modèle). La valeur du RMSEP doit être la plus basse possible et proche du 

RMSECV. La valeur du Q2
Ext doit généralement être supérieure à 0,5 [251]. Le coefficient de 

corrélation de concordance (CCC, tableau 11) ajoute une dimension supplémentaire au Q²Ext 
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car il mesure à la fois la précision (la distance entre les observations et la ligne d'ajustement) 

et l'exactitude (l'écart entre la ligne de régression et la ligne de pente 1 passant par l’origine, 

qui correspond à la ligne de concordance) [254]. Afin de garantir de bonne capacité 

prédictive du modèle, ce coefficient doit être supérieur à 0,85 [253]. Par ailleurs, quelle que 

soit la taille, le nombre et la composition des données, il est préférable, pour une validation 

externe, d’évaluer plusieurs critères de validation pour l’acceptation d’un modèle et de 

toujours visualiser graphiquement les données correspondantes [253].  

En pratique, pour certains jeux de données, en raison du coût, du temps nécessaire et de 

l’éthique, il est difficile de réaliser des expériences supplémentaires sur de nouveaux 

composés pour réaliser la validation externe. Ce fait est également vrai lorsque les jeux de 

données à modéliser sont de petites tailles et ne peuvent pas être divisés [155], [157], [184], 

[255] et lorsque les réponses étudiées nécessitent des protocoles ayant recours à des 

expérimentations in vivo telles que les études ADME.  
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Objectifs et stratégie de la thèse   

La synthèse bibliographique a permis de montrer une exposition croissante de la population 

à des bisphénols émergents. Ils sont utilisés dans les produits du quotidien, comme 

alternatives au bisphénol A dont l’utilisation est réglementée. Cependant, les profils 

toxicologiques de ces analogues structuraux du BPA indiquent que leur potentiel 

perturbateur endocrinien est comparable à celui du BPA [47], [256]. Le fœtus en 

développement est particulièrement sensible aux perturbations endocriniennes. Ainsi, la 

période de la gestation constitue une période à risque vis-à-vis de l’exposition aux 

bisphénols.  

L’extrapolation des données toxicologiques obtenues in vitro ou sur des modèles animaux, à 

l’Homme, nécessite de prendre en compte des propriétés toxicocinétiques (TK) des 

analogues. Ces propriétés ont été étudiées pour le BPA et le BPS [76], en revanche, elles 

sont peu connues ou manquantes pour les bisphénols émergents. Cependant, le risque lié à 

l’exposition à ces analogues pourrait être exacerbé si leurs propriétés TK conduisent à 

augmenter leur exposition interne. L’évaluation TK de ces analogues est donc indispensable 

pour éviter que le remplacement du BPA devienne un cas de « substitutions regrettables ».  

C’est dans ce contexte que s’insèrent ces travaux de thèse qui ont pour objectifs :  

1- D’évaluer l’exposition fœtale humaine au BPA et à ses deux principaux substituts (le 

BPS et le BPF) à travers la quantification de biomarqueurs dans le sang de cordon 

ombilical ;  

2- De déterminer les mécanismes TK d’exposition fœtale et maternelle à des analogues 

de BPA par des approches ex vivo et in vivo ;  

3- De développer, à partir de ces paramètres TK, un modèle QSAR à l’aide des 

données moléculaires et chromatographiques des bisphénols, pour prédire le 

transfert placentaire des analogues structuraux du BPA. 

Les bisphénols sont majoritairement métabolisés en acide glucuronide. Les études 

antérieures sur la disposition du BPA et du BPS et des formes glucuronides dans l’unité 

materno-fœtale ont montré que ces métabolites étaient des marqueurs pertinents de 

l’exposition fœtale durant toute la gestation [141], [144]. C’est la raison pour laquelle nous 

avons développé une méthode de dosage en chromatographie liquide haute performance 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-MS/MS) permettant la 

quantification du BPAG, BPSG et BPFG à l’état de trace dans le sang de cordon ombilical 

(Gély et al. 2021).   
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La présence de plusieurs bisphénols, comme le BPA, le BPS et le BPF dans le 

compartiment fœtal, indique que ces bisphénols passent la barrière placentaire. Ainsi, 

l’évaluation du risque lié à l’exposition prénatale nécessite d’estimer les paramètres 

déterminants l’exposition fœtale aux bisphénols et notamment leur transfert placentaire 

materno-fœtal. Pour cela, le passage placentaire de quinze bisphénols (BPA, BPS, BPFL, 

BPZ, 3-3BPA, BPC, BP4-4, BPF, BPM, BPP, BPAF, BPAP, BPB, BPE et BPBP) a été étudié 

en mélange sur un modèle ex vivo de placenta humain perfusé. Cette étude a été réalisée 

en collaboration avec le département d’obstétrique et de gynécologie de l’hôpital Paul de 

Viguier au centre hospitalier universitaire de Toulouse. Nous avons montré que les 15 

analogues de bisphénols présentaient une large gamme d’indices de clairance placentaire, 

avec un premier groupe dont le passage placentaire met en jeu essentiellement un 

mécanisme de diffusion passive et le second groupe dont le transfert placentaire est plus 

limité (Gély et al. 2021).  

L’exposition fœtale aux bisphénols est déterminée par leur passage placentaire mais aussi 

par la disposition de ces molécules dans le compartiment maternel. C’est la raison pour 

laquelle, nous avons évalué le devenir de ces différents analogues structuraux dans 

l’organisme, en déterminant leurs paramètres toxicocinétiques, notamment la clairance et la 

biodisponibilité associée à la principale voie d’exposition : la voie orale. Une approche 

cocktail a été utilisée pour évaluer les paramètres TK des 12 BPs sur un modèle porcin, 

pertinent vis-à-vis de l’Homme en termes de physiologie digestive [257], [258]. L’approche 

en mélange des 12 BPs a été validée en comparant les paramètres TK du BPA et du BPS 

avec ceux précédemment obtenus pour ces deux BPs en administration unique. Les 

paramètres TK varient en fonction des analogues structuraux. En particulier, le BPB et le 

BPA ont les biodisponibilités les plus faibles (inférieures à 2%) alors que le BPS a la 

biodisponibilité la plus élevée (environ 50%), ce qui indique que leur potentiel d’exposition 

est très différent (article en cours de rédaction). 

Ainsi, en dépit de leurs analogies structurales, les mécanismes déterminant leur disposition, 

comme le passage placentaire ou les paramètres TK, diffèrent en fonction des bisphénols. 

Pour éviter la substitution du BPA par d’autres bisphénols présentant un potentiel 

d’exposition élevé, il est nécessaire de développer des méthodes capables de prédire les 

mécanismes d’exposition pour tous les analogues structuraux de cette famille. Pour 

répondre à cet objectif, un modèle de type relations structure-activité (QSAR) prédictif du 

passage placentaire des bisphénols émergents a été développé. Notre hypothèse était que 

les données chromatographiques pourraient constituer des descripteurs pertinents et plus 

informatifs que les descripteurs moléculaires, pour caractériser le comportement des 

bisphénols dans les biophases. Nous avons ainsi développé un modèle QSAR construit de 
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façon classique avec des descripteurs moléculaires, et nous l’avons comparé à des modèles 

QSAR, prenant en compte à la fois des descripteurs chromatographiques et des descripteurs 

moléculaires ou des descripteurs chromatographiques seuls (article en cours de rédaction). 
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Chapitre 2 : Etudes expérimentales 

1. Développement d’une méthode analytique pour les études de 

biosurveillance : le dosage de bisphénols glucuronides (BPAG, 

BPSG et BPFG) à l’état de trace dans le sang de cordon ombilical 

1.1. Contexte et objectifs  

En raison des restrictions de l’utilisation de BPA dans les contenants alimentaires et les 

papiers thermiques, les industriels ont progressivement remplacé ce contaminant par des 

molécules de structures analogues telles que le BPS et le BPF. Ainsi, la population est de 

plus en plus exposée à ces bisphénols émergents. En effet, des études de biosurveillance 

montrent une augmentation de la détection de ces analogues dans les urines ces dernières 

années [83]–[85]. De plus, des études in vitro ont montré que ces analogues ont un potentiel 

perturbateur endocrinien similaire à celui du BPA [16], [27]–[34]. Or le fœtus en 

développement est particulièrement sensible à la perturbation endocrinienne. Il est donc 

primordial d’évaluer l’exposition prénatale à ces bisphénols afin d’évaluer le risque lié à 

l’exposition à ces contaminants.  

Pour cela, il est nécessaire de disposer de méthodes analytiques fiables permettant la 

quantification des bisphénols ou de leurs métabolites dans ces fluides biologiques. Les 

concentrations plasmatiques de bisphénol mesurées dans la littérature sont comprises entre 

0,01 et 20ng/mL [87], [259]. Cependant et notamment pour le BPA, ces concentrations 

élevées sont controversées, car elles ne sont pas compatibles avec les données TK et les 

estimations de l’exposition alimentaire [259]. Elles pourraient être expliquées par des 

contaminations pouvant se produire lors des processus de collecte, de préparation et 

d’analyse des échantillons [259]. L’alimentation est la principale voie d’exposition aux 

bisphénols, dans l’organisme, les bisphénols (A et S notamment) sont rapidement éliminés. Il 

en résulte des fluctuations importantes des concentrations plasmatiques en bisphénol 

aglycone au cours du temps, notamment en fonction de la prise alimentaire. Des études ex 

vivo et in vitro ont montré un passage placentaire très limité du BPAG et du BPSG. Cela 

signifie que les formes glucuronidées du BPA et du BPS, détectées dans le compartiment 

fœtal proviennent essentiellement de la glucuronoconjugaison des bisphénols par le fœtus 

[141], [144]. En outre, ces métabolites s’accumulent dans le compartiment fœtal en raison de 

leur incapacité à franchir la barrière placentaire. En effet, leur élimination du compartiment 

fœtal est lente et nécessite leur hydrolyse préalable en BPA/BPS. Ainsi, les concentrations 

fœtales en BPA/BPS sous formes glucuronidées subissent peu de fluctuations et 

représentent l’exposition du fœtus tout au long de la gestation [141], [144]. L’ensemble de 
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ces considérations indique que le dosage direct des métabolites glucuronoconjugués 

constitue une stratégie pertinente pour évaluer l’exposition humaine liée aux bisphénols, tout 

en s’affranchissant des contaminations environnementales.  

Les enjeux analytiques que constituent le dosage de ces métabolites polaires et l’analyse de 

traces, ont nécessité le développement d’une méthode de dosage en UHPLC-MS/MS 

associée à une optimisation de la préparation d’échantillons à l’aide de plans d’expériences 

(Gély et al. 2021).  La méthode optimisée et validée a été présentée lors d’une 

communication orale, d’un flash poster et a été publiée dans la revue Environnement 

International.  
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1.2. Article 1  

Les données supplémentaires associées à cet article sont présentées en annexe 1.  
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1.3. Conclusion  

Une méthode analytique de quantification du BPA, du BPS et du BPF sous leur forme 

glucuronide a été développée. Pour optimiser la sensibilité, une extraction sur phase solide 

suivie d’un marquage au chlorure de dansyle a été réalisée avant l’analyse en SPE (solid 

phase extraction) en ligne UHPLC-MS/MS.  

La méthode a ainsi pu être validée en termes de sensibilité, répétabilité, répétabilité 

intermédiaire et d’exactitude. Elle permet une quantification du BPAG, du BPSG et du BPFG 

dans le plasma humain pour des concentrations comprises entre 0,05 et 5 ng/mL avec une 

capacité d’analyse d’environ 80 échantillons par jour.  

L’application de cette méthode à l’analyse de sang de cordon ombilical a permis la détection 

du BPAG et du BPSG chez 41 % et 45 % des nouveau-nés, respectivement. Le BPFG n’a 

quant à lui pas été détecté. Ces résultats démontrent la réalité de l’exposition fœtale au BPS, 

le principal substitut du BPA. 

La méthode développée a également été appliquée au dosage de BPAG, BPFG et BPSG 

dans les urines humaines. Notre laboratoire a en effet participé à une étude inter-laboratoire 

de dosage de plusieurs échantillons urinaires humains (Programme HBM4EU). Cette 

méthode, de par son originalité et ses performances, a ainsi été certifiée en 2019 par le 

consortium européen pour évaluer les concentrations du BPS et du BPA dans les urines 

humaines. 

La méthode a également été appliquée à une étude de biosurveillance plus large dans le 

cadre du programme hospitalier de recherche clinique (PHRC) FIVPHENOL, dont les 

objectifs étaient de corréler l’exposition des 3 bisphénols à la fonction ovarienne d’une 

cohorte de femmes sous assistance médicale à la procréation.  

Cette méthode a aussi été adaptée et appliquée au dosage du BPS et BPSG deutérés dans 

des échantillons plasmatiques et urinaires humains, dans le cadre d’une étude 

toxicocinétique du BPS chez l’Homme [77]. 

L’ensemble de ces études montre l’intérêt et la robustesse de notre méthode de dosage, qui 

a été utilisée dans le cadre de plusieurs projets collaboratifs.  
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Dans cette première étude expérimentale, une méthode de dosage adaptée à l’analyse de 

traces de biomarqueur du BPA, BPS et BPF a été développée et validée dans le plasma et 

les urines humaines. Le dosage de ces biomarqueurs dans le sang de cordon ombilical a 

permis de démontrer l’exposition fœtale à ces contaminants et par conséquent leur passage 

à travers le placenta.  

Pour comprendre les mécanismes déterminant l’exposition fœtale à cette famille de 

bisphénols émergents, une étude a été conduite sur un modèle de placenta humain perfusé. 

Ce modèle de référence a ainsi été utilisé pour étudier le passage placentaire de 15 

bisphénols par une approche cocktail.  

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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2. Etude du transfert placentaire de 14 bisphénols analogues du BPA 

sur un modèle de placenta humain perfusé 

2.1. Contexte et objectifs  

Plusieurs études de biosurveillance ont mis en évidence la présence de nombreux 

bisphénols tels que le BPS, le BPF, le BPAF, le BPB, le BPZ, le BPAP, le BPP, le BPM et le 

BPE, présentant chacun une structure analogue à celle du BPA, dans les urines humaines 

[22], [26], [80], [92]. Parmi les bisphénols, le BPB, le BPF, le BPC, le BPAP, le BPAF, le 3-

3BPA, le BPFL, le BPM, le BPP et le BPZ sont soumis à l’enregistrement dans le cadre de la 

réglementation REACH. Ces bisphénols émergents sont de plus en plus utilisés en 

remplacement du bisphénol A, dans la fabrication de polycarbonate et de résine époxy. Du 

fait de leur utilisation croissante dans les objets du quotidien, l’exposition humaine à ces 

bisphénols devient ubiquitaire.  

Les études in vitro, in silico et in vivo ont montré que ces nouveaux contaminants présentent 

un potentiel perturbateur endocrinien similaire à celui du BPA [27], [188], [260]–[262]. Par 

ailleurs, pour certains bisphénols, en particulier le BPB et le BPS, des effets néfastes ont été 

mis en évidence sur des modèles rongeurs lors d’exposition gestationnelle [263].  

Ainsi, pour évaluer le risque lié à l’exposition à ces substituts du BPA pendant la période 

critique de la gestation, il est essentiel de déterminer leurs mécanismes d’exposition 

prénatale. Le transfert placentaire du BPA et du BPS a été évalué sur le modèle de placenta 

humain perfusé et sur le modèle de brebis gravide instrumenté, pertinent pour l’Homme vis-

à-vis de la physiologie fœtale. Ces études ont montré que, en dépit de leur similitude 

structurale, le BPS passait 10 fois moins la barrière placentaire que le BPA dans le sens 

materno-fœtal [99], [100], [141], [144]. L’évaluation du passage placentaire des substituts du 

BPA pourrait permettre de comprendre les caractéristiques moléculaires des bisphénols 

déterminant l’exposition fœtale et de contribuer ainsi à l’évaluation du risque lié à l’exposition 

aux bisphénols durant la gestation.  

Dans ce contexte, nous avons évalué le passage placentaire materno-fœtal de quinze 

bisphénols (BPA, BPS, BPFL, BPZ, 3-3BPA, BPC, BP4-4, BPF, BPM, BPP, BPAF, BPAP, 

BPB, BPE et BPBP) sur le modèle ex vivo de référence, le placenta humain perfusé, en 

collaboration avec le département d’obstétrique et de gynécologie de l’hôpital Paul de 

Viguier au centre hospitalier universitaire de Toulouse. Pour contrôler l’intégrité du cotylédon 

isolé, l’antipyrine, un marqueur de diffusion passive a été utilisé comme molécule de 

référence. Notre approche a consisté à étudier le passage placentaire des 15 bisphénols en 
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mélange pour s’affranchir des différences de perméabilité inter-cotylédonnaire. Cette 

approche a été validée par la comparaison des indices de clairance placentaire du BPA et du 

BPS, perfusés en mélange avec ceux déterminés précédemment pour ces bisphénols 

perfusés individuellement [99], [100]. Une méthode de dosage simultanée des bisphénols 

dans le milieu de perfusion en UHPLC-MS/MS a également été développée et validée, afin 

de quantifier les bisphénols dans le liquide de perfusion. 

Les résultats issus de cette étude expérimentale ont été valorisés au travers d’une 

communication orale et d’une publication dans la revue Chemosphere (Gély et al. 2021). 
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2.2. Article 2 

Les données supplémentaires associées à cet article sont présentées en annexe 2.  
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2.3. Conclusion  

Le modèle ex vivo de placenta humain perfusé a permis de déterminer pour ces 15 

bisphénols perfusés en cocktail, le taux de transfert placentaire, la clairance placentaire et 

l’indice de clairance dans la direction materno-fœtale. Cette étude a nécessité le 

développement d’une méthode de dosage simultané des 15 bisphénols, elle a été validée en 

termes de sélectivité, de justesse et de fidélité intra- et inter-jour. Les performances de la 

méthode, avec des LOQ comprises entre 1 et 50 ng/mL, sont adaptées aux conditions de 

perfusion car elles permettent de mesurer un taux de transfert placentaire minimal entre 0,6 

et 4 % selon le bisphénol.  

Les indices de clairance du BPA et du BPS, perfusés en cocktail dans la présente étude, ne 

sont pas significativement différents de ceux obtenus lorsque le BPA et le BPS ont été 

perfusés isolément sur le même modèle [99], [100], ce qui nous a permis de valider notre 

approche en cocktail. Les 15 analogues de bisphénols décrivent une large gamme de taux 

de transfert, entre 1,98 et 26,45 %, et d’indices de clairance compris entre 0,065 et 0,842. 

Deux groupes de bisphénols ont été identifiés, en prenant comme référence l’antipyrine, un 

marqueur de diffusion passive : un groupe de 7 bisphénols ayant un taux de transfert 

similaire à celui de l’antipyrine, ce qui indique que leur passage placentaire met en jeu un 

mécanisme de diffusion passive et un groupe de 8 bisphénols dont le passage placentaire 

est plus limité et qui pourrait impliquer des transporteurs actifs. Parmi eux, le BPS et le BPFL 

sont les bisphénols dont les taux de transfert placentaires sont les plus faibles, 2,45 et 1,98 

%, respectivement.  

En définitive, cette étude montre que malgré l’analogie structurale de ces bisphénols, leurs 

mécanismes de passage placentaire sont différents. Ces différences pourraient être liées à 

leurs propriétés physico-chimiques et à leur liaison aux protéines plasmatiques. Ainsi, le 

développement de modèles QSAR prédictifs du passage placentaire pourrait permettre 

d’évaluer le potentiel d’exposition fœtale de cette famille de bisphénols émergents et donc 

de cribler les substituts du bisphénol A, afin d’éviter des substitutions regrettables.  
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--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

L’extrapolation des données toxicologiques relatives aux bisphénols émergents obtenues in 

vitro ou in vivo, sur des modèles animaux, principalement rongeurs ou poissons, à l’Homme, 

nécessite d’évaluer les mécanismes d’exposition interne. Or, malgré leur analogie 

structurale, le comportement toxicocinétique de ces bisphénols peut être très différent, 

comme cela a été démontré pour le BPS et le BPA [76] et comme nous l’avons décrit dans la 

partie précédente pour le transfert placentaire de 15 bisphénols [264].  

La troisième étude a donc pour objectif d’évaluer les paramètres TK déterminant l’exposition 

à 12 bisphénols après une exposition par voie orale, qui constitue la principale voie 

d’exposition aux bisphénols. Cette étude a été réalisée sur un modèle porcin, pertinent vis-à-

vis de l’Homme en termes de physiologie digestive.  

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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3. Etude de la disposition de douze bisphénols suite à leur ingestion 

sur un modèle porcin 

3.1. Contexte et objectifs  

Des bisphénols émergents ont progressivement remplacé le bisphénol A dans les 

emballages alimentaires. Par conséquent, l’alimentation constitue la principale source 

d’exposition aux bisphénols. Plusieurs études TK, sur différentes espèces (Homme, singe, 

brebis, porc et rongeurs) ont évalué la disposition du BPA ou de son principal substitut, le 

BPS, après une administration par voie orale. Une étude comparative de la disposition du 

BPA et du BPS après une administration par voie orale chez le porc, a montré des 

différences toxicocinétiques majeures entre ces deux analogues (biodisponibilité orale du 

BPS 100 fois plus élevée que celle du BPA, associée à une clairance 3 fois plus faible), qui 

conduisent à une exposition interne au BPS actif 250 fois plus élevée qu’au BPA [76]. Chez 

les rongeurs, le BPAF présente un profil TK proche de celui du BPA [126]. Cependant, à ce 

jour, les données TK relatives aux autres bisphénols émergents sont éparses (cf : Chapitre 

1 : Etude bibliographique, partie 3).  

Afin de caractériser le risque lié à l’exposition de ces nouveaux substituants du BPA, notre 

étude a pour objectif d’évaluer les paramètres TK qui déterminent l’exposition interne de 12 

bisphénols, BPA, BPS, BPFL, BPZ, 3-3BPA, BP4-4, BPF, BPM, BPP, BPAF, BPAP et BPB. 

Ces bisphénols ont été choisis en raison de leur utilisation croissante (production >1 tonne, 

selon l’ECHA, [17]) et de l’exposition humaine observée dans des études de biosurveillance 

[22], [26], [80], [92]. 

L’étude TK a été réalisée sur un modèle porcin, pertinent vis-à-vis de l’Homme en termes de 

physiologie gastro-intestinale [257], [258]. Les 12 bisphénols ont été administrés en cocktail, 

par voie orale et par voie intraveineuse. Cette étude a nécessité le développement de 

plusieurs méthodes de dosage simultané des 12 bisphénols dans le plasma et les urines. Le 

dosage des urines a été effectué en UHPLC-UV et les concentrations urinaires en bisphénol 

total (aglycone et métabolite) ont été mesurées après une hydrolyse enzymatique. Une 

méthode de dosage en UHPLC-MS/MS des 12 bisphénols aglycones dans le plasma a été 

développée. Les profils temporels des concentrations plasmatiques de chacun des 

bisphénols ont ensuite été analysés, avec le logiciel Phoenix (Phoenix NLME version 8.3, 

Certara) pour déterminer les paramètres TK.  

Les résultats de cette étude feront prochainement l’objet d’un article qui sera soumis dans 

une revue de toxicologie.  
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3.2. Article 3 

Les données supplémentaires associées à cet article sont présentées en annexe 3. 

Comparison of toxicokinetic properties of eleven analogues of BPA in pig after 

intravenous and oral administrations. 

Clémence A. Gély1,2, Marlène Z. Lacroix2, Béatrice B. Roques², Pierre-Louis Toutain 2,3, Véronique 

Gayrard1, Nicole Picard-Hagen1 

1ToxAlim (Research Centre in Food Toxicology), Université de Toulouse, INRAE, ENVT, 

INP-Purpan, UPS, Toulouse, France 

2INTHERES, Université de Toulouse, INRAE, ENVT, Toulouse, France 

3The Royal Veterinary College, University of London, London 

Abstract  

Due to the restrictions of its use, Bisphenol A (BPA) has been replaced by many structurally 

related bisphenols (BPs) in consumer products. However, endocrine disrupting potential 

similar to that of BPA has been described for several bisphenols. There is an urgent need of 

toxicokinetics (TK) data for these emerging BPs to evaluate if their internal exposure 

potential could increase the risk of endocrine disruption. 

Therefore, the aim of this study was to estimate the TK properties of eleven BPA substitutes 

(BPS, BPAF, BPB, BPF, BPM, BPZ, 3-3BPA, BP4-4, BPAP, BPP and BPFL). For this 

purpose, a cocktail of bisphenols was administered to piglets to evaluate the disposition of 

these bisphenols after intravenous and oral administrations. A nonlinear mixed-effects model 

was used to estimate the key TK parameters of eleven substitutes in comparison with those 

of BPA and to validate our cocktail approach. 

The urine excretion data indicated that most of these bisphenols are rather well absorbed, 

but BPM, BPP, BPFL and BPAP are poorly excreted in urine. Despite their structural 

similarities, these BPs differed greatly in their oral systemic exposure, due to a considerable 

range of oral bioavailability (from 0.9% for BPA to 60 % for BPS). Mean BPS plasma 

clearance was about 2 to 4 times lower than that of all BPs. Therefore, the BPS oral systemic 

exposure was much higher than that of the other BPs, on average about 150 times higher 

than for BPA, between 20-75 times higher than for BP4-4, 3-3 BPA, BPAF, BPZ, BPB, BPAP 

and 8-15 times higher than for BPFL, BPP, BPF, BPM, for an equal oral dose of the 

compounds. 
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Given the similar digestive tract of pigs and humans, our data suggests that replacing BPA 

with some alternative of BPA, particularly BPS, will likely lead to increase internal exposure 

to potential endocrine compounds.  

Introduction 

Due to restrictions of the use of BPA in food contact plastics, manufacturers have replaced 

BPA with structurally related molecules. Some of them, like BPS, BPF, BPAF, BPAP, BPB, 

BPP and BPZ were detected in food (González et al., 2020; Karsauliya et al., 2021; Liao and 

Kannan, 2014a, 2013; Morgan and Clifton, 2021), personal care products (Liao and Kannan, 

2014b; Lu et al., 2018) and indoor dust (Liao et al., 2012; Wang et al., 2015; H. Zhang et al., 

2020). Human exposure to bisphenols (BPs) is therefore ubiquitous. Biomonitoring studies 

showed that the distribution of BPs detected in human urine has changed in recent years, 

with a decrease of BPA concentrations from the late 2000s to the late 2010s, and at the 

same time, an increase of the detection rate and urine concentrations of BPS and BPF 

(Frederiksen et al., 2020; Gyllenhammar et al., 2017; Gys et al., 2021; Ye et al., 2015). Thus, 

BPA, BPS and BPF are currently the most frequently detected BPs in human urines, but 

other BPs became increasingly detected such as BPAF, BPB, BPP, BPZ and BPAP (Chen et 

al., 2018; Gys et al., 2021; Lucarini et al., 2020; H. Zhang et al., 2020). The pregnancy is 

considered as a critical period, because the developing foetus is particularly vulnerable to 

endocrine disruption. These bisphenols are also detected in the urines of pregnant women 

(Philips et al., 2018; B. Zhang et al., 2020) and can cross the placental barrier (Gély et al., 

2021). Furthermore, these substitutes of bisphenols showed endocrine disrupting potential 

similar to that of BPA. It was shown in vitro that BPA, BPB, BPZ and BPAP could exert a 

thyroid disrupting effect due to their binding affinity to thyroid hormone receptor alpha and 

thyroxine-binding globulin (Beg and Sheikh, 2020). Moreover, a recent study showed that 

BPA, BPAF, BPAP, BPB, BPE, BPF, BPS, BPP and BPZ have estrogen agonist and 

antagonist and androgen antagonist activities (Kojima et al., 2019). Furthermore, in vivo 

studies showed that prenatal exposure to BPA, BPE and BPS induced male and female 

reproductive dysfunctions (Shi et al., 2019, 2018). Altogether these data suggest that these 

structurally related bisphenols could induce endocrine disrupting effects (Moreman et al., 

2017; Pelch et al., 2019; Rochester and Bolden, 2015; Rosenmai et al., 2014; Siracusa et al., 

2018; Usman and Ahmad, 2016). Thus, the substitution of BPA with structurally related 

bisphenols may be of concern for human health. However, to assess the risk of exposure to 

endocrine disruptors in human, it is necessary to investigate the toxicokinetic (TK) 

mechanisms determining the exposure to these compounds in order to be able to extrapolate 

toxicological data from in vitro or from animal model to human and to compare internal 

exposure producing deleterious effects to those observed in biomonitoring studies. 
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Moreover, the risk of endocrine disruption could be exacerbated if the TK properties of some 

BPA substitutes increased systemic exposure to the hormonally active substance. Indeed, 

the concentrations at the site of action depend on plasma concentrations, these latter being 

related to oral dose through a key TK parameter, namely plasma clearance in addition to oral 

bioavailability. 

The toxicokinetics of BPA and its main substitute BPS were widely studied on several 

species (Collet et al., 2015; Gayrard et al., 2020; Grandin et al., 2017, 2018; Sasso et al., 

2020; Sonker et al., 2021; Waidyanatha et al., 2018). The human plasma clearance of BPA 

and BPS has been previously estimated from allometric scaling (Collet et al., 2015; Gayrard 

et al., 2020). A nearly total presystemic metabolism of BPA mainly in the liver is predicted by 

its high clearance value (1.5 L/kg.h) when BPA is absorbed at the level of the intestine while 

the about two times lower clearance of BPS (0.79 L/kg.h), may result in a much more than 

proportional increase in the bioavailability of BPS compared to BPA. Thus, a previous TK 

study carried out in piglets have shown that the oral bioavailability of BPS is about 100 times 

higher than that of BPA (Gayrard et al., 2019). This result is comforted by the previous 

estimate of a high oral BPS bioavailability in humans (62%, (Khmiri et al., 2020)). Limited 

studies have evaluated the TK of bisphenol F (BPF) and bisphenol AF (BPAF). In rat, BPF 

appears to be mostly metabolized in sulfate conjugate after oral administration (Cabaton et 

al., 2006) and BPAF, like BPA, is extensively metabolized into BPAF-glucuronide with a low 

oral bioavailability around 1% (Waidyanatha et al., 2021, 2019). However, these toxicokinetic 

data, crucial for evaluating the risk of BPs exposure, are lacking for most of these emerging 

bisphenols. In this context, the objective of our study was to evaluate and compare the 

toxicokinetic properties determining the exposure of twelve bisphenols, BPA, BPS, BPAF, 

BPB, BPF, BPM, BPZ, 3-3BPA, BP4-4, BPAP, BPP and BPFL. These twelve analogs were 

selected because of their industrial use (Caballero-Casero et al., 2016; Liao and Kannan, 

2013; “Search for Chemicals - ECHA,” n.d.) and their detection in recent biomonitoring 

studies (Chen et al., 2018; Gys et al., 2021; Lucarini et al., 2020; H. Zhang et al., 2020). A 

mixture of these twelve BPs was administrated intravenously and by gavage to piglets, a 

relevant species towards human in terms of digestive function (Gonzalez et al., 2015; vom 

Saal and Welshons, 2006). Our cocktail approach was validated for BPA and BPS by 

comparing the TK parameters obtained in this study with those previously determined when 

they were administered alone (Gayrard et al., 2019). Key TK parameters were estimated 

using a nonlinear mixed effect model (NLME) and compared between the twelve studied 

bisphenols. 
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1. Materials and methods 

1.1.  Animals 

The experimental protocol was authorized by the French Ministry of Research under the 

number #22452_2019101609073159. The experiment was carried out on nine female piglets 

of Large White breed from a French farm (GAEC Calvignac, St Vincent d’Autejac, France). 

They were aged from 28 (weaning ages) to 51 days (study end) and they weighed between 

8.75 kg at arrival and 21.3 kg at the end of the study, respectively, 11.2 ± 1.4, 13.7 ± 1.8 and 

17.0 ± 2.2 kg in the first, second and third period. The piglets were fed with a flour-based 

growth food (PS2, Solieval, Villefranche de Rouergue, France) given ad libitum except the 

days of the administration. Water was given ad libitum. The piglets were housed at room 

temperature (24°C) with a 12h light/dark cycle. 

1.2.  Experimental design 

The experiment was design as a cross-over in three periods separated by 72 h. At each 

period, three piglets received a mix of BPs containing BPA, BPAF, BPB, BPF, BPM, BPZ 

and 3-3BPA at a nominal dose of 6 µmol/kg bodyweight (BW) by intravenous route (IV), 

three other piglets received a mix of BPs containing BPS, BP4-4, BPAP, BPP, BPFL at a 

nominal dose of 6 µmol/kg BW by IV and the three other piglets received a mix of all 12 BPs 

at a nominal dose 200 µmol/kg BW by oral route. For the IV route, only 5 to 7 BPs were 

administered in mixture because of the poor solubility of BPs in DMSO and in pig blood. The 

IV administrations were carried out via an indwelling catheter inserted into the auricular vein 

just before the administrations (0.1 mL of solution by kg BW) and oral administration were 

carried out by gastric intubation (2 mL of solution by kg BW). The IV and oral doses were 

selected based on the previous TK study (Gayrard et al., 2019) allowing to monitor plasma 

concentrations for approximately 4-8 h and to observe the terminal phase of elimination 

considering the performance of the assay.  

1.3. Samples collection 

Blood samples (2mL) were obtained by serial jugular venous blood sampling before and after 

administration. They were drawn before and at 2, 5, 15, 30, 60 min, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 24, 34, 

48 and 72h in heparinized polypropylene tubes, immediately chilled on ice and centrifuged 

for 10 min at 3000 × g at 4°C. Plasma was stored in polypropylene tubes at -20°C until 

assay. Total urine was collected over 24h with collection times at 0, 3, 6, 8, 11 and 24h after 

BPs administration. Urines were filtered through a nylon mesh (250 µm), collected in glass 

containers and chilled on ice. The volume of each urine sample and the sampling time were 
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recorded. One urine sample was immediately chilled on ice and centrifuged for 10 min at 

3000 x g at 4°C and stored at -20°C until assay 

1.4. Test materials and treatments 

All materials for the preparation of solutions, including the materials used for sampling, 

processing and analysis, were made of glass or BPA and BPS-free plastic (polypropylene). 

Bisphenol S (BPS, purity ≥ 98%), Bisphenol A (BPA, purity ≥ 99%), 2,2-Bis(4-hydroxy-3-

methylphenyl)propane (3-3BPA, purity ≥ 97%), Bisphenol FL (BPFL, purity ≥ 97%), 

Bisphenol Z (BPZ, purity ≥ 98%), 4,4′-Dihydroxybiphenyl (BP4-4, purity ≥ 97%), Bisphenol 

AP (BPAP, purity ≥ 99%), Bisphenol AF (BPAF, purity ≥ 97%), Bisphenol M (BPM, purity ≥ 

99%), and Bisphenol BP (BPBP, purity ≥ 98%) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier,France). Bisphenol B (BPB, purity ≥ 98%), Bisphenol F (BPF, purity ≥ 

96%), Bisphenol P (BPP, purity ≥ 98%) and six isotopes-labeled standards, namely, BPAF-

d4 (purity ≥ 98%), BPAP-d5 (purity ≥ 97.5%), BPP-d16 (purity ≥ 98%), BPS-d8 (purity ≥ 

97%), and BPA13C12 (purity ≥ 98%), used as internal standards (IS), were purchased from 

Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada) (Figure 1). 

 

Figure 1: Chemical structure of studied bisphenol, with their CAS number and their molar 
weight. 
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Dimethyl sulfoxide (DMSO) and corn oil were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin 

Fallavier,France). Methanol was LC/MS quality and purchased from Fisher Scientific (Illkirch, 

France). For IV administrations, BPs were dissolved in DMSO at 60 mM. For oral 

administration, BPs were dissolved in a DMSO/corn oil mix (50:50/v:v) at 100 mM and mixed 

before administration to obtain an emulsion. The concentrations of dosing solutions were 

determined by Acquity ultra performance liquid chromatography I Class coupled to 

PhotoDiode Array detector (UPLC-UV, Waters, Milford, MA, USA) and exact doses were 

used in NCA and NLME modeling (Table S1). 

1.5.  Samples analysis 

1.5.1 Quantification of urinary concentrations 

For BPA, BPS, BPAF, BPB, BPF, BPM, BPZ, 3-3BPA, BP4-4, BPAP, BPP, BPFL, the 

unconjugated and total bisphenol were quantified in urine by ultra-high performance liquid 

chromatography coupled with UV detection (UHPLC-UV). Briefly, the unconjugated 

bisphenols were extracted from 400 µL of urine and 100 µL of IS (BPBP at 5µg/mL) with 

Solid Phase Extraction (SPE) on HR-XAW cartridge (Macherey Nagel, Düren, Germany) 

under vacuum with a protocol adapted from Gély et al. (C.A. Gély et al., 2021). After elution 

with MeOH, samples were evaporated to dryness, reconstituted with 200 µL of 50:50 (v:v) 

H2O/MeOH and analytes were separated on a Acquity BEH Phenyl column (2.1*100 mm, 1.7 

µm) with a H2O/MeOH gradient [0.3 mL/min, 40 °C] and detected by UV. The wavelengths 

for each compound were reported in table S2. Chromatographic data were monitored by 

Empower® software (Water, Milford, MA, USA). The method was validated in urine according 

to the European Medicine Agency Guidelines with two calibration curves: high 

concentrations, from 0.5 to 20 µg/mL, and low concentrations from 0.01 µg/mL to 2 µg/mL 

were quantified at several wavelengths (Table S2). Blank samples were used to check the 

absence of contamination during assay. The accuracy ranges of three QCs (0.03, 0.15 and 

1.5 µg/mL) were 89%-114%, with intra- and inter-day precision lower than 16% for all BPs for 

low calibration. The accuracy ranges of three other QCs (1.5, 7.5 and 15 µg/mL) were 98%-

120%, with intra- and inter-day precision lower than 16% for all BPs for high calibration. The 

accuracy ranges were 81%-121% with a CV % inter-day (n=6) lower than 19% at LOQ (limit 

of quantification, 0.01-1 µg/mL, according to BPs). LOQ, model linearity, accuracy and inter 

and intra-day CV results for each BP were reported in table S3a and b. 

Total bisphenols were simultaneously quantified in urine by UHPLC-UV, after an enzymatic 

hydrolysis. Conjugated bisphenols were hydrolyzed by adding 100 µL of sodium acetate 

buffer containing β-glucuronidase diluted by 100 (β-glucuronidase type HP-2: ref G7017 

aldrich: 100,000 units/mL) and BPBP at 10 µg/mL as IS to 100 µL of sample. Samples were 
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incubated during 2 hours at 37 °C and 500 rpm. After the incubation, 200 µL MeOH were 

added and shaken at 10°C for 1 minute at 1400 rpm and centrifuged at 20000 × g at 4°C. 

Twenty µL of supernatant were eluted under the conditions previously described for 

unconjugated BPs. Blank samples were used to check the absence of contamination during 

assay. The total hydrolysis was verified by serial dilution and hydrolysis of BPA-G, BPF-G, 

BPS-G and BPAF-G and the method was validated in pig urine according to the European 

Medicine Agency Guidelines from 0.2-100 µg/mL. The accuracy ranges of five QCs (0.6, 3, 

7.5, 30 and 75 µg/mL) were 90%-121%, with intra-and inter-day precision lower than 20 % 

for all BPs. The accuracy ranges were 80%-122%, with intra-and inter-day precision lower 

than 12 % for all BPs at LOQ (between 0.2-1µg/mL according to BPs). LOQ, model linearity, 

accuracy and inter and intra-day CV results were reported in table S4. 

1.5.2 Quantification of plasma concentrations 

Unconjugated bisphenols in plasma were quantified after protein precipitation by Acquity 

ultra performance liquid chromatography coupled to a Xevo triple quadrupole mass 

spectrometer (UHPLC-MS/MS, Waters, Milford, MA, USA).  BPs were extracted from plasma 

by protein precipitation of 100 µL of sample with 200µL of MeOH containing internal standard 

(BPA13C
12, BPSd8, BPAFd4, BPPd16, BPAPd5) at 25 ng/mL. The mixture was shaken at 

10°C for 10 minutes at 1400 rpm and centrifuged at 20000 g at 4°C during 10 min. The 

supernatant was eluted on BEH Phenyl column with a H2O/MeOH gradient [0.3 mL/min, 

40°C] and detected in negative electrospray ionization using the multiple reaction monitoring 

mode. Chromatographic data were monitored by Targetlynx® software (Water, Milford, MA, 

USA), MRM transition were detailed in table S5. Two injection volumes were used, 20 µL for 

concentrations lower than 10 ng/mL and 10 µL for concentrations higher than 50 ng/mL. For 

the intermediate concentrations, a double injection was performed. Blank samples were used 

to check the absence of contamination during assay and the method was validated according 

to the European Medicine Agency Guidelines in piglet plasma over the calibration range 2.5 

to 5000 ng/mL. The upper-LOQ and lower-LOQ were evaluated for each BP and the 

performances of the method were reported in table S6. In summary, the accuracy ranges of 

five QCs (2.5, 7.5, 25, 250 and 2500 ng/mL) were 72%-122%, with intra- and inter-day 

precisions lower than 25% for all BPs, except for BPB, BPM and BPZ for which the accuracy 

was between 52 and 117% and intra- and inter-day precisions were lower than 50 %. At 

LOQ, the accuracy ranges were 91%-123% with a CV % inter-day (n=6) lower than 26 % 

(2.5-5 ng/mL, according to BPs). 
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During each sample run, blank, calibration samples, QC at the beginning, middle and end of 

sequence were analyzed, LOQs were adjusted if low QCs did not satisfy specification (Table 

S7). 

1.6. Toxicokinetic analysis  

Toxicokinetic analysis were performed using Phoenix® software, (Phoenix NLME version 

8.3, Certara, St. Louis, MO, United States), first by a Non-Compartmental Analysis (NCA) 

then by a Nonlinear Mixed Effects (NLME) modeling. The cumulated amount of urinary 

excreted BPs were calculated by multiplying the urine mass concentration by the excreted 

urine volume at each sampling time. The actual administered doses were obtained by 

correcting the nominal doses by the actual concentration of the administered solution as 

determined by UHPLC-UV (Table S1). 

1.6.1. Non-compartmental analysis 

First, plasma concentration-time profiles of the twelve BPs were analyzed by a NCA using 

model 200-202 and the “linear UP log down” calculation method. Area Under the plasma 

concentration time Curve (AUC) were obtained with and without extrapolation to infinity. The 

extrapolated AUC was determined by the ratio of the last observed quantifiable plasma 

concentration and the slope of the terminal phase (  ) estimated by linear regression using 

the best-fit option of Phoenix. Plasma clearance (Cl), steady-state volume of distribution 

(Vss) and Mean Residence Time (MRT) were computed using classical equation with 

extrapolation to infinity (Rowland and Tozer, 1995). The oral bioavailability (F) was estimated 

by the ratio of AUC0-inf after oral administration and after IV administration, normalized by the 

respective IV and oral dosing. When the extrapolated AUC was greater than 20%, AUC 

computed without extrapolation was considered. 

1.6.2. Nonlinear mixed effects (NLME) modeling 

In a second step, we used Nonlinear Mixed-Effects Model (also known as population model) 

to first compare the TK parameters of BPA and BPS administered in the present study as a 

cocktail of 12 BPs to those previously obtained after separate BPA (BPS) administrations in 

the same piglet model (Gayrard et al., 2019). The objective was to check the lack of 

significant drug-drug interactions and validate our cocktail approach. Then, we 

simultaneously analyzed the data obtained by IV and oral route for each BPs studied. 

To assess the possible cocktail effect, we included in the model a categorical covariate with 

two levels (0 for control, 1 for cocktail) for two selected parameters, i.e. Cl and F, and we 

estimated their significance or not by considering the confidence interval of their estimate as 
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obtained using a bootstrap method. The model was a two compartmental model for both 

BPA and BPS. The Between-Subject Variability (BSV), which is the variance of a parameter 

across individuals, was modeled using an exponential model with the following equation 

(Equation 1): 

                                      Equation 1 

With              is the value of theta in the ith animal,                 is the typical population 

value of this theta (Cl or F) and   , the deviation associated to the ith animal from the 

corresponding theta population value. The distribution of    was assumed to be normal with a 

mean of 0 and a variance ². 

To express the Between Subject Variability (BSV), the following equation 2 was used to 

convert the variance terms of the log-transformed parameters (here for clearance) into a 

coefficient of variation (CV %) in the original scale: 

                                  
      Equation 2 

 
The shrinkage of random effects toward the means was calculated for the ETAs (Savic and 

Karlsson, 2009) with equation 3: 

            
        

 
 Equation 3 

 
Where ω is the estimated variability for the population and SD is the standard deviation of 

the individual values of the empirical Bayesian estimates (EBE) of η. 

The residual model was an additive plus a multiplicative (proportional) model of the form: 

                          Equation 4 

With ε1 and ε2, the multiplicative and additive error terms having a mean of 0 and a variance 

noted σ1 or σ2, respectively. The additive sigma is reported as its standard deviation with the 

same units as plasma concentration (ng/mL) and the multiplicative sigma as the 

corresponding its coefficient of variation. 

Parameter estimation with their associated precisions (Standard Error, SE) were estimated 

by minimizing an objective function value (OFV) expressed as minus twice the log of the 

likelihood estimation (-2LL) using the Laplacian engine and a bootstrap approach. 

The analysis of each bisphenol was carried out with the same general methodology. For the 

oral route, visual inspection of the plasma concentration profiles suggested some 

discontinuous absorptions with rebounds of plasma concentrations and the oral data were 
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empirically modeled by sequentially including in the model different absorption rate constants 

(from 1 to 3). The typical TK parameters of the BPA, BPAF, BPB, BPF, BPM, BPZ, 3-3BPA, 

BP4-4, BPAP, BPP, BPFL were estimated using a two-compartment model and one (BP4-4, 

BPM, BPP), two (3-3BPA, BPA, BPAF, BPB, BPF, BPFL, BPS, BPZ) or three (BPAP) rate 

constant of absorption constant. Model was represented schematically in the figure 2. The 

inclusion of one or more rate constants of absorption was based on the improvement of the 

Akaike Information Criterion (AIC), the inspection of different diagnostic plots and of the 

better fitting of plasma concentrations obtained after IV and oral administration. The primary 

parameter of the model, namely the volume of distribution of the central compartment (Vc), 

the first-order rate constants (K10, K12, K21 and Kabs or Ka1, Ka2, Ka3, according to the 

BP) and the bioavailability (F) and their associated precisions (Standard Error, SE) were 

estimated as previously described for BPA and BPS. Oral bioavailability was estimated by 

applying an ilogit transformation to preclude a value greater than 1. 

 

Figure 2: Schematic representation of two compartmental model after an oral administration; kabs is 
rate constant of absorption from gastrointestinal track to central compartment; k12 is rate constant from 
central to peripheral compartment ; k21 is rate constant from peripheral to central compartment ; ke is 
constant elimination rate from plasma. 

To evaluate the overall performance of the final model, a Visual Predictive Check (VPC) was 

plotted to compare actual observations with simulated replicates from the model (200 

replicates per investigated pigs). The 80% prediction intervals were constructed and plotted 

together with the observed data allowing for a visual assessment of the agreement between 

simulation and observation (figure S1-3). Diagnostic plots, the distribution of errors, and the 

precision of the parameter estimates were used as tools to evaluate the goodness of fit and 

to compare models. 

From estimated typical values of primary parameters (Vc, ke, K12, K21, ilogit of F), 

secondary parameters were computed as follow: 

         , Equation 5 

Central 
compartment

Peripheral
compartment

Gastro-
intestinal

K 12

k abs

K 21
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  , Equation 6 

   
  

    
 *100, Equation 7 

          , Equation 8 

The terminal half-life time was calculated by the equation: 

 
 

 
 

      

                                        
 , Equation 9 

2. Results  

BPs were not detected in any plasma of the 26 blank sample except in two samples for BPS 

and one for BPM, this contamination being attributed to analytical method carry over. 

Aglycone BPs were not detected in the 22 blank sample urines, except for BP4-4, BPB and 

BPM detected in only one blank sample at a concentration close to LOQ. Total BP4-4, BPA, 

BPAF, BPAP, BPFL, BPM, BPP and BPP were detected in 1 to 3 blank urine samples, at 

concentrations around the LOQ or at 72h, just before the second period. These data indicate 

that there was little-to-no sample contamination during sample collection and processing. 

2.1. Validation of the cocktail approach 

The figure S4 shows the concentration-time profiles of BPA and BPS after respective BPA 

and BPS IV and oral dosing, after both a single BPA/BPS administration evaluated in a 

previous study (Gayrard et al., 2019) or a simultaneous administration of 5 to 7 (IV) or 12 

(oral) BPs. The visual comparison of these profiles does not show any major difference 

between the two administration modalities (single vs cocktail) for both BPS and BPA and for 

the two routes of administration, IV and oral. The influence of the cocktail approach on two 

TK parameters, plasma clearance and bioavailability by the oral route, was tested by a 

NLME modeling by adding a categorical covariate corresponding to the modality of 

administration. Plasma clearance and oral bioavailability evaluated by the cocktail approach 

were slightly increased compared to a single BP administration, by 28 and 11 % respectively 

for BPS and by 29 and 26% respectively, for BPA. These differences were not significant, 

indicating that the mode of administration in cocktail did not modify the disposition of BPA 

and BPS.  

2.2. Urinary excretion of BPs 

Figure 3 depicts the cumulative urinary excretions of total BP that were recovered at fixed 

intervals over 24h, for the twelve studied BPs. By 24h, the mean fractions (± SD) of the BP 

dose recovered in urine as total BP ranged from 3 ± 1 % (BPFL) to 76 ± 12 % (BPS) after IV 

dosing and from 1 ± 0.3 % (BPFL) to 59 ± 13 % (BPS) after oral dosing. Less than 10 % of 
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the administrated dose of BPM, BPP and BPFL was recovered in urines 24h after oral and IV 

administration. About half of the urinary BPs amount was excreted in the 3h after IV dosing. 

While, after oral administration, 6 to 8h were necessary to reach 50% of the urinary 

excretion. By 24h, unconjugated BPs in urine represented less than 0.2 % of the 

corresponding BP dose except for BPS (0.6 ± 0.5 % of the IV dose and 0.5 ± 0.4 % of the 

oral dose) and BPF (1.2 ± 1.2 % of the oral dose). 

 

Figure 3: Cumulative urinary amounts relative to dose of total BPs (mean + SD) in piglets after a 
respective BP single IV administration at 6 µmol/kg (A) and an oral administration at 200 µmol/kg (B). 
The values indicated in the legend are the mean (± SD) fractions of the respective BP dose recovered 
in urine 24 hours after administration. 

2.3. Internal exposure to BPs after IV and oral dosing 

Figure 4 and 5 depict the time course of mean plasma concentrations of the twelve BPs after 

an oral and an intravenous administration to piglets. After IV administration to piglets, plasma 

BPs concentrations decreased rapidly to reach values below the LOQ of the assay (2.5 to 25 
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ng/mL depending on the BP) beyond about 2-4h after administration for 10 BPs, 8h for BPP 

and as early as 30 min for BP4-4.  

After oral administration, the plasma concentrations increased to maximal values about 1 to 

2 h 30 after dosing for BPS, BP4-4, BPB, BPF, 3-3 BPA and BPAF or after 3 to 4h30 for 

BPAP, BPP, BPFL, BPM and BPZ (Table S8). The average maximal plasma concentrations 

of BPS (29 ± 9 nmol/mL) were more than 100 times higher than the maximal values of BPB, 

BPAF, BPA, 3-3BPA and BPZ ranging from about  0.17 to 0.27 nmol/mL and about 20 times 

higher than BP4-4, BPM, BPFL, BPP, BPAP and BPF ranging from about 0.5-2.4 nmol/L. 

Dose scaled area under the plasma concentration-time curve after oral administration of BPS 

were between 8 and 20 times higher than that of BPP, BPFL, BPF, BP4-4, BPM and BPAP, 

between 45 and 75 times higher than that of BPAF, BPZ, BPB and 3-3BPA and 150 times 

higher than that of BPA.  

 

Figure 4: Semi-logarithmic plots of mean plasma concentrations (nmol/mL) versus time (min) of each 
BP after IV administration of a mix of bisphenols including either BPA, BPAF, BPB, BPF, BPM, BPZ or 
3-3BPA or BPS, BP4-4, BPAP, BPP, BPFL, at a nominal dose of 6 µmol/kg BW for 8 piglets. Mean 
values were calculated at the time periods for which plasma concentrations were above the LOQ in at 
least 6 of piglets.  
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Figure 5: Semi-logarithmic plot of mean plasma concentrations (nmol/mL) versus time (min) of each 
BPs after oral administration of the mix of 12 bisphenols at the nominal dose of 200 µmol/kg BW. 
Mean values were calculated at the time periods for which plasma concentrations were above the 
LOQ in at least 6 piglets (n=8, except for the oral administration of BPA n=7). 

Toxicokinetics parameters of BPs were estimated by NCA analysis (Table S8) and NLME 

modeling (Table 1). Mean plasma clearance of bisphenols were close and ranged from 40 to 

60 mL/min/kg for 3-3BPA, BPP, BPFL, BPA, BPB, BPF, BPAP and BPM. Mean plasma 

clearances of BP4-4, BPAF and BPZ were two times higher and reached about 80 

mL/min/kg. Mean BPS plasma clearance (21 mL/min/kg) was about 2 to 4 times lower than 

that of all BPs. Mean distribution volumes at steady state (Vss) ranged between 668 (BPS) 

and 7709 (BPZ) mL/kg, with a mean Vss of about 2 L/kg for 3-3BPA, BPAP, BPFL, BPA, 

BPAF, BPB and BPF and higher than 4 L/kg for BP4-4, BPP, BPM and BPZ.  Mean BPS Vss 

was about 3 to 10 times lower than that of the others BPs. The mean elimination half-life 

(t1/2) ranged from 23.87 min (BPAF) to 213.1 min (BP4-4), indicating that these bisphenols 

are rapidly eliminated.  

The BPs showed a considerable range of oral bioavailability, with low values below 5% for 3-

3BPA, BPA, BPAF, BPB and BPZ, intermediate values ranging from 5.7 and 12.9 % for BP4-

4, BPAP, BPF and BPM and close to 20 % for BPP and BPFL. BPS showed a much higher 

oral bioavailability (59.5 ± 18.1 %) in comparison with that of the others BPs (figure 6). These 

key parameters determine the systemic exposure to the active bisphenol after an oral 
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exposure (AUCoral normalized by the dose, Table 1), which describes a wide range a value, 

BPS systemic exposure being 8 to 150-fold higher than those of the other bisphenols. 

   

Figure 6: Mean ± SD bioavailability of bisphenols. 
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Table 1: Toxicokinetic parameters of 3-3BPA, BPS, BP4-4, BPAP, BPP, BPFL, BPA, BPAF, BPB, BPF, BPM and BPZ estimated by nonlinear mixed effects 

modeling from plasma concentration-time profiles following an IV (6 µmol/kg BW) and an oral (200 µmol/kg BW) administration in piglets.  

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

      n=8 n=9 n=9 n=9 n=9 n=9 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 

Clearance mL/min/kg 

mean 55.08 21.36 75.33 54.23 55.53 41.45 59.94 75.43 43.95 47.64 59.41 82.44 

SD 6.46 0.25 20.85 4.40 1.10 0.52 5.20 9.50 13.59 1.04 7.09 16.00 

CV (%) 12% 1% 27% 8% 2% 1% 9% 12% 30% 2% 12% 19% 

  

Vss mL/kg 

mean 2654 668 4733 1779 6132 1970 2376 2597 2072 2488 4789 7709 

SD 311 41 663 0 118 223 0 2 374 339 1384 1586 

CV (%) 12% 6% 14% 0% 2% 12% 0% 0% 18% 13% 28% 20% 

  

HL_lambda min 

mean 43.50 146.07 213.06 33.87 85.49 49.76 31.70 23.87 40.82 171.64 61.45 68.70 

SD 0.00 20.10 7.46 1.30 2.72 7.44 1.98 2.98 3.81 45.63 15.82 2.51 

CV (%) 0% 14% 3% 4% 3% 16% 6% 12% 9% 26% 25% 4% 

  

MRT min 

mean 48.18 31.26 62.83 32.80 110.43 47.54 39.63 34.43 47.15 52.23 80.61 93.51 

SD 0.00 1.76 12.17 2.51 3.65 5.51 3.27 4.30 6.36 6.12 19.76 3.25 

CV (%) 0% 6% 19% 8% 3% 12% 8% 12% 13% 12% 24% 3% 

 Oral administration  

F % 

mean 3.3% 59.5% 6.9% 12.7% 17.0% 19.7% 0.9% 4.3% 1.6% 5.7% 12.9% 4.5% 

SD 0.1% 18.1% 4.2% 4.3% 14.2% 7.8% 0.3% 2.2% 1.2% 3.3% 7.2% 1.5% 

CV (%) 2% 36% 55% 33% 74% 38% 34% 46% 65% 52% 53% 32% 

 Oral administration  

AUC/Dose 
(nmol*min/mL) 

/ (mmol/kg) 

mean 245 18515 1006 835 2105 2431 123 414 271 1225 1251 292 

SD 49 5924 634 422 2259 1443 37 195 111 635 714 77 

CV (%) 20% 32% 63% 51% 107% 59% 30% 47% 41% 52% 57% 26% 

Vss: Volume of distribution at steady state 
HL_lambda: Elimination half-life corresponding to the last elimination slope 
MRT: Mean residence time 
F: Bioavailability by the oral route 
AUC/Dose: Dose scaled area under the plasma concentration-time curve from dosing time to the time of the last measurable plasma concentration after oral 
administration. 
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3. Discussion  

The purpose of our study was to compare the oral TK of 12 bisphenols and to quantify the 

key TK parameters determining internal exposure. We used a cocktail approach in piglets, 

considered as a relevant species for translational research because of their similarities with 

humans with regards to gastrointestinal function. We used data sets corresponding to 

plasma and urinary concentrations of the twelve BPs after IV and oral administration of a 

cocktail of BPs to estimate, using a NLME model, the TK parameters controlling BPs plasma 

concentrations following oral exposure.  

First, we validated our cocktail approach thanks to previous data obtained by our laboratory 

on the same piglets model administered either with BPA or with BPS (Gayrard et al., 2019). 

The NLME model developed including the administration modality as a covariable showed no 

significant effect of the cocktail approach on the clearance and oral bioavailability of BPA and 

BPS. This result is important both to validate our TK parameters and to promote methods to 

strongly reduce animals number, needed for experimentation, while ensuring valid and useful 

TK information, in particular for pig, a fast growing species.  

The BPs urinary excretion of total BPs was measured over 24 h after dosing and showed 

great difference depending on BPs. Overall, the urinary excretion of BPs (fraction of the 

dose) were relatively close for the two routes of administration, indicating a rather high 

absorption after gavage. Furthermore, BPs eliminated in the urine were mainly conjugated 

(less than 1% of administered dose was recovered as aglycone BPs), suggesting that the 12 

BPs are mainly metabolized by the intestine or liver. Contrary to what had been expected 

(Gayrard et al., 2019; Grandin et al., 2017), some BPs, BPAP, 3-3BPA, BPP, BPFL and 

BPM, were poorly eliminated in the urine, both after an oral or an IV administration. This 

lower recovery rate may be explained in part (1) by the short duration of the urine collection, 

especially after oral administration, (2) by an underestimation of total urinary BPs because of 

the presence of others metabolites, which was not hydrolyzed by β-glucuronidase (3) or 

because of fecal excretion. Indeed, for organic anions such as glucuronoconjugates the 

threshold of molecular weight beyond which biliary elimination becomes significant is of the 

order of 200-300 g/mol in rats and 500-600 g/mol in humans (Clark et al., 1969; Hughes et 

al., 1973; Roberts et al., 2002). Thus, for BPAF ( MW = 336 g/mol), BPFL (MW = 350 g/mol), 

BPP and BPM (MW = 346 g/mol), the addition of a glucuronic acid (176 g/mol) leads to molar 

weight greater than 500 g/mol. Moreover, in rodents, BPAF was well absorbed following 

gavage administration and highly metabolized and excreted mostly in the feces 

(Waidyanatha et al., 2015). These observations can explain the extremely low recovery rate 

of BPFL, BPP and BPM in pig urine. Moreover, these data suggest that the urinary 
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concentrations of theses BPs measured in biomonitoring studies are not relevant biomarkers 

of human exposure and should be interpreted with caution. Additional investigation of fecal 

excretion is needed to better understand the routes of elimination of these BPs.  

An efficient metabolism of bisphenol by glucuronidation has been previously described both 

in vitro and in vivo, for BPA and BPS in several species (Gayrard et al., 2020; Khmiri et al., 

2020; Oh et al., 2018; Song et al., 2018; Thayer et al., 2015). BPAF was also extensively 

metabolized by UDP-glucuronosyltransferases (UGT) in mice and rats (Waidyanatha et al., 

2021, 2019). By contrast, in rat, the major urinary metabolite (more than 50% of total BPF 

excreted in urine) is a sulfate conjugate of BPF (Cabaton et al., 2006).  

Mean plasma clearance (Cl) of most of bisphenols were close and ranged from about 20 (for 

BPS) to 80 (for BPZ) mL/min/kg. These plasma Cl are rather high and close to the hepatic 

blood flow in pig (40 mL/min/kg (Björkman and Redke, 2010; Boxenbaum, 1980), suggesting 

that as shown for BPA, BPS and BPF (Cabaton et al., 2006; Gayrard et al., 2019), the 

clearance of BPs is mainly hepatic. Following a single intravenous administration, BPS was 

less efficiently eliminated than all the others BPs. This result is consistent with previous data 

showing 2- to 4-fold lower plasma clearance of BPS than BPA in several species (rat, sheep, 

pig and human for a clearance estimated by an allometric approach) (Collet et al., 2015; 

Gayrard et al., 2020, 2019; Grandin et al., 2017). In piglet, BPAF clearance is close to that of 

BPA and about 3.5 higher than that of BPS. By contrast, BPAF intrinsic clearance 

determined in vitro in hepatocytes from rat, mouse, and human is 1.5-4-fold, 6-18-fold and 4-

9-fold lower than that of BPA, respectively (Waidyanatha et al., 2015) and is close to that of 

BPS (Waidyanatha et al., 2018). Both in vitro (Waidyanatha et al., 2018) and in vivo 

(Waidyanatha et al., 2020, 2019) studies, indicate some interspecies differences in the 

metabolism of these BPs. 

Oral bioavailability of BPs shows a great range of variation, from 0.9% to 60% for BPS. The 

high oral bioavailability of BPS was also estimated in human (62%, (Khmiri et al., 2020)). In 

mice, BPAF oral bioavailability (5.64% and 3.13%, in male and female mice, respectively ) 

was close to those in piglets, (4.3 ± 2.2%) (Waidyanatha et al., 2019). The oral bioavailability 

could be influenced by the physicochemical properties of bisphenols, including the number of 

hydrogen donor and acceptor, the lipophilicity (LogP) and the rigidity of molecule (Gomez-

Orellana, 2005; Varma et al., 2010; Veber et al., 2002). All BPs studied have two hydrogen 

donors and two hydrogen acceptors, except BPS (4 hydrogen acceptors) and BPAF (8 

hydrogen acceptors). However, this factor does not seem to greatly determine oral 

bioavailability because BPS bioavailability is high (60%) while that of BPAF is low (4.3%). 

The visual inspection of the chart graph (Figure 7A) displaying the oral bioavailability and the 
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LogP for the twelve bisphenols does not evidence a clear correlation between LogP and the 

oral bioavailability, in particular for BPS. Moreover, the rigidity of the compound could 

positively influence the bioavailability, but if this chemical property may explain the high 

bioavailability of BPFL, this is not the case for BPS.  

 

Figure 7: Kiviat plots describing for the 12 bisphenols, two key TK parameters determined in piglets, 
the oral bioavailability (A) and the volume of distribution at steady state (B) and their potential 
correlation with the LogP determined with ChemDraw17.1 (ChemPropPro)). Each value is normalized 
by the corresponding maximal value. 

The volumes of distribution at steady state were higher than the pig plasma volume of 

around 50 mL/kg (Hannon et al., 1985), indicating that these bisphenols are widely 

distributed in tissues. These data are consistent with previous TK parameters obtained for 

BPAF, BPA, and BPS in rats and mice (Collet et al., 2015; Gayrard et al., 2020; Sonker et 

al., 2021; Waidyanatha et al., 2020, 2019) . In piglets, the Vss described a wide range of 

values, with the VSS of BPS about 3 to 12-fold lower than that of the others BPs. Vss is 

influenced by physico-chemical properties of the molecule, including, the lipophilicity (Log P, 

(Smith et al., 2015)) and the state of ionization (pKa), and also by their binding to plasma 

proteins (Gleeson, 2008; Smith et al., 2015). The pKa of the studied BPs are between 8.4 for 

BPS, and 9.74 for 3-3BPA (Gély et al., 2021), indicating that at physiological pH, most of 

bisphenols are mainly non-ionized. The visual inspection of the figure 7B does not evidence 

any correlation between LogP and the Vss. Indeed, even if for three bisphenols, BPM, BPZ 

and BPP, this relationship between LogP and Vss is observed, this is not the case for BPFL, 

BPAF and 3-3BPA. In addition, BP4-4 has a high volume of distribution but a low LogP close 

to that of BPS. The evaluation of binding to plasma proteins could be further investigated to 

understand the mechanisms of distribution of bisphenol in the extra- and intra-cellular space 

(Øie and Tozer, 1979; Smith et al., 2015). These TK results showed that all BPs are rapidly 

eliminated with a T1/2 shorter than 3h30 (BP4-4). 

Finally, all these TK properties of the BPs lead to very different systemic exposure to the 

active form of bisphenol after an oral administration. Indeed, the systemic exposure to active 
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BPS is 8 (for BPFL and BPP) to 150-fold higher than that of BPA. These TK considerations 

must be taken into account to evaluate the risk of human exposure to these emerging BPs 

with an endocrine disrupting potential similar to that of BPA.  

4. Conclusion 

In conclusion, this study provides key TK parameters of ten bisphenols on a piglet model and 

so bridges important gap relative to the mechanism of exposure to these emerging 

bisphenols. The cocktail approach was validated which means that this method could be 

applied to minimize the number of animals used per experiment. Some bisphenols, as BPM, 

BPP or BPFL, are poorly recovered in urine, indicating that their urinary concentrations are 

poor indicators of human exposure. It means that biomonitoring studies based on urine 

concentrations of these BPs must be interpreted with caution.  

Despite the structural similarities of this family of bisphenols, their disposition after oral 

exposure is very different. Thus, the high oral bioavailability of BPS, the major alternative to 

BPA, leads to a much higher systemic exposure to the active substance after an oral 

administration than other studied bisphenols. Furthermore, their TK behavior cannot be 

easily predicted from their classical physicochemical properties such as pKa and LogP . 

Therefore, to avoid regrettable substitutions of BPA with BPs with high exposure potential, 

there is an urgent need to develop QSAR model to predict the TK properties of bisphenols. 
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3.3. Conclusion 

Cette étude TK a nécessité le développement de trois méthodes analytiques pour quantifier 

simultanément les 12 bisphénols dans les urines et le plasma porcin. Les concentrations 

élévées en bisphénols présentes dans les urines ont permis le développement d’un dosage 

en UHPLC-UV que ce soit pour le dosage des bisphénols aglycones ou pour la quantification 

des bisphénols totaux, réalisée après hydrolyse enzymatique. La quantification des 

bisphénols dans le plasma a été effectuée en UHPLC-MS/MS, les performances de cette 

méthode, notamment sa sensibilité, a permis de suivre les BPs sur plusieurs heures, de 

façon à évaluer la pente terminale d’élimination. Ces méthodes adaptées aux exigences des 

études de TK, ont permis de déterminer les paramètres TK clés déterminants l’exposition 

aux bisphénols. 

L’approche en mélange a été validée par comparaison des paramètres TK issus de nos 

expérimentations avec ceux précédemment obtenus pour le BPA et le BPS, en 

administration unique [76]. Les données urinaires montrent que certains bisphénols sont très 

peu éliminés dans les urines, ces résultats sont à prendre en considération pour interpréter 

les études de biosurveillance fondées sur les concentrations urinaires de ces BPs 

émergents. De plus, cette étude TK montre des potentiels d’exposition très différents pour 

cette famille de bisphénols présentant des structures analogues. Le BPB et le BPA ont les 

biodisponibilités orales les plus faibles (inférieures à 2%), alors que le BPS a la 

biodisponibilité la plus élevée (environ 60%).  

Ces données sont essentielles pour extrapoler à l’Homme, les données toxicologiques 

obtenues sur des modèles in vitro ou sur des modèles animaux. Ces données pourront servir 

de base pour développer des modèles QSAR prédictifs du potentiel d’exposition à cette 

famille de contaminants alimentaires. Ces modèles permettraient d’aider les industriels et les 

agences d’évaluation à cribler les nouveaux bisphénols substituts potentiels du BPA, de 

façon à écarter les bisphénols présentant un potentiel d’exposition à la substance active très 

élevé.  
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Les deux études TK précédentes ont permis d’évaluer et de comparer le potentiel 

d’exposition humaine et fœtale de bisphénols émergents. Malgré des structures proches, le 

comportement toxicocinétique de ces bisphénols après une administration orale, ainsi que 

leur passage placentaire sont différents. Ces différences ne peuvent pas être expliquées de 

manière évidente par leurs seules propriétés physico-chimiques. Ainsi, pour éviter des 

substitutions regrettables, il est essentiel de développer des modèles QSAR permettant de 

prédire le potentiel d’exposition de ces bisphénols émergents. En outre, ces modèles 

répondent aux enjeux réglementaires actuels qui visent à limiter le recours à 

l’expérimentation animale, dans le contexte des 3R (Remplacer, Réduire, Raffiner).  

L’objectif de notre étude est donc de développer, à partir du jeu de données obtenu sur 15 

bisphénols, un modèle prédictif du passage placentaire des bisphénols en établissant la 

relation entre la structure des composés et leur indice de clairance placentaire.   

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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4. Développement d’un outil prédictif du passage placentaire des 

bisphénols avec une étude de type relation-structure-activité  

4.1. Contexte et objectifs  

En raison de la simplicité de synthèse du BPA et des mesures de restriction de son 

utilisation, les industriels ont développé de nombreux variants structurels de ce bisphénol, 

notamment par modification du pont carbonate liant les deux phénols ou par l’ajout de 

substituants sur le phénol. Ainsi, plusieurs dizaines de bisphénols sont aujourd’hui utilisés en 

remplacement du BPA.  

Nous avons montré précédemment (Gély et al, 2021 [264]) que le passage placentaire de 15 

bisphénols étudiés décrit une large gamme d’indice de clairance et que les paramètres 

physico-chimiques classiques tels que l’hydrophobicité et la fraction non ionisée (pKa), ne 

permettent pas à eux seuls d’expliquer les différences de mécanismes de passage 

placentaire. Il est donc impératif de développer des méthodes prédictives du potentiel 

d’exposition fœtale de cette famille de bisphénols, fondé non seulement sur leurs propriétés 

physico-chimiques, mais également sur leur comportement dans les biophases. Ainsi, dans 

cette dernière étude, nous avons développé une méthode de prédiction de type QSAR afin 

de modéliser le passage placentaire des bisphénols. Le jeu de données d’indices de 

clairance placentaire déterminés pour 15 bisphénols [264] a servi de base pour développer 

ce modèle QSAR. 

Les modèles QSAR sont construits habituellement avec des données moléculaires (énergie, 

logP…) or l’utilisation de ces données présente des limites : (1) le manque d’information pour 

certaines molécules, (2) les calculs sont effectués à partir de structures moléculaires rigides, 

(3) les molécules sont modélisées sans environnement or les propriétés TK dépendent 

d’interactions entre la molécule et les milieux biologiques. En revanche, les données 

chromatographiques des molécules peuvent être déterminées pour toutes les molécules, 

mettent en jeu des interactions (solvant-molécule ; molécule-phase stationnaire) et 

dépendent de la structure de celles-ci. L’objectif de cette étude expérimentale était d’évaluer 

l’apport de descripteurs chromatographiques dans les modèles QSAR. Pour cela, des 

descripteurs moléculaires et chromatographiques ont été générés et utilisés seuls ou en 

combinaison pour la construction d’un modèle prédictif de l’indice de clairance placentaire.  

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le laboratoire des IMRCP.  

Les résultats de cette étude ont été valorisés au travers d’une communication orale et ils 

feront l’objet d’une publication qui sera soumise dans le revue Chemosphere.  
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4.2. Article 4 

Les données supplémentaires associées à cet article sont présentées en annexe 4.  
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Abstract 

Regulatory measures and public concerns regarding bisphenol A (BPA) have led to its 

replacement by structural analogues, such as BPAF, BPAP, BPB, BPF, BPP, BPS and BPZ. 

However, these alternatives are under surveillance for potential endocrine disruption, 

particularly during the critical period of fetal development. Despite their structural analogies, 

these BPs differed greatly in placental transport efficiency. For predicting the fetal exposure 

of this important class of emerging contaminants, quantitative structure-activity relationship 

studies (QSAR) were developed to model and predict the placental clearance indices (CI). 

The most usual input parameters were molecular descriptors obtained by modeling, but for 

bisphenols (BPs) containing structural similarities or heteroatoms such as sulfur, the 

descriptors are not very contrasting. This study evaluated and compared the capacity of 

QSAR models based either on molecular or on chromatographic descriptors or a 

combination of both to predict placental passage of BPs. These chromatographic descriptors 

include both the retention mechanism and the peak shape on columns that reflect specific 

molecular interactions between solute, stationary and mobile phases, and are characteristic 

of the molecular structure of BPs. Chromatographic peak shape such as asymmetry and 

tailing factors had more influence to predict the placental passage that the usual retention 

parameters. Furthermore, the QSAR model having the best prediction capacity was obtained 

with the chromatographic descriptors alone and met the criteria of internal and cross 

validation. These QSAR models are crucial for predicting the fetal exposure of this important 

class of emerging contaminants. 

Keywords: bisphenols, QSAR, human placental transfer, endocrine disruptor, 

chromatographic descriptors 

 

1. Introduction 

Bisphenol A (BPA), which was widely used in daily products, has been prohibited in food 

packaging in several countries because of its endocrine disrupting properties. As a result, 

structurally similar phenolic compounds such as BPAF, BPAP, BPB, BPF, BPP, BPS and 

BPZ (Figure 1) have gradually replaced BPA in the polymer industry. Because of the wide 

use of these analogues in food packaging and personal care products (Chen et al., 2016; 

González et al., 2020; Liao and Kannan, 2014), the human exposure is ubiquitous, as 

demonstrated by their detection in human urine (Chen et al., 2016; Karrer et al., 2020; Zhang 

et al., 2020). These analogues may display endocrine disrupting properties similar to those of 
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BPA (Rosenmai et al. 2014, Moreman et al. 2017; Siracusa et al. 2018; Le Fol et al. 2017; 

Pelch et al. 2019) particularly during the critical period of pregnancy (Shi et al., 2018; Tucker 

et al., 2018). In vivo studies performed in pregnant sheep showed that, BPS and BPF, as 

BPA, can cross the placenta (Grandin et al. 2018; Gingrich et al. 2019; Corbel et al. 2015). 

Recently, ex vivo human placental perfusion carried out for assessing the placental transfer 

of 15 bisphenols (BPs) have shown that, despite their structural similarities, the efficiency of 

placental transport differs greatly among BPs, as reflected by the large range of their 

clearance indices, from 0.065 to 0.842 (Gély et al., 2021). Indeed, while BP4-4, BPAP, BPE, 

BPF, 3-3BPA, BPB, BPA cross placenta by passive diffusion (Corbel et al., 2014), the 

materno-fetal placental transfer of BPS and BPFL is very limited and may involve membrane 

efflux transporters (Gély et al., 2021; Grandin et al., 2019).  

The physicochemical properties of the molecules such as molecular weight, degree of 

ionization (pKa) and lipophilicity (LogP), are considered as the possible factors determining 

the extent of placental passage and the mechanism of transfer (Pacifici and Nottoli, 1995). In 

this context, several studies have predicted the maternal-fetal transfer rates of many drugs or 

organic compounds through Quantitative-Structure Activity Relationship (QSAR) modeling 

(Eguchi et al., 2018; Giaginis et al., 2009; Hewitt et al., 2007; Zhang et al., 2015). These 

models are mostly based on molecular descriptors in order to establish a relationship 

between the biological activities or the toxicological responses of molecules and their 

molecular, physicochemical and structural properties (Danishuddin and Khan, 2016). 

However, these numerical descriptors are calculated from the two- and/or three-dimensional 

structures of molecules and do not take into account the dynamic interactions with their 

biological targets (Kaliszan, 2007). For BP analogues, the physicochemical parameters 

generally involved in placental transfer (pKa within 8.5-9, LogP within 2-7 and MW below 600 

Da), would imply that their potential passive diffusion across the placenta would be high 

(Eguchi et al., 2018; Gély et al., 2021; Giaginis et al., 2009; Hewitt et al., 2007). It is therefore 

anticipated that the placental transfer efficiency of these structurally related BPs will be 

hardly predicted by descriptors based on molecular structure alone. In many cases, 

experimental descriptors such as chromatographic retention have been added to molecular 

ones to improve the QSAR models (Apostolov et al., 2019; Deconinck et al., 2007). Indeed, 

the chromatographic retention depends on the interaction of the compound of interest, i.e. its 

structure, with the stationary phase and the mobile phase. Thus, chromatographic retention 

of a molecule depends strongly on both its physicochemical properties and its environment. 

To our knowledge, few studies have investigated the use of chromatographic descriptors 

alone in QSAR modelling and all of them have only considered retention parameters (Lidija R 

Jevrić et al., 2014; Koba et al., 2012; Perisic-Janjic et al., 2011).  
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The aim of the present study was to evaluate the reliability of QSAR model based on 

chromatographic descriptors compared to classical molecular descriptors, to predict the 

placental clearance of BPs, using as biological output the placental clearance indices 

determined in a previous study (Gély et al., 2021). To that end, the set of 15 selected BPs 

was eluted on thirteen chromatographic columns using two elution solvents. We built then 

QSAR modelling based either on classical molecular descriptors of the fifteen bisphenols or 

on chromatographic descriptors, such as retention and peak shape parameters, or on both 

molecular and chromatographic descriptors. Their performances for predicting BPs placental 

transport efficiency were verified by cross validation procedures. This QSAR approach, by 

allowing prediction of a key parameter, placental clearance, should provide new insight for 

screening this important class of emerging BPs and assessing the hazards of BPA 

substitution in vulnerable developing fetus.  

2. Material and methods  

2.1. Data set  

2.1.1. Compounds 

Bisphenol S (BPS)(purity ≥ 98%), Bisphenol A (BPA) (purity ≥ 99%), Bisphenol E 

(BPE) (purity ≥ 98%), 2,2-Bis(4-hydroxy-3-methylphenyl)propane (3-3BPA) (purity ≥ 97%), 

Bisphenol B (BPB) (purity ≥ 98%), Bis(4-hydroxyphenyl)-2,2-dichloroethylene (BPC) (purity ≥ 

98%), Bisphenol BP (BPBP)( purity ≥ 98%), Bisphenol F (BPF) (purity ≥ 98%), Bisphenol FL 

(BPFL) (purity ≥ 97%), Bisphenol Z (BPZ) (purity ≥ 98%), 4,4′-Dihydroxybiphenyl (BP4-4) 

(purity ≥ 97%), Bisphenol AP (BPAP) (purity ≥ 99%), Bisphenol AF (BPAF) (purity ≥ 97%), 

Bisphenol P (BPP) (purity ≥ 98%), Bisphenol M (BPM) (purity ≥ 99%) (Figure 1). 
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Figure 1: Molecular structure of the fifteen bisphenols with their respective name, 

abbreviation, molecular weight and CAS number (Gély et al., 2021) 
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2.1.2. Molecular descriptors 

The 3D structures of these bisphenols were minimized by MMF94 using a semi-empirical 

molecular orbital package, MOPAC application, in Chem 3D Ultra software (V17.1, Perkin 

Elmer informatics). An RMS gradient of 0.10 was used to minimize energy with a maximum 

of 1000 iterations. Electrostatic (like dipole moment, HOMO and LUMO energy etc.), 

thermodynamic (like dipole heat of formation, Gibbs free energy etc.), steric (like ovality, 

Connolly accessible area, etc.), topologic (like polar surface area, shape attribute, etc.) and 

physico-chemical (like molecular weight, pKa, Log P etc.) descriptors were calculated. The 

set of molecular descriptors calculated for each studied BP is detailed in the supplementary 

data table S1.  

2.1.3. Chromatographic descriptors 

In most of BP chromatographic studies, BPs are eluted on a C18 column with 

H2O/AcN gradient (Rocha et al., 2016; Zhou et al., 2014). Therefore, the separation of the 15 

BPs was optimized using the conventional U-HPLC BEH C18 stationary phase with 

acetonitrile as organic modifier (Figure 2A). Then, the same solvent percentage, flow rate 

and time were applied to thirteen chromatographic columns (Table 1) either with AcN or with 

MeOH in order to compare the retention and peak shape of 15 BPs in all these 

chromatographic conditions. The chromatographic descriptors were calculated from the 

chromatographic parameters determined by the analysis of the chromatogram of each BP, 

injected alone, in aqueous gradient mode on 13 analytical stationary phases listed in table 1, 

using two solvents as organic modifier: methanol and acetonitrile. 
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Table 1: Analytical columns used for determining the chromatographic descriptors with their 

abbreviation, dimension and selectivity (Restek, 2013; Waters, 2015). 

Column Dimension – Granulometry – 
Supplier  

Selectivity 

Raptor Biphenyl (RB) 100 x 2.1 mm ; 2.7 µm, Restek Polarizability, aromatic and dipolar selectivity 

Raptor Biphenyl 
Core-Shell (RCB) 

100 x 2.1 mm ; 1.8 µm, Restek Polarizability, aromatic and dipolar selectivity 

Force Biphenyl (FB) 100 x 2.1 mm ; 1.8 µm, Restek Polarizability, aromatic and dipolar selectivity 

Cortecs C18 (CC18) 100 x 2.1 mm; 1.6 µm, Waters Hydrophobicity selectivity 

BEH C18 (C18) 100 x 2.1 mm; 1.7 µm, Waters Hydrophobicity selectivity (reference) 

BEH RP 18 Shield 
(RP18) 

100 x 2.1 mm; 1.7 µm, Waters Basic compound selectivity 

BEH C8 (C8) 100 x 2.1 mm; 1.7 µm, Waters Hydrophobicity selectivity 

BEH Phenyl (P) 100 x 2.1 mm; 1.7 µm, Waters Pi-Pi selectivity 

CSH Phenyl-Hexyl 
(PH) 

100 x 2.1 mm; 1.7 µm, Waters Pi-Pi selectivity 

CSH Fluoro-Phenyl 
(FP) 

100 x 2.1 mm; 1.7 µm, Waters Halogenated and polar compound selectivity. 

HSS T3 (T3) 100 x 2.1 mm; 1.8 µm, Waters Polar and hydrophobic molecules selectivity 

HSS PFP (PFP) 100 x 2.1 mm; 1.8 µm, Waters Pi-Pi, H-bonding, dipolar and hydrophobicity 
selectivity 

HSS CN (CN) 100 x 2.1 mm; 1.8 µm, Waters Alternative to hydrophobicity selectivity 

 

Each BP solution was prepared in (H2O/MeOH: 50/50) at a concentration of 0.01 

mg/mL. Ten microliters of each solution were injected on an Acquity UPLC system with UV 

detection set at 210 nm (Waters, Milford, MA, USA). The column temperature was set at 

40°C and BPs were eluted at 0.3 mL/min using linear gradient mode with two organic 

solvents (MeOH or AcN) and water: pump A (H2O) /pump B (MeOH or AcN): t(0  10 min) 

84% A  5% A; t(10  15 min) 5% A. The retention time, peak asymmetry (4.4%), tailing 

factor and peak width (5%) were determined with Empower Suitability System sofware 

(Waters®). A specific retention factor k'vs BPA  (equation 1) relative to BPA was calculated by 

equation 1 to normalize all retentions : 

          
            

      
 equation 1 

Descriptors corresponding to peak asymmetry, tailing factor, peak width and retention factor 

were identified as #7, #8, #2 and #5, respectively (Supplementary data table S2).  

2.2. QSAR modelling 

2.2.1. Variable selection and multi-linear regression 

QSAR models were performed on RStudio software (Version 1.2.5001). The 

descriptors values were centered and scaled to unit standard deviation of each descriptor. 

An artificial neural network (ANN) was created using the R package neural net (version: 
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1.44.2) with a sigmoid activation function and a backpropagation learning algorithm (code in 

supplementary data). The ANNs were adjusted by assigning a weight to each descriptor to 

minimize error between predicted and experimental clearance indices using a sigmoid 

activation function and back-propagation learning algorithm (Günther and Fritsch, 2010; 

Stefan Fritsch [aut], et al., 2019). The ANN was structured with an input layer connected to 

each descriptor and an output layer linked to the Clearance Indices (CI) for each BP. The 

stepmax was set at 100000 and the threshold at 0.005. After learning cycles, descriptors with 

a weight (absolute value) greater than twice the median of all descriptor weights were 

considered significant. To avoid collinearities between descriptors, a correlation matrix was 

calculated with the significant descriptors. When a correlation (R2 greater than 0.5) between 

two descriptors was observed, two new matrices were created, one containing the first 

descriptor and the other containing the other descriptor. This operation was carried out until a 

matrix containing uncorrelated descriptors was obtained, these descriptors were then used to 

build the final QSAR model. A multilinear regression (MLR) was performed then between the 

selected descriptors and CI for each QSAR model using Rstudio software. The regression 

was tested with three weightings: 1, 1/Y and 1/Y² with Y = observed clearance index and 

residuals and leverages were plotted to evaluate by visual inspection the quality of the 

regression and to choose the weighting. The models with R-squared greater than 0.7 were 

selected for further development. For these models, if descriptors were not significant 

(p<0.05), sub-models were built by subtracting the non-significant descriptors one by one 

and multilinear regressions were performed until all descriptors were significant. When too 

many descriptors were not significant to build the sub-models manually, the stepwise method 

was used to obtain the best model simplification by AIC (Brian Ripley , et al., 2021).  

2.2.2. Data splitting 

Clearance Indices for fifteen bisphenols were determined on five placentae, 

corresponding to a total of 75 values. This data set was divided into a training set (55 values, 

11 bisphenols used for model development) and a test set of 20 values corresponding to 4 

BPs randomly selected for model predictive assessment. Three prediction data sets were 

constructed to allow a balanced distribution of the different structures of the BPs. Each BP 

was allocated to one test set except BPs with high leverage in the multilinear regression 

model (Aravind Hebbali, 2020; Gramatica, 2007); i.e. BPS and BPFL for the model using 

molecular and chromatographic descriptors and BPAF for the model using only molecular 

descriptors, and BP44 for the model using only chromatographic descriptors. In 

consequence, data set 1 included BP44, BPB, 3-3BPA and BPZ in the test set for the 

validation of model based on molecular descriptors and data set 1 included BPAF, BPB, 3-
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3BPA and BPZ for the models based on chromatographic descriptors or on the both types of 

descriptors. Data set 2 included BPP, BPM, BPAP and BPBP in the test set, and data set 3 

included BPE, BPA, BPF and BPC in the test set. The training set was used for multilinear 

regression and the corresponding test set for predictive ability validation, for the three data 

sets separately.  

2.2.3. Validation  

Multilinear regression models were validated with the three data sets. For each data 

set, training set was used to configure regression and for cross-validation. CI of the four 

bisphenols included in test set was predicted by data set regression. Test set predictions 

were used for leave-many-out validation (LMO) according to criteria described for external 

validation (Alexander et al., 2015; Chirico and Gramatica, 2012; Ferreira, 2002; Gramatica 

and Sangion, 2016; Tropsha, 2010). Multilinear regression was estimated by R2 (coefficient 

of regression determination, equation 2) and the root mean square error of calibration 

(RMSEC, equation 3). The robustness of the QSAR model was validated by the 

determination of Q2 (cross-validated correlation coefficient, equation 4) and the root mean 

square error of cross validation (RMSECV, equation 5). The predictive quality of the model 

was estimated with Q2
LMO (equation 6): the correlation coefficient of LMO validation, the root 

mean square error of prediction (RMSEP, equation 7), the correlation coefficient of 

concordance (CCC, equation 8) and the Pearson squared correlation coefficient between 

predicted and experimental values. Finally, the Spearman's correlation squared coefficient 

was determined to assess the model's ranking capability (Alexander et al., 2015). The 

accepted criteria are R2 > 0.65; Q2>0.5; Q2
LMO> 0.65 (Chirico and Gramatica, 2011; 

Gramatica and Sangion, 2016) and CCC > 0.85 (Chirico and Gramatica, 2012). Additionally, 

RMSEC, RMSECV and RMSEP should be close and as low as possible (Gramatica and 

Sangion, 2016).   
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 Equation 8 

With  : y(i): experimental data values of training set   
ŷc(i): multilinear-regression predicted values  
ӯ: average of the experimental values of training set  
ŷv(i): cross-validation predicted values 
ye(i): experimental data values of test set  
ŷe(i): Test predicted values 
ӯe: average of the experimental values of test set  

   : average of the predicted values of LMO validation  
I: number of samples in training set  
A: number of descriptors 
nEXT: number of descriptors in test set 
nTR: number of descriptors in training set. 
 

3. Results  

3.1. Data collection 

3.1.1. Clearance indices  

Clearance indices (CI) of the 15 BPs perfused in cocktail were determined on five 

placentae using the ex vivo human perfused placenta model described in our previous study 

(Gély et al., 2021), Table 2. Clearance indices data were used as outcomes due to their 

ability to eliminate inter-placental variation by standardizing BP clearance to the reference 

compound antipyrine. These  bisphenols were classified in two groups according to their 

mechanism of placental passage, by passive diffusion for 7 BPs (similar to antipyrine) or 

limited transport for 8 BPs (Gély et al., 2021). This data set obtained in the same 

experimental conditions, was relatively distributed in a wide range of placental clearance 

indices, and is thus well suited for the QSAR modelling of the ability of these newly-

introduced BPs to cross the placenta (Hewitt et al., 2007). Moreover, the use of individual 

data of CI instead of the mean CI allows taking into account both experimental and biological 

variabilities and thus improve the predictive capacity of the model (Wenlock and Carlsson, 

2015). 

Table 2: Mean ± Standard deviation (SD) of clearance indices of the 15 studied BPs (7 

bisphenols with transfer rates that did not differ significantly from that of antipyrine, and 8 

BPs with a significantly lower transfer rate than that of antipyrine), evaluated on five 
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placentae. Clearance indice corresponds to the ratio of BP-studied placental transfer rate 

divided by the antipyrine transfer rate (Gély et al., 2021). 

Bisphenol Mean CI ± SD ( n = 5) Classification  

BPFL 0.064 ± 0.021 

Significantly different 
from antipyrine transfer 

rate 

BPS 0.082 ± 0.016 

BPBP 0.256 ± 0.046 

BPZ 0.318 ± 0.090 

BPC 0.392 ± 0.076 

BPM 0.442 ± 0.149 

BPP 0.452 ± 0.048 

BPAF 0.524 ± 0.071 

BPAP 0.570 ± 0.062 

Not different from 
antipyrine transfer rate 

BP44 0.662 ± 0.135 

BPE 0.686 ± 0.158 

BPF 0.696 ± 0.142 

33BPA 0.722 ± 0.070 

BPA 0.812 ± 0.065 

BPB 0.842 ± 0.080 

 

3.1.2. Molecular descriptors 

In total, 50 molecular descriptors were calculated for each BP with different algorithms 

incremented in the ChemDraw Pro software. Among these 50 descriptors, 16 concern 

physicochemical properties (pKa, logP…), 14 are topological descriptors (Balaban index, 

polar surface…) and 20 involved thermodynamic and electronic properties.  

3.1.3. Chromatographic descriptors 

 Figure 2 shows that the retention and the elution order of BPAF, BPAP, and 3-3BPA 

on the C18 column change according to elution solvent, AcN or MeOH (Figure 2) and BPS 

peak shape is larger with MeOH than with AcN. Peak asymmetry, tailing factor, peak width 

(5%) and k'vs BPA were determined with the two organic solvents and for the 13 columns, 

resulting to a total of 104 descriptors per BP (Supplementary data Table S2). 
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Figure 2: Chromatograms of 15 studied BPs eluted on BEH C18 column with AcN/H2O 

gradient elution (A) and with MeOH/H2O gradient elution (B). 

3.2. QSAR modelling 

First, it was investigated whether models with molecular descriptors obtained in-silico 

were able to predict BP clearance indices. Secondly, the chromatographic descriptors were 

added to the molecular descriptors to assess whether this combination could improve the 

prediction of the model. Finally, a model using only chromatographic descriptors was also 

developed and compared to those using molecular descriptors. 

3.2.1. Molecular descriptors in QSAR model for predicting placental passage 

Among the 50 normalized molecular descriptors (Supplementary data table S1), 

eleven descriptors gave a weight greater than twice the median of the weights using ANN 

learning and were selected as significant descriptors in the prediction of CI. Three of them 

are physicochemical descriptors (partition coefficients: LP2 and CD2, and a melting point 

CPP10), two are steric descriptors (Connolly Molecular Area CPS2, Connolly Solvent 

Excluded Volume CPS3) and two are topologic descriptors (Cluster count MT2 and Polar 

Surface Area MT5). The others 4 are involved in electrostatic and thermodynamic 

interactions (heat of formation DE1, total energy DE2, cosmo area DE5 and ionization 

potential DE7). Then, using these eleven descriptors, twenty-eight combinations were 

selected to build the model, considering low pair correlations among the variables 

(determination coefficient <0.5). Five of these combinations have a regression R²>0.7 and 
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significant parameters in the multilinear regression. The final model, i.e. with significant and 

not correlated descriptors, was obtained with the following molecular descriptors: Log P 

(LP2), Polar Surface Area (MT5), the heat of formation (DE1) and the total energy (DE2) and 

using equation 9 with a weighting by 1/Y:  

 CI= 0.46+0.23*LP2-0.08*MT5-0.30*DE1+0.41*DE2 (Equation 9) 

Regression-adjusted CI and leverage were reported in supplementary data table S3. The 

criterion of the regression and of the cross validation are acceptable with mean R2 of 0.77 

and mean Q2 higher than 0.70, respectively. However, the mean QLMO² and mean CCC for 

the three data sets were 0.57 and 0.64, respectively, which did not fulfill the recommended 

criteria for validating the predictive ability of this model (i.e. QLMO² > 0.6 and CCC > 0.85, 

Table 3).  

Table 3: Statistical results of the QSAR cross-validation for the three selected models built 
with either molecular, chromatographic or combined descriptors. 

 
Regression Cross-validation Leave-many-out (LMO) validation 

 
RMSEC* R

2
* RMSECV* Q

2
* QLMO

2
* RMSEP** CCC** Rspearman** 

Validation Criterion 
 

>0.65 
 

>0.5 >0.65 
 

>0.85 
 

Molecular Descriptors 0.14 0.77 0.14 0.71 0.57 0.17 0.64 0.70 

Chromatographic 
Descriptors 

0.11 0.84 0.11 0.81 0.73 0.13 0.81 0.83 

Both Descriptors 0.11 0.85 0.11 0.82 0.47 0.19 0.67 0.71 

* mean of validation parameters for the prediction of BPs of the three test data sets 
**parameters determined with observed and predicted CI calculated with test data set 1, 2 and 3. 

Moreover, the slope of the LMO validation curve (Ypred = f(mean(Yobs))) is significantly 

different to 1 (figure 3A) and for most of bisphenols of the test sets, the predicted CI is 

underestimated by the model except for BPZ (figure 4A), for which its predicted CI was twice 

higher than its observed CI (figure 4A). The results suggest that these in-silico calculated 

descriptors alone are not robust enough for predicting clearance indice of a new BP. 
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Figure 3: LMO validation curves of the mean observed placental clearance indices of BPs 
and predicted for the three test data sets by MLR regression based on molecular (A), both 
molecular and chromatographic (B), or chromatographic (C) descriptors. The dotted line 
represents a perfect fit with the equation CIobs = CIpred and the straight line is the 
representation of CIpred = a*CIobs + b where a and b are the coefficient of the 
corresponding linear regression model. 

3.2.2. Combining chromatographic descriptors and molecular descriptors in 

QSAR model for predicting placental passage 

The 104 chromatographic descriptors were combined with the 50 molecular descriptors. 

Thirty-eight descriptors from these 154 descriptors were selected by ANN (Table 4) leading 

to 341 combinations of descriptors without correlation. Interestingly, only five molecular 

descriptors included in the previous molecular QSAR modeling (MT2, MT5, DE1, DE2 and 

DE5), were also significant in this present model, whereas the molecular descriptors related 

to LogP were not selected by ANN using molecular and chromatographic descriptors.  The 

retention factors related to BPA were first selected by ANN (k’ vs BPA, #5), but were 

progressively removed from the multilinear regression models because of their strong 

correlations with the molecular and peak shape descriptors. After the MLR assay, 50 models 

were chosen for their good fitting and the significance of their parameters. However, only few 

of them met the LMO validation criteria.  
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Table 4: Molecular and chromatographic descriptors selected to build QSAR for predicting 

placental CI, i.e. with weight in the artificial neural networks higher than twice the median of 

all descriptors weight. 

Molecular descriptors Chromatographic descriptors 

Id Parameters Id 
Column - Solvent - 

Parameters 
Id 

Column - Solvent - 
Parameters 

CPS3 Connolly Solvent 
Excluded Volume 

C18A2 C18 – AcN - Width (5%) RCBA2 RCB - AcN - Width (5%) 

 C18A7 C18 – AcN - Asymmetry RCBA8 RCB - AcN - Tailing Factor 

CD1 Mol Refractivity C18A8 C18 – AcN - Tailing factor CC18A2 CC18 - AcN - Width (5%) 

MT2 Cluster Count PHA5 PH - AcN – k’ vs BPA CC18A7 CC18 - AcN - Asymmetry 

MT5 Polar Surface Area FPA2 FP - AcN - Width (5%) C18M5 C18 - MeOH - k’ vs BPA 

MT12 Total Connectivity C8A2 C8 - AcN - Width (5%) C18M7 C18 - MeOH - Asymmetry 

DE1 Heat of formation T3A2 T3 - AcN - Width (5%) PHM5 PH - MeOH - k’ vs BPA 

DE2 Total Energy T3A5 T3 - AcN - k’ vs BPA FPM7 FP - MeOH - Asymmetry 

DE5 Cosmo Area T3A7 T3 - AcN - Asymmetry T3M5 T3 - MeOH - k’ vs BPA 

DE9 Lumo Energy T3A8 T3 - AcN - Widh (5%) PFPM2 PFP - MeOH - Width (5%) 

  
RBA5 RB - AcN - k’ vs BPA PFPM7 PFP - MeOH - Asymmetry 

  
PFPA2 PFP - AcN - Width (5%) RPM7 RP - MeOH - Asymmetry 

  
RPA2 RP - AcN - Width (5%) CNM7 CN - MeOH - Asymmetry 

  
CNA5 CN - AcN - k’ vs BPA CC18M2 CC18 - MeOH - Width (5%) 

    FBA7 FB - AcN - Asymmetry     

 

Furthermore, the influence of BPs (leverage) on the regression differed according to 

the type of descriptors used. Indeed, BPAF, which had a strong influence using molecular 

descriptors, was no longer leveraged but was replaced by BP44, resulting to a change in the 

arbitrary choice of BPs in the test set 1 for LMO validation (Golbraikh and Tropsha, 2000). 

The final model included the following parameters: Connolly Solvent Excluded Volume 

(CPS3), cluster count (MT2) and LUMO energy (DE9) as molecular descriptors and shape 

peak parameters (width #2, asymmetry #7 and tailing factor #8) on biphenyl and BEH C8 

column with AcN elution (RCBA8 and C8A2) and on PFP column with MeOH as organic 

modifier (PFPM2 and PFPM7). The equation of the MLR assigning a weight 1/Y, was:  

CI= 0.48 – 0.03*CPS3 – 0.23*MT2 + 0.33*DE9 – 0.25*C8A2+ 0.37*RCBA8 – 0.27* PFPM2+ 

0.23*PFPM7 (Equation 10) 

Regression-adjusted CI and leverage were reported in supplementary data table S3. The R² 

of the regression was 0.85 and the Q² of the cross validation was 0.82 but the QLMO² of the 

LMO validation was lower than 0.5 (Table 3).  
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Figure 4: Mean ± SD observed clearance indices determined for the BPs on 5 perfused 

human placentae compared to the clearance indices predicted by QSAR models based on 

molecular descriptors (A), on molecular combined with chromatographic descriptors (B) and 

on chromatographic descriptors (C). The placental CI of some BPs cannot be predicted 

because they are pivotal in building QSAR model (BPAF, BPFL, BPS in A, BP44, BPFL, BPS 

in B and C). 

As shown on Figure 3B, the correlation curve (straight line) was systematically below 

the perfect curve (dot line) and the predicted CI for the BPs having low CI are misestimated 

(Figure 4B). The combination of chromatographic and molecular descriptors was not able to 

improve the prediction capacity of the QSAR model based on only molecular descriptors.  

3.2.3. Chromatographic descriptors in QSAR model for predicting placental 

passage 

Among the 104 descriptors experimentally obtained by liquid chromatography, the 

ANN selected 17 chromatographic descriptors with weights higher than twice the median of 

all descriptors weight (Table 5). Eight chromatographic descriptors were also significant in 

the QSAR model based on both molecular and chromatographic descriptors (Table 4). 

Twenty-four models based on uncorrelated descriptors were identified, resulting in the 

selection of eight models with significant descriptors for predicting CI.  
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Table 5: Chromatographic descriptors with weight in the artificial neural networks higher than 

twice the median of all descriptors weight and selected to build QSAR model for predicting 

placental passage. 

Chromatographic descriptors 

Id 
Column - Solvent - 

Parameters Id 
Column - Solvent - 

Parameters 

T3A2 T3 - AcN - Width (5%) FPM7 FP - MeOH - Asymmetry 

RBA7 RB - AcN - Asymmetry C8M7 C8 - MeOH - Asymmetry 

PFPA7 PFP - AcN - Asymmetry T3M5 T3 - MeOH - k' vs BPA 

FBA5 FB - AcN - k' vs BPA PFPM7 PFP - MeOH - Asymmetry 

CC18A2 CC18 - AcN - Width (5%) RPM8 RP - MeOH - Tailing factor 

CC18A7 CC18 - AcN - Asymmetry CNM8 CN - MeOH - Tailing factor 

C18M2 C18 - MeOH - Width (5%) FBM2 FB - MeOH - Width (5%) 

C18M5 C18 - MeOH - k' vs BPA FBM7 FB - MeOH - Asymmetry 

C18M7 C18 - MeOH - Asymmetry     

 

The final model was obtained using six chromatographic descriptors with a weighting 

by 1/Y according to the following equation 11:  

CI= 0.48 – 0.66*T3A2 – 0.05*PFPA7 + 0.07*CC18A7 – 0.50*C8M7 – 0.14*PFPM7 + 

0.38*CNM8 

(Equation 11) 

Regression-adjusted CI and leverage of equation 11 were reported in supplementary data 

table S3. All these descriptors referred to peak shape parameters, half were eluted with AcN 

and half with MeOH, three on a hydrophobic phase (HSS T3, C18 and C8), two on a 

fluorophenyl phase (PFP) and one on a phase containing a polar group (CN). The 

asymmetry on the PFP column with MeOH elution (PFPM7) was the only descriptor in 

common with the multilinear regression based on this molecular and chromatographic 

descriptors (equation 10). The R² of the regression and the Q² of the cross-validation were 

0.84 and 0.81, respectively. Moreover, the LMO validation values (QLMO² =0.73 and CCC = 

0.81) almost met the recommended criteria (Table 3), (Chirico and Gramatica, 2012). The 

Spearman's correlation coefficient (R² spearman) was higher than 0.8 (Table 3), attesting the 

ability of the model to classify CI according to the BPs. In addition, the mean square error of 

the calibration (RMSEC), cross-validation (RMSECV) and prediction (RMSEP) were low, 

between 0.11 and 0.13 (Table 3). The correlation curve (straight line, Ypred = f(mean(Yobs))) 

was close to the perfect line (dotted line, figure 3C) with an intercept not significantly different 

from 0 and a slope close to 1. The predicted CI of BPs were grossly well estimated with 
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predicted CI into standard deviation intervals, except for BPE, BPF and BPAF that were 

slightly overestimated and BPP slightly underestimated (figure 4C).  

4. Discussion 

This work aimed at developing a predictive model of placental transfer for newly 

emerging BPs. This approach was based on QSAR modeling of the clearance indices of 15 

bisphenols previously evaluated using ex vivo human placental perfusion (Gély et al., 2021). 

Bisphenols were selected because of their occurrence in foodstuffs (Caballero-Casero et al., 

2016; Liao and Kannan, 2013), their production volume (“ECHA (European Chemical 

Agency),” n.d.) and the diversity of their structures. In the present study, we have shown that 

a QSAR model based on chromatographic parameters provides more reliable predictions of 

BPs placental transfer than QSAR models based on molecular descriptors alone or in 

combination with chromatographic descriptors. 

The classical QSAR model based on molecular descriptors (equation 9) showed that 

physicochemical, topological, thermodynamic and electronic parameters (Log P, total energy, 

Polar Surface Area and heat of formation) were able to influence the placental passage of 

this family of emerging bisphenols. Among physicochemical properties, the molecular weight 

and the lipophilicity are known to be key factors determining the passage across placenta 

(Audus, 1999; Evain-Brion et al., 2014; Syme et al., 2004). The molecular weight of all BPs 

were below 600 Da and would not impact their passage across the placenta. Moreover, in a 

QSAR methodology using multivariate data analysis to model the placental passage of 

structurally diverse drugs and chemicals, the polar surface area and lipophilicity proved to be 

the most important factors in the model (Giaginis et al., 2009). A QSAR model using 

multilinear analysis identified molecular weight, polarity and also the heat of formation as 

important parameters to predict the materno-fetal transport of organohalogen compounds 

(Eguchi et al., 2018). Whatever the importance of these factors, our results showed that a 

QSAR model based on molecular descriptors alone cannot provide a robust prediction of the 

placental transport for this class of emerging BPs, even if the ranking of their clearance 

indices can be determined with a relatively good confidence level. It means that the placental 

transfer efficiency of these structurally related bisphenols cannot be predicted solely from 

their physicochemical properties determined in silico.  

Chromatographic techniques offer the possibility to take into account the interactions 

of the molecules with different columns in several conditions (pH, solvent) and then to better 

characterize the molecular interactions with biological system. That is the reason why 

chromatographic descriptors were combined to molecular ones in the QSAR models 

(Apostolov et al., 2019; Deconinck et al., 2007; Gao et al., 2017; Giaginis and Tsantili-
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Kakoulidou, 2013; Lidija R. Jevrić et al., 2014; Koba et al., 2012; Perisic-Janjic et al., 2011; 

Quinones-Torrelo et al., 2002). The most commonly used chromatographic descriptors are 

the retention factors that can be determined on several orthogonal stationary phases with 

different pH and solvents (Apostolov et al., 2019; Lidija R. Jevrić et al., 2014; Perisic-Janjic et 

al., 2011). Indeed, many new reverse stationary phases were developed to extend the 

selectivity of chromatographic retention, involving many interactions with the column during 

elution (Lesellier and West, 2018). The use of these experimental tools might be of great 

interest for QSAR modeling because these chromatographic parameters integrate several 

physicochemical properties of the compound. In this study, we used 13 chromatographic 

columns containing different stationary phases and two elution solvents, MeOH and AcN, 

involving different interactions with the 3D structure of the chemical.  

Indeed, the organic modifier used in gradient mode influences the fluidity of the alkyl 

chains of the stationary phases, and then the mechanisms of molecular interactions between 

the analytes and the stationary phases (Lafossas et al., 2019), leading to modification of 

chromatographic parameters.  In our experiment, the use of MeOH as an organic modifier in 

gradient mode favors the H-bonding and π-π interactions while ion-dipole interactions are 

masked. Conversely, the use of AcN, due to the interactions of its cyano function with the 

stationary phase, limits the π-π interactions (Yang et al., 2005) and promotes dipole-dipole 

interactions (Le Mapihan et al., 2007). The chromatographic behavior of the chemical is 

described not only by the retention factors but also by the peak shape parameters such as 

asymmetry, tailing factors or width at 5% (Ravisankar et al., 2020; Waters Corporation, 2002) 

and can be linked to specific molecular descriptors (Lafossas et al., 2019). 

Our modeling approach (equation 10) showed that, the Connolly Solvent Excluded 

Volume, which is the volume enclosed in the molecule, had a weak influence on the 

placental passage prediction. The topological descriptor, cluster count, which reflects the 

complexity of the molecule (Todeschini and Consonni, 2000), had a negative contribution on 

the CI of bisphenols. Inversely, the LUMO energy had a positive contribution. Our results are 

consistent with previous QSAR model (Eguchi et al., 2018) showing that electronic 

descriptors are important parameters that may predict the ability of the molecule to cross the 

placenta. Surprisingly, the contribution of the chromatographic descriptors does not improve 

the global predictive ability of our model based on the molecular descriptors. These results 

are not consistent with a previous study showing that the nonlinear QSAR model of 

prediction of gastrointestinal absorption was improved by adding the measured 

chromatographic descriptors to the molecular ones (Deconinck et al., 2007). This 

discrepancy could be attributed to the QSAR model used, linear in our study and nonlinear in 

Deconinck study and to differences in chromatographic parameters used in our QSAR 
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model, which includes not only the retention factors but also the peak shape parameters 

such as asymmetry, tailing factor and peak width. These chromatographic parameters 

evaluated in the same experimental conditions, reflect in part the mass transfer kinetics and 

thermodynamics of the analytes between the mobile and the stationary phase (Miyabe and 

Guiochon, 2003). The chromatographic stationary phase selected in our model mainly 

involved polarizability (RCB) and π-π interactions (PFP) of the analytes. Thus, the 

implementation of these chromatographic descriptors led to a combination of descriptors 

having a great influence in the prediction of placental passage and not correlated, quite 

different from those selected in the two QSAR model based either on molecular or 

chromatographic parameters. A great influence of the thermodynamic properties of the BPs 

to the detriment of the lipophilicity parameters is observed. In fact, the evaluation of the 

relationship between the molecular and the chromatographic descriptors selected in the two 

chromatography-based QSAR models through the ANN learning, showed that the selected 

chromatographic descriptors are a combination of molecular descriptors selected to describe 

CI. Nevertheless, the four chromatographic descriptors presented in the model based on 

molecular and chromatographic descriptors are not directly related to LogP, unlike the 

chromatographic descriptors selected by the chromatography-based QSAR (Supplementary 

data table S4). 

When we developed a QSAR model based on chromatographic descriptors alone to 

predict the passage of BPs across the placenta, the main chromatographic descriptors 

selected by the artificial neural networks involved the peak shape such as asymmetry, width 

and tailing factor, as in the previous model. More specifically, the most important descriptors 

in validated model (equation 11) are the width peak on the HSS T3 column with AcN as 

eluent, followed by the asymmetry peak on the BEH C8 column with MeOH elution and the 

tailing factor on the HSS CN column with MeOH elution. Several studies have shown that 

residual silanols can increase the tailing factor of basic or polar compounds due to hydrogen 

bonding between oxygen and hydroxyl groups or ion exchange (Nawrocki, 1997). The HSS 

CN stationary phase is not endcapped, thus the silanols are accessible to the eluted 

compounds and the CN group favors the retention of polar compounds, thanks to dipole 

interactions. The importance of this descriptor could reflect the involvement of H bond 

interactions in the transplacental passage, which was highlighted in several QSAR studies 

(Giaginis et al., 2009; Hewitt et al., 2007; Zhang et al., 2015). Moreover, the predictive 

capacity of the model obtained with the multilinear regression, and based on these 

chromatographic descriptors alone, has been verified by an extensive internal validation 

procedure. Therefore, chromatographic descriptors appear to be more relevant than 

molecular descriptors alone or in combination with chromatographic descriptors for predicting 
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the passage of BPs across the placental barrier (Chirico and Gramatica, 2012, 2011; 

Gramatica and Sangion, 2016).  

The main limitation of this study is the restricted number of BPs included in the 

models, which did not allow an external validation, i.e.: predicting the CI of bisphenols not 

included in the QSAR development process. Consequently, leave-many-out validation was 

performed with eleven bisphenols in the training set and four in the test set and this 

validation was repeated three times with three training and test sets. Moreover, unlike what 

usually be practiced in QSAR modeling, our training sets contained five repeatedly measured 

CI for each bisphenol, and it was previously shown that the incorporation of experimental 

errors improves the predictive ability of the QSAR model (Wenlock and Carlsson, 2015). 

Moreover, it important to consider that BPs with high leverage value (as BPS and BPFL) 

must be included in the training set to reinforce the model and their prediction should be 

considered unreliable (Golbraikh and Tropsha, 2000; Gramatica, 2007). Indeed, whatever 

the QSAR model, BPS and BPFL have a strong influence on the regression, which explains 

the poor prediction of their CI when one of them was not included in the training dataset. 

Interestingly, the placental CI of these two BPs was significantly lower than those of the other 

BPs (Gély et al., 2021), and they are structurally different in terms of lipophilicity for BPS and 

thermodynamic for BPFL. Regarding their chromatographic behavior, BPS and BPFL 

showed the inverse asymmetric parameters, especially on the HSS PFP column with MeOH 

elution reflecting the involvement of both H-bonds and π-π interactions. In the same way, 

BP44 having a great influence in the prediction of placental passage (high leverage) in the 

QSAR model based on chromatographic descriptors, was excluded for prediction even if its 

CI could be predicted with good accuracy using QSAR based only on molecular descriptors. 

Conversely, BPAF could not be included in the test set in the QSAR model based only on 

molecular descriptors because of a great difference in its thermodynamic properties, related 

to its fluorine atoms, whereas its CI could be predicted with the QSAR model based on 

chromatographic descriptors. Thus, the inclusion of new compounds containing more 

heteroatoms in the model would extend the range of values of molecular and 

chromatographic descriptors and thus improve the ability of QSAR model to predict BPs 

clearance indices (Tropsha, 2010).  

Further investigations including Quantitative structure-retention relationship studies 

(QSRR) are required to link the molecular properties and the chromatographic behavior of 

these BPs (Kaliszan, 1993; Lafossas et al., 2019) and thus to better understand the 

interactions involved in placental passage of bisphenols. 
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Conclusion  

In this study, three QSAR modeling based either on molecular or chromatographic 

descriptors alone, or on a combination of molecular and chromatographic descriptors, were 

developed and their ability to predict placental transfer of bisphenols were compared. The 

model based on chromatographic descriptors alone showed a better predictive ability. To our 

knowledge, this study is the first that implements new sets of chromatographic peak shape 

parameters in addition to the classical retention factors in QSAR modelling. These 

parameters allow a better prediction of placental transfer of BPs than molecular descriptors. 

This model may be a useful tool for a rapid screening and subsequent discarding of 

endocrine-active emerging BPs with a high fetal exposure potential. Further investigation by 

means of QSRR, are needed to establish a relationship between the chromatographic 

behaviors of bisphenols in diverse separation system to the chemical structure to better 

understand the interactions involved in placental passage of bisphenols. Moreover, this new 

concept deserves to be applied to other larger molecular families as well as to other 

physiological processes such as absorption or metabolism. 
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4.3. Conclusion  

Les performances des modèles QSAR développés en utilisant les descripteurs moléculaires 

classiques associés ou non avec les descripteurs chromatographiques, ont été évaluées et 

comparées.  

Pour caractériser le comportement chromatographique des bisphénols, les paramètres de 

rétention et de forme de pic ont été étudiés sur 13 colonnes analytiques présentant une 

diversité de phases stationnaires avec un gradient d’élution générique utilisé avec deux 

solvants organiques différents en tant que phase mobile. Ces paramètres ont permis de 

construire une base de données chromatographiques constituée de 104 descripteurs 

associés à 50 descripteurs moléculaires déterminés à partir du logiciel Chem 3D Ultra 

(V17.1, Perkin Elmer informatics) et de l’application MOPAC. Les indices de clairance ont été 

modélisés à partir de cette base de données en utilisant la régression multilinéaire. Chaque 

modèle obtenu a été soumis aux différentes étapes de validation : qualité de la régression, 

validation croisée de type LOO (leave-one-out) et LMO (leave-many-out). Pour cela, le jeu 

de données des 15 bisphénols étudiés a été utilisé dans sa totalité pour construire les 

différents modèles puis divisés des groupes de jeux de données (apprentissage et test) pour 

les étapes de validation LMO.  

Le modèle utilisant seulement les données moléculaires permet une bonne classification des 

bisphénols en fonction de leur indice de clairance mais sa capacité à prédire le passage 

placentaire n’est pas suffisante pour être validée selon les critères d’évaluation requis. 

L’ajout des descripteurs chromatographiques aux descripteurs moléculaires ne permet pas 

d’améliorer les capacités prédictives du modèle. En revanche, l’usage des descripteurs 

chromatographiques seuls permet d’obtenir un modèle capable de prédire les indices de 

clairance et répondant aux critères de validation requis. Cependant, ces descripteurs 

chromatographiques résultants de plusieurs interactions rendent difficile l’interprétation des 

mécanismes biologiques impliqués dans ces différences de transfert placentaire. De plus, le 

nombre limité de bisphénols (15) utilisés dans le modèle ne permet pas la validation 

complète de celui-ci. Un jeu de données supplémentaire faisant intervenir de nouveaux 

bisphénols serait nécessaire pour réaliser la validation externe de ce modèle.   

Cette étude expérimentale est une preuve de concept démontrant l’intérêt d’utiliser de 

nouveaux types de descripteurs, caractérisant le comportement des substances dans la 

biophase, dans le développement des modèles QSAR.  
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Le bisphénol A est un contaminant alimentaire qui, à la suite de nombreuses études et 

évaluations scientifiques, a été interdit dans certains produits de consommation (emballages 

alimentaires, notamment) et dans plusieurs pays en raison de ses effets perturbateurs 

endocriniens. Plusieurs bisphénols de structures analogues ont été développés comme 

alternatives à l’utilisation du BPA. Cependant, des études in vitro et in vivo ont montré que 

leur potentiel perturbateur endocrinien était similaire à celui du BPA [16], [27], [28], [30]–[32], 

[265]. Par conséquent, les agences réglementaires ont alerté sur l’usage de ces substituts et 

ont conclu que des études toxicologiques supplémentaires étaient nécessaires pour 

caractériser leurs effets mais également leur disposition dans l’organisme, et ainsi évaluer 

les risques liés à l’exposition à ces bisphénols émergents et éviter le risque de substitution 

regrettable [47], [256]. Cependant, à l’exception du BPS, il existe actuellement peu de 

données TK sur ces bisphénols émergents. 

Les travaux exposés dans ce manuscrit avaient pour objectif d’évaluer l’exposition à 

plusieurs bisphénols analogues du BPA, notamment pendant la période prénatale en raison 

du danger que représentent les perturbateurs endocriniens pendant cette phase critique du 

développement. Le second objectif était de développer, en utilisant des approches QSAR, un 

outil permettant de prédire les paramètres TK clés déterminant l’exposition de ces analogues 

structuraux à partir de leurs propriétés moléculaires et chromatographiques. 

 Caractérisation de l’exposition foetale  

L’exposition prénatale aux bisphénols analogues du BPA a été caractérisée au travers : (1) 

de l’évaluation des concentrations de formes glucurono-conjuguées de BPA, BPS et BPF 

dans le sang de cordon ombilical grâce au développement d’une nouvelle méthode de 

dosage des métabolites de ces bisphénols et (2) de l’estimation ex vivo et in vivo des 

paramètres TK déterminant l’exposition humaine et prénatale.  

Pour réaliser ces investigations, des méthodes bioanalytiques ont été développées et 

adaptées pour répondre, soit aux exigences de l’analyse de contaminants à l’état de traces, 

soit aux critères recommandés pour la caractérisation des paramètres TK. En effet, la 

quantification des concentrations plasmatiques dans des études de biosurveillance nécessite 

le développement de méthodes de dosage très sensibles, avec des limites de quantification 

inférieures au ng/mL (Chapitre 1, partie 2, études de biosurveillance). Par conséquent, pour 

évaluer l’exposition prénatale aux bisphénols, nous avons mis au point une méthode de 

quantification originale, en ciblant les métabolites glucuronoconjugués des 

bisphénols (BPAG, BPSG, BPFG) dans le sang de cordon ombilical (article 1). En effet, les 
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études précédemment effectuées au laboratoire ont montré que les bisphénol-glucuronides 

sont des marqueurs pertinents de l’exposition fœtale aux BPs pendant toute la durée de la 

gestation [144]. De plus, le dosage direct de ces métabolites permet de s’affranchir des 

contaminations éventuelles liées à l’utilisation de dispositifs en plastique et qui sont difficiles 

à contrôler lors de la collecte des échantillons, de leur préparation et de leurs analyses. 

Cependant, ces composés sont plus difficiles à extraire que leurs molécules parentes et ont 

nécessité des étapes d’extraction et de dérivatisation supplémentaires afin d’atteindre une 

limite de détection suffisamment basse pour évaluer l’exposition humaine aux bisphénols. 

Ainsi, notre méthode de dosage a permis de mettre en évidence une exposition fœtale au 

BPA et BPS, au travers des concentrations en BPAG et BPSG, alors que le métabolite du 

BPF n’a pas été détecté dans les échantillons. Plusieurs hypothèses peuvent être 

avancées : 

1) La méthode de dosage, malgré une limite de détection de 0,05 ng/mL, n’est pas 

assez sensible pour détecter le BPFG dans le sang de cordon ombilical. 

2) L’exposition externe et/ou interne au BPF de la mère est plus faible que celle du BPA 

et du BPS.  

3) Le passage placentaire du BPF est plus faible que celui du BPA ou du BPS. 

Toutefois, cette hypothèse est peu probable car l’étude menée ex vivo sur le modèle 

de placenta humain perfusé a montré que le transfert materno-fœtal du BPF était 

similaire à celui du BPA [264].   

4) Le métabolite glucuronide ne constitue pas un biomarqueur d’exposition pertinent 

pour le BPF, en raison de différences de voies métaboliques. En effet, chez la souris, 

le BPF est majoritairement métabolisé en bisphénol sulfate [73]. Dans ce cas, la 

méthode de dosage pourrait être étendue aux métabolites sulfoconjugués des 

bisphénols, en particulier pour le BPF.  

Les deux premières hypothèses restent cependant les plus probables. En effet, le taux de 

détection du BPF dans les urines ainsi que ses concentrations sont globalement plus faibles 

que ceux du BPA et du BPS (cf. étude bibliographique, tableau 3). Des données de 

concentrations maternelles en BPFG sur une cohorte plus importante et l’évaluation du 

rapport entre les concentrations maternelles et celles du sang de cordon, sur les couples 

mères-enfant, sont nécessaires pour déterminer l’exposition humaine au BPF et les 

déterminants de l’exposition foetale. 

La caractérisation des paramètres TK des bisphénols, nécessite des prélèvements sériés de 

plusieurs centaines d’échantillons biologiques. En effet, ces paramètres TK sont estimés à 

partir de la modélisation mathématique du décours temporel des concentrations 
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plasmatiques. Il est donc primordial de quantifier ces valeurs avec exactitude et de façon 

homogène au cours des analyses et du temps. Ces exigences méthodologiques sont 

différentes de celles requises pour l’analyse de traces. Les méthodes développées pour les 

études TK doivent être applicables sur une large gamme de concentrations (étendue de 2 à 

4 log), être rapides et le plus simples possible en raison du grand nombre d’échantillons à 

doser (entre 500 et 1000 échantillons). La limite de quantification n’est pas nécessairement 

basse, elle dépend du choix de la dose administrée, mais doit permettre de suivre la pente 

terminale d’élimination. Ainsi, les études TK menées au laboratoire ont conduit à développer 

et valider quatre méthodes de dosage de 12 à 15 bisphénols dans le milieu de perfusion 

placentaire, le plasma et les urines de porcs en utilisant l’UHPLC couplée à la détection UV 

ou à la spectrométrie de masse en fonction des limites de quantification.  

Chacune de ces méthodes a été décrite dans les articles où leur contribution était 

déterminante pour estimer le passage placentaire (article 2) et les paramètres TK (article 3) 

caractérisant l’exposition aux bisphénols.  

Dans l’article 2, le passage placentaire de 15 bisphénols dans la direction materno-fœtale a 

été évalué grâce à un modèle ex vivo de placenta humain perfusé. Ces résultats ont mis en 

évidence que pour 7 bisphénols le transfert placentaire se fait par diffusion passive. Le 

passage placentaire est plus limité pour 8 autres bisphénols et pourrait impliquer des 

transporteurs actifs. Ainsi, ces données ont montré que, malgré les analogies structurales, il 

n’est pas possible de prédire le passage placentaire d’un bisphénol en prenant en compte 

seulement ses propriétés physico-chimiques. En effet, le passage placentaire du BPS et du 

BPFL est très limité (taux de transfert inférieur à 3%) (figure 18), alors même que leurs 

propriétés physico-chimiques sont différentes (logP de 2,15 pour le BPS et de 5,59 pour le 

BPFL). Pour mieux comprendre les déterminants de l’exposition fœtale, ces résultats 

pourraient être complétés par :  

1) L’identification des transporteurs d’efflux qui pourraient limiter le passage placentaire de 

certains bisphénols. 

2) L’évaluation du passage foeto-maternel de ces bisphénols, et le transfert bidirectionnel 

de leurs métabolites. 

3) L’évaluation des déterminants toxicocinétiques non placentaires, comme le métabolisme 

maternel et fœtal sur un modèle intégratif. 

4) L’évaluation de la liaison aux protéines plasmatiques, qui peut limiter le passage 

placentaire.  

 

Plusieurs transporteurs ATP-dépendant, dont les protéines multirésistantes et les protéines 

OAT (Organic Anion Transporter), principalement exprimés dans le syncytiotrophoblaste, 
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sont impliqués dans l'efflux d'une grande variété de xénobiotiques et donc dans la protection 

du fœtus [266]. Ainsi, le BPA est un substrat de la glycoprotéine P (P-gp), des Multidrug 

Resistance-associated Proteins 3 (MRP3) et des Breast Cancer Resistant Proteins (BCRP) 

présentes au niveau du syncytiotrophoblaste placentaire [266]–[269]. Des études sont 

nécessaires pour évaluer le rôle de ces transporteurs dans l’efflux des bisphénols présentant 

un faible passage placentaire et déterminer si les caractéristiques structurales de ces 

analogues pourraient expliquer leur liaison aux transporteurs et donc les différences de 

passage placentaire. Pour le BPS, dont le passage placentaire est très limité, des études 

antérieures sur le modèle de placenta humain perfusé, ont montré que la P-gp n'est pas 

impliquée dans son transfert materno-fœtal [99]. Toutefois, cette glycoprotéine est une 

protéine d’efflux des substances hydrophobes et cationiques [266], ce qui ne correspond pas 

aux propriétés physico-chimiques du BPS (pKa=8,4) qui, au pH physiologique (pH=7,4), est 

à la fois présent sous sa forme neutre et anionique. Pour ce bisphénol, l’étude du rôle des 

polypeptides de transport d'anions organiques (OATP) serait plus pertinente.   

Le modèle ex vivo de cotylédon perfusé présente l’avantage de pouvoir quantifier le transfert 

placentaire sur une durée suffisante pour atteindre l'équilibre. Cependant, ce modèle, 

contrairement à des modèles in vivo, n'intègre pas les facteurs toxicocinétiques non 

placentaires qui déterminent l'exposition du fœtus, tels que le métabolisme maternel et fœtal. 

En effet, sur le modèle de brebis gravide, des études réalisées au laboratoire, ont montré 

que malgré un transfert materno-fœtal du BPS dix fois plus faible que celui du BPA, la 

persistance du BPS dans le compartiment fœtal a conduit à une exposition foetale au BPS 

similaire à celle du BPA pour une exposition gestationnelle chronique (figure 9, [138], [141], 

[144]). L’accumulation du BPS dans le compartiment fœtal est liée à un métabolisme fœtal 

plus faible du BPS comparativement au BPA et au passage foeto-maternel du BPS plus 

limité. En outre, l’élimination du BPSG du compartiment fœtal nécessite comme pour le 

BPAG sa réactivation en molécule parente, en raison de son incapacité à franchir la barrière 

placentaire [141].   

Le fœtus est exposé aux bisphénols via sa mère. Il est donc essentiel de documenter les 

paramètres TK (clairance, biodisponibilité, …) déterminant l’exposition maternelle interne. 

Dans une étude comparative de la TK du BPA et du BPS, réalisée au laboratoire sur un 

modèle porcin, dont les fonctions gastro-intestinales sont similaires à celles de l’Homme, 

nous avons montré que la quantité de BPS ingérée qui atteint la circulation sanguine 

générale est environ 100 fois supérieure à celle du BPA. En outre, l’élimination du BPS est 

plus lente que celle du BPA (environ 3,5 fois inférieure), ce qui conduit à des concentrations 

de BPS dans le sang environ 250 fois supérieures à celles du BPA [32]. Ces résultats 

suggèrent que le remplacement du BPA par le BPS pourrait conduire à augmenter 

l’exposition de l’Homme à un perturbateur endocrinien potentiel. Ils démontrent l’intérêt de 
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prendre en compte les paramètres TK de chaque analogue de bisphénol dans le processus 

d’analyse du risque pour la santé humaine lié à la substitution du BPA. C’est la raison pour 

laquelle nous avons mené une étude in vivo sur le modèle porcin pour comparer les 

paramètres TK de 12 bisphénols administrés en mélange par voie orale et par voie 

intraveineuse (article 3). Les clairances plasmatiques sont relativement homogènes, entre 40 

et 60 mL/min/kg pour l’ensemble des bisphénols, sauf pour le BPS (ClBPS=20 mL/min/kg), le 

BPAF, le BP44 et le BPZ (Cl de l’ordre de 80 mL/min/kg). Nous avons montré une forte 

variabilité de la biodisponibilité par voie orale des bisphénols, de 0,9% pour le BPA à 60% 

pour le BPS, ce qui signifie que, suivant les substituts, la quantité de bisphénol parent qui 

atteint la circulation générale peut varier d’un facteur d’environ 150 (figure 18). La liaison aux 

protéines plasmatiques est un facteur important qui influence le volume de distribution [270] 

et la clairance hépatique [271]. Une étude est actuellement en cours pour évaluer la liaison 

aux protéines plasmatiques des 15 bisphénols par une méthode de dialyse à l’équilibre et la 

relation entre le pourcentage de BP non lié aux protéines plasmatiques et les paramètres TK 

ou le taux de transfert placentaire. 

L’ensemble de ces études ont utilisé une approche en mélange dite « cocktail ». Travailler 

sur des mélanges nécessite des étapes de validation afin de s’assurer que le mélange ne 

modifie pas les paramètres TK d’une molécule par rapport à une administration seule. Les 

études TK antérieures réalisées au laboratoire sur le BPA et le BPS, en administration 

unique, ont permis la validation de cette approche cocktail. Elle présente de nombreux 

avantages car elle permet de réduire les coûts en gagnant du temps sur la réalisation des 

protocoles expérimentaux relativement chronophages et difficiles à mettre en œuvre et 

répond en terme d’éthique animale à la règle des 3R (Réduire, Remplacer et Raffiner), en 

limitant le nombre d’animaux utilisés dans nos études in vivo.  

Les données TK obtenues sur le modèle de porcelet (en considérant qu’elles sont proches 

de celles de l’Homme), associées au transfert placentaire materno-fœtal, permettent 

d’estimer la fraction de la dose de bisphénol qui entre dans le compartiment fœtal après une 

exposition maternelle par voie orale (figure 18). Ainsi, cette estimation indique que, par 

comparaison au BPA, pour une même dose d’exposition, la dose entrant dans le 

compartiment fœtal est supérieure à celle du BPA pour tous les bisphénols, excepté pour le 

BPZ, pour lequel la dose entrant dans le compartiment fœtal est équivalente à celle du BPA. 

Un faible taux d’entrée dans le compartiment fœtal est lié soit à une biodisponibilité par voie 

orale très faible comme pour le BPA (<1%) ou à un taux de transfert placentaire très faible 

(<2,5%), pour le BPFL et le BPS. La dose maternelle atteignant le compartiment fœtal est 

relativement faible (proche de celle du BPA, facteur de 0,9 à 2,3) pour le BPFL, le BPZ, le 3-

3BPA, le BPB et le BPAF, alors qu’elle est plus importante pour d’autres bisphénols tels que 
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le BPS, BPP, BP4-4 et BPF (environ 7-14 fois plus important que le BPA). Toutefois, pour 

évaluer quels bisphénols pourraient être utilisés comme alternative au BPA, par rapport à 

leur potentiel d’exposition fœtale, il est nécessaire d’évaluer le métabolisme foeto-placentaire 

et le transfert placentaire bidirectionnel des BPs et de leurs métabolites.  

 

Figure 18 : Comparaison pour les 12 BPs étudiés, des mécanismes TK déterminant l’exposition maternelle : 
biodisponibilité par voie orale, clairance plasmatique et volume de distribution, évalués sur un modèle porcin et du 
taux de transfert placentaire materno-foetal évalué sur un modèle de placenta humain perfusé. Ces données TK 
ont permis d’estimer la fraction de la dose externe maternelle qui entre dans le compartiment fœtal, exprimée par 
rapport à celui du BPA.  
Note : A partir des profils TK, nous avons déterminé le rapport AUCvoie orale /Dose, qui est proportionnel à 
l’exposition interne maternelle au bisphénol parent après une administration par voie orale, et nous l’avons 
rapporté à celui du BPA pour comparer le potentiel d’exposition maternelle entre les bisphénols. La taille des 
cercles en bleu foncé est proportionnelle au rapport (AUC voie orale/Dose)BPs/(AUC voie orale /Dose)BPA. Nous avons 
ensuite estimé pour chaque bisphénol et pour une même dose administrée par voie orale, la fraction de la dose 
externe maternelle qui entre dans la circulation fœtale par rapport à celle du BPA. Cette dernière a été estimée 
par le produit entre le taux de transfert placentaire et le rapport AUC voie orale /Dose pour chaque bisphénol 
rapporté à celui du BPA, en considérant que les métabolites conjugués ne passent pas la barrière placentaire. La 
taille des cercles bleus clairs est proportionnelle à ce rapport. Des études complémentaires sont nécessaires pour 
évaluer l’exposition fœtale car, différents mécanismes n’ont pas été évalués, comme le passage placentaire des 
principaux métabolites, le métabolisme foeto-placentaire des BPs parents et leur élimination du compartiment 
fœtal. 

Par ailleurs, l’évaluation du risque lié aux perturbateurs endocriniens nécessite la prise en 

compte à la fois du potentiel d’exposition et des effets (danger). Nos données TK sont 

capitales pour construire des modèles PBPK (Physiologically based pharmacokinetic) [54], et 

extrapoler les effets des bisphénols observés dans des études toxicologiques in vitro ou in 

vivo [27], [31] à l’Homme, en prenant en considération l’exposition interne [54]. 
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En conclusion, nous avons démontré que malgré les similitudes structurales des bisphénols, 

les propriétés TK déterminant l’exposition interne aux bisphénols ne pouvaient pas être 

prédites par leurs propriétés physico-chimiques, telles que la masse molaire, le pKa ou la 

lipophilie. Des études sur des modèles ex vivo et in vivo, bien qu’indispensables pour 

évaluer les mécanismes déterminant l’exposition foetale, sont coûteuses et chronophages et 

ne peuvent pas être réalisées pour cribler tous les substituts du bisphénol A utilisés dans les 

produits de consommation. En outre, dans le contexte sociétal et réglementaire actuel, de 

restriction du recours à l’expérimentation animale (3R, [272]), il est urgent de développer des 

modèles prédictifs du potentiel d’exposition à ces bisphénols émergents. Dans ce cadre, et à 

titre de démonstration de preuve de concept, nous avons développé une méthode 

permettant de prédire le passage placentaire des bisphénols en utilisant des approches 

QSAR.  

 Prédiction de l’exposition par une approche QSAR 

Les modèles QSAR sont utilisés classiquement pour établir une relation entre les propriétés 

moléculaires d’un ensemble de substances et leurs activités. Cependant, ces propriétés 

moléculaires présentent un certain nombre de limites : elles ne rendent pas compte des 

interactions de la molécule avec l’environnement et certains paramètres sont difficiles à 

prédire pour les molécules complexes ou comportant des hétéroatomes. Pour établir la 

preuve de concept selon laquelle les paramètres chromatographiques pourraient constituer 

de bons descripteurs pour prédire les propriétés TK des bisphénols, nous avons développé 

des modèles QSAR utilisant comme paramètres d’entrée soit des descripteurs moléculaires, 

soit des descripteurs chromatographiques soit la combinaison des deux pour prédire le 

passage placentaire au travers des indices de clairance placentaires déterminés dans 

l’article 2 et utilisés comme données de sortie. Une base de données constituée de 

descripteurs moléculaires et de plusieurs paramètres chromatographiques (rétention et 

forme de pic) a été construite pour les 15 bisphénols. Le jeu de données 

chromatographiques a été constitué à partir de l’élution des bisphénols sur plusieurs 

colonnes analytiques et avec deux gradients génériques. Le modèle QSAR original, fondé 

sur les paramètres chromatographiques présente de meilleures capacités prédictives que le 

modèle utilisant les descripteurs moléculaires. L’ajout des descripteurs chromatographiques 

aux descripteurs moléculaires n’a pas amélioré les capacités prédictives du modèle. 

Lors de la construction du modèle fondé sur les descripteurs moléculaires, les paramètres 

thermodynamiques et de lipophilie ont eu le plus d’impact pour prédire le passage 

placentaire. Contrairement à nos attentes, les descripteurs chromatographiques qui ont le 

plus de poids dans le modèle sont des paramètres de forme de pic, caractérisant plutôt 
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l’aspect thermodynamique des interactions entre le soluté et les phases stationnaires et 

mobiles et non des paramètres de rétention qui dépendent majoritairement du caractère 

lipophile de la molécule d’intérêt. Ces résultats indiquent que les propriétés 

thermodynamiques des bisphénols sont des déterminants importants de leur transfert 

placentaire, comme cela a déjà observé pour d’autres substances, dans des études QSAR 

[221].  

Le modèle QSAR ainsi développé est robuste, selon les critères de validations croisées LOO 

et LMO (leave-one-out et leave-many-out). Cependant, des validations supplémentaires 

incluant des bisphénols non utilisés pour construire le modèle sont indispensables pour 

garantir son caractère prédictif. Elles nécessitent l’évaluation du passage placentaire 

d’autres bisphénols.  

La construction et la validation du modèle QSAR fondé sur les données chromatographiques 

constitue une preuve de concept de l’intérêt de l’utilisation des paramètres 

chromatographiques autres que la rétention pour prédire le passage placentaire. Cependant, 

ces descripteurs sont la résultante de mécanismes de rétention complexes, ce qui ne permet 

pas de comprendre la relation entre les caractéristiques moléculaires et le taux passage 

placentaire. Une étude de type relation structure-rétention (QSRR) permettrait de 

comprendre les interactions des 15 bisphénols mises en jeu pour chaque descripteur 

chromatographique et donc de mieux comprendre les interactions moléculaires déterminant 

le passage placentaire des bisphénols. Cette étude QSRR est actuellement en cours, en 

collaboration avec le laboratoire des IMRCP (Interactions Moléculaires et Réactivités 

Chimiques et Physico-chimiques, UMR5623 CNRS/UPS). Par ailleurs, pour approfondir la 

relation entre le comportement chromatographique des bisphénols et leur transfert 

placentaire, les paramètres de forme de pic (asymétrie, largeur à mi-hauteur, ...), 

caractérisés dans notre modèle avec le gradient d’élution, pourraient être optimisés en les 

déterminant avec une élution isocratique. En effet, lors de l’élution en gradient, la viscosité 

de la phase mobile est modifiée au cours du temps, ce qui entraîne des différences de 

transfert de masse et influence la largeur des pics chromatographiques [273]–[276]. En 

revanche, la détermination des paramètres de rétention avec une élution isocratique 

impliquerait une forte corrélation entre la forme des pics chromatographiques et le temps de 

rétention de l’analyte [277]. Idéalement, il serait pertinent d’évaluer la forme des pics avec 

une élution isocratique et les facteurs de rétention avec une élution en gradient. Une autre 

piste d’amélioration de notre modèle serait d’ajouter des paramètres de rétention déterminés 

avec des phases stationnaires mimant un système biologique comme des colonnes de 

membranes artificielles immobilisées ou d’affinité avec une phase stationnaire contenant des 
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protéines plasmatiques par exemple [278]. Ces outils ont déjà fait leurs preuves dans la 

prédiction de propriétés ADME [213], [236], [237], [239].  

Dans la continuité de cette thèse, ces jeux de données chromatographiques pourraient être 

appliqués à la prédiction d’autres paramètres toxicocinétiques comme le volume de 

distribution, la clairance ou la liaison aux protéines plasmatiques des bisphénols. Ces 

modèles QSAR, fondés sur les descripteurs chromatographiques pourraient également être 

appliqués à d’autres familles de contaminants alimentaires comme les acides perfluorés, une 

famille comprenant de nombreuses substances, avec des comportements cinétiques très 

différents [279], [280].  

En conclusion, l’ensemble de ces travaux de thèse ont permis d’évaluer les paramètres TK 

de 12 à 15 bisphénols et de mieux comprendre leurs mécanismes d’exposition. Pour cette 

famille de contaminants présentant des analogies structurales, nos travaux montrent la 

complexité des mécanismes d’exposition fœtale et la difficulté de prédire leur potentiel 

d’exposition à partir des seules propriétés moléculaires. Parmi tous les bisphénols étudiés, le 

BPS, principal remplaçant du BPA, présente le potentiel d’exposition interne humaine le plus 

élevé,150 fois supérieur à celui du BPA. Il est essentiel de développer des modèles prédictifs 

de l’exposition humaine à cette famille de contaminants émergents. Ainsi, le modèle QSAR 

que nous avons développé et validé montre l’intérêt de l’utilisation des descripteurs 

chromatographiques pour prédire des mécanismes physiologiques complexes comme le 

passage placentaire des bisphénols. Ces données analytiques pourraient être utilisées afin 

d’affiner la construction d’autres modèles QSAR pour prédire le potentiel toxicologique 

d’autres familles de contaminants.  

Pour les agences d’évaluation des contaminants chimiques, ces données sont essentielles 

pour interpréter les données toxicologiques obtenues sur des modèles in vitro ou in vivo, et 

les extrapoler à l’Homme et ainsi évaluer le risque lié à l’exposition humaine à cette famille 

de bisphénols émergents. Ils permettent également de cribler les substituts du BPA et de 

sélectionner ceux qui présentent le plus faible potentiel d’exposition. 
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Annexes 

1. Données complémentaires : Développement d’une méthode 

analytique pour les études de biosurveillance : le dosage de 

bisphénols glucuronides (BPAG, BPSG et BPFG) à l’état de trace 

dans le sang de cordon ombilical (Annexe 1) 

S1. Doehlert experimental design for BP-Gs dansylation 

The surface area of response and the estimated BP-Gs areas in the domain were evaluated 

with the Doehlert matrix given in Table S1. Ellistat Ellipse II (4.36 2018/02) software 

processed experimental data with a quadratic equation 1: 

  Y = b0 + biXi + bijXiXj + biiXi
2 +   equation 1 

with : 

Y : the responses, 
Xi : the coded forms of the Doehlert matrix of the factor Ui,  
bi : the coefficient of the effect of factors,  
bij : the coefficient of the effect of the factors interaction,   
bii  : the coefficient of the quadratic effect of factors.  
 
Experimental design was built according to equation 2:  

   Ui = U°i+Ui*Xi     equation 2   

Xi dependent on the Doehlert matrix, U°I was the center of the experimental domain (7 for 

buffer pH and 40°C for incubation temperature) and Ui was the variation step (2 for buffer 

pH and 15°C for incubation temperature). Five additional experiments on the domain center 

(exp 1) were performed to validate the statistical significance of the model. 

Table S.1: Doehlert experimental design used to optimize BP-Gs dansylation. 

 

 

 

 

 

  

Experiment X1 X2 U1 (pH) U2  (Incubation T°C) 

1 0 0 7 40 

2 1 0 9 40 

3 -1 0 5 40 

4 0.5 0.866 8 53 

5 -0.5 -0.866 6 27 

6 0.5 -0.866 8 27 

7 -0.5 0.866 6 53 
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S2. Fragmentation pattern of Dn-BP-Gs 

 

 

Each Dn-BP-Gs loose its glucuronic acid and the N,N-dimethylnaphtalen-1-amine moieties of 

the dansyl group during fragmentation. 
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S3. Doelhert experimental design for on-line SPE of BP-Gs 

Three on-line SPE cartridges were assayed XBridge® C8 Direct connect HP (2.1x30mm, 

10µm), XBridge ® C18 Direct connect HP (2.1x30mm, 10µm) and HRX Chromabond 

(2.1x40mm ; 15µm) with a mixture of BP-Gs spiked in plasma, extracted from plasma by 

protein precipitation with MeOH and evaporated to dryness before dansylation. Loading time 

and initial H2O proportion (acidified or not) were optimized with the Doehlert design shown in 

Table S2.1 for the three cartridges. 

 

Table S.3.1: Doehlert experimental design used to optimize on-line SPE of Dn-BP-Gs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Two Doehlert designs per cartridge were tested, the first under neutral conditions and the 

second under acidic conditions (0.1 % formic acid). In neutral conditions, even with the 

shortest loading time with 100% H2O, the Dn-BP-Gs were insufficiently retained on the 

cartridges. Better results were obtained under acidic conditions and optimal conditions were 

obtained with the C8 cartridges (Table S2.2). 

 

Table S.3.2: On-line SPE conditions optimized by experimental designs for the three cartridges 
with their respective gain in area of Dn-BPA-G, Dn-BPS-G and Dn-BPF-G. 
 

On-line SPE conditions Gain in area 

Cartridge 
% H2O 

(0.1 % FA) 

Loading 

time (min) 
Dn-BPA-G Dn-BPS-G Dn-BPF-G 

HRX 75 0.2 1.28 1.29 1.23 

C8 80 0.5 3.02 2.40 2.30 

C18 100 0.7 3.84 1.44 1.44 

 

Experiment 
Loading time 

(min) 
%H2O 

1 1.2 75 

2 2.2 75 

3 0.2 75 

4 1.7 100 

5 0.7 50 

6 1.7 50 

7 0.7 100 
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The gain in area was determined as the ratio between the BP-Gs peak area of samples 

assayed by on-line SPE-UHPLC-MS/MS and the same samples directly analyzed by 

UHPLC-MS/MS without the on-line SPE with the same volume of injection (20 µL) 

S4. Calibration curve results  

Table S.4.1: Calibration curve results for Dn-BPA-G, Dn-BPF-G and Dn-BPS-G obtained in 

human plasma (n= 3) with a linear model weighted by 1/X² (X= nominal concentration). 

Nominal 
concentration 

(ng/mL) 

Dn-BPA-G Dn-BPF-G Dn-BPS-G 

Mean 
(ng/mL) 

RCR% 
Mean 

(ng/mL) 
RCR% 

Mean 
(ng/mL) 

RCR% 

0.05 0.050 -1% 0.046 -7% 0.050 0% 
0.1 0.101 1% 0.110 10% 0.098 -2% 
0.2 0.192 -4% 0.211 5% 0.199 -1% 
0.5 0.560 12% 0.549 10% 0.556 11% 
1 0.984 -2% 0.944 -6% 1.018 2% 
2 1.903 -5% 1.884 -6% 1.915 -4% 
5 4.891 -2% 4.643 -7% 4.678 -6% 

 

Table S.4.2: Lack-of-fit results obtained with the linear model weighted by 1/X² for the 

calibration of Dn-BPA-G, Dn-BPS-G and Dn-BPF-G in human plasma (n= 3). 

 Dn-BPA-G Dn-BPS-G Dn-BPF-G 

SS tot: 6.5284E-

05 

0.00038037 3.6851E-

05 

DF tot: 19 19 19 

SS pureError: 5.7551E-

05 

0.00034672 3.2822E-

05 

DF pureError: 14 14 14 

SS lof: 7.7331E-

06 

3.3654E-05 4.029E-06 

DF lof: 5 5 5 

Var pureError: 4.1108E-

06 

2.4766E-05 2.3445E-

06 

Var lof: 1.5466E-

06 

6.7309E-06 8.0581E-

07 

F: 0.376 0.272 0.344 

P-Value: 0.857 0.921 0.878 

Results: linear linear linear 

 

Table S.4.3: Comparison of the response of Dn-BPA-G, Dn-BPS-G and Dn-BPF-G in human 

plasma with response in aqueous standard from 0.05 to 50 ng/mL (n= 3). 
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Plasma 

response

Aqueous 

response

Ratio 

plasma/aqueous

Plasma 

response

Aqueous 

response

Ratio 

plasma/aqueous

Plasma 

response

Aqueous 

response

Ratio 

plasma/aqueous

0.05 0.0040 0.0044 0.91 0.0018 0.0011 1.70 0.0071 0.0058 1.22

0.1 0.0094 0.0075 1.25 0.0044 0.0023 1.92 0.0117 0.0121 0.96

0.2 0.0177 0.0141 1.26 0.0077 0.0072 1.07 0.0218 0.0191 1.14

0.5 0.0331 0.0357 0.93 0.0218 0.0170 1.29 0.0483 0.0464 1.04

1 0.0522 0.0535 0.97 0.0356 0.0326 1.09 0.0797 0.0942 0.85

2 0.1151 0.1118 1.03 0.0842 0.0728 1.16 0.1891 0.1804 1.05

5 0.2849 0.2846 1.00 0.2026 0.1694 1.20 0.4465 0.4530 0.99

10 0.5645 0.5790 0.97 0.4012 0.3373 1.19 0.8693 0.8970 0.97

20 0.9402 1.1236 0.84 0.6630 0.6327 1.05 1.4952 1.7968 0.83

50 2.7825 2.7160 1.02 1.9229 1.6128 1.19 4.2819 4.3362 0.99

Dn-BPA-G Dn-BPF-G Dn-BPS-G
Nominale 

concentration 

(ng/ml)
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2. Etude du transfert placentaire de 14 bisphénols analogues du BPA 

sur un modèle de placenta humain perfusé (Annexe 2) 

Supplementary material 

Comparison of the materno-fetal transfer of fifteen structurally related bisphenol 

analogues using an ex vivo human placental perfusion model 

Clémence A. Gély1,2, Marlène Z. Lacroix2, Mathieu Morin3, Christophe Vayssière3,4, Véronique 

Gayrard1, Nicole Picard-Hagen1 

1ToxAlim (Research Centre in Food Toxicology), Université de Toulouse, INRAE, ENVT, 

INP-Purpan, UPS, Toulouse, France 

2INTHERES, Université de Toulouse, INRAE, ENVT, Toulouse, France 

3Department of Obstetrics and Gynecology, Paule de Viguier Hospital, CHU Toulouse, 

Toulouse, France 

4UMR 1027 INSERM, Team SPHERE, Université de Toulouse, France. 
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Supplementary material, Simultaneous quantification of 15 bisphenols in 
placenta perfusion media 

The MRM transitions of BPs and IS with their respective cone voltages and collision energies 
are given in Table S.1. MRM transition with daughter ion* was used for quantification. 

Table S1: Molecular properties and mass data of the 15 bisphenols 
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Compound 
Molecular weight 

(g/mol) 
Retention Time 

(min) 
Parent ions 

(m/z) 
Daughter ions 

(m/z) 
Cone 
(eV) 

Collision 
(eV) 

BP4-4 186 2.61 185 
117 40 22 

156
*
 40 28 

BPS 250 2.15 249 
92 42 33 

108
*
 42 26 

BPF 200 3.22 199 
93 34 22 

105
*
 34 22 

BPE 214 3.66 213 
119 14 24 

198
*
 14 18 

BPA 228 4.06 227 
133 34 28 

212
*
 34 20 

BPAF 336 4.15 335 
197 30 36 

265
*
 30 22 

BPB 242 4.6 241 
147 34 18 

212
*
 34 18 

3-3BPA 256 4.86 255 
169 34 16 

240
*
 34 18 

BPZ 268 5.51 267 
145 42 38 

173
*
 42 26 

BPC 280 4.63 279 
71

*
 26 18 

243 26 14 

BPAP 290 5.28 289 
195 32 28 

274
*
 32 20 

BPP 346 6.66 345 
133 54 42 

330
*
 54 26 

BPM 346 6.42 345 
133 48 28 

251
*
 48 28 

BPFL 350 6.05 349 
215 42 30 

256
*
 42 26 

BPBP 352 6.23 351 
258

*
 38 24 

274 38 24 

BPS-d8 258 2.11 257 
112* 40 34 

160 40 28 

BPA13C12 240 4.06 239 
224* 34 28 

140 34 20 

BPAP-d5 295 5.26 294 
279* 38 24 

211 38 22 

BPAF-d4 340 4.15 339 
269* 32 44 

180 32 22 

BPP-d16 362 6.61 361 
325* 42 34 

140 42 40 
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3. Etude de la disposition de douze bisphénols suite à leur ingestion 

sur un modèle porcin (Annexe 3) 

Supplemental data: Comparison of toxicokinetic properties of eleven analogues of 

BPA in pig after intravenous and oral administrations. 

Clémence A. Gély1,2, Marlène Z. Lacroix2, Béatrice B. Roques², Pierre-Louis Toutain 2,3, Véronique 

Gayrard1, Nicole Picard-Hagen1 

1ToxAlim (Research Centre in Food Toxicology), Université de Toulouse, INRAE, ENVT, 

INP-Purpan, UPS, Toulouse, France 

2INTHERES, Université de Toulouse, INRAE, ENVT, Toulouse, France 

3The Royal Veterinary College, University of London, London
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Table S1: Measured doses of 12 bisphenols relative to the bodyweight administered by IV or oral routes to piglets and for the three periods. The 

concentrations of in the dosing solutions of the BPs were measured by UHPLC-UV. 

 
Période 1 (µmol/kg) Période 2 (µmol/kg) Période 3 (µmol/kg) 

 
Porc 

A 
Porc 

B 
Porc 

C 
Porc 

D 
Porc 

E 
Porc 

F 
Porc 

G 
Porc 

H 
Porc 

I 
Porc 

A 
Porc 

B 
Porc 

C 
Porc 

D 
Porc 

E 
Porc 

F 
Porc 

G 
Porc 

H 
Porc 

I 
Porc 

A 
Porc 

B 
Porc 

C 
Porc 

D 
Porc 

E 
Porc 

F 
Porc 

G 
Porc 

H 
Porc 

I 

BPF 6.5 6.7 6.6 - - - 147.4 149.8 150.6 185.4 185.1 169.8 7.0 7.1 7.1 - - - - - - 188.5 

 

184.2 6.9 6.6 6.5 

BPA 6.9 7.1 7.1 - - - 171.0 173.7 174.7 222.9 222.5 204.1 7.5 7.7 7.7 - - - - - - 218.2 213.2 6.5 6.3 6.2 

BPB 6.9 7.1 7.0 - - - 158.4 161.0 161.8 204.8 204.4 187.5 6.9 7.1 7.0 - - - - - - 206.3 201.5 6.4 6.2 6.1 

BPAF 7.1 7.4 7.3 - - - 147.1 149.5 150.3 200.1 199.8 183.3 7.2 7.4 7.3 - - - - - - 201.3 196.7 5.1 4.9 4.8 

3-3BPA 6.9 7.2 7.1 - - - 146.1 148.5 149.3 197.1 196.8 180.5 7.4 7.6 7.5 - - - - - - 200.1 195.5 7.8 7.5 7.4 

BPZ 7.3 7.6 7.5 - - - 155.2 157.7 158.5 201.8 201.5 184.8 7.3 7.4 7.4 - - - - - - 204.4 199.7 6.2 6.0 5.9 

BPM 7.2 7.4 7.3 - - - 123.5 125.5 126.2 176.4 176.1 161.6 7.4 7.6 7.5 - - - - - - 181.7 177.5 5.3 5.1 5.0 

BPS - - - 5.4 5.3 5.4 147.4 149.8 150.6 181.4 181.1 166.1 - - - 5.7 5.4 5.5 5.5 6.1 5.7 181.8 177.6 - - - 

BP4,4' - - - 5.6 5.5 5.7 136.7 138.9 139.7 175.2 174.9 160.4 - - - 5.6 5.3 5.4 5.2 5.7 5.4 173.8 169.8 - - - 

BPAP - - - 6.6 6.5 6.7 154.5 156.9 157.8 207.0 206.7 189.6 - - - 7.1 6.7 6.9 6.9 7.6 7.1 208.8 204.0 - - - 

BPFL - - - 6.8 6.7 6.9 146.6 149.0 149.8 199.8 199.4 183.0 - - - 7.1 6.7 6.8 6.7 7.3 6.8 201.4 196.8 - - - 

BPP - - - 6.6 6.4 6.6 130.4 132.5 133.2 187.6 187.3 171.8 - - - 6.5 6.1 6.3 6.3 7.0 6.5 192.4 188.0 - - - 

Nominal 
dose 

6 6 6 6 6 6 200 200 200 200 200 200 6 6 6 6 6 6 6 6 6 200 200 200 6 6 6 
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Table S2: Detection wavelengths used to quantify bisphenols in urine 

Wavelength (nm) 

 
Unconjugated bisphenol quantification  

Total bisphenols 
quantification 

 
low calibration 0.01-2 µg/mL high calibration 0.5 - 20 µg/mL calibration 0.2 – 100 µg/mL 

BPS 260 230 260 

BP4-4 250 230 250 

BPF 230 290 230 

BPA 230 290 230 

BPB 230 290 230 

BPAF 230 260 230 

3-3 BPA 230 290 230 

BPAP 230 290 230 

BPZ 230 290 230 

BPFL 230 290 260 

BPM 230 290 230 

BPP 230 290 230 
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Table S3a: Low calibration ranges, models, weightings, accuracies, intra- day and inter-day precisions of the method of quantification of the 12 

unconjugated bisphenols in piglet urines. The performances were evaluated at three-concentration levels (low, medium and high) with quality 

control (QC) prepared in piglet urines and covering the low calibration range except BPF, due to its LOQ of 1 µg/mL include in the high 

calibration.  

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

Model Linear 1/X2 Linear 1/X 
 

Linear 1/X Quadratic 1/X Linear 1/X Linear 1/X Linear 1/X Linear 1/X Quadratic 1/X2 Quadratic 1/X Quadratic 1/X2 

Calibration range  (µg/mL) 0.02-2 0.05-2 
 

0.05-2 0.01-2 0.01-2 0.05-2 0.01-2 0.2-2 0.02-2 0.02-2 0.02-2 

CV intra-day % 

QC = 0.03 µg/mL 12% - 
 

- 22% 16% - 12% - 12% 15% 12% 

QC = 0.15 µg/mL 7% 16% 
 

9% 10% 9% 9% 7% 11% 5% 7% 5% 

QC = 1.5 µg/mL 3% 10% 
 

3% 2% 3% 3% 3% 2% 1% 1% 1% 

CV inter-day % 

QC = 0.03 µg/mL 16% - 
 

- 22% 16% - 11% - 16% 16% 15% 

QC = 0.15 µg/mL 16% 14% 
 

12% 10% 9% 9% 7% 11% 6% 8% 5% 

QC = 1.5 µg/mL 14% 10% 
 

6% 7% 7% 8% 6% 6% 5% 4% 5% 

Accuracy % 

QC = 0.03 µg/mL 105% - 
 

- 108% 104% - 95% - 107% 100% 97% 

QC = 0.15 µg/mL 100% 106% 
 

105% 102% 106% 110% 105% 89% 99% 102% 98% 

QC = 1.5 µg/mL 102% 97% 
 

101% 109% 105% 107% 110% 112% 111% 113% 114% 

LOQ 

Concentration (µg/mL) 0.02 0.05 1 0.05 0.01 0.01 0.05 0.01 0.2 0.02 0.02 0.02 

CV intra-day % 12% 9% 18% 4% 19% 5% 17% 7% 14% 5% 17% 15% 

Accuracy % 102% 81% 98% 121% 87% 101% 98% 120% 119% 117% 116% 107% 
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Table S3b: High calibration ranges, models, weightings, accuracies, intra-day and inter-day precisions of the method used to quantify of 12 

unconjugated bisphenols in piglet urines. The performances were evaluated at three-concentration levels (low, medium and high) with quality 

control (QC) prepared in piglet urines and covering the high calibration range. 

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

Model (calibration range : 0.5-20 µg/mL except 
for BPF: 1-20 µg/mL) 

Linear 
1/X 

Linear 
1/X 

Quadratic 
1/X2 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X2 

CV intra-day % 

QC = 1.5 µg/mL 6% 6% 12% 4% 4% 3% 3% 3% 3% 2% 2% 2% 

QC = 7.5 µg/mL 9% 6% 9% 7% 9% 7% 7% 6% 7% 5% 4% 4% 

QC = 15 µg/mL 11% 9% 11% 8% 9% 8% 7% 8% 7% 9% 7% 6% 

CV inter-day % 

QC = 1.5 µg/mL 10% 7% 14% 9% 11% 14% 9% 6% 6% 4% 3% 5% 

QC = 7.5 µg/mL 9% 6% 10% 10% 12% 13% 9% 6% 7% 6% 4% 6% 

QC = 15 µg/mL 15% 12% 12% 16% 17% 17% 14% 13% 11% 9% 7% 8% 

Accuracy % 

QC = 1.5 µg/mL 106% 110% 120% 109% 110% 109% 112% 115% 119% 110% 110% 111% 

QC = 7.5 µg/mL 105% 106% 112% 107% 105% 105% 109% 109% 110% 107% 109% 113% 

QC = 15 µg/mL 107% 105% 105% 103% 98% 100% 105% 107% 106% 111% 110% 114% 

 

  



  Annexes - 3 

206 

Table S4: Calibration ranges, models, weightings, accuracies, intra- day and inter-day precisions of the method to quantify urinary 

concentrations of 12 total bisphenols (unconjugated + native bisphenol) after enzymatic hydrolysis. The performances were evaluated at three-

concentration levels (low, medium and high) with quality control (QC) prepared in piglet urines and covering the calibration range. 

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

Model Linear 1/X Linear 1/X Linear 1/X 
Quadratic 

1/X2 
Quadratic 

1/X 
Quadratic 1/X Quadratic 1/X Linear 1/X2 Quadratic 1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 1/X 

Calibration range  (µg/mL) 0.5-100 1-100 1-100 0.2-100 0.2-100 0.5-100 0.2-100 0.2-100 0.5-100 0.2-100 0.2-100 0.2-100 

CV intra-
day % 

QC = 0.6 µg/mL 8% - - 3% 3% 5% 5% 3% 5% 3% 4% 3% 

QC = 3 µg/mL 5% 4% 9% 4% 5% 4% 5% 5% 6% 6% 7% 7% 

QC = 7.5µg/mL 3% 2% 4% 3% 4% 3% 7% 3% 3% 3% 3% 3% 

QC = 30 µg/mL 2% 2% 2% 13% 15% 11% 11% 10% 12% 13% 13% 12% 

QC = 75µg/mL 3% 3% 3% 9% 10% 9% 9% 8% 9% 13% 9% 8% 

CV inter-
day % 

QC = 0.6 µg/mL 8% - - 6% 9% 7% 9% 6% 14% 8% 8% 8% 

QC = 3 µg/mL 6% 4% 12% 4% 5% 5% 4% 5% 5% 6% 6% 6% 

QC = 7.5µg/mL 3% 2% 12% 4% 4% 4% 4% 3% 4% 3% 3% 3% 

QC = 30 µg/mL 3% 5% 3% 15% 20% 15% 15% 12% 16% 16% 16% 17% 

QC = 75µg/mL 3% 5% 4% 10% 10% 9% 10% 7% 9% 14% 9% 9% 

Accuracy 
% 

QC = 0.6 µg/mL 112% - - 109% 101% 92% 95% 102% 96% 90% 90% 91% 

QC = 3 µg/mL 98% 103% 94% 109% 109% 114% 118% 114% 114% 98% 101% 113% 

QC = 7.5µg/mL 96% 99% 98% 106% 108% 109% 116% 111% 112% 101% 102% 112% 

QC = 30 µg/mL 112% 117% 121% 106% 113% 99% 103% 110% 111% 118% 107% 107% 

QC = 75µg/mL 103% 98% 101% 99% 98% 100% 108% 90% 103% 98% 103% 103% 

LOQ 

Concentration 
(µg/mL) 

0.5 1 1 0.2 0.2 0.5 0.2 0.2 0.5 0.2 0.2 0.2 

CV intra-day % 12% 9% 3% 7% 8% 3% 2% 2% 2% 4% 2% 2% 

Accuracy % 107% 98% 82% 95% 80% 90% 118% 119% 104% 112% 109% 84% 
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Table S5: Molecular weights, MRM transitions, cone voltage and collision energies of the 12 

bisphenols used in the UHPLC/MS/MS method. 

Compound Molecular weight (g/mol) Parent ions (m/z) Daughter ions (m/z) Cone (eV) Collision (eV) 

BP4-4 186 185 
117 40 22 

156
*
 40 28 

BPS 250 249 
92 42 33 

108
*
 42 26 

BPF 200 199 
93 34 22 

105
*
 34 22 

BPA 228 227 
133 34 28 

212
*
 34 20 

BPAF 336 335 
197 30 36 

265
*
 30 22 

BPB 242 241 
147 34 18 

212
*
 34 18 

3-3BPA 256 255 
169 34 16 

240
*
 34 18 

BPZ 268 267 
145 42 38 

173
*
 42 26 

BPAP 290 289 
195 32 28 

274
*
 32 20 

BPP 346 345 
133 54 42 

330
*
 54 26 

BPM 346 345 
133 48 28 

251
*
 48 28 

BPFL 350 349 
215 42 30 

256
*
 42 26 

BPS-d8 258 257 
112* 40 34 

160 40 28 

BPA13C12 240 239 
224* 34 28 

140 34 20 

BPAP-d5 295 294 
279* 38 24 

211 38 22 

BPAF-d4 340 339 
269* 32 44 

180 32 22 

BPP-d16 362 361 
325* 42 34 

140 42 40 

* MRM transition with daughter ion* was used for quantification 
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Table S6: Calibration ranges, models, weightings, accuracies, intra-day and inter-day precisions of the method to quantify the 12 unconjugated 

bisphenols in piglet plasma. The performances of the assay were evaluated at five-concentration levels with QC prepared in piglet plasma. 

Compound BP4-4 BPS BPF BPA BPAF BPB (n=5) 3-3BPA BPZ BPAP BPP BPM BPFL 

Internal Standard BPA13C12 BPSd8 BPA13C12 BPA13C12 BPAFd4 BPA13C12 BPA13C12 BPA13C12 BPAPd5 BPPd16 BPA13C12 BPAPd5 

Model 
Quadratic 

1/X2 
Linear 
1/X2 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X2 

Quadratic 
1/X2 

Quadratic 
1/X2 

Quadratic 
1/X2 

Quadratic 
1/X 

Linear 
1/X2 

Linear 
1/X 

Quadratic 
1/X 

Quadratic 
1/X2 

CV intra-day % 

QC = 2,5 ng/mL - - - - 13% - - 
 

- - - - 

QC = 7,5 ng/mL 7% 6% 11% 6% 11% 24% 13% 17% 13% 8% 10% 15% 

QC = 25 ng/mL 13% 5% 9% 7% 9% 16% 9% 19% 17% 14% 29% 20% 

QC = 250 ng/mL 7% 6% 7% 4% 8% 12% 13% 18% 8% 10% 15% 14% 

QC = 2500 ng/mL 7% 4% 5% 3% - 7% 4% 18% 7% 7% 8% 12% 

CV inter-day % 

QC = 2,5 ng/mL - - - - 12% - - 
 

- - - - 

QC = 7,5 ng/mL 13% 7% 11% 6% 16% 30% 25% 16% 14% 12% 12% 18% 

QC = 25 ng/mL 17% 6% 17% 7% 15% 17% 21% 20% 16% 20% 27% 22% 

QC = 250 ng/mL 7% 6% 9% 4% 11% 14% 21% 18% 7% 13% 20% 15% 

QC = 2500 ng/mL 8% 4% 5% 3% - 11% 17% 17% 8% 16% 22% 13% 

Accuracy % 

QC = 2,5 ng/mL - - - - 120% - - 
 

- - - - 

QC = 7,5 ng/mL 100% 102% 93% 90% 122% 107% 97% 86% 83% 105% 99% 96% 

QC = 25 ng/mL 82% 98% 76% 95% 119% 72% 89% 92% 91% 96% 66% 87% 

QC = 250 ng/mL 94% 104% 87% 94% 119% 85% 93% 75% 98% 98% 84% 98% 

QC = 2500 ng/mL 121% 101% 100% 98% - 84% 107% 73% 106% 97% 85% 105% 

 

LOQ ng/mL 

5,00 5,00 2,50 2,50 2,50 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 

Accuracy % 110% 104% 100% 93% 123% 111% 119% 91% 114% 96% 123% 123% 

CV inter-day % 13% 9% 18% 26% 14% 25% 13% 7% 7% 16% 25% 17% 

 

ULOQ ng/mL 

2500,00 5000,00 5000,00 5000,00 1000,00 2500,00 5000,00 2500,00 5000,00 5000,00 2500,00 5000,00 

Accuracy % 120% 96% 91% 100% - 75% 88% 64% 114% 86% 82% 115% 

CV inter-day % 7% 5% 4% 3% - 5% 2% 34% 5% 10% 14% 7% 
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Table S7: Limits of quantification (LOQ, ng/ml) applied to the BPs assay in the plasma 

samples of piglets, as function of the performance of the different run assays.  

  
LOQ (ng/mL) 

IV Oral 

BPS  5 5 

BP44 10 5 

BPAP 
10 (pigs A, C, H, I) / 5 

(pigs D, E, F, G) 
5 

BPP 5 
10 (pigs A, B, C) /  

5 (pigs D, F, G, H, I) 

BPFL 5 10 

BPA 2.5 2.5 

BPAF 
5 (pigs A, B, C, D) / 
2.5 (pigs F, G, H, I) 

2.5 

BPB 5 
10 (pigs A, B)/ 

  25 (pigs C, D, F)/ 
5 (pigs G, H, I) 

BPF 5 
2.5 (pigs A, B, G, H, I) / 

5 (pigs C, D, F) 

BPM 
5 (pigs A, B, C, D) / 
25 (pigs F, G, H, I) 

10 (pigs A, B, C, D, F)  
/ 5 (pigs G, H, I) 

BPZ 
10 (pigs A, B, C, D) / 

5 (pigs F, G, H, I) 
5 

3-3BPA 5 5 
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Figure S1: Visual predictive Check (VPC) of plasma BPS (A), BP4-4 (B), BPAP (C), BPP (D) 
concentrations (ng/mL) after an IV (left) and an oral administration (right). Red lines: 
observed quantiles (20, 50 and 80%); black lines: predicted quantiles by Monte Carlo 
Simulation (20, 50 and 80%); blue symbols: observed data. When the model ideally predicts 
the data, the observed and predicted quantiles are expected to be superimposed. For BPS 
and BPAP, three detected concentrations at time higher than 1440 min were ignored. For 
VPC of BPP two detected concentrations at time higher than 1440 min were ignored. 

 

A

B

C

D
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Figure S2: Visual predictive Check (VPC) of plasma BPFL (A), BPA (B), BPAF (C), BPB (D) 
concentrations (ng/mL) after an IV (left) and an oral administration (right). Red lines: 
observed quantiles (20, 50 and 80%); black lines: predicted quantiles by Monte Carlo 
Simulation (20, 50 and 80%); blue symbols: observed data. When the model ideally predicts 
the data, the observed and predicted quantiles are expected to be superimposed. For BPFL 
one detected concentrations at time higher than 2030 min were ignored after oral 
administration and three detected concentrations at time higher than 240 min. For BPAF and 
for BPA, one detected concentrations at time higher than 180 min were ignored after IV 
administration 
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Figure S3: Visual predictive Check (VPC) of plasma BPF (A), BPM (B), BPZ (C), 3-3BPA (D) 
concentrations (ng/mL) after an IV (left) and an oral administration (right). Red lines: 
observed quantiles (20, 50 and 80%); black lines: predicted quantiles by Monte Carlo 
Simulation (20, 50 and 80%); blue symbols: observed data. When the model ideally predicts 
the data, the observed and predicted quantiles are expected to be superimposed. For BPZ 
one detected concentrations at time higher than 240 min were ignored after IV administration 
and higher than 1440 min were ignored after oral administration. 
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Figure S4: Semi-logarithmic plots of individual plasma concentrations-time profiles relative to 
dose (ng/mL per mg/kg) of BPA (A) and BPS (B) after IV administration (left) of both a single 
dosing of BPA/BPS (blue) and simultaneous dosing of 5 to 7 (IV) (red) and after oral 
administration (right) of both a single dosing of BPA/BPS (blue) and simultaneous dosing of 
12 bisphenols in mixture (red) in piglets. Plasma concentrations-time profiles of single 
injection of BPA/BPS were obtained from Gayrard et al., 2019
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Oral BPA dosingIV BPA dosing
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Table S8: Toxicokinetic parameters (mean ± SD) of 3-3BPA, BPS, BP4-4, BPAP, BPP, BPFL, BPA, 

BPAF, BPB, BPF, BPM and BPZ estimated by non-compartmental analysis after simultaneous IV 
administration to 8 piglets of 5 to 7 BPs (6 µmol/kg BW). The bioavailability by oral route was 
estimated by non-compartmental analysis after simultaneous oral administrations of 12 BPs (200 
µmol/kg BW) to 8 piglets.  

Non-compartmental analysis after IV 
dosing 

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

Clearance mL/min/kg 

mean 55.19 19.55 80.85 50.09 51.97 36.90 59.35 76.68 45.61 
45.6

0 
55.16 82.34 

SD 10.09 2.14 25.63 9.44 5.99 4.65 6.41 17.94 17.24 6.51 14.71 19.81 

CV (%) 18% 11% 32% 19% 12% 13% 11% 23% 38% 14% 27% 24% 

Vss mL/kg 

mean 2613 518 753 1522 5784 1538 2345 2545 2067 1220 4178 8113 

SD 504 190 192 165 774 208 290 632 640 249 1856 2776 

CV (%) 19% 37% 25% 11% 13% 13% 12% 25% 31% 20% 44% 34% 

HL_lambda min 

mean 40.66 83.76 6.55 24.09 
110.4

0 
52.49 29.03 24.95 34.13 

21.2
8 

65.68 75.77 

SD 4.30 68.12 1.39 2.58 20.81 19.48 3.49 3.96 3.77 5.32 38.20 14.11 

CV (%) 11% 81% 21% 11% 19% 37% 12% 16% 11% 25% 58% 19% 

MRTc min 

mean 47.38 26.34 9.61 30.81 
112.1

6 
41.77 39.71 33.46 46.47 

27.1
1 

74.64 97.31 

SD 3.50 8.55 1.89 3.18 16.95 3.99 5.05 4.64 6.11 6.03 25.73 14.71 

CV (%) 7% 32% 20% 10% 15% 10% 13% 14% 13% 22% 34% 15% 

Non-compartmental analysis after IV and oral dosing 

F % 

mean 1.6% 51.6% 7.4% 5.9% 16.9% 16.9% 1.0% 4.7% 1.2% 6.2% 0.09 4.9% 

SD 0.5% 27.2% 5.5% 4.7% 20.2% 9.2% 0.9% 2.5% 1.0% 4.0% 0.05 2.5% 

CV (%) 34% 53% 74% 80% 120% 54% 85% 53% 80% 64% 54% 51% 

Cmax nmol/mL 

mean 0.25 29.90 2.43 0.49 1.62 1.41 0.24 0.27 0.27 1.51 0.82 0.17 

SD 0.29 9.17 2.20 0.16 1.97 0.31 0.42 0.17 0.28 1.10 0.58 0.06 

CV (%) 114% 31% 91% 32% 122% 22% 176% 62% 101% 73% 71% 36% 

Tmax min 

mean 152 29 37 206 277 262 62 142 122 43 262 218 

SD 167 6 34 98 116 91 50 71 103 33 85 119 

CV (%) 109% 22% 91% 48% 42% 35% 80% 50% 84% 78% 32% 54% 

AUC/dose  
min*nmol/

mL / 
mmol/kg 

mean 716 24617 934 1154 3068 4738 191 641 432 1303 2101 551 

SD 1068 10045 750 751 2923 2613 118 342 334 733 1020 217 

CV (%) 149% 41% 80% 65% 95% 55% 62% 53% 77% 56% 49% 39% 

Vss: Volume of distribution at steady state      
 Cmax: Maximal concentration after oral administration  
HL_lambda: Elimination half-life corresponding to the last elimination slope   Tmax: 
time to maximum concentration  
MRT: Mean time of residence        F: 
Bioavailability by the oral route 
AUC/Dose: Dose scaled area under the plasma concentration-time curve from dosing time to the time 
of the last measurable plasma concentration after oral administration. 
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4. Développement d’un outil prédictif du passage placentaire des 

bisphénols avec une étude de type relation-structure-activité 

(Annexe 4) 

Supplementary data: The contribution of different chromatographic variables in QSAR 

studies: application to the placental passage of bisphenols. 

Clémence A. Gély1,2, Nicole Picard-Hagen1, Malika Chassan², Jean-Christophe Garrigues3, 

Véronique Gayrard1, Marlène Z. Lacroix2  

1ToxAlim (Research Centre in Food Toxicology), Université de Toulouse, INRAE, ENVT, 

INP-Purpan, UPS, Toulouse, France 

2INTHERES, Université de Toulouse, INRAE, ENVT, Toulouse, France 

3Laboratoire des IMRCP, Université de Toulouse, UMR 5623, 118 Route de Narbonne, 31062 

Toulouse Cedex 9, France. 

R codes to carry out ANN, with input, the descriptors and output the clearance indices. 

library(neuralnet) 
data=cbind.data.frame(input,output) 
train=data$output 
formule= paste(colnames(data[-ncol(data)]),collapse = "+") 
print(formule) 
formule=paste("train ~ ",formule,sep ="") 
print(formule) 
set.seed(100) 
neuralnet=neuralnet::neuralnet(as.formula(formule),data=data,hidden = 0, linear.output = FALSE, 
stepmax = 100000, threshold = 0.005) 
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Table S1: Molecular descriptors used in QSAR development. Molecular descriptors for the 

15 bisphenols are described in the Excel file supplementary data. 

Molecular descriptors 

  Molecular parameters Units 
Descriptor 

name 

C
h

em
P

ro
p

P
ro

 

Molecular weight g/mol MM 

Boiling Point Kelvin CPP 1 

Critical Pressure  Bar CPP 2 

Critical Temperature Kelvin CPP 3 

Critical Volume  cm^3/mol CPP 4 

Gibbs Free Energy kJ/mol CPP 5 

Heat Of Formation  kJ/mol CPP 6 

Henry's Law constant   CPP 7 

Ideal Gas Thermal Capacity J/(mol.K) CPP 8 

logP   CPP 9 

Melting Point Kelvin CPP 10 

Mol Refractivity cm^3/mol CPP 11 

Log P  
Log P Viswanadhan's fragmentation    LP 2 

Log P Broto's fragmentation    LP 3 

MR  
MR Crippen's fragmentation  cm^3/mol MR 1 

MR  Viswanadhan's fragmentation  cm^3/mol MR 2 

C
h

e
m

P
ro

p
St

d
 Connolly Accessible Area Å^2 CPS 1 

Connolly Molecular Area Å^2 CPS 2 

Connolly Solvent Excluded Volume Å^3 CPS 3 

Number of HBond Acceptors   CPS 4 

CLogP Driver 
 Mol Refractivity   CD 1 

Partition Coefficient   CD 2 

Molecular 
Networks 

Log P    MN 1 

Log S   MN 2 

pKa1   MN 3 

pKa2   MN 4 

Molecular 
Topology 

Balaban Index   MT 1 

Cluster Count    MT 2 

Molecular Topological Index   MT 3 

Num Rotatable Bonds Bonds MT 4 

Polar Surface Area Å^2 MT 5 

Radius Atoms MT 6 

Shape Attribute   MT 7 

Shape Coefficient   MT 8 
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Sum Of Degrees   MT 9 

Sum Of Valence Degrees   MT 10 

Topological Diameter Bonds  MT 11 

Total Connectivity   MT 12 

Total Valence Connectivity   MT 13 

Wiener Index   MT 14 

Electronic 
descriptors 

Heat of formation  kJ/mol DE 1 

Total Energy  eV DE 2 

Electronic Energy eV DE 3 

Core-core repulsion  eV DE 4 

Cosmo Area Å^2 DE 5 

Cosmo Volume Å^3 DE 6 

Ionisation Potential eV DE 7 

Homo Energy  eV DE 8 

Lumo Energy  eV DE 9 

Dipole moment  debye DE 10 

 

Table S2: Chromatographic descriptors used in QSAR development. Chromatographic 

descriptors values for the 15 bisphenols are available in Excel file supplementary data.  

Chromatographic descriptors 

Column / solvent Chromatographic parameters Units 
Descriptor 

name 

  BEH C18 100*2.1 1.7 
µm AcN 

Width 5% min C18A 2 

Retention Factor /BPA   C18A 5 

Asymmetry    C18A 7 

Peak Tailing    C18A 8 

  CSH Phenyl hexyl 
100*2.1 1.7 µm AcN 

Width 5% min PHA 2 

Retention Factor /BPA   PHA 5 

Asymmetry    PHA 7 

Peak Tailing    PHA 8 

  CSH Fluoro Phenyl 
100*2.1 1.7 µm ACN  

Width 5% min FPA 2 

Retention Factor /BPA   FPA 5 

Asymmetry    FPA 7 

Peak Tailing    FPA 8 

  BEH C8 100*2.1 1.7 µm 
ACN 

Width 5% min C8A 2 

Retention Factor /BPA   C8A 5 

Asymmetry    C8A 7 

Peak Tailing    C8A 8 

  BEH Phenyl 100*2.1 1.7 Width 5% min PA 2 
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µm  ACN Retention Factor /BPA   PA 5 

Asymmetry    PA 7 

Peak Tailing    PA 8 

  HSS T3 100*2.1 1.8 µm 
ACN 

Width 5% min T3A 2 

Retention Factor /BPA   T3A 5 

Asymmetry    T3A 7 

Peak Tailing    T3A 8 

  raptor biphenyl 
100*2.1 2.7 µm ACN 

Width 5% min RBA 2 

Retention Factor /BPA   RBA 5 

Asymmetry    RBA 7 

Peak Tailing    RBA 8 

  HSS PFP 100*2.1 1.8 
µm ACN 

Width 5% min PFPA 2 

Retention Factor /BPA   PFPA 5 

Asymmetry    PFPA 7 

Peak Tailing    PFPA 8 

  BEH RP18 Shield 
100*2.1 1.7 µm ACN  

Width 5% min RPA 2 

Retention Factor /BPA   RPA 5 

Asymmetry    RPA 7 

Peak Tailing    RPA 8 

   HSS CYANO 100*2.1 
1.8 µm ACN 

Width 5% min CNA 2 

Retention Factor /BPA   CNA 5 

Asymmetry    CNA 7 

Peak Tailing    CNA 8 

   Force Biphenyl 100*2.1 
1.8 µm ACN 

Width 5% min FBA 2 

Retention Factor /BPA   FBA 5 

Asymmetry    FBA 7 

Peak Tailing    FBA 8 

  Raptor (Corshell) 
Biphenyl 100*2.1 1.8 µm 

ACN 

Width 5% min RCBA 2 

Retention Factor /BPA   RCBA 5 

Asymmetry    RCBA 7 

Peak Tailing    RCBA 8 

  Cortecs C18 + 
(corshell)100*2.1 1.6 µm 

ACN 

Width 5% min CC18A 2 

Retention Factor /BPA   CC18A 5 

Asymmetry    CC18A 7 

Peak Tailing    CC18A 8 

  BEH C18 100*2.1 1.7 
µm MeOH 

Width 5% min C18M 2 

Retention Factor /BPA   C18M 5 

Asymmetry    C18M 7 

Peak Tailing    C18M 8 

  CSH Phenyl hexyl Width 5% min PHM 2 
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100*2.1 1.7 µm MeOH Retention Factor /BPA   PHM 5 

Asymmetry    PHM 7 

Peak Tailing    PHM 8 

  CSH Fluoro Phenyl 
100*2.1 1.7 µm MeOH 

Width 5% min FPM 2 

Retention Factor /BPA   FPM 5 

Asymmetry    FPM 7 

Peak Tailing    FPM 8 

  BEH C8 100*2.1 1.7 µm 
MeOH 

Width 5% min C8M 2 

Retention Factor /BPA   C8M 5 

Asymmetry    C8M 7 

Peak Tailing    C8M 8 

  BEH Phenyl 100*2.1 1.7 
µm MeOH 

Width 5% min PM 2 

Retention Factor /BPA   PM 5 

Asymmetry    PM 7 

Peak Tailing    PM 8 

  HSS T3 100*2.1 1.8 µm 
MeOH 

Width 5% min T3M 2 

Retention Factor /BPA   T3M 5 

Asymmetry    T3M 7 

Peak Tailing    T3M 8 

  raptor biphenyl 
100*2.1 2.7 µm MeOH 

Width 5% min RBM 2 

Retention Factor /BPA   RBM 5 

Asymmetry    RBM 7 

Peak Tailing    RBM 8 

  HSS PFP 100*2.1 1.8 
µm MeOH 

Width 5% min PFPM 2 

Retention Factor /BPA   PFPM 5 

Asymmetry    PFPM 7 

Peak Tailing    PFPM 8 

  BEH RP18 Shield 
100*2.1 1.7 µm MeOH 

Width 5% min RPM 2 

Retention Factor /BPA   RPM 5 

Asymmetry    RPM 7 

Peak Tailing    RPM 8 

   HSS CYANO 100*2.1 
1.8 µm MeOH 

Width 5% min CNM 2 

Retention Factor /BPA   CNM 5 

Asymmetry    CNM 7 

Peak Tailing    CNM 8 

   Force Biphenyl 100*2.1 
1.8 µm MeOH 

Width 5% min FBM 2 

Retention Factor /BPA   FBM 5 

Asymmetry    FBM 7 

Peak Tailing    FBM 8 

  Raptor (Corshell) Width 5% min RCBM 2 
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Biphenyl 100*2.1 1.8 µm 
MeOH 

Retention Factor /BPA   RCBM 5 

Asymmetry    RCBM 7 

Peak Tailing    RCBM 8 

  Cortecs C18 + (corshell) 
100*2.1 1.6 µm MeOH 

Width 5% min CC18M 2 

Retention Factor /BPA   CC18M 5 

Asymmetry    CC18M 7 

Peak Tailing    CC18M 8 

 

Table S3: Predicted clearance indices for the 15 bisphenols determined using three QSAR 

models based on either molecular descriptors, a combination of molecular and 

chromatographic descriptors or chromatographic descriptors. Leverage values were 

determined with R software package olsrr, leverage higher than threshold given by Olsrr 

were identified the asterisk. Predicted CI were compared with the observed clearance indices 

of the 15 bisphenols determined on five perfused human placentae. 

  
Molecular descriptors 

Molecular and chromatographic 
descriptors 

Chromatographic descriptors 

Bisphenol Observed CI Predicted CI Leverage Predicted CI Leverage Predicted CI Leverage 

33BPA 

0.65 

0.69 

0.03 

0.62 

0.06 

0.67 

0.05 

0.82 0.03 0.05 0.04 

0.66 0.03 0.06 0.05 

0.73 0.03 0.06 0.04 

0.75 0.03 0.05 0.04 

BP44 

0.75 

0.63 

0.04 

0.59 

0.08 

0.63 

0.17 

0.78 0.04 0.08 0.16 

0.47 0.07 0.13 0.27* 

0.57 0.05 0.11 0.22* 

0.74 0.04 0.09 0.17 

BPA 

0.70 

0.64 

0.02 

0.76 

0.03 

0.62 

0.03 

0.85 0.02 0.03 0.03 

0.81 0.02 0.03 0.03 

0.85 0.02 0.03 0.03 

0.85 0.02 0.03 0.03 

BPAF 

0.42 

0.49 

0.24* 

0.51 

0.17 

0.57 

0.14 

0.49 0.21* 0.15 0.12 

0.60 0.17* 0.12 0.10 

0.54 0.19* 0.13 0.11 

0.57 0.18* 0.13 0.10 

BPAP 

0.48 

0.39 

0.01 

0.63 

0.07 

0.60 

0.04 

0.53 0.01 0.06 0.04 

0.62 0.01 0.05 0.03 
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0.61 0.01 0.06 0.03 

0.61 0.01 0.06 0.03 

BPB 

0.71 

0.64 

0.02 

0.74 

0.04 

0.83 

0.10 

0.87 0.02 0.03 0.08 

0.88 0.02 0.03 0.08 

0.83 0.02 0.04 0.09 

0.92 0.02 0.03 0.08 

BPBP 

0.20 

0.14 

0.04 

0.21 

0.17 

0.29 

0.12 

0.24 0.04 0.14 0.10 

0.28 0.03 0.12 0.09 

0.24 0.04 0.14 0.10 

0.32 0.03 0.11 0.08 

BPC 

0.27 

0.43 

0.05 

0.35 

0.21* 

0.33 

0.16 

0.37 0.04 0.16 0.12 

0.46 0.03 0.13 0.09 

0.42 0.03 0.14 0.10 

0.44 0.03 0.13 0.10 

BPE 

0.54 

0.63 

0.03 

0.77 

0.06 

0.69 

0.10 

0.91 0.02 0.04 0.06 

0.70 0.03 0.05 0.08 

0.75 0.02 0.04 0.07 

0.53 0.03 0.06 0.11 

BPF 

0.71 

0.63 

0.03 

0.61 

0.12 

0.77 

0.07 

0.83 0.03 0.10 0.06 

0.70 0.03 0.12 0.07 

0.78 0.03 0.11 0.07 

0.46 0.05 0.18 0.11 

BPFL 

0.04 

0.08 

0.24* 

0.06 

0.29* 

0.06 

0.29* 

0.05 0.20* 0.23* 0.23* 

0.08 0.12 0.14 0.14 

0.06 0.16* 0.19 0.19* 

0.09 0.11 0.13 0.13 

BPM 

0.45 

0.44 

0.07 

0.33 

0.10 

0.39 

0.02 

0.19 0.16 0.25* 0.06 

0.53 0.06 0.09 0.02 

0.47 0.06 0.10 0.02 

0.57 0.05 0.08 0.02 

BPP 

0.49 

0.43 

0.06 

0.50 

0.10 

0.32 

0.01 

0.40 0.07 0.12 0.01 

0.41 0.07 0.12 0.01 

0.45 0.07 0.11 0.01 

0.51 0.06 0.10 0.01 

BPS 0.07 0.08 0.23* 0.08 0.23* 0.08 0.23* 
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0.07 0.23* 0.22* 0.23* 

0.10 0.16* 0.16 0.16 

0.07 0.23* 0.22* 0.23* 

0.10 0.16* 0.16 0.16 

BPZ 

0.21 

0.54 

0.04 

0.40 

0.13 

0.32 

0.11 

0.25 0.04 0.11 0.10 

0.44 0.02 0.06 0.05 

0.35 0.03 0.08 0.07 

0.34 0.03 0.08 0.07 

 

Table S4: Molecular descriptors significantly describing the chromatographic descriptors 

selected in QSAR models based either on chromatographic parameters alone or both 

chromatographic and molecular. Significant molecular descriptors were identified using ANN 

model with chromatographic descriptors as output data, molecular descriptors with weight 

higher than twice the median were considered significant. 

 

Significant descriptors included in the 
model based on chromatographic 

descriptors 

Significant chromatographic 
descriptors included in the 

model based on 
chromatographic + 

molecular descriptors 

 

T3A
2 

PFPA
7 

CC18A
7 

C8M
7 

PFPM
7 

CNM
8 

C8A
2 

RCBA
8 

PFPM
2 

PFPM
7 

Molecular weight                     

Boiling Point                     

Critical Pressure  X                   

Critical Temperature X             X X   

Critical Volume                      

Gibbs Free Energy     X               

Heat Of Formation  X                   

Henry's Law constant X X X     X X X X   

Ideal Gas Thermal Capacity                     

logP           X         

Melting Point               X     

Mol Refractivity                     

Log P Viswanadhan's 
fragmentation  

X         X         

Log P Broto's fragmentation                      

MR Crippen's fragmentation                      

MR  Viswanadhan's 
fragmentation  

                    

Connolly Accessible Area                     

Connolly Molecular Area X       X   X X X X 

Connolly Solvent Excluded X X X X X X X X X X 
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Volume 

Number of HBond Acceptors                     

 Mol Refractivity X                   

Partition Coefficient                     

Log P  X         X         

Log S X                   

pKa1   X                 

pKa2     X               

Balaban Index                     

Cluster Count  X X   X         X   

Molecular Topological Index                     

Num Rotatable Bonds                     

Polar Surface Area X X X X X   X X X X 

Radius             X       

Shape Attribute                     

Shape Coefficient                 X   

Sum Of Degrees                     

Sum Of Valence Degrees           X         

Topological Diameter     X       X       

Total Connectivity X               X   

Total Valence Connectivity X               X   

Wiener Index                     

Heat of formation  X X   X X X X X X X 

Total Energy  X X X X X X X X X X 

Electronic Energy                     

Core-core repulsion                      

Cosmo Area X X X X X X X X X X 

Cosmo Volume                     

Ionisation Potential X X X X X     X   X 

Homo Energy      X   X         X 

Lumo Energy    X X X X X   X   X 

Dipole moment  X   X               

 

 



   

 

 


