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Introduction Générale

Les conservateurs constituent un théme récurrent d’interrogations et de
débats. A Chaque fois que ce théme est abordé, de nombreux consommateurs
associent ces substances a des produits chimiques dangereux. Ils sont
omniprésents : se trouvent dans les aliments, les produits cosmétiques et les médicaments.
Parmi les conservateurs les plus employés on distingue les parabénes qui sont considérés
d’une part comme des conservateurs idéaux grace a Leur large spectre d’activité
antimicrobienne et antifongique, et d’autre part comme des conservateurs douteux, pouvant
interférer avec 1’organisme et mimer 1’effet de 1’ cestradiol.

Aujourd'hui, les parabénes restent malgré tout un point de discorde parmi les scientifiques. Ils
sont soupconnés d’étre des perturbateurs endocriniens qui peuvent se lier aux récepteurs
cellulaires de la méme fagon que les cestrogenes.

Les perturbateurs endocriniens sont donc largement couverts par la réglementation
«REACH» (Registration Evaluation and Autorisation of Chemicals) pour évaluer leurs
toxicité, mais les effets (CMR) « Cancérogéne Mutagéne Reprotoxique » doivent encore étre
définis de maniere précise et détectés par des tests validés.

Les législateurs, les scientifiques et I’industrie ont convenu que les tests des substances
chimiques devaient respecter les « 3R » (I’engagement de Réduire, Raffiner et Remplacer) a
chaque fois que possible, les tests sur les animaux. REACH fournit de ce fait des possibilités
d’utiliser des méthodes alternatives d’évaluation ainsi que les données existantes. Les
méthodes in silico constituent un grand pas en avant.

Les méthodes in silico se référent a I’utilisation de modeles mathématiques, réalisés a L’aide
d’outils informatiques, pour évaluer I’impact d’une substance sur I’organisme. Ces méthodes
doivent servir a recueillir des informations suffisamment pertinentes pour réduire le recours a
I’animal telles que les outils QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship).

Les objectifs du PFE sont de trois ordres : scientifique, méthodologique et d’amélioration des
gestions.

L’objectif scientifique : vise a améliorer la connaissance actuelle des parabénes et leurs effets
toxiques sur la vie sanitaire et environnementale.

L’objectif méthodologique : vise a développer de nouveaux tests fondés sur les méthodes
alternatives a I’utilisation des animaux et de démontrer que ces tests sont réellement prédictifs

et mieux adaptés aux questions soulevées que les tests traditionnels.
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L’objectif d’amélioration des gestions : vise a exploiter les résultats de ce PFE en fournissant
des recommandations destinées a améliorer la sécurité de ces substances (parabenes).

Afin de présenter I’étude menée en ce sens, le présent manuscrit s’articule en deux parties :
I’une bibliographique et I’autre est consacrée a 1’application de la boite a outil (QSAR).

Dans la partie bibliographique :

» Le premier chapitre est consacré a 1’état d’art concernant des informations générales
sur les parabénes, le cadre réglementaire et la toxicologie prédictive.

» Le deuxiéme chapitre est quant a lui dédié a une présentation condensée sur les
modeles Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR : Relation Quantitative
Structures-Activité).

Dans la partie d’application, se présente le test d’évaluation prédictive concernant le potentiel

cestrogénique (le teste ERBA) d’un produit chimique non testé.






1. Description des parabénes

Le terme "parabéne" (ou paraben en anglais) ou para-hydroxybenzoates, sont des esters
de I’Acide Para-Hydroxybenzoique (APHB), dont la compression du mot a donné leur nom
courant. La famille de molécules s’articule autour d’un méme squelette chimique. Celui-ci est
constitu¢ d’un cycle unique aromatique, d’'un groupement hydroxyle et d’un groupement ester

en position para du cycle comme le montre la figure 1 (Haman, 2014).

HO

R = CHj: Méthyl parabéne
R = C,Hs: Ethyl parabéne
R = C3H7: Propyl parabéne
R = C4Hy: Butyl parabéne
R = C¢Hs: Benzyl parabéne

Figure 1 : Structure générale d'un parabéne ; -R est un groupe alkyle. [1]

Les molécules different entre elles grace a la longueur de la chaine alkyle. Leurs noms,
ainsi que leurs formules, sont présentés dans le tableau 1. Ils peuvent étre classés en deux
catégories. La premiére est celle des parabénes a chaine dite « courte » et comprend les
M¢éthylparabeéne (MeP) et Ethylparabéne (EtP). La seconde est celle des parabénes a chaine
dite « longue » et englobe les Propylparabéne (PrP), Isopropylparabéne (i-PrP),
Butylparabéne (BuP), Isobutylparabéne (i-BuP) et Benzylparabéne (BzP) (Haman, 2014).




Tableau 1 : Noms et formules chimiques des principales molécules de la famille des

parabénes (Haman, 2014).

Nom N° CAS Formule Formule développée
chimique

Acide p- 99-96-7 C7H¢O; o
Hydroxybenzoique HO—@—(

OH
Meéthylparabéne / 4- 99-76-3 CsH30; 0
hydroxybenzoate de 0~
méthyle

HO
Ethylparabéne / 4- 120-47-8 CoH (03 i
hydroxybenzoate “ 0™
d'éthyle HO~ S
Propylparabéne / 4- 94-13-3 C10H1203 0
Hydroxybenzoate de /@)‘\OW
propyle HO
Butylparabéne / 4- 94-26-8 C11H140; ?L\
hydroxybenzoate de I 0T
butyle HO™
Isopropylparabéne 4191-73-5 C10H20; Q /J\
o
HO

Isobutylparabéne 4247-02-3 C11H 1403 0

HO
Benzylparabéne / 4 94-18-8 C14H1203 0
hydroxybenzoate de
0
benzyle /\©
HO

Les parabeénes constituent en fait une famille d’ingrédients. Ils sont assez proches mais
différents par leurs structures chimiques (notamment par la longueur de leur chaine alkyle),
par leur spectre d’action comme par leurs effets indésirables potentiels. Ils peuvent étre
utilisés seuls ou en mélange pour accroitre leurs actions et leurs efficacités (Soni et al.,

2005).




2. L’identification des parabénes

Dans le domaine de I’industrie alimentaire, les seuls parabénes autorisés sont les
méthylparabenes, éthylparabeénes, propylparabénes et leurs sels. Leurs numéros de CAS
(Chemical Abstract Service) et N° d’additif alimentaire sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau 2 : Identification des parabénes par dénomination internationale, numéro de

CAS et n° d’additif alimentaire (Mussard, 2006).

Dénomination Internationale Numéro CAS N° d’additif alimentaire
Méthylparabene CAS n° [99-76-3] E 218

Ethylparabene CAS n° [120-47-8] E 214

Propylparabene CAS n° [94-13-3] E 216
Isopropylparabéne CAS n° [4191-73-5]

Butylparabeéne CAS n° [94-26-8]

Isobutylparabéne CAS n° [4247-02-3]

Benzylparabéne CAS n° [94-18-8]

Dans la littérature, les méthylparabénes, éthylparabénes et propylparabénes sont
commercialisés respectivement sous le nom de Nipagine M, Nipagine A et Nipasol.
Pour identifier les parabénes dans un produit, on utilise la Chromatographie en milieu

Liquide a Haute Performance (HPLC) (Mussard, 2006).

3. Propriétés physico-chimiques des parabénes

Les parabénes se présentent comme des petits cristaux incolores ou des poudres
cristallines blanches, inodores et insipides (ou posseédent un Iéger gotit de bril¢) (Soni et al.,

2002). Le tableau 3 résume les principales propriétés physico-chimiques des parabenes.




Les parabénes

Chapitre 1
Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques des parabénes
(Peterson et al., 2007).

Caractéristiques APHB MeP EtP PrP BuP
Poids moléculaire 138,12 152,15 254,38 180,21 194,23
(g/mol)
Point de fusion (°C) 213 131 117 97 68,5
Point d'ébullition (°C) 250 275 297.,5 285,14 300,26
Pression de vapeur a - 0,114 0,0123 0,0409 0,0334
25°C (Pa)
Solubilité dans I'eau a 5000 2500 885 500 207
25°C (mg/L)
Log Kow - 1,96 2,47 3,04 3,57
pKa 2,7 8,31 8,31 8,23 8,22

BzP
228,24

110

160

3,61
8,37

Les molécules de la famille des parabénes sont faiblement solubles dans I’eau. En

revanche, ces molécules sont extrémement solubles dans les solvants tels que les alcools,

I’acétone et I’éther. La solubilité décroit lorsque la longueur de la chaine alkyle s’allonge.

Dans I’industrie agroalimentaire, les sels de sodium dérivés des parabénes sont

préférentiellement utilisés en raison de leur meilleure solubilité dans I’eau (Radovan ef al.,

2008).

Le coefficient de partage octanol-eau (log K,y) augmente en fonction de I’accroissement

de la longueur de la chaine alkyle. Il permet d’évaluer 1’accumulation possible des molécules

dans les tissus vivants.

Les valeurs de pKa oscillent entre 8,22 et 8,37 selon les parabenes. Le pH de 1’eau étant en

général de I’ordre de 7, les parabénes se trouvent sous leur forme acide dans ce milieu.

La pression de vapeur saturante a 25°C largement inférieure a 100 Pa montre que les

parabénes sont des composés trés peu volatils.

Les points d’ébullitions des parabénes sont assez ¢élevés. Ceci montre une certaine stabilité

des molécules (Nguyen et al., 2005) . Ils sont stables a une température de cuisson

habituelle des aliments, et ils ne seraient donc pas dénaturés lors de leur utilisation en

cuisine (Soni et al., 2005).




Les points de fusions différents pour chaque parabéne permettent de les identifier
(Nguyen et al., 2005).

Les parabénes sont stables dans 1’air et résistants a 1’hydrolyse et aux solutions acides.
L’allongement de la chaine alkyle augmente la résistance a I’hydrolyse (Soni ez al., 2005).
En revanche, ils s’hydrolysent dans des solutions alcalines et a un pH supérieur a 7 (Soni et

al., 2002).

4. L’origine des parabénes

Les parabénes sont généralement synthétiques, mais existent également a 1’état naturel
dans certains aliments. Les produits de l'abeille (propolis, gelée royale...) en sont
particulierement riches, mais c'est également le cas de fruits et légumes comme I'orge, la
fraise, le cassis, la péche, la carotte, 'oignon, les haricots blancs, la vanille..., et aussi dans
des aliments préparés a partir de plantes, comme les jus de raisins et d'autres fruits, les
extraits de levure, le vinaigre de vin et également les fromages.

On les trouve naturellement comme précurseur du Coenzyme Q10 dans le corps humain et

plus particulierement dans celui de la femme (Parson et al., 1965).

5. Mode d’action des parabénes

Malgré le fait qu’on utilise les parabénes depuis plus de 50 ans, leur mécanisme
d’action n’est toujours pas complétement élucidé (Nguyen et al., 2005).

Les parabenes agissent effectivement comme un xéno-cestrogene (Routledge ef al.,
1998), c'est a dire comme une hormone de syntheése qui affecte le fonctionnement et la

réponse hormonale du corps humain (Byford ez al., 2002).

Dés 1998, des €tudes in vitro s'intéressant aux mécanismes d'action des parabénes
ont mis en évidence leur capacité a se lier aux récepteurs des cestrogenes (hormones
sexuelles femelles) et a les activer. Cette activité cestrogénique est proportionnelle a la
longueur des chaines alkyles des différents parabénes [2].

Les parabénes sont actifs vis-a-vis d’un grand nombre de micro-organismes. Ils
agissent sur les deux phases de leur développement : germinative et végétative dont la
phase de germination est beaucoup plus sensible aux parabénes que la croissance
végétative des champignons ou bactéries (Soni et al., 2005).

Ils interagissent avec les voies métaboliques clés et leur I’efficacité étant plus
importante vis-a-vis des levures et des moisissures que vis-a-vis des bactéries. Les

bactéries a Gram+ sont cependant plus sensibles aux parabénes que celles a Gram —




dont lesquelles les parabénes vont les tuer de fagon irréversible : c’est ce qu’on appelle
une action bactéricide [3].

Les parabénes présentent de multiples actions biologiques, mais ils sont
généralement admis que leurs effets sur le transport a travers la membrane cellulaire et
la paroi cellulosique, et sur le fonctionnement des mitochondries, sont la clé¢ de leur
action (Soni ez al., 2005).

Le mode d’action présumé des parabénes serait li¢ a la fixation de ces derniers a
la surface de la membrane cytoplasmique des bactéries, ce qui provoquerait une
altération et une destruction de cette membrane. Ils en résulteraient une fuite
extracellulaire des électrolytes et des constituants vitaux de la bactérie, qui se viderait
littéralement de son contenu.

Au niveau du cytoplasme, les parabénes agissent en provoquant une perturbation
de la respiration cellulaire (effet inhibiteur sur la consommation d’oxygene), du

transport des ¢électrons et des systémes enzymatiques d’oxydation (Mussard, 2006).

6. Utilisation et consommation des parabénes

Les parabénes sont aujourd’hui utilisés comme agent conservateur pour prévenir
I'intégrité, la saveur, la qualit¢ de produits a cause de leurs propriétés antifongiques et
antimicrobiennes (Nguyen et al., 2005).

De plus, leur faible toxicité, leur large spectre d'activité (sur les bactéries, levures,
moisissures et champignons), leur bonne stabilit¢ chimique (vis-a-vis du pH et de la
température), leur biodégradabilité et leur faible cofit en font des conservateurs trés employés
dans différents secteurs tels que les cosmétiques, la pharmaceutique ou encore

I'agroalimentaire (Soni et al., 2005).

6.1. Cosmétique

Les parabenes sont actuellement utilisés dans 80 % des formulations cosmétiques a cause
de leur efficacité antimicrobienne (méme a de trés faibles doses), en conséquence, ils se
retrouvent appliqués sur différentes parties du corps comme la peau, les cheveux ou encore les
muqueuses (Soni et al., 2005).

Six parabenes sont fréquemment retrouvés dans les cosmétiques. Suivant la longueur
croissante de la chaine alkyle, ils apparaissent sur I’étiquette dans la déclaration officielle de

la composition d’un cosmétique de la fagon suivante : méthylparabéne, éthylparabéne,




propylparabéne, isopropylparabéne, butylparabéne, isobutylparabéne, et les plus
particulierement utilisés : le méthyl et le propyl-parabene [4].

Dans les années 1980, une étude a montré que les parabénes étaient présents dans tous
les types de cosmétiques soit environ 13200 formules différentes tels que: autobronzants,
déodorants, produits d’hygiéne buccodentaire, produits capillaires, produits de soin pour bébé,
maquillage, soins pour la peau, produits de rasage et épilatoire, vernis a ongles et gels

hydroalcooliques (Maurus, 2015).

6.2. Alimentaire

Les parabénes sont ajoutés aux aliments depuis plus de 50 ans et leur emploi s’est
progressivement étendu. Les parabénes les plus utilisés mondialement dans ce domaine sont
le méthylparabeéne, 1’éthylparabene et le propylparabéne (Soni et al., 2005).

Cependant dans le monde, les industries alimentaires utilisent les parabénes comme
conservateurs pour de nombreux produits, tels que : les sauces salades, sauces épicées,
patisseries, moutardes, ceufs de poisson, conserves de poisson, crémes, gelées, produits lactés
surgelés, jus de fruits, mayonnaises, sirops, viandes hachées, jambons, gateaux, glacages,
garnitures, boissons sucrées, pates, confitures, condiments et olives (Routledge ez al., 1998).

Afin de pallier aux risques de contamination, une combinaison de parabeénes est souvent
utilisée. En effet, associés les uns aux autres, les parabénes augmentent leur capacité

antimicrobienne (Corre et al., 2009).

6.3. Pharmaceutique

L'utilisation des parabénes en pharmaceutique a débuté dans les années 1900. Depuis, ils
sont utilisés comme conservateurs dans de nombreux formulations de médicaments a cause de
leurs effets bénéfiques dans le domaine de la santé (Soni et al., 2005). Globalement, il s’agit
dans 70 % des cas de formes administrées par voie orale (formes liquides de type sirop ou
solides de type comprimé) et 13 % des cas de formes par voie cutanée. Les concentrations
efficaces utilisées dans les formes orales sont comprises entre 0,01 et 0,1 % en fonction du
type de parabéne (Marque, 2014).

L’Agence Nationale de Sécurit¢ du Médicament (ANSM), a identifié¢ une liste de 400
médicaments contenant des parabénes dont 306 contiennent du propylparabene. Le Vidal
2005 nous a permis de dénombrer 656 médicaments dont le systéme conservateur
comporte un ou plusieurs parabénes, parmi lesquels « des crémes comme la Biafine, de

nombreux sirops contre la toux (Clarix, Drill, Humex, Pectosan, Rhinathiol), des pansements




gastriques (Maalox, Gaviscon), des traitements des troubles du transit intestinal (Motilium) ou
des nausées et vomissements (Primpéran) , les formes en suspension buvable de médicaments
cardiovasculaires (Cozaar, Vastarel) ou antibiotiques (Josacine, Zinnat), des médicaments
contre la douleur et la fievre (formes génériques d'ibuproféne et de paracétamol), les

traitements de l'asthénie (Sargenor) ».Cette liste n’est pas accessible au grand public [5] , [6].

6.4. Autres utilisations

En dehors de ces trois principaux secteurs d’utilisation, d’autres applications des
parabénes existent de maniére plus marginale.

Selon PANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation, de
I’Environnement et du travail), ils peuvent étre utilisés comme conservateur dans les produits
du tabac, dans certains produits ménagers (lessives) et entrent dans la formulation de vernis,

colles, adhésifs et cirages [6].

7. Le cadre réglementaire des parabénes
7.1. Les additifs alimentaires

L’emploi des parabénes est autorisé¢ en Europe par la directive 95/2/CE du 20 Février
1995 comme additif alimentaire. Cette directive du Parlement Européen et du Conseil est
spécifique, découlant de la directive cadre 89/107/CEE concernant les additifs pouvant étre
employés dans les denrées alimentaires [4].

Des Experts de la Commission Européenne (CEE) et Autorit¢ Européenne de
Sécurité des Aliments (EFSA) ont alors défini en 2004 la Dose Journaliere Admissible
(DJA) comme étant « de 0 a 10 mg par kilo de poids et par jour » pour le méthylparabéne,
I’éthylparabéne et leur sels [4].

Cependant, le propylparabéne (additifs E 216-217) n’a pas pu étre inclus dans cette
DJA groupée en raison de récentes €tudes démontrant ses effets sur certains parametres

reproducteurs chez le rat. [4]

7.2. Les cosmétiques

Le nombre de substances inscrites a [’Inventaire National des Ingrédients
Cosmétiques (INCI) est vaste, mais d’apres D’arrété du 6 février 2001, DP’acide p-

hydroxybenzoique, ses sels et esters sont réglementés [4].




L’AFSSAPS (Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé) a
indiquer, dans son évaluation de risque sur les parabénes dans les cosmétiques de décembre
2005, que : "la commission de cosmétologie s’est prononcée favorablement a la poursuite de
I’utilisation, aux conditions prévues par la réglementation actuelle, de 4 des 5 parabénes les
plus couramment utilisés (méthyl, éthyl, propyl et butyl parabénes)" [4].

Il est utile de préciser que pour le propylparabéne, la commission de cosmétologie
s'est montrée favorable a la poursuite de 'utilisation de ce conservateur sous réserve que des
¢tudes complémentaires soient réalisées et permettent de confirmer 1'absence de risque aux

conditions d'utilisation dans les produits cosmétiques [4].

7.3. Les médicaments

Les parabénes sont utilisés en tant qu’excipients dans les médicaments dans le but
d’éviter la contamination microbiologique et d’empécher la dégradation du ou des principe(s)
actif(s). Le méthylparabéne est également employé comme agent plastifiant dans certains
médicaments. Il permet de diminuer la température vitreuse et ainsi de ramollir le médicament
pour faciliter son extrusion (Haman, 2014).

Les parabeénes sont donc des produits trés utilisés, consommeés, volontairement ou non.
De plus, force est de constater que les législateurs ont du mal a se prononcer sur les

dangers de ces substances par manque de preuves scientifiques [4].
8. La Toxicité des parabénes

8.1. Effets irritants

Les parabénes sont des substances bien tolérés par I’organisme mais peuvent provoquer
des réactions cutanées. D’aprés Fischer, I’application de parabénes favoriserait I’entrée
d’allergénes sur une peau déja lésée. En 1996, Fischer a mis en évidence que la peau
traumatisée ou couverte d’eczéma est plus sensible aux parabénes comme a d’autres
allergénes. On peut donc en conclure que les parabénes peuvent étre allergisants et irritants
chez des personnes ayant des maladies ou des infections au niveau cutané [7].

Une étude a été menée sur des kératinocytes en 2007. C’est le méthylparabéne qui a été
testé. Selon 1'étude, le méthylparabéne diminue 1'expression de I'ARN messager de la HAS
(Hyaluronic Acid Synthase) 1 et 2 et du collagéne de type IV. La modification de
concentration de ces composés naturels de la peau serait responsable d'un changement de

conformation des kératinocytes entrainant une incapacité pour ces cellules de proliférer. Or, la




peau est en constant renouvellement. L'incapacité¢ pour la peau de se renouveler entraine
inexorablement une irritation cutanée (Ishiwatari et al., 2007).

Peu de publications illustrent la toxicité¢ de contact des parabénes dans la littérature. En
effet, il arrive que ceux-ci entrainent des irritations de la peau ou des dermatites allergiques

consécutives a I’application cutanée de formulations contenant des parabénes (Haman, 2014).

8.2. Effets hormonaux (Perturbation endocrinienne)

Les perturbateurs endocriniens sont des molécules organiques d’origines diverses qui ont
la propriété d’agir sur les équilibres hormonaux. Ils peuvent agir de plusieurs maniéres. Une
polémique a éclaté suite a la publication d'études démontrant le potentiel des parabénes quant
a cette activité de perturbateur endocrinien. En effet, ils auraient la capacité de générer une
activité cestrogénique et d’influencer sur la fonction de reproduction masculine (Maurus,

2015).

8.2.1. Activité eestrogénique

Au début des années 2000, des études in vitro sur des modeles cellulaires ont mis en
évidence que les parabénes pouvaient « mimer » les propriétés des cestrogenes [8].

Les cestrogenes sont des hormones stéroidiennes impliquées dans de nombreuses
fonctions. Elles se lient a des récepteurs spécifiques pour activer des cellules cibles. Il existe
deux récepteurs canoniques, les récepteurs alpha (ER,) et les récepteurs beta (ERjy).
L'eestradiol est un cestrogene qui, une fois fixé a son récepteur, active certaines fonctions,
comme par exemple la prolifération des cellules mammaires. Certaines molécules sont
reconnues pour étre capables de se fixer sur les récepteurs des cestrogeénes et agir comme
agoniste ou antagoniste. La cellule cible peut alors étre activée ou inhibée dans des conditions
non physiologiques.

Les parabénes ont €té testés pour connaitre leur potentielle affinité avec ces récepteurs a
'cestradiol (Maurus, 2015). Leur structure cyclique les rapproche de celle de I’cestradiol. En
conséquence, il est possible que les parabénes agissent sur des procédés liés au cycle des
cestrogenes [4].

Plusieurs études in vitro (Tavares et al., 2009) ont montré qu’ils étaient capables de se
lier aux récepteurs a cestrogenes, d’activer les genes contrdlés par ces récepteurs, de stimuler
la croissance cellulaire et d’augmenter le niveau de protéines réceptrices aux cestrogénes. Cela

explique I’effet cestrogénique mis en évidence par plusieurs études (Tavares et al., 2009).




Une étude a été menée en 2005 par Gomez et al . Ils ont testé 'affinité de différentes
molécules aux deux récepteurs principaux qui sont ER, et ERp sur des lignées cellulaires.
L'observation principale revient au butylparabéne et au propylparabéne qui sont les deux
substances ayant le plus d'affinité avec le récepteur ER, par comparaison avec tous les autres
parabénes. Alors que d'autres molécules n'ont aucune affinité pour les récepteurs (Gomez et
al., 2005). Donc il existe bel et bien une compétitivité possible entre les parabénes et
I';estradiol pour l'affinité avec ses récepteurs ER, et ERg. Elle reste cependant tres faible
(Maurus, 2015).

Le butylparabéne est celui qui présente la plus forte toxicité, toutefois 10 000 fois moins
puissant que le 17 B —cestradiol [9].

En effet, la présence d'un groupement alcool en para sur le cycle aromatique est

considérée comme une condition importante pour observer un effet cestrogénique (Oishi,

2002).

8.2.2. Activité androgénique

Des effets toxiques du propylparabéne et du butylparabéne sur la sécrétion
hormonale et sur les fonctions de reproduction male ont été mis en évidence
chez le jeune rat, par voie sous-cutanée et par voie orale. Les études ont été
réalisées a  des  doses  susceptibles d’étre compatibles avec les expositions
humaines et suggerent un risque potentiel pour la fertilit¢ masculine. Au contraire, les
méthylparabénes et éthylparabénes n’entrainent pas d’effets secondaires a ce niveau.

C’est le butylparabéne qui montre le plus grand potentiel vis-a-vis des effets sur le
systtme de reproduction male, ce qui est en adéquation avec les résultats des

tests cestrogéniques (Mussard, 2006).

8.3. Effet cancérogene

On I'a vu, les parabénes ont la capacité de se fixer sur les récepteurs des cestrogenes et de
les activer. L'cestradiol joue un roéle trés important dans la prolifération des cellules
mammaires. Lorsqu'un cancer se déclare, les cellules se multiplient en se différenciant. Les
premieres cellules cancéreuses se multiplient mais sont encore différenciées et possedent
toujours leurs récepteurs. On peut alors imaginer que les parabénes peuvent venir se fixer a
ces récepteurs et activer la prolifération de ces cellules cancéreuses. Afin d'éclaircir ce point,

des scientifiques ont mené des expérimentations diverses.




Dans une étude de 2004 (Darbre et al., 2004), ils sont suggérés qu'un lien entre le cancer
du sein et les parabénes contenus dans les cosmétiques applicables sous les aisselles de type
déodorants existe. En effet, différentes études citées dans cette publication indiquent que les
parabénes diffusent trés bien a travers la peau. Ceux-ci seraient capables de s'accumuler de
facon intacte dans les tissus. Darbre et al mettent en évidence la présence de parabénes dans
de nombreux cosmétiques sans ringage. Les parabénes contenus dans les déodorants ne se
rincent pas, ils pourraient alors s'accumuler au niveau de la glande mammaire, sur la partie
haute, 1a ou les cancers du sein se déclenchent le plus couramment. Dans cette étude, vingt
tumeurs mammaires sont analysées, la concentration moyenne en parabénes retrouvées dans
les tissus était de 20,6 ng/g de tissu (Darbre et al., 2004).

Il faut souligner que cette étude ne prétend pas conclure que les parabénes sont
responsables de cancers du sein. La détection d’un composé dans un tissu ne peut étre

source de causalit¢ (Mussard, 2006).
9. Le réglement REACH

Le reglement REACH (Registration, Evaluation and Autorisation of Chemicals) entré
en vigueur le ler juin 2007 en Europe, se propose de répertorier et de constituer un rapport de
sécurité concernant les dangers des substances chimiques, afin de mieux en maitriser les
risques pour la santé et 1'environnement.

Cette réglementation prévoit explicitement des limitations spéciales pour les PE
(Perturbateurs Endocriniens) : les substances avec des propriétés endocriniennes qui ont,
d'aprés les résultats scientifiques, des effets potentiellement graves sur la santé ou
I'environnement. Ainsi, de telles substances ne pourront étre mises en circulation qu'apreés une
évaluation des risques et des avantages socio- économiques.

Un autre aspect important de REACH est la régle des 3R (Réduire, Raffiner et
Remplacer) pour I'expérimentation animale .De cette facon, REACH et la directive
86/609/CEE encouragent l'utilisation de méthodes alternatives comme les méthodes in vitro et

in silico, autant de nouveaux outils de toxicologie prédictive (Claude, 2009).
10. Les méthodes in silico

Les méthodes in silico désignent les modeles biomathématiques des bases de données
issues des expérimentations in vitro. La bioinformatique permet de disposer de modeles
descriptifs du vivant a différentes échelles, de I’organisme entier a la cellule. Pour la toxicité

d’une substance chimique, I’approche numérique peut rendre compte des mécanismes




biologiques complexes impliqués et des effets (observés dans le cadre d’une relation dose
absorbé / repense de 1’organisme). L’efficacité des modéles biomathématiques comme
méthodes de substitution repose sur la richesse, la qualité et la pertinence des donnés sur
lesquelles ils se fondent ; mais certaines méthodes (QSAR/PBPK par exemple) pourraient
fournir une prédiction de qualité équivalente a I’expérimentation in vivo (Aurelie, 2011).

L’Union Européenne finance la recherche pour le développement des méthodes in silico

parce qu’elles présentent des avantages potentiellement immenses [10].
10.1. Les avantages des méthodes in silico
10.1.1. Réduire les tests sur les animaux

Pour tester les substances chimiques, les méthodes in silico utilisent les résultats des tests
in vivo et in vitro effectués en laboratoire. Elles permettent donc aux scientifiques de limiter la
répétition de tests en laboratoire sur les animaux, en les remplagant par la modélisation sur
ordinateur. Cela diminue la souffrance des animaux ainsi que la quantité de déchets chimiques

occasionnés par des tests supplémentaires en laboratoire [10].
10.1.2. Réduire les cofits et les délais

Pour les fabricants industriels, les importateurs et les utilisateurs de substances
chimiques, les tests in silico permettent d’éviter les colts et les délais liés aux

expérimentations animales.
10.1.3. Permettre de tester un grand nombre de substances chimiques

Pour les régulateurs et les citoyens, les méthodes permettent de réduire les cofts et
d’accroitre la faisabilité des tests portant sur la grande quantité de substances chimiques
actuellement utilisées.

Les méthodes in silico deviennent de ce fait importantes, et dés maintenant avec
REACH, lorsque qu’il s’agit d’évaluer des inventaires entiers de substances chimiques plutot

que quelques substances prioritaires [10].
10.1.4. Augmenter la qualité des informations

Les modéles par ordinateur ont la capacité d’intégrer simultanément les recherches in
vivo et in vitro et, a partir d’études de laboratoires, de produire une compréhension plus
sophistiquée et plus fiable sur la fagon dont les substances chimiques pourraient affecter dans

le futur les humains et I’environnement. Ceci pourrait améliorer 1’intelligence scientifique en




matiere de planification des substances chimiques, et permettre de réduire le nombre d’effets
toxiques non anticipés [10].

Les méthodes in silico évaluent la probabilité d’une manicre utile pour les régulateurs
¢valuant le risque et I’incertitude. Les méthodes in silico peuvent adresser certains risques ou
effets redoutés, en particulier ceux pour lesquels les tests sur les animaux ne sont pas
entiérement acceptés.

Les tests in silico se basent sur des modeles de calcule pour évaluer la sécurité des
parabénes. Ce type de tests permet de rationaliser et de prioriser les tests de toxicité a réaliser,
couteux en temps et financierement, et d’en réduire le nombre. Sur base d’un modé¢le
Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR), on prédit la toxicité de parabénes.
Néanmoins, 1’utilisation d’une telle méthode in silico n’en n’est encore qu’a ses débuts. En
outre, les effets in vivo (potentiels) des parabénes sont trop complexes pour pouvoir étre
déterminer a 1’aide de mode¢les informatiques, qui dépendent des prévisions basés sur des

groupes de substances ayant un mécanisme susceptible d’étre similaire (Puzyn et al., 2011).
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Chapitre 11 Modeéle QSAR

1. Généralité

Les chercheurs sont désormais contraints de travailler a différents niveaux
d’investigation des vivants. Les méthodes alternatives in vitro font appel aux tests de
laboratoires sur des composants d’origine biologiques (cellules, protéines ...) et les méthodes
in silico se référent a I’utilisation de modeles mathématiques réalisés a 1’aide d’outils
informatique, pour évaluer I’impact d’une substance sur I’organisme.

Ces méthodes doivent servir a recueillir des informations suffisamment pertinentes pour
réduire le recours a I’animal. On parle des modeles QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationship) (Chibani et al, 2014).

La découverte dune telle relation permet de prédire les propriétés physiques et
chimiques et l'activité¢ biologique de composés, de développer de nouvelles théories ou de
comprendre les phénomenes observés. Elle permet également de guider les synthéses de
nouvelles molécules, sans avoir a les réaliser, ou a analyser des familles entiéres de composés
(Goulon, 2008).

Les modeles QSAR font le corollaire entre, d’une part, les propriétés et la structure
moléculaire d’une substance chimique et, d’autre part, ses effets biologiques sur la santé
humaine et /ou sur les espéces dominantes d’un écosystéme. La corrélation peut ensuite servir

de prédiction et I’évaluation des effets de nouvelles substances (Chibani et al., 2014).
2. Définitions et principes du QSAR

Le terme de Relation Structure-Activité (RSA) décrit la relation existante entre structure
chimique et activité pharmacologique pour une série de composés (Wermuth et al., 1998).
Elles ont ét¢é abondamment utilisées dans les industries pharmaceutiques, chimiques et
cosmétiques, tout particulieérement pour la conception rationnelle de nouveaux principes actifs
et de nouvelles entités chimiques (Frédéric, 2011).

En terminologie anglo-saxonne, on utilise le terme de Structure-Activity Relationship ou
SAR. Le vocable « RSA » recouvre en fait différentes approches, allant de simples
considérations de similarité ou de diversité des molécules a 1’établissement de relations
mathématiques liant la structure chimique a une activité mesurable (Frédéric, 2011).

S’il existe des relations mathématiques reliant la structure chimique a 1’activité
pharmacologique de maniére quantitative pour une série de composés, on parlera de Relations
Structure-Activité¢ Quantitatives (RSAQ, quantitative SAR ou QSAR) (Wermuth et al.,
1998).
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Chapitre 11 Modeéle QSAR

Les relations quantitatives de structure-activité (Q) SAR sont des méthodes pour estimer
les propriétés d'un produit chimique a partir de sa structure moléculaire et ont le potentiel de
fournir des informations sur les dangers des produits chimiques, tout en réduisant les délais,

les cotits et les essais sur animaux actuellement nécessaires [11].

3. QSAR ToolBox

La boite a outils est une application logicielle destinée a é&tre utilisée par les
gouvernements, l'industrie chimique et d'autres parties prenantes pour combler les lacunes en
matiere de données d’ (éco) toxicité nécessaires pour évaluer les risques des produits
chimiques. La boite a outils intégre des informations et des outils provenant de diverses
sources dans un flux logique. Pour ce flux, il est indispensable de regrouper les produits
chimiques dans des catégories chimiques.

Les caractéristiques marquantes de la boite a outils sont les suivantes :

e I[dentification des caractéristiques structurelles pertinentes et du mécanisme ou mode
d'action potentiel d'un produit chimique cible.

e Identification d'autres produits chimiques qui ont les mémes -caractéristiques
structurelles et/ou mécanisme ou mode d'action.

e Utilisation des données expérimentales existantes pour combler la ou les lacunes en

matiére de données. [12]
3.1. L’interface de la boite a outils (QSAR Toolbox)

L'interface du QSAR Toolbox est congue pour suivre le flux de travail typique pour
prédire le(s) critere(s) d’un produit chimique donnée (nom d'un produit chimique cible). Il
représente les six principaux stades du flux de travail (Chemical Input, Profiling, Endpoint,
Category Definition, Data Gap Filling et Report) sur une barre d'outils (1), qui est située
sur la partie la plus haute de la fenétre du programme (figure 2). En dessous de la barre
d'étapes il y a une autre barre d'outils : la barre d'actions (2). Elle fournit des mesures les plus
importantes, qui sont liées a I'étape actuelle. Sur la partie gauche de la fenétre principale est le
panneau des options de scene (3). Il propose des contenus spécifiques pour la scéne et des
actions liées a ce contenu actuel. La plus grande partie de la forme principale est occupée par
la matrice de données (4). Elle est disponible dans toutes les étapes, a 'exception du rapport et
montre les données interrogées, a la fois expérimentale et prédit pour les produits chimiques

chargés dans le systtme (Chibani et al., 2014).

16|
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—
m
QSAR TODLBOX @ i3 E-

» Input } Profiling ¥ Endpoint

LAULITETTL B

Documents

T_IT 'IOIOO.

¥ Category Definition  » Data Gap Filling

About Update

Structure

Substance Identi

EPhysical Chemical Properties

[HEcotoxicalogical Information
EHuman Health Hazards

... select filter type .., =

[

EHEnviranmental Fate and Transport

Figure 2 : L'interface de QSAR.

3.2. Flux de travail

La boite a outils fournit un flux de travail (workflow) permettant a 1’utilisateur de

naviguer a partir de ’entré des produits chimiques via la collecte des données expérimentales.

Il existe six modules (figure 3) de flux de travail (workflow), clairement visibles sur

I’interface du programme (Chibani ez al., 2014).

QSAR TOOLBOX @ ul .5‘

» Input ¥ Profiling ¥ Endpoint

Doaument Sigle Chemical

- L S5e®
i T B

About Update

¥ Category Definition  » Data Gap Filling » Report

= Reporting

Figure 3 : Les six modules de QSAR toolbox.
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3.2.1. Chemicals Input (Entrée des produits chimiques)

Ce module permet a l'utilisateur avec plusieurs moyens de pénétrer le produit chimique

cible (1) sur laquelle il applique les fonctionnalités de la boite a outils [13].

Ainsi on peut définir le produit chimique cible par son nom chimique, numéro de CAS

(Chemical Abstract Service) ou SMILE (Systéme Simplifi¢ Moléculaire Entrée de

I’Information en Ligne) (Chibani et al., 2014).

QSAR TOOLBOX 6 E Tiod

» Input » Profiling » Endpoint } Category Definition b Data Gap Filling

Document Single Chemical

X \ I a 3 a4 4 .
cl s DB

Open  Close C Name  Structure Select Delete  Query Inventory List

Filter endpoint tree. ..

Structure

[ElSubstance Identity
—CAS Number
—Chemical IDs

94-26-8
EINECS:2023187

butyl p-hydroxyben._.
n-butyl 4-hydroxyb. ..
4-hydroxy-benzoic .
hydroxybenzoic ac..
p-hydroxy butyl be. ..
butyl paraben
CCCCOC(=0)clerc(Ojecl butyl-4-hydroxyben...
benzoic acid, 4-hy_
butyl 4-hydroxyben..
n-butyl-p-hydroxyb.
4-hydroxybenzoic ...
C11H1403

CCCCOC(=0)ctec.

— Chemical Name

—Molecular Formula

— Structural Formula
[FPhysical Chemical Properties

5
FrE— — [EHEnviranmental Fate and Transport

[FEcotoxicological Information

I:l Human —

Figure 4 : Module Chemical Input avec l'identité de la substance cible.

Un code de couleur (2) indique la fiabilité de I'identificateur de produit chimique :

® Vert : 1l existe une grande fiabilité entre 1'identifiant et la structure. Cette couleur est

attribuée si l'identifiant est identique dans plusieurs bases de données de qualité assurée.

o Jaune : Il ya seulement une fiabilit¢ modérée entre 1'identifiant et la structure. La

couleur est attribuée si 1'identifiant est identique dans plusieurs bases de données pour lequel

le controle de la qualité n'a pas pu étre établi.

® Rouge : Il ya un manque de fiabilit¢ entre l'identifiant et la structure .La couleur est

attribuée si l'identificateur est alloué a des structures différentes dans différentes bases de

données.
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@ Bleu : Il ya un conflit entre les relations. [13]

3.2.2. Profiling (Profilage)

Le profilage « Profiling » se référe au processus électronique de récupérer les
informations pertinentes sur le composé cible, autre que le devenir dans 1'environnement, les
données sur 1'écotoxicité et la toxicité, qui sont stockées dans la base de données QSAR
Toolbox.

Avec le module « Profiling », 1'utilisateur peut récupérer des informations sur la base de
l'identité du produit chimique ou sa structure.

La boite a outils contient actuellement une grande liste de méthodes de profilage (figure 5)
(profileurs) qui identifient I'appartenance a des catégories définies précédemment, en prenant

en compte ou non les métabolites observés ou prévus [13].

QSAR TOOLBOX @ 'gl? H ? m E

} Profiling » Endpoint } Category Definition  » Data Gap Filling

Profiing Profiing Schemes

Filter endpont tree...

Structure

HEPhysical Chemical Properties
EEnvironmental Fate and Transport
[EEcotoxicological Information
FHuman Health Hazards

Figure 5 : Les différentes méthodes de profilage.

3.2.3. Endpoint (Critéres d’évaluation)

«Endpoint» se réfere au processus électronique et de récupérer les données du devenir
dans 'environnement, de 1’écotoxicité et de la toxicité (figure 6) qui sont stockés dans la boite
a outils.

La collecte de données peut étre exécuté d'une maniére globale (c’est-a-dire collecter
toutes les données pour tous Endpoint) ou sur une base plus étroite (par exemple, la collecte

de données pour un nombre unique ou limité¢ de parametres) [13].
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QSAR TOOLBOX @ T3 E. -rf; o100 E.

¥ Profiling } Endpaint b Category Definition  » Data Gap Filling

Impart Tautomerize

-t

Import C 1 Datal Database

Filter endpoint tree...

Dal

B Physical Chemical Properties
B Environmental Fate and Transport Structure
B Ecotoxicological Information
Human Health Hazards

EPhysical Chemical Properties

FFEnviranmental Fate and Transport

HEcotoxicological Information

EHuman Health Hazards ’

Figure 6 : Les données du devenir dans I'environnement, de I’écotoxicité et de la toxicité.

3.2.4. Category definition (Définition de la catégorie)

Ce module fournit a I'utilisateur des méthodes de regroupement (figure 7) de plusieurs
produits chimiques dans une catégorie sur le plan toxicologique significatif qui comprend la

molécule cible selon différentes mesures de la "similarité" [13].

® = T

QSAR TODLBOX
» Input » Profiling » Endpoint } Category Definition  » Data Gap Filling

Delete

ter endpeint tree...

P edefined

Structure

[HPhysical Chemical Properties
[HEnvironmental Fate and Transport
[EEcotoxicolegical Information
EHHuman Health Hazards

Figure 7: Les méthodes de regroupement des produits chimiques.
3.2.5. Data Gaps Filling (Combler les lacunes des données)

Le module de remplissage des lacunes des données « Data Gaps Filling » a pour objectif

de donner I’acces a trois différents outils des données de remplissage des lacunes (figure 8):
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e Read-across
e L'analyse des tendances

e Modeles QSAR

Les références croisées (Read-across) et I'analyse des tendances utilisent les données
expérimentales disponibles dans la matrice pour combler une lacune de données. Les
modeles(Q) SAR donnent accés a une bibliothéque de modeles externes (Q) SAR qui ont été

intégrés dans la boite a outils [13].

QSAR TOOLBOX @ -fll]- ?JT..? E

» Input } Profiling » Endpoint } Category Definition ) pata Gap Filling } Report

Filing
/

ply

Data Gaj. Filling Method Filter endpoint tree. ..

© Read-across
@ Trend analysis
@ (Q)SAR models

Structure

Targe :Endpoint

Substance Identi

[HPhysical Chemical Properties
HEnvironmental Fate and Transport
HEcatoxicological Information
MHuman Health Hazards

Figure 8 : Les trois différents outils des données de remplissage des lacunes.

Selon la situation, le mécanisme de 1'écart de données le plus pertinent doit étre choisi en

tenant compte des considérations suivantes :

e Read-across, qui extrapole pour un produit chimique non testé a partir de produits
chimiques testés au sein d'une catégorie.

e Analyse des tendances, estimant un produit chimique non test¢ a partir d'une
"tendance" (augmentation, diminution ou constant) en vigueur au sein d'une catégorie.

e (Q) SAR modeles permettant d'estimer les valeurs manquantes a partir d'un modele

statistique pour une catégorie. [14]
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3.2.6. Report (Rapport)

En utilisant le module « Rapport », l'utilisateur peut générer des rapports (figure 9) sur
I'une des prédictions réalisées avec la boite a outils. Cette derniére contient des modeles de
rapports prédéfinis ainsi qu'un éditeur de modele avec lequel les utilisateurs peuvent

développer et définir leurs propres modeles [14].

: " ‘ SB8\R
QSAR TOOLBOX @ = E ‘;F m E About Update ;

¥ Input } Profiling } Endpoint } Category Definition ) Data Gap Filling ¥ Report

Reposiory.
"

tpdste

| Avalabl data torepart
Predictions
(Q)sARs
Categories Prediction of Relative ERBA for butylparaben

QSAR Toolbox prediction based on read-across

Prediction of Relative ERBA for butylparaben
‘Avalable report templates
Standard (predefined)
0SAR
Custom (user defined)

Summary

Toxicity of the target chemical (2.86E-03 %) is predicted from category members using read-across based
on 8 values within the range 0.00 - 0.0223 % from 8 nearest neighbours compared by prediction descriptors.
Category members are single chemicals or mixtures and are selected based on the profile of the target
chemical. Only chemicals having experimental data are listed in the category.

The target chemical FALLS within applicability domain of the prediction (see Section 4.3 for details).

The data used for cal culating the current prediction is taken from 41 experimental values selected from
the following database(s):
1. Estrogen Receptor Binding Affinity OASIS

‘ [9] show only relevant tempiates

Below is a summary table for endpoint & descriptor values for the target chemical and the first 10

Figure 9 : Le rapport.

3.3. Les descripteurs moléculaires

De nombreuses recherches ont €t¢é menées, au cours des dernieres décennies, pour
trouver la meilleure fagon de représenter l'information contenue dans la structure des
molécules, et ces structures elles-mémes, en un ensemble de nombres réels appelés
descripteurs ; une fois que ces nombres sont disponibles, il est possible d'établir une relation
entre ceux-ci et une activit¢ moléculaire, a l'aide d'outils de modélisation classique. Ces
descripteurs numériques réalisent de ce fait un codage de l'information chimique en un
vecteur de réels. On en dénombre aujourd’hui plus de 3000 types, qui quantifient des
caractéristiques physico-chimiques ou structurelles de molécules. Ils peuvent étre obtenus de
manic€re empirique ou non-empirique, mais les descripteurs calculés, et non mesurés, sont a
privilégier : ils permettent en effet d'effectuer des prédictions sans avoir a synthétiser les
molécules, ce qui est un des objectifs de la modélisation. Il existe cependant quelques

descripteurs mesurés : il s'agit généralement de données expérimentales plus faciles a mesurer
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que la propriété ou l'activité a prédire (coefficient de partage eau-octanol , polarisabilité, ou
potentiel d'ionisation) (Hansch et al., 1995).

Avant toute mod¢lisation, il est nécessaire de calculer ou de mesurer un grand nombre de
descripteurs différents, car les mécanismes qui déterminent l'activité d'une molécule sont
fréquemment mal connus. Il faut ensuite sélectionner parmi ces variables celles qui sont les

plus pertinentes pour la modélisation (Goulon, 2008).

3.3.1. Les descripteurs 1D

Sont accessibles a partir de la formule brute de la molécule (par exemple CsHgO pour le
phénol), et décrivent des propriétés globales du composé. Il s'agit par exemple de sa
composition, c'est-a-dire les atomes qui le constituent, ou de sa masse molaire. On peut
remarquer que ces descripteurs ne permettent pas de distinguer les isomeres de constitution

(Goulon, 2008).

3.3.2. Les descripteurs 2D

Sont calculés a partir de la formule développée de la molécule. Ils peuvent étre de
plusieurs types :
3.3.2.1. Les indices constitutionnels : caractérisent les différents composants de la molécule.
Il s'agit par exemple du nombre de liaisons simples ou multiples, du nombre de cycles...
3.3.2.2. Les indices topologiques : peuvent étre obtenus a partir de la structure 2D de la
molécule, et donnent des informations sur sa taille, sa forme globale et ses ramifications.
Ces descripteurs 2D reflétent bien les propriétés physiques dans la plupart des cas, mais sont
insuffisants pour expliquer de facon satisfaisante certaines propriétés ou activités, telles que
les activités biologiques. Des descripteurs, accessibles a partir de la structure 3D des
molécules, ont pu étre calculés grace au développement des techniques instrumentales et de
nouvelles méthodes théoriques (Goulon, 2008).
3.3.3. Les descripteurs 3D : sont évalués a partir des positions relatives de ses atomes dans
l'espace, et décrivent des caractéristiques plus complexes; leurs calculs nécessitent donc de
connaitre, le plus souvent par modélisation moléculaire empirique, la géométrie 3D de la
molécule. Ces descripteurs s'averent donc relativement colteux en temps de calcul, mais
apportent davantage d'informations, et sont nécessaires a la modélisation de propriétés ou

d'activités qui dépendent de la structure 3D.
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3.3.4. Descripteurs 4D : ils correspondent a la mesure des propriétés 3D (potentiel
¢lectrostatique, d’hydrophobicité et de liaison hydrogéne) d’une molécule en tout point de

I’espace (Muller, 2013).
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1. Matériel
1.1. Choix de substance a tester

Nous avons choisi un seul ingrédient de médicaments, de cosmétiques et des additifs
alimentaires [15]. La substance été sélectionnée sur deux criteéres : leur présence dans notre
environnement proche (pharmaceutiques et cosmétiques...) et leur effets sur les hormones
(perturbateurs endocriniens) soupgonnés, principalement d’aprés des études réalisées (in vivo

et/ou in vitro).
1.2. Description et propriétés physico-chimiques du butylparabéne

Le butylparabéne ou Paraoxybenzoate de butyle est une poudre cristalline blanche et
inodore comme le montre la figure (10), de formule chimique C1;H403 [16]. Il est préparé
par l'estérification de l'acide p-hydroxybenzoique avec du 1-butanol en présence d'un

catalyseur acide tel que 1’acide sulfurique [15].

Figure 10 : Butylparabéne (poudre cristalline) [17].
Ce produit chimique peut apparaitre sous différents noms, y compris :

4-Hydroxybenzoic acid butyl ester, Butyl Parasepl, Preserval b, 4- (butoxycarbonyl)phenol,
Butyl butex, p-hydroxybenzoic acid n-butyl ester, Aseptoform butyl, Butyl tegosept, p-
Hydroxy butyl benzoate, Butyl phydroxybenzoate,Hydroxybenzoic acid butyl ester, SPF
Tegosept B, Butyl-4-hydroxybenzoate, n-Butyl-paraben, Solbrol b, Butoben, n-Butyl p-
Hydroxybenzoate, Tegosept butyl, Butyl Chemosept, Nipabutyl [15].

Le tableau suivant présente les propriétés physico-chimiques du butylparabéne :

Ex
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Tableau 4 : Les propriétés physico-chimiques du butylparabene
(Haman, 2014), [16].

Famille chimique

Esters de I’acide

parahydroxybenzoique
Formule éclatée 0
™
HO
Formule chimique Ci11H1403
Numéro de CAS 94-26-8
Apparence poudre cristalline blanche

Poids moléculaire (g/mol)

Point de fusion (°C)

Point d'ébullition (°C)

Pression de vapeur a 25°C (Pa)
Solubilité dans I'eau a 25°C (mg/L)
Log Ko

pKa

194,23
68,5
300,26
0,0334
207
3,47
8,22

1.3. Domaine d’utilisation du butylparabéne

Le butylparabene figure parmi les parabenes largement utilisés comme anti - oxydants

et conservateurs dans les aliments (sauces de salade, mayonnaise, sauces épicées, moutarde,

produits laitiers congelés et produits cuisinés), les produits pharmaceutiques (oxazepam 10

mg, Loxapine 25 mg et Lescol 20 mg) et cosmétiques (produits pour bébés, manucures

préparations, les désodorisants et autres produits de propreté) comme le montre la figure 11

[15].

Son utilisation comme un conservateur antifongique conserve les produits cosmétiques

utilisables pour des périodes plus longues, et son role en tant que fluide de suspension dans

les médicaments est utile pour modérer la vitesse de libération de produits chimiques dans le

corps [18].

Le butylparabéne est annoncé dans les crémes de Clarins, Lancome, L'Oréal, Vichy et Zoé

[20].
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Figure 11 : Les différents produits de consommation.

2. Méthodes

2.1. Test de Cramer (Arbre de décision)

La notion d’Arbre de décision recouvre en fait une démarche proposée initialement par
Oser et Hall puis complétée par Cramer. Elle consiste a classé un composé de toxicité non
connue en répondant a une série de question, 33 au total, qui portent sur sa structure chimique
(figure 12). la progression au sein de cet arbre de décision se faisant en fonction de la nature
de la réponse (oui ou non) jusqu'a un niveau (une branche) qui permet, sous I’hypothése d’une
relation entre la structure et la toxicité orale, de classer les composés en trois classes (Oser et

al., 1977).
e Laclassel

Regroupe les substances dont la structure suggere un faible niveau de toxicité orale. Si de
plus I’exposition est faible, le niveau de priorité pour des investigations toxicologiques est

faible. Si I’exposition est forte, le niveau de priorité sera proportionnel a celle-ci.
e Laclassell

Est une classe intermédiaire.

Matériel et méthodes

E
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e La classe III

Regroupe les substances pour lesquelles la structure suggere une faible présomption de
non-toxicité (voire une toxicité possible). Le niveau de priorit¢ des investigations
toxicologiques est donc fort, d’autant plus que I’exposition est préjugée importante (Oser et

al., 1977).

X Toxtree (Estimation of Toxic Hazard - A Decision Tree Approach) v2.6.13 |

File Edit Chemical Compounds Toxic Hazard Method Help

»  [Chemical identifier |CCCCOC(=0)cleccO)ect

Available structure attributes

Toxic Hazard by Cramer rules

f5vies CCCCOC(=0)cleec(O)ect

edk:Comment (Created from SMILES
toxTree. free, cramer, Cram... | 1N, 2N, 3N, 5N, 6N, 7N, 16N,...,

Low (Class I)

Intermediate (Class I)

High (Class IIT)

Structure diagram

[7] Verbose explanation

Cramer rules

i Q1. Normal constituent of the body No  CCCCOC(=0)clecc(Q)ecl

i Q2.Contains functional groups associated with enhanced toxicity No CCCCOC(=0)clcee(Q)eet

i Q3.Contains elements other than C 0N divalent S No  CCCCOC(=0)clecc(0)ecl

# Q5. Simply branched aliphatic hydrocarbon or 2 common carbohydrate No  CCCCOC(=0)clecc(O)eel
0

i Q6 Benzene derivative with certain substituents No  CCCCOC(=0)clecc(0)ccl
i Q7 Heterocyclic No  CCCCOC(=0)clecc(0)ccl
i Q16.Common terpene No CCCCOC(=0)clecc(0)eel

i Q17 Readily hydrolysed to a common terpens No  CCCCOC(=0)clecc(O)ecl

i Q19.0pen chainNo  CCCCOC(=0)clece(0)cel

i Q23.Aromatic Yes CCCCOC(=0)clece(O)ecl

0 i )27 Rings with subsfituents Yes CCCCOC(=0)clecc(O)ccl

i Q28 More than one aromatic ing No  CCCCOC(=0)cleec(0)eel

L Q30.Aromatic Ring with complex substituents No  CCCCOC(=0)clece(Ojecl

i (18.0ne of the list (see explanation) No Class Low (Class 1) CCCCOC(=0)clece(O)ecl
0

First  Prev Bext  Last

Figure 12 : Evaluation de la toxicité de la cible chimique par la méthode de Cramer.

2.2. Test d’affinité de liaison avec le récepteur d’cestrogene (ERBA)

La pertinence de 1’essai de liaison aux récepteurs des cestrogénes (ER) in vitro a
I’égard des fonctions biologiques a été clairement démontrée. Les essais de liaison aux ER

sont congus pour détecter les produits chimiques susceptibles de perturber les voies d'activité

liées a I’hormone cestrogene.

Le test d’affinit¢ de liaison avec le récepteur d’cestrogene (ERBA) est bas¢ sur
I’interaction ligand-récepteur (Cavailles, 2002). Il classe les produits chimiques comme non

liants et liants (faible, modérée et forte) en fonction du poids moléculaire et les

caractéristiques structurelles [19].

N
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L’expérience de liaison compétitive détermine I’affinité d’une substance a se lier aux
ER en concurrence avec le 17B-cestradiol. Cette affinité est quantifiée par le rapport entre la
Concentration d'Inhibition (IC) de 17B-cestradiol IC 50 et I’IC 50 du produit chimique testé
qui a I’équilibre, inhibe 50 % des liaisons spécifiques du 17B-cestradiol, et en exprimant le

résultat en pourcentage (%) (Welboren et al., 2009).

Pour les objectifs du processus de modélisation, l'ensemble de la formation a été
divisée en quatre activités varie en fonction du poids moléculaire de la cible. Liants
hautement actifs (200 < PM < 500), modérée (170 < PM < 200) des liants faibles (PM <
170) et non liants (inactifs) (Milen, 2015).

2.3. Coefficient de partage Octanol/eau (log P)

Le transport, le passage a travers les membranes, la bioaccumulation ou encore
l'activité pharmacologique d'une molécule peuvent étre conditionnés par son partage entre une
phase lipidique et une phase aqueuse, c'est-a-dire son caractére hydrophile. Celui-ci peut étre
quantifi¢ par le coefficient de partage octanol-eau (Log P) qui mesure la solubilité

différentielle d'un soluté dans ces deux solvants non miscibles (Taylor, 1990).

Le Coefficient de partage (Log P) correspond le Rapport entre la concentration a
I'équilibre d'une substance chimique dans l'octanol et la concentration en cette méme

substance dans 1'eau [21].

Log P= lOg [C octanol /C m20]

Cette valeur permet d'appréhender le caractére hydrophile ou hydrophobe (lipophile)
d'une molécule [22]. La lipophilie, échelle continue, peut avoir aussi bien une valeur positive
qu’une valeur négative. Donc, les composés qui ont les valeurs de P > 1 ou log P > 0 sont
lipophiles, et les composés qui ont les valeurs de P < 1 ou log P < 0 sont hydrophiles. La
lipophilie refléte la balance entre deux classes d’interactions intermoléculaires: La premicre
est proportionnelle a la taille du soluté, et la seconde est associée aux groupes fonctionnels

(Carrupt et al., (1997).







Résultats et discussion

1. Résultats

Dans ce travail, I’ensemble des résultats obtenus a I’issue des différents tests menés
sont exposés. Les résultats basés sur ['utilisation de modele QSAR comme méthode
alternative a I’expérimentation animale afin de prédire I’effet toxique des parabénes, cas du
butylparabene.

L’objectif fixé étant de présenter I’ensemble des résultats obtenus, il semble capital
pour le lecteur de disposer 1’ensemble des informations nécessaires a une compréhension
rapide et claire. Pour cela, la présentation des résultats est réalisée a travers les différents
documents.

Dans un premier temps, nous avons expos¢ comment la techniques de classification
peut étre appliquée pour classer des molécules toxiques suivant leur structure chimique. Nous
avons par ailleurs montré que le test de classification des dangers toxiques par Cramer était
capable de distinguer les molécules de haute toxicité (classe III), des molécules de faible

toxicité (classe I).

8- Toxtres (Estimation of Toxic Hazard - A Decision Tree Approach) v26.13 =@ &8

% # {Chemical identifier | CCCCOCH

Available structure attributes Toxic Hazard by Cramer rules

Crames rues (Cla
[SMILES G

ok Comment Low (Class 1)
toxTree. e, yamer Cram., | ]

Intermediate (Class 11)

High (Class 1)

Structure diagram

J| Verhose explanation

Cramer res
8 Q1 Normal constiment of the body Ne  CCCCOC(=0jclece(O)ec]
8 Q2 Contans functional groups associated with enhanced toxicity N CCCCOC(=0jcleco{0)cel
] (Q3.Contams elements other than C.H O.N dwalent § No  CCCCOC(=Oj)clcec(O)ccl
L] Q5. Simply branched aliphatic hvdrocarbon or a common carbohydrate No  CCCCOC(=0)clecc(Oject
8% Q6 Benzens derivative with certain substivents No CCCCOC(=O)clccc(O)ce!
8 Q7 Heterocyclic No COCCOC(=0)clcec(O)ect
o 8 16 Common terpane No - CCCCOC(=0)clcce(O)ecl
0 L] Q17 Readdly hydrolysed to a commor No CCOCOC(=O)clicee(O)eel
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Figure 13 : Classification de la toxicité du C11H;403 par la méthode de Cramer.

Selon la figure 13, le butylparabéne (C;;H1403) a un niveau faible de toxicité (classe
I). Ce résultat met en évidence la capacité de ce test a classé la toxicité des molécules en trois

classes, indiquant le degré de danger de chaque classe.
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Résultats et discussion ‘

Nous verrons ensuite que les modeles QSAR sont un outil de prédiction de la
reprotoxicité des substances chimiques, ils sont capables d’estimer les risques liés a certains
composés (perturbateurs endocriniens).

Nous avons ensuite appliqué le test d’affinité de la liaison au récepteur d’cestrogene
(ERBA) sur notre modele chimique (Figure 14).

Les résultats de notre étude sont exprimés par :

» Le pourcentage d’affinité de la molécule cible avec les récepteurs des cestrogénes.
Selon le modele QSAR, la liaison du butylparabéne avec le récepteur d’cestrogeéne est
modérée « PM= 194 » (Figure 15).

L’affinit¢ ERB du butylparabéne avec le récepteur d’cestrogéne chez I’homme égale a

0.018%, et 0.0009% chez les rats (Akahori 2005, Fang 2001).
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T . L)
) \ | — Récepteur d'cestrogéne
- E£353
J o <- } Ho
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Figure 14 : L’interaction du butylparabéne avec le récepteur d’cestrogene.
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Figure 15 : La valeur de logP, le poids moléculaire et I’affinité ERB de C;;H40; par la
méthode QSAR.
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> le coefficient de partage octanol/eau, noté logP (log K,y), qui mesure la solubilité

différentielle d’un soluté dans ces deux solvants non miscibles.

Le log K,y est utilis¢ dans de nombreux modeles en tant que descripteur, pour la

prédiction d’effet toxique ou biologique ou d’interaction ligand-récepteur.

Si le Log K,w est positif et trés élevé, cela exprime le fait que la molécule considérée
est bien plus soluble dans I'octanol que dans l'eau, ce qui refléte son caractére lipophile, qui

entraine le risque de bioaccumulation.

Dans notre cas, le coefficient de partage de C14H1103 égale a 3.47 (Figure 15), donc la
molécule cible est plus soluble dans ’octanol que dans I’eau ce qui exprime le caractére
lipophile du butylparabeéne.

La figure 16 illustre la réponse positive concernant le test ERBA.

Read across prediction of Relative ERBA,
taking the average from the nearest 5 neighbours, based on 8 values from 8 neighbour chemicals,
Observed target value: 0.0180 %, Predicted target value: 2.86E-03 (-3.70E-03 to 9.43E-03; 95.0%) %
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Figure 16 : Descripteur (logP) de prédiction sur la base de test ERBA.

® [ e rouge représente la prédiction de produit chimique cible.

® [ e marron représente le résultat expérimental pour 1’analogue qu’est utilisé dans les

références croisées.

® [ e bleu représente le résultat expérimental pour 1’analogue qui n’est pas utilisé dans

les références croisées.




2. Discussion

Dans cette partie, nous discuterons les résultats obtenus lors de notre étude in silico
avec d’autres travaux (in vivo et /ou in vitro).

Plusieurs études ont été menées pour étudier la toxicité apres 1’exposition au butylparabéne in
vivo et /ou in vitro.

Dés 1998, des études ont mis en évidence la capacité des parabénes a se lier au
récepteur cestrogénique. Les parabénes ont cependant une capacité de liaison au récepteur des
cestrogenes de 10 000, 30 000, 150 000 et 2 500 000 fois plus faible (respectivement pour le
butyl, le propyl, I’éthyl et le méthyl parabéne) que le ligand naturel, le 17B-cestradiol
(Routledge et al., 1998).

D’apres Boberg et al, 2011, Plusieurs tests in vitro ont par ailleurs mis en évidence
une activité cestrogénique du butylparabéne, de méme que, plus récemment, une activité anti-
androgénique. Bien que son affinité pour le récepteur aux cestrogénes soit relativement
faible, environ 10 000 fois moins que celle du 17B-cestradiol, son ligand naturel. Le
butylparabéne est parmi les parabeénes celui qui présente la plus forte affinité.

L’activité perturbatrice endocrinienne des parabénes, dont le butylparabéne, pourraient étre,
au moins partiellement indirecte, par 1’inhibition des sulfotransférases, enzymes nécessaires a
la régulation de I’action des cestrogeénes in vivo. Dans cette étude, la plus forte activité

inhibitrice a été obtenue avec le butylparabéne (Boberg et al., 2011).

In vitro, dans un test d’inhibition compétitive, Blair et a/ ont testé les parabénes pour
leur capacité a déplacer 1’cestradiol triti¢ du récepteur aux cestrogenes isolé de I'utérus de rate
ovariectomisée : le butyl (RBA = 0,0009 %), propyl (0,0006 %), I’éthyl (0,0006 %), et le
méthyl parabene (0,0004 %) (Blair et al., 2000).

Selon kang et al 2002, 1’étude réalisée in vivo montre que 1’exposition d’un rat
femelle en gestation, a 100 mg/kg de butylparabéne (administration sous-cutanée) durant la
gestation et la lactation (du 6™ jour gestationnel au 20 jour postnatal) peut entrainer
des effets secondaires sur le développement des rats males de la portée, notamment des
organes reproducteurs. Au 49°™ jour postnatal, il est observé une diminution du poids des
testicules, des vésicules séminales et de la prostate, et une réduction de la

production et de la mobilité spermatiques. Au 90°™ jour postnatal, I’expression
d’ARN,, des récepteurs alpha et béta cestrogéniques est diminuée pour une dose

administrée a la mere de 200 mg/kg de butylparabene (Kang et al., 2002).
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En comparant les résultats obtenus par la prédiction du potentiel cestrogénique des
parabenes en utilisant le modéle QSAR avec d’autres travaux, on remarque que les méthodes
in silico sont conformes avec les études réalisées in vivo et /ou in vitro, elles sont donc fidéles

a I’évaluation de la toxicité des produits chimiques.

Ces résultats permettent donc uniquement de mettre en garde sur un effet reprotoxique
plus ou moins néfaste des parabénes pour la santé humaine, qui doit étre confirmé par des
études in vitro et in vivo.

La méthodologie développée (modélisation par ordinateur) a permis de détecter des effets
reprotoxiques in silico des parabénes, avec une variabilit¢ importante des résultats (test

ERBA, logP) pour notre cible (C;1H;403).

A ce stade des connaissances actuelles, il n’est pas possible de conclure de manicre
générale sur le potentiel cestrogénique des parabénes utilisés dans les produits de
consommation (médicaments, cosmétiques, etc....) et il convient de disposer des études
appropriées au cas par cas en fonction des caractéristiques physico-chimiques spécifiques de
chaque parabéne.

Selon les conclusions des recommandations de 'Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE), les méthodes existantes peuvent étre utilisées mais
doivent étre adaptées pour tenir compte des spécificités liées aux parabenes. Il sera également
nécessaire de disposer des données relatives a des expositions a long terme a des doses «

réalistes », notamment in vivo mais également in vitro.







Conclusion

Dans ce PFE, nous avons présenté¢ les opportunités offertes par 1’intégration
d’information obtenues in vitro dans un modele QSAR afin de prédire la toxicité in silico des
parabénes. L’espoir pour ces méthodes est d’obtenir des niveaux de prédiction des dangers
identiques a ceux des tests in vitro sur des animaux, voire d’obtenir des niveaux de prédiction
meilleurs en utilisant des tests ou modeles développés spécifiquement pour I’homme et ainsi
éviter les extrapolations interéspeces.

L’avantage d’une telle méthodologie serait de réduire les expérimentations animales et les
colts financiers liés a de telles études tout en gardant un méme niveau de confiance dans les
¢valuations des dangers ou des risques.

Cependant, il reste a appliqué la méthode sur un large panel de molécules, notamment pour
les parabenes. L’approche intégrative « Le modele structure de la molécule et activité
biologique (QSAR) » est extrémement prometteuse pour répondre aux exigences de la
directive RAECH. Cette approche devrait aussi devenir un outil privilégi¢ en évaluation du
risque des parabénes, pour lesquels I’industrie ne peut désormais plus fonder ses évaluations
sur des tests sur les animaux. Les modeles QSAR sont particuliecrement adaptés a ces
domaines, ou il s’agit d’extrapoler a long terme les effets de doses répétées a partir
d’informations obtenues sur des temps courts.

Les parabénes restent un vaste sujet qui n'a pas encore révélé tous ses secrets. La considération des
intéréts sanitaires et économiques des parabénes doivent alors favoriser une prise de

décision mesurée et basée sur une compréhension du risque plutét qu’une appréhension.
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Résumé :

Il est prévu que les parabénes sont des conservateurs omniprésents dans les aliments,
les cosmétiques et les médicaments que nous consommons, pourtant ils sont au centre de
polémique portant notamment sur leur effet de perturbation endocrinienne. La sécurité¢ de
notre santé & un besoin pour des nouvelles méthodes pour tester rapidement la toxicité de ces
substances. Les avancées actuelles de la recherche fondamentale conduisent a une approche
systémique, intégrée et quantitative de la biologie. Elles devraient se traduire par une
meilleure connaissance des mécanismes de toxicité mis en jeu qui devrait faciliter la
compréhension des effets a faible dose, des effets des mélanges et des effets toxiques a long
terme. Il est également important de développer de nouveaux tests fondés sur les méthodes
alternatives (QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship). Ces modeles prédisent de
facon faible la toxicité de touts les composés considérés, et la méthode est censée fournir des

orientations pour la conception future des substances chimiques en toute sécurité.

Mots clés : Butylparabéne, étude in silico, QSAR, test ERBA, logP.



Abstract:

It is expected that parabens are ubiquitous preservatives in foods, cosmetics and drugs
we consume, even though they are at the center of the controversy especially regarding their
endocrine disrupting effect. The safety of our health is in need for new methods to rapidly test
the toxicity of these substances. The Current advances of fundamental research lead to a
systemic, integrated and quantitative biology. They should result in a better understanding of
the toxicity mechanisms involved that should facilitate the understanding of low-dose effects,
blending effects, and long-term toxic effects. It is also important to develop new tests based
on alternative methods (QSAR: Quantitative Structure Activity Relationship). These models
predict weakly how toxicity of all the compounds considered, and the method is intended to

provide guidance for the future design of the chemical substances safely.

Key Words: Butylparaben, in silico study, QSAR, ERBA test, log K.
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QSAR Toolbox prediction for single chemical

The template of the current report is based on "GUIDANCE DOCUMENT ON THE
VALIDATION OF (QUANTITATIVE) STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIPS MODELS"
published by OECD (September, 2007) and "GUIDANCE ON INFORMAT ION
REQUIREMENTS AND CHEMICAL SAFETY ASSESSMENT / CHAPTER R.6: QSARS AND
GROUPING OF CHEMICALS" published by ECHA (May, 2008).

The report provides information about the target substance, chemical characteristics
used for the grouping, the resulting boundaries of the group of chemicals (applicability
domain), the type of data gap filling approach that was applied (read-across, trend
analysis or QSAR models), the predicted result(s) and in the Annex information about
the category members or training set and test set chemicals.

The chemicals are ordered by the distance to the target substance within the
descriptors space. Only chemicals with experimental data are listed as category
members.

Depending on the settings selected by the user, detailed information (incl. 2D image
and profiling results) is provided for some chemicals while more limited information
(CAS, name, SMILES) is provided for others.

If not otherwise specified, the experimental values are reported in bold, recalculated
experimental values are reported in bold & italic and calculated values are reported in
regular font.

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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AR Toolbox prediction n read-acr

Prediction of Relative ERBA for butylparaben

Summary

Toxicity of the target chemical (2.86E-03 %) is predicted from category members using read-across based on
8 values within the range 0.00 - 0.0223 % from 8 nearest neighbours compared by prediction descriptors.
Category members are single chemicals or mixtures and are selected based on the profile of the target
chemical. Only chemicals having experimental data are listed in the category.

The target chemical FALLS within applicability domain of the prediction (see Section 4.3 for details).

The data used for calculating the current prediction is taken from 54 experimental values selected from
the following database(s):

1. Estrogen Receptor Binding Affinity OASIS

Below is a summary table for endpoint & descriptor values for the target chemical and the first 10
category members.

Experimental values from data matrix are presented in bold font. Recalculated endpoint values (if
required by selected data usage option in Gap Filling) are presented in italic font. Recalculated endpoint
values based on experimental data only are presented in bold and italic font.

Endpoint(s) Descriptor(s)
Human Health
Hazards; Toxicity log Kow
to Reproduction
% -
Target chemical 9.45E-03 3.47
Cat. member No. 1 0.00 3.45
Cat. member No. 2 0.00 3.45
Cat. member No. 3 0.00 3.45
Cat. member No. 4 0.00 3.44
Cat. member No. 5 0.0223 3.54
Cat. member No. 6 6.10E-04 3.54
Cat. member No. 7 0.00 3.54
Cat. member No. 8 0.00 3.54
Cat. member No. 9 8.14E-04 3.56
Cat. member No. 10 0.0579 3.57
QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501

Database version: 3.8.3/3.1.2
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Section 1 - Target chemical

1.1. CAS number:
94-26-8

1.2. Other regulatory numbers:

Not reported

1.3. Chemical name(s):

butylparaben

butyl p-hydroxybenzoate

n-butyl 4-hydroxybenzoate
4-hydroxy-benzoic acid butyl ester
hydroxybenzoic acid butyl ester, p-
p-hydroxy butyl benzoate

butyl paraben

butyl-4- hydroxybenzoate

benzoic acid, 4-hydroxy-, butyl ester
butyl 4-hydroxybenzoate
n-butyl-p- hydroxybenzoate
4-hydroxybenzoic acid butyl ester

1.4. Structural formula:

HsC
‘\_\ i

O

OH

1.5. Structure codes:

a. SMILES:
CCCCOC(=0)clccec(O)ccl

b. Input structure code (if different from SMILES):

Not available

c. Stereochemical features: manually editable field

Not provided by the user

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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1.6. Quality of structure identity (CAS/2D quality):
High Quality
Databases to which the target chemical belongs are:

Aquatic OASIS

Carcinogenic Potency Database (CPDB)
Carcinogenicity&mutagenicity ISSCAN
Developmental toxicity ILSI

ECOTOX

Estrogen Receptor Binding Affinity OASIS
Experimental pKa

Genotoxicity OASIS

MUNRO non-cancer EFSA

Phys-chem EPISUITE

Skin Sensitization

Yeast estrogen assay database

Section 2 - General information

2.1. Date of report generation:
22.05.2016

2.2. Report author(s) and contact details: manually editable field

Not provided by the user

Section 3 - r finition an ry member

3.1. Category definition:

a. Category hypothesis: manually editable field
Not provided by the user

b. Applicability domain of the category:

The applicability domain is defined by following scheme

O

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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1) Referential boundary:

The target chemical should be classified as Moderate binder, OH grooup by Estrogen Receptor

Binding

2) Parametric boundary:

The target chemical should have a value of log Kow which is >= 3.44

3) Parametric boundary:

The target chemical should have a value of log Kow which is <= 3.54

c. Endpoints covered:
Not provided by the user

d. Category members:

The list of the category members is available in Appendix 1

The category members shown with respect to the descriptor log Kow

manually editable field

Read across prediction of Relative ERBA,
taking the average from the nearest 5 neighbours, based on 8 values from 8 neighbour chemicals,
Observed target value: 9.45E-03 %, Predicted target value: 2.86E-03 (-3.70E-03 to 9.43E-03; 95.0%) %
1 1 1 (] 1 1 1 1 1
ok o = o 4 lo oo oo o oo oo Loocoodooooso dloocooo Loocooo o o oo o doocooo L -
E 1 1 1 1 @ 1 1 1
= 1 1 1 1 1 1 1 1
Q04 ---- 1= - === T-—-=--- F-- === === 1----- [y el a----- T -
: 1 1 1 1 1 1 1 1
@ 1 1 1 [ 1 1 1 1
0T - I I O F T T 0T el i el
g 1 1 1 1 | 1 1 1
Sol - - - = - 1_ - L P [T o - _ __ [T [ L
2 1 1 1 1 | o ® 1 [ ] ,
1 1 1 .. [ 1 ry [ )
e ----e®.----- — — @ o0 e T - —
1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
log Kow

3.2. Category justification:
Not provided by the user

3.3. Data matrix:

The data matrix is available in Appendix 2

Section 4 - Prediction

4.1. Defined Endpoint (OECD Principle 1):

a. Endpoint (e.g. Acute toxicity to fish):
Relative ERBA

Materials & methods / type of method:
In Vitro

manually editable field

manually editable field

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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b. Dependent variable (e.g. LC50):

(Relative ERBA)

c. Units:
%

d. Duration:

Not provided by the user

e. Species:

Human
Rat
Trout

4.2. Unambiguous algorithm (OECD Principle 2):

a. Prediction approach:

Read-across from category members

manually editable field

manually editable field

manually editable field

manually editable field

manually editable field

Experimental values for the target chemical (if any) were not used in prediction calculations

b. Calculation approach:

Takes average value from the 5 nearest neighbours

c. Model name:
Not applicable

d. Model version:

Not applicable

e. Reference to QMRF:
Not applicable

f. Input for prediction (target chemical):

SMILES

g. Descriptor and endpoint values for target chemical (if applicable):

Descriptor(s)

to Reproduction

log Kow 3.47
Endpoint (dep. variable)
Human Health Hazards; Toxicity 9.45E-03 %

h. Additional chemicals eliminations (not determined by domain):

Not available

i. Additional data eliminations (not determined by domain):

Not available

j. Predicted value (model result):
2.86E-03 %

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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k. Predicted value (comments): manually editable field

Not provided by the user

4.3. Applicability domain (OECD Principle 3):

The target chemical FALLS within applicability domain
(see Section 3.1.b for detailed description of the domain)

4.4. Uncertainty of the prediction (OECD Principle 4): manually editable field

The prediction is based on 8 values within the range 0.00 - 0.0223, %
Prediction confidence = + 6.57E-03, % (95.0%)

4.5. Chemical and biological mechanisms (OECD Principle 5):
Profiling results for the target substance:
DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup
OECD HPV Chemical Categories
Not categorized
Protein binding by OECD
No alert found
Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments

No superfragment

Toxic hazard classification by Cramer (original)

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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Low (Class I)

US-EPA New Chemical Categories
Esters (Acute toxicity)

Phenols (Acute toxicity)

Comments:

Not provided by the user manually editable field

Section 5 - Adequacy

5.1. Regulatory purpose: manually editable field
Not provided by the user

5.2. Approach for regulatory interpretation of the model result: manually editable field
Not provided by the user

5.3. Outcome: manually editable field
Not provided by the user

5.4. Conclusion: manually editable field
Not provided by the user

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2



Prediction of Relative ERBA for butylparaben 10/ 28
Appendix 1 - Category members

QSAR Toolbox prediction based on read-across

Prediction of Relative ERBA for butylparaben

APPENDIX 1 - Category members

From 45 category members, 10 chemicals are reported in more detail,
the remaining category members are listed in a table with basic information

1. Cat. member No.1: used for read-across

1.1. CAS number:
95-95-4

1.2. Other regulatory numbers:
Not reported

1.3. Chemical name(s):

2,4,5-trichlorophenol
trichlorophenol, 2,4,5-
phenol, 2,4,5-trichloro-
2,4,5-trichloro-phenol

1.4. Structural formula:

SMILES
Oclcc(Che(ChcclCl

OH Cl

Cl Cl

1.5. Profiling results:

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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Appendix 1 - Category members

DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding

Moderate binder, OH grooup

OECD HPV Chemical Categories

Not categorized

Protein binding by OECD
SNAr
SNAr >> Nucleophilic aromatic substitution

SNAr >> Nucleophilic aromatic substitution >> Activated halo-benzenes

Protein binding potency

Not possible to classify according to these rules (GSH)

Superfragments

No superfragment

Toxic hazard classification by Cramer (original)

High (Class 11I)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

2. Cat. member No.2: used for read-across

2.1. CAS number:
933-78-8

2.2. Other regulatory numbers:

Not reported

2.3. Chemical name(s):

2,3,5-trichlorophenol
trichlorophenol, 2,3,5-
2,3,5-trichloro-phenol

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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Appendix 1 - Category members

2.4. Structural formula:

SMILES
Oclcc(Chee(ClhclcCl

OH Cl

Cl

Cl

2.5. Profiling results:

DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup
OECD HPV Chemical Categories
Not categorized
Protein binding by OECD
SNAr
SNAr >> Nucleophilic aromatic substitution
SNAr >> Nucleophilic aromatic substitution >> Activated halo-benzenes
Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)

High (Class 11I)

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

mber No.3:

3.1. CAS number:
15950-66-0

3.2. Other regulatory numbers:
Not reported

3.3. Chemical name(s):
2,3,4-trichlorophenol
chlorophenol, 2,3,4-

trichlorophenol, 2,3,4-
2,3,4-trichloro-phenol

3.4. Structural formula:

SMILES
Oclccc(Che(Cl)clcl

OH Cl

Cl

Cl

3.5. Profiling results:

DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding

Moderate binder, OH grooup

OECD HPV Chemical Categories

Not categorized

used for read-across

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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4.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

Protein binding by OECD

No alert found

Protein binding potency

Not possible to classify according to these rules (GSH)

Superfragments

No superfragment

Toxic hazard classification by Cramer (original)

High (Class I1I)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

mber No.4:
CAS number:
117-99-7

Other regulatory numbers:
Not reported

Chemical name(s):

methanone, (2-hydroxyphenyl)phenyl-
2-hydroxybenzophenone
o-hydroxybenzophenone
(2-hydroxyphenyl)(phenyl)methanone

Structural formula:

SMILES
OclcceeclC(=0)clceeccl

used for read-across

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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Appendix 1 - Category members

OH
o
I\

4.5. Profiling results:
DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup
OECD HPV Chemical Categories
Not categorized
Protein binding by OECD
No alert found
Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)
High (Class I1I)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

mber No.5: used for read-across

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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Appendix 1 - Category members

5.1. CAS number:
101-53-1

5.2. Other regulatory numbers:

Not reported

5.3. Chemical name(s):

4-hydroxydiphenylmethane (4-benzylphenol)
4-hydroxydiphenylmethane

phenol, 4-(phenylmethyl)-

4- (phenylmethyl)-phenol

4-benzylphenol

4-hydroxy diphenylmetane

p-benzylphenol

p-cresol, .alpha.-phenyl-

4- (phenylmethyl)phenol

5.4. Structural formula:

SMILES

Oclccc(Cec2cecec2)ccl

OH

5.5. Profiling results:

DNA binding by OECD
Michael addition
Michael addition >> P450 Mediated Activation to Quinones and Quinone-type Chemicals

Michael addition >> P450 Mediated Activation to Quinones and Quinone-type Chemicals >> Arenes

Estrogen Receptor Binding

Moderate binder, OH grooup

OECD HPV Chemical Categories

Not categorized

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

Protein binding by OECD

No alert found

Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)
High (Class I1I)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

mber No.6:

CAS number:
2443-58-5

Other regulatory numbers:
Not reported

Chemical name(s):
2-hydroxyfluorene

9h-fluoren-2-ol

Structural formula:

SMILES
Oclccc2c(Cc3ccccc-23)cl

Q@
o

used for read-across

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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6.5.

Profiling results:
DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup
OECD HPV Chemical Categories
Not categorized
Protein binding by OECD
No alert found
Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)

High (Class 11I)

US-EPA New Chemical Categories

Not categorized

£ _Cat. member No.7:

7.1.

7.2.

7.3.

CAS number:
500-66-3

Other regulatory numbers:

Not reported

Chemical name(s):

olivetol (5-pentylresorcinol)
olivetol

5-pentylresor cinol
5-pentylbenzene-1,3-diol

used for read-across

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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7.4. Structural formula:

SMILES
CCCCCclcc(0O)cc(0O)c1

CH

OH

OH

7.5. Profiling results:

DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup
OECD HPV Chemical Categories

Not categorized

Protein binding by OECD
No alert found
Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)
Low (Class I)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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8. Cat. member No.8:

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

CAS number:
28994-41-4

Other regulatory numbers:
Not reported

Chemical name(s):

2-benzylphenol

phenol, 2-(phenylmethyl)-
2-hydroxydiphenylmethane
o-cresol, .alpha.-phenyl-
2- (phenylmethyl)phenol

Structural formula:

SMILES

OclcceeclCelcceccecl

OH

Profiling results:

DNA binding by OECD

Michael addition

used for read-across

Michael addition >> P450 Mediated Activation to Quinones and Quinone-type Chemicals

Michael addition >> P450 Mediated Activation to Quinones and Quinone-type Chemicals >> Arenes

Estrogen Receptor Binding

Moderate binder, OH grooup

OECD HPV Chemical Categories

Not categorized

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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Protein binding by OECD

No alert found
Protein binding potency

Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments

No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)

High (Class 11I)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

9. Cat. member No.9:

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

CAS number:
18979-53-8

Other regulatory numbers:
Not reported

Chemical name(s):

phenol, 4-(pentyloxy)-
p- (pentyloxy)phenol
4-pentyloxyphenol

4- (pentyloxy)phenol

Structural formula:

SMILES
CCCCCOclcec(0O)ec1

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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Q

OH

9.5. Profiling results:
DNA binding by OECD
No alert found
Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup
OECD HPV Chemical Categories
Not categorized
Protein binding by OECD
No alert found
Protein binding potency
Not possible to classify according to these rules (GSH)
Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)
Intermediate (Class II)

US-EPA New Chemical Categories

Phenols (Acute toxicity)

10. . mber No.10:

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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10.1. CAS number:
831-82-3

10.2. Other regulatory numbers:
Not reported

10.3. Chemical name(s):
4-phenoxyphenol

phenol, 4-phenoxy-
p-phenoxyphenol

10.4. Structural formula:

SMILES
Oclcce(Oc2ccccc2)ccl

OH
O@

10.5. Profiling results:
DNA binding by OECD
No alert found

Estrogen Receptor Binding
Moderate binder, OH grooup

OECD HPV Chemical Categories
Not categorized

Protein binding by OECD

No alert found

Protein binding potency

Not possible to classify according to these rules (GSH)

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2

TPRF v.3.3.5.33501
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Superfragments
No superfragment
Toxic hazard classification by Cramer (original)
High (Class I1I)
US-EPA New Chemical Categories
Phenols (Acute toxicity)

Chemical(s) No. 11 - 45 are reported below:

No. |cas | Chem name | SMILES RA
11 _186:-77-1_ rdibenzofuran-2-0l - __________ ' Oclece2e(cl)-cloceeedO2
|12 _11689-82-3 4-phenylazophenol _ _ _ _______ LQC_19QC(N:_NCZQC_CQC_21091 __________
113 _ _190-43-7 ___ __ ' 2-phenylphenol _ _ __________ ' Qclcccecl-clceceel Lo __
114 _192:69-3 _ _ _ __ ' 4-phenylphenol _ _ __________ LQCJQC_C('QZ_C_CQCQZ)QQl _____________

15  1580-51-8  3-phenyiphenol » Oclecce(-c2ccecc2)cl
_____ .r__________.T@;hygr_o_xxb_lp_h_erjy_l)__________.r_____________________ -
|16_ _ _141175-50-2_ _ _ ! 8-hydroxyjulolidine _ _ ________ ' Oclecc2CCCN3CCCele23 '

1 ethyl-2,4-dihydroxy-6- methylbenzo

18 _12138-20-7 ___ 1 4-cyclohexylresorcinol
19 16949731 ___ 1 2-hydroxy-O-fluorenone __ __ ___
120 _ _ 'r9_4: 13-3 _____ _'rn_'lQr_OP¥| 4-hydroxybenzoate _ _ __
21 __'4191-73-5__ __ !isopropyl-4-hydroxybenzoate  _ _ _
122 _ _'136-77-6 _ _ __ '4-hexylresorcinol _ _ __ _______
23 16554-98-9 __d4stibenol
24 _118979-55-0__ _ !4-hexyloxyphenol . _ _________
25 119812932 _ _ ! 4-hydroxy-4-biphenylcarbonitrile _
26 192-886 _____ +[L1-biphenyl]-4.4-diol _____ __
2711806297 ___122"biphenol _____________
28 16335-83-7_ ___!4-phenethylphenol
20 11137-42.4 ___:4-benzoylphenol
130 __'13020-57-0_ _ _ ! 3-hydroxybenzophenone_ _ __ ___
31 _ _11131-60-8 ___ 'phenal, 4-cyclohexyl-_ _ _______
32 _132300-46-8___ I p-tert-hexylphenol
33 _12446-69-7_ ___!p-n-hexylphenol . ___________
34 _195-56-7 _____ “2-bromophenol_ _ ___________
135 _ _'1106-41-2 ____ '4-bromophenol ____________
36 _1591-20-8 ____3-bromophenol _ ___________

|37 __1105640-07-1 _ _ ' 4-(4-hydroxyphenyl)cyclohexanone

38 __15553-97-9 _ _'tyrphostin 63 _______
| 1 methyl

% LS_S? 0z 1+3-(4-hydroxyphenyl)propionate_ _ _

|40 _ _172624-02-3_ _ _ :p-tert-heptylphenol . ________

CCOC(=0)c1c(C)cc(O)cc10

1
F - =

'ch_lt_:c_c(-CZCcc( O)cc2)ccl

Oclcceecl-clececclO

1
P Y T Y e — - - - =

Oclcceecc1Br

1
Fo s = T s s e - - - - - - = -

' Qclece(Brcel

COC(=0)CCclccc(O)ccl

1

I

L L e o e e o e o e e et e e e e m - =2
F
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41 11987-50-4 ___ip-n-hepylphenol
42 ' 63177-57-1 ! dihydroxycinnamic acid methyl

_____ bom e _.___gySSter ..
|43 _13943-89-3 _ _ _!ethyl-3,4-dihydroxybenzoate _ _ _ _
44 1831.61-8 ___ethylgallate
45 1142172-97-2 1 2-(4-hydroxyphenyl)-5-pyrimidinol

1
Fo - - ===/

1 Oclece(-c2nce(O)cn2)ccl

il Ee B e M |

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2
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Appendix 2 - Data matrix

QSAR Toolbox prediction based on read-across

Prediction of Relative ERBA for butylparaben

APPENDIX 2 - Data matrix

Tables containing data from different sections of the data matrix for the first
10 category members are available on next pages

NOTES:

Experimental values were collected from the following databases:

1. Estrogen Receptor Binding Affinity OASIS

Experimental values are reported in bold font,
calculated/recalculated values are reported in regular font

QSAR Toolbox 3.3.5.17 TPRF v.3.3.5.33501
Database version: 3.8.3/3.1.2
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QSAR Toolbox prediction based on read-across

Prediction of Relative ERBA for butylparaben

APPENDIX 3 - QMRF

APPENDIX 4 - QMRF, training set chemicals

APPENDIX 5 - QMRF, test set chemicals

APPENDIX 6 - Additional information from (Q)SAR

NOT APPLICABLE

QSAR Toolbox 3.3.5.17
Database version: 3.8.3/3.1.2
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Appendix 7 - Chemical components

QSAR Toolbox prediction based on read-across

Prediction of Relative ERBA for butylparaben

APPENDIX 7 - Chemical components

NOT APPLICABLE
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Database version: 3.8.3/3.1.2
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