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Les parabenes sont des esters de l'acide p-hydroxybenzoique. lls sont utilisés comme
conservateurs dans l'industrie pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire du fait de
leurs propriétés antimicrobiennes et de leur faible colt. Leur activité augmente par
accroissement de leur chaine alkyle, entrainant également une diminution de leur solubilité
en phase aqueuse. Une fois administrés, les parabénes sont rapidement absorbés et
excrétés par l'organisme en différents composés grace a des enzymes spécifiques. De
nombreuses études ont été réalisées afin d’évaluer leur toxicité : celle-ci apparait a des
doses bien supérieures comparées a I'exposition journaliere chez I’homme. Cependant, les
récentes découvertes du role des parabénes en tant que perturbateurs endocriniens et de
leurs responsabilités supposées dans I'apparition de tumeur, notamment les cancers du sein,
a remis en cause leurs utilisations en tant que conservateurs.
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Les parabénes sont utilisés depuis plus d’un demi-siecle comme conservateur dans
I'industrie pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire, du fait de leur propriété
antibactérienne et antifongique. Leur faible toxicité, leur faible cot et leurs caractéristiques
physico-chimiques en font des conservateurs de premier choix. Du fait de leur utilisation
massive, ils sont étudiés depuis de nombreuses années : Elder, en 1984, a réalisé un rapport
complet sur l'utilisation des principaux parabénes. En 2005, Soni et al. ont mis a jour ces
données avec les récentes études dans ce domaine.

Néanmoins, en 2004, la découverte par Darbre d’esters de I'acide p-hydroxybenzoique
dans les tumeurs cancéreuses du sein humain, relance le débat quant a leur réle supposé
dans 'apparition et la prolifération des cancers. Des investigations avaient déja été menées
sur |'effet potentiellement cancérigéne des parabenes, notamment par Byford en 2002,
ayant prouvé que ces derniers permettent la croissance des cellules cancéreuses MCF-7 du
sein par leur activité cestrogénique.

Alors, suite a ces récentes découvertes, une des questions qui nous vient a I'esprit est
« Faut-il conserver ces conservateurs ? »

Cette revue va peut-étre permettre d’apporter quelques éléments de réponse. Dans un
premier temps, une description de la nature des parabénes ainsi que leurs différentes
propriétés physico-chimiques va permettre de mieux comprendre leurs réles dans I'industrie
de nos jours. Par la suite, une synthese des effets biologiques des parabenes, notamment
leurs toxicités a plus ou moins long terme, sera abordée. Celle-ci sera complétée finalement
par les récentes études concernant les effets cestrogéniques des parabénes ainsi que leurs
roles en tant que perturbateur endocrinien dans la prolifération de tumeurs cancéreuses.
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Les parabénes regroupent la famille des esters de I'acide p-hydroxybenzoique. lls sont
obtenus par estérification du p-hydroxybenzoate en présence d’'un alcool et d’acide
sulfurique. Il existe différents types de parabénes en fonction de la nature de la chaine
alkyle. Ainsi, le méthyl, I'éthyl, le propyl ou encore le butyl parabénes peuvent étre
retrouvés, et ce sous différentes appellations (figure 1). L'éthyl parabéne par exemple est
également nommé éthyl-4-hydroxybenzoate ou encore p-hydroxybenzoate d’éthyl (Soni et
al., 2002).
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Figure 1 : Les différents parabénes les plus souvent utilisés (extrait de Boberg et al., 2010)

Les parabénes sont utilisés depuis plus d’un demi-siecle comme conservateurs, de par leurs
propriétés antibactériennes et antifongiques, dans les secteurs de I'agroalimentaire, de la
cosmétique mais aussi de la pharmaceutique. Les parabénes se trouvant sous forme de
cristaux ou de poudre a température ambiante, il est nécessaire de les solubiliser a I'aide de
solvant dans les formulations (Soni et al., 2005).
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Faiblement toxiques, biodégradables et nécessitant un faible colt, ce sont des
conservateurs de choix (Soni et al., 2002). Possédant également un large spectre d’action
contre les bactéries, les levures et les moisissures, les parabénes peuvent étre utilisés seuls
ou en association avec d’autres conservateurs (parabénes ou non) afin d’augmenter leur
efficacité (Boehm et Maddox, 1972; Turakka et al., 1988). Certains produits
complémentaires tels que des tensio-actifs, utilisés dans les formulations afin d’augmenter
la solubilité des parabénes, accroitraient également leurs efficacités (Darwish et Bloomfield,
1995). Par exemple, le carbopol, un polymeére hydrophile trés utilisé dans de nombreuses
formulations, augmente I'activité antimicrobienne du méthyl parabéne sur Echirichia Coli et
Pseudomonas Aeruginosa (Scalzo et al.,, 1996). Cependant, |'utilisation de tensio-actifs
comme solvant entraine en paralléle une diminution de la pénétration des parabénes au
niveau de la peau. Une étude sur les coefficients de perméabilité réalisée en 1986 montre
qgue l'utilisation de solubilisant tels que I'alcool conduit a une diminution de I'absorption des
parabenes mais augmente leur activité antimicrobienne (Komatsu et Suzuki, 1986).

Certains scientifiques ont remarqué que ces conservateurs sont plus efficaces contre les
Grams positifs que les Grams négatifs (Elder, 1984). Ce constat pourrait s’expliquer par la
composition de leur membrane : les Grams négatifs possedent des lipopolysaccharides (LPS),
a l'inverse des Grams positifs. Effectivement, en 1985, Russel et Furr ont analysé I'effet des
parabenes sur un type sauvage et un mutant d’E.Coli déficient en LPS. Il s’est avéré que les
esters de 'acide p-hydroxybenzoique sont plus efficaces sur les mutants.

Les mécanismes d’action des parabénes sont mal connus. Il est probable gu’ils inhibent les
transports membranaires et les fonctions mitochondriales des bactéries (Soni et al., 2002).
Une autre explication a été avancée en 2005. Les bactéries possedent 3 types de canaux
mécano-sensibles (MscM, MscS et MscL) sur leur membrane plasmique, étant a l'origine de
la régulation de leur pression osmotique. Les parabénes activeraient les canaux MscS et
MscL en abaissant leur seuil d’activation, entrainant ainsi une ouverture anormale des
canaux et une expulsion de composés cytoplasmiques, conduisant a la lyse cellulaire de la
bactérie (Nguyen et al., 2005).

Plus la longueur de la chaine alkyle est importante, plus 'activité antifongique augmente,
mais plus la solubilité dans I'eau diminue (Mac Robby et Parker, 1974). De nombreuses
études font état de la solubilité des parabénes en solution aqueuse selon ce méme constat.
Comme les bactéries se développent essentiellement en phase aqueuse, la solubilité des
parabénes détermine leur efficacité (Soni et al., 2001). Ainsi, les parabénes a chaine alkyle
courte, tel que le méthyl et le propyl parabéne, bien que moins efficaces, sont les plus
utilisés car plus solubles en phase aqueuse (Routledge et al., 1998).

Il semblerait que les bactéries s’adaptent plus aisément aux composés de poids
moléculaires importants. Ainsi, E.coli s’accommode rapidement au propyl parabéne et plus
difficilement au méthyl parabéne, entrainant des courbes de survie différentes en fonction
de la nature des parabenes administrés (O’Neill et Mead, 1982).



Master 2 Biologie Gestion Marketing - Synthese Bibliographique en Biologie et Biotechnologie - 16/03/2012

Robach et Pierson ont analysé en 1978 I'efficacité des parabenes sur Clostridium Botulinium
par rapport a sa croissance et sa production de toxine. Ainsi, une dose de 400 ppm de
méthyl et propyl parabéne n’entraine que peu d’effet, alors que des doses plus importantes
(1000 et 1200 ppm) retardent ou inhibent respectivement la germination. Ceci détermine
une concentration minimale de parabéne nécessaire pour que la conservation soit assurée
(MIC)* (Russell et al. 1985).

Les parabénes possédent également une certaine efficacité contre les champignons, méme
a faible concentration (Elder, 1984).

Les esters de I'acide p-hydroxybenzoique sont stables aux variations de pH, notamment
dans les solutions acides et neutres. lls restent efficaces dans des solutions dont le pH est
compris entre 4,5 et 7,5 (Maddox, 1982). Cependant, dans les solutions basiques (pH
supérieur a 8), les parabenes perdent de leur efficacité en tant que conservateurs (Rosen et
Berke, 1973). Ils sont aussi stables aux variations de température. Ainsi, les produits
contenant des parabéenes peuvent étre autoclavés, notamment dans l'industrie cosmétique,
sans perte significative de leur activité antimicrobienne (Maddox, 1982). Leurs points
d’ébullition élevés en fond également des conservateurs tres utilisés en agroalimentaire,
notamment pour des produits cuits (Soni et al., 2005).

De nombreuses expériences ont montré que les parabenes, une fois administrés, étaient
rapidement et completement absorbés par le tractus gastro intestinal et la peau pour étre
hydrolysés. Les parabéenes a longue chaine alkyle pénétrent mieux dans la peau (Lee et Kim,
1994). En 1956, Jones et al.,, aprés une administration orale (1g/kg) et intraveineuse
(50mg/kg) de parabénes a des chiens, a montré que respectivement 89% et 85% de la dose
initiale était présente dans les urines 48h aprées administration. De plus, suite a une
administration orale de méthyl et de propyl parabéne, ceux-ci ne sont pas excrétés dans les
matieres fécales, suggérant qu’ils sont completement absorbés par I’organisme (Schuebel et
Manger, 1929).

Le principal métabolite issu de I’hydrolyse des parabénes par I'organisme est I'acide p-
hydroxybenzoique, qui peut étre conjugué avec la glycine, I'acide glucuronique ou l'acide
sulfurique (figure 2). En effet, aprés une administration orale de 0,4 a 0,8g/kg de méthyl
parabéne a un lapin, 86% de cette derniere était excrétée dans les urines en 24h, dont 39%
sous forme d’acide p-hydroxybenzoique seul, 15% conjugué avec la glycine, 15% avec |'acide

1 MIC : Concentration minimale d’inhibition
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glucuronique et 10% avec I'acide sulfurique (Tasukamoto et Terada, 1964). Les parabenes
sont tres fortement dégradés, il ne reste qu’une faible quantité de molécules intactes dans le
sérum humain (Ye et al., 2008) et dans les urines (Ye et al., 2006). Selon la revue de Boberg
et al. en 2010, seulement 0,1% de parabénes libres et non conjugués sont retrouvés dans le
sérum humain.
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Figure 2 : Deux métabolites principaux des parabenes.

L’acide p-hydroxyhippurique correspond a une glycine conjuguée (extrait de Boberg et al., 2010)

La forte proportion d’acide p-hydroxybenzoique présente dans les urines apres
administration de parabenes suggére une hydrolyse de la liaison ester de ces derniers. Ainsi,
une étude menée par Derache et Gourdon en 1963 a montré qu’une dose de méthyl et
propyl parabéne administrée oralement a un rat était totalement absorbée par le tube
digestif puis hydrolysée grace a une estérase environ 30 min apres ingestion. De méme,
apres administration d’une dose en intraveineuse de méthyl parabéne (100mg/kg/jour) a
des chiens, les ester sont présents uniqguement dans le cerveau, la rate et le pancréas, alors
gu’une forte concentration en métabolites est détectée dans le foie et les reins. Une analyse
in vitro de ces derniers a permis de mettre en évidence une forte activité des estérases dans
ces organes (Elder, 1984). Ces enzymes sont également présentes au niveau de la peau, mais
en quantité plus faible par rapport au foie, entrainant une hydrolyse des parabénes plus
lente a ce niveau (Prusakiewicz et al., 2006).

L'utilisation d’inhibiteurs d’estérases tel que le diisopropyl fluorophosphate inhibe
I'apparition de métabolites, suggérant que cette enzyme est bien a l'‘origine de Ia
dégradation des parabenes (Seko et al., 1999). En 1996, une étude a été menée sur
I’hydrolyse des parabénes sur la peau humaine. Quatre isoformes de la carboxyl-estérases
ont été identifiés sur la peau et dans le tissu sous-cutanée, avec des localisations et des
affinités différentes en fonction de la nature des parabénes (tableau 1) (Lobemeier et al,,
1996).
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Enzymes Localisation Substrats préférentiels
Parabéne carboxylestérase | Tissu adipeux sous cutané Méthyl parabéne
Parabéne carboxylestérase |l Tissu adipeux sous cutané Butyl parabene
Parabéne carboxylestérase Il Kératinocyte Butyl parabene
Parabéne carboxylestérase IV Sang NC?

Tableau 1 : Les différentes carboxyl-estérases présentent au niveau de la peau et du sang humain
(inspiré de Lobemeier et al., 1996 )

La métabolisation des parabénes se décompose en deux étapes : la premiére consiste en
I’hydrolyse en p-hydroxybenzoate, la seconde en la production des autres métabolites a
partir de ce dernier (Derache et Gourdon, 1963).

Du fait de la forte proportion de p-hydroxybenzoate dans les urines, des études se sont
intéressées a son éventuelle toxicité. Sa DL50> a été déterminée a une valeur de 6g/kg alors
qgue sa NOAEL* est de 1g/kg/j. De plus, il est non embryotoxique et tératogene (Organisation
for Economic and Co-operation Development, 1999). Le p-hydroxybenzoate a également une
légere activité oestrogénique in vivo sur la souris (Lemini et al., 1997), qui n’est pas observée
in vitro (Routledge et al., 1998).

Utilisés massivement de nos jours dans l'industrie du fait de leurs efficacités, de leurs
faibles toxicités et de leurs faibles colts, les parabenes sont également présents a I'état
naturel dans la vanille, le fruit de la passion ou encore la plaguebiére (Soni et al., 2002). En
1979, Goodwin et al. ont découvert la présence de méthyl parabéne dans les sécrétions
vaginales de chiens en cestrus.

Certaines études ont également montré que des bactéries produisent du phénol en
présence de parabénes. C'est le cas par exemple de Klebsiella aerogenes, P. aeruginosa, de
Pseudomonas cepacia (Nakamori et al, 1975 ; Horiuchi et al., 1994) ou encore de certaines
bactéries marines (Peng et al., 2006). Il a été également démontré que certaines espéces de
Pseudomonas dégradent les parabénes pour les utiliser comme source de carbone et facteur
de croissance (Beveridge et Hart, 1970).

2NC: Non communiqué

® DL50 : Dose létale 50%. Dose qui élimine 50% de I’échantillon.

* NOAEL : No observed adverse effect level. Dose limite 3 partir de laquelle il n’y a toujours pas d’effets négatifs
observés.
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Les parabénes sont trés utilisés dans le domaine de la cosmétique, notamment le méthyl et
le propyl parabéne (Soni et al., 2001). Plus de 13 200 formulations cosmétiques comprenant
cette famille de conservateur ont été référencées (Elder, 1984).

Leur utilisation intensive dans ce milieu est corrélée a certaines de leurs caractéristiques :
ils sont inodores, ils ne décolorent pas les vétements et ne durcissent pas les cremes (Neidig
et Burrell, 1944). Ainsi, les parabénes peuvent étre utilisés en toute sécurité sur la peau, les
cheveux, les levres, les muqueuses, les ongles et les aisselles, et ceci de maniére
occasionnelle ou quotidienne (Mowad, 2000).

Selon une étude faite par Rastogi et al. en 1995, sur 215 produits cosmétiques analysés,
pres de 98% contenaient du méthyl parabéne. Dix ans plus tard, ce chiffre est descendu a
80%, probablement du fait des récentes découvertes sur le développement de cancer
corrélé avec leur utilisation (Rousselle, 2005).

La dose de conservateurs, tel que les parabénes, autorisée dans les produits cosmétiques
ne doit pas dépasser 0,8% (Rastogi et al, 1995).

De par leur faible toxicité et leur solubilité en phase aqueuse, les parabénes ont rapidement
intéressé les industriels de I'agroalimentaire. Ainsi, nous pouvons les retrouver dans de
multiples aliments tel que les boissons, les produits surgelés, les sirops, les sauces ou encore
les légumes (Soni et al., 2002). L'utilisation de méthyl parabéne en tant que conservateur a
été reconnue comme sdre (FDA, GRAS 1973).

En moyenne, la dose journaliére absorbée a été estimée entre 1 et 16 mg/kg/jour pour un
enfant et entre 4 et 6 mg/kg/jours pour un adulte (Elder, 1984).

La premiere utilisation des parabénes s’est faite dans I'industrie pharmaceutique, au milieu
des années 20 (Sabalitschka, 1930). On les retrouve dans de nombreux produits médicaux,
comme les sirops, les suppositoires ou encore certains produits injectables comme les
anesthésiques. Les concentrations de parabenes dans les produits de santé n’excedent que
trés rarement 1% (Neidig et Burrel, 1944 ; Boehm et Maddox, 1972). lls sont également
utilisés dans les produits pharmaceutiques en libre-service. Cependant, l'utilisation de
méthyl ou de propyl parabéne seuls dans des produits ophtalmiques est a proscrire : aux
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concentrations efficaces contre les micro-organismes, ces conservateurs peuvent étre
irritants pour les yeux. En effet, une étude menée par Furrer et son équipe en 1999 a montré 10
gu’une solution de parabénes supérieure a 0,1% était irritante pour la cornée. Certains
parabenes, tel que le méthyl ou le propyl parabéne, sont inefficaces dans les dentifrices, les
solutions intranasales et dans la plupart des produits injectables (Soni et al., 2002).

L’exposition aux parabénes a été évaluée a une valeur de 1,3mg/kg/jour, dont 0,79, 0,34 et
0,0016mg/kg/jour dues respectivement au méthyl, propyl et butyl parabéne. De plus, une
ADI® de 10 mg/kg/jour pour le méthyl et I'éthyl parabéne a été jugée comme n’ayant aucun
effet sur la santé. Aucune recommandation n’a été faite pour le propyl-parabéne (Cowan-
Ellsberry et Robinson, 2009). Les marges de sécurité (rapport entre les doses journaliéres
administrées et les LOAEL®) observées pour le propyl et le méthyl parabéne ont été estimées
a 19 et 7 respectivement, mais ces valeurs varient en fonction du LOAEL utilisée (Boberg et
al., 2010).

La consommation journaliere de parabénes chez 'homme a été estimée a 0,1mg/kg/jour
dans la nourriture. En outre, les expositions concernant les cosmétiques et les médicaments
sont respectivement de 0,83 et 0,41 mg/kg/jour. Ainsi, 'homme consomme en moyenne
1,26 mg/kg/jour de parabénes (Soni et al., 2005).

De nombreuses études, a plus ou moins long terme, ont été menées sur le modele animal
afin de mettre en évidence une éventuelle toxicité des parabénes en fonction du mode
d’administration. Le méthyl parabéne est souvent le plus étudié car c’est le plus utilisé dans
I'industrie.

>ADI : Acceptable Daily Intake. Dose journaliere admissible
® LOAEL : Lowest Observed Adverse Effect Level. Dose minimale pour laquelle un effet néfaste est observé
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Toxicité aigiie : les doses l1étales

Administration orale

Des études ont été menées afin de connaitre I'éventuelle toxicité des parabenes et
notamment leurs doses létales. Une DL50 de méthyl parabéne de 8g/kg pour une
administration orale, et de 2g/kg sous forme de sel de sodium a été déterminé chez la
souris. A ces doses, une perte du contréle musculaire (ataxie) ainsi qu’une forte dégradation
du systéme nerveux sont observés avant la mort (Matthews et al., 1956).

Administration cutanée

Les effets des parabénes ont été étudiés sur la peau des lapins. Aprés 14 jours de
traitement avec un produit cosmétique contenant 0,2% de méthyl parabéne, aucun effet
toxique significatif n’a été observé. De méme, il a déterminé que la DL50 d’un produit
cosmétique contenant un mélange de 0,2% de méthyl et 0,1% de propyl parabéne était de
2g/kg (Elder, 1984).

Administration sous-cutanée

Différentes études pour étudier la toxicité des parabenes en voie sous-cutanée ont été
élaborées. Des doses supérieures a 165 mg/kg entrainaient une détresse respiratoire et une
ataxie chez la souris (Bijlsma, 1924). De plus, Mason et al., en 1971, ont étudié la toxicité du
méthyl parabéne dans les vaccins chez le rat. La DL50 en sous-cutanée était supérieure a
500mg/kg car aucune mort n’a été observée a cette dose sur 20 animaux.

Administration intraveineuse

Une paralysie chez la souris ainsi qu’une chute de la pression artérielle sont observées chez
le chien aprés administration d’une dose de parabéne de 80 mg/kg en intraveineuse. Pour
des doses allant jusqu’a 1400 mg/kg, des effets cardio-vasculaires entrainent la mort des
sujets. Ainsi, une DL50 de 170 mg/kg en intraveineuse a été déterminée pour le méthyl
parabéene. De plus, aucun effet sur le systeme nerveux n’a été répertorié (Matthews et al.,
1956).
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Administration intra péritonéal

Une étude sur les souris a montré qu’une dose de méthyl parabénes comprise entre 300 et
400 mg/kg entrainait des paralysies. Une DL50 de 960 et de 760 mg/kg selon qu’il s’agisse
respectivement de I'ester ou de son sel sodé a été déterminé (Matthews et al., 1956).

Ainsi, nous observons que les DL50 les plus importantes concernent les administrations
orales : ceci est d(i au fait que par cette voie, les parabénes sont davantage dégradés au
moment de leur passage dans le tube digestif, en comparaison avec les autres modes
d’administration (tableau 2).

Espece Voie d’administration Parabene DL50 (mg/kg)
Intrapéritonéal 960
. Intrapéritonéal (sel) , . 760
Souris Orale Méthyl parabene 3000
Orale (sel) 2000
Intraveineuse (sel) 170
Lapin Cutanée Méthyl(0,2%)/Propyl(0,1%) 2000
Rat Sous-cutanée Méthyl parabéne >500

Tableau 2 : les DL50 du méthyl parabene selon les différentes voies d’administration.

Effets a court terme

Administration orale

A des doses de 18mg/kg /jour pendant 28 jours et 53mg/kg/jour pendant 4 jours, aucun
effet toxique n’a été répertorié chez le chien (Bijlsma, 1928).

D’autres investigations plus récentes ont permis d’approfondir ces résultats : des doses plus
importantes ont été administrées chez le lapin, a savoir 500 mg/kg/jour. La encore, aucun
effet toxique n’a été observé (Food and Drug Administration, 1973).

Administration cutanée

Une investigation sur le lapin a été réalisée en appliquant un produit cosmétique contenant
0,2% de méthyl parabéne a des doses comprises entre 5,5 et 11 mg/cm? sur 8,4% de la
surface du corps, pour une durée de 3 mois. A la fin de I'expérience, les scientifiques ont
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observé un érythéme modéré, une légere desquamation de la peau ainsi qu’un cedeme. Les
13

analyses hématologiques et histologiques se sont avérées négatives, ne montrant ainsi
aucun effet dus au traitement (Elder, 1984).

Effets a long terme

Les études sur les effets des parabenes au long terme sont importantes afin de mieux
comprendre quelles peuvent étre les conséquences d’une exposition continue a ces
conservateurs pour l'organisme, et les éventuels effets qui peuvent en découler. De
nombreuses études ont été menées en ce sens, sans montrer une réelle corrélation avec une
exposition aux parabenes. De plus, les études a long terme ont montré que les parabénes
n’étaient pas accumulés dans I'organisme (Boberg et al., 2010).

En 1956, Matthews et son équipe ont nourri des rats durant 96 semaines avec des doses de
parabénes comprises entre 1,05 et 5,5g/kg/jour. Les résultats montrent une légere
augmentation du poids de la rate pour les spécimens ayant recu les plus fortes doses
journalieres. Cet effet est plus marqué chez les males. En 1971, Mason et al., apres
administration a des rats de différentes doses de méthyl parabénes comprise entre 0,6 et
3,5 mg/kg deux fois par semaine durant 1 an, n’ont pas observé de différences significatives
avec les rats contrdles non traités. Des rations en gélule de 0,5 et de 1g/kg/jour de méthyl et
propyl parabéne ont été données a des chiens pendant une période d’un an. Aucuns effets
n’ont été observés.

Selon un rapport de la FDA, un effet toxique des parabénes a été reporté a partir d’'une
dose journaliere de méthyl et de propyl parabéne de 4g/kg/jour (Food and Drug
Administration, 1973).

Embryotoxicité et effet tératogene

L’embryotoxicité et le potentiel effet tératogene des parabenes, c’est-a-dire entrainant des
malformations chez le foetus, ont été étudiés par un laboratoire de recherche américain, en
1972 et 1973, sur différentes especes animales. Le protocole expérimental est résumé dans
le tableau suivant : des doses variables de méthyl parabéne ont été administrées par voie
orale a différents moments de la gestation en fonction des espéces (4 groupes de 21 a 25
animaux). Le foetus a ensuite été prélevé par césarienne pour permettre une observation
des organes et du squelette (tableau 3).
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Souris Rat Hamster Lapin
Dose orale de méthyl parabéne (mg/kg) 5,5 3
25,5 14
118 65
550 300
Administration ( jour de gestation) du 6éme au 15éme jour  du 6&me au 10eéme jour du 6éme au 18&me jour
Césarienne 17éme jour  20eme jour 14éme jour 29eme jour

Tableau 3 : Protocole expérimental afin de déterminer I’'embryotoxicité des parabéenes

Finalement, 'administration d’'une dose de 550 et de 300 mg/kg a des animaux en période
de gestation n’a entrainé aucun effet notable sur la nidation ni d’anomalies dans les tissus
viscéraux et squelettiques des foetus. Ceci indique donc que le méthyl parabéne, tout du
moins aux doses administrées, n’a pas d’effet embryogénique et tératogéne (Food and Drug
Research Labs, 1973). Une étude plus récente in vivo faite sur des rats a montré que les
parabenes peuvent passer de la mere au foetus via le placenta. De plus, des doses plus

importantes de parabénes non dégradées se retrouvent ainsi dans le feetus (Frederiksen et
al., 2008).

Deux études ont montré que certains parabéenes (butyl et propyl parabénes) réduisent le
taux de sperme ainsi que la production de testostérone chez des rats, suite a une
administration orale durant 1 a 2 mois, pour des doses allant de 10 a 1000 mg/kg/jour (OQishi,
2001 et Oishi, 2002a). Ainsi, une LOAEL’ de 10mg/kg/jour est déterminée. Des résultats
semblables ont également été trouvés chez la souris (Oishi, 2002b) pour des doses de 146
mg/kg/jour. Cependant, toutes les voies d’administration n’ayant pas été étudiées, il est
difficile d’émettre une quelconque hypothése sur les effets des parabénes sur I'appareil
reproducteur.

Une expérience menée par Routledge et al. en 1998 s’est intéressée a I’évolution du poids
de l'utérus d’un rat immature en fonction de la prise de parabene. Le butylparabéene

’ LOAEL : Lowest Observed Adverse Effect Level. Dose minimale pour laquelle un effet néfaste est observé
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entraine une légére augmentation par prise orale, celle-ci est plus important par prise sous-
cutanée. En revanche, le méthyl parabéne n’a pas d’effet sur le poids de I'utérus.

Différentes expériences avaient déja été réalisées antérieurement afin de mettre en
évidence le possible effet cancérigene des parabénes. A ce titre, dans I'étude de Matthews
décrite plus haut, aucun effet cancérigéne n’a été observé apres analyse des organes
(Matthews et al., 1956). De méme, Kirschstein en 1973, a souhaité étudier le potentiel effet
cancérigene de conservateurs utilisés dans les produits biologiques sur des souris et des rats.
Pour cela, il a inoculé une ou plusieurs doses de méthyl parabénes et observé les effets
durant plusieurs mois. Finalement, il en a conclu qu’aucunes différences significatives
n’étaient observées entre les animaux traités et les témoins, le pourcentage d’adénome au
poumon étant respectivement de 14% et 14,5%.

La découverte en 2004 de la présence de parabénes dans les cellules cancéreuses du sein
par Darbre et son équipe a remis en cause leur utilisation en tant que conservateur
antimicrobien. En effet, un grand nombre de cancer du sein trouvent leurs origines dans le
cadran inférieur latéral de ce dernier, zone d’application d’anti-transpirant notamment,
contenant des parabénes (Crinnion, 2010). Le caractére lipophile de ces derniers leurs
permet de traverser facilement les tissus adipeux, dont le sein, et se retrouver en grande
quantité dans le lait maternel (Darbre, 2006).

De plus, I'influence des cestrogenes dans I'apparition de cancer du sein est reconnue depuis
de nombreuses années (Lipworth, 1995). Les parabénes possédent une structure similaire
aux alkylphénols (figure 3) reconnus pour leur activité cestrogéniques, notamment chez la
levure (Routledge et Sumpter, 1996). De ce fait, certaines études ont montré que les
parabénes jouent le role de perturbateurs endocriniens a forte concentration, leur activité
cestrogénique ayant été établie dans un grand nombre de publications (Routledge et al.,
1998 ; Boberg et al., 2010). En effet, sur 25 études in vitro et in vivo portant sur 'effet
oestrogénique des parabénes, 24 ont conclu que les parabénes étaient bien des
perturbateurs endocriniens (Darbre et Harvey, 2008). La diminution de [|activité
oestrogénique des parabénes lors de ['utilisation d’un anti-cestrogene, le tamoxyféne,
confirme leur réle de perturbateur endocrinien (Routledge et al., 1998).
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Figure 3 : Comparaison de la structure des parabenes avec celle des alkylphénols

(extrait de Routledge et al., 1998)

Ainsi, les parabénes ont été qualifiés de xéno-cestrogenes, c’'est-a-dire des molécules
fabriquées par ’homme et imitant |'effet des cestrogenes (Darbre, 2006).

L’augmentation de l'activité cestrogénique des parabenes est corrélée avec la longueur de
la chaine alkyle : plus cette derniére est importante, plus I'activité augmente. Ce constat est
également observé lors de I'accroissement de I'arborescence entre le propyl et 'isopropyl
parabéne, ainsi qu’entre le butyl et I'isobutyl parabéne (Okubo et al., 2001). Seulement,
cette cestrogénicité est tres faible comparée au 17B-cestradiol, principal cestrogéne naturel
(Routledge et al., 1998). Toutefois, il est important de se questionner pour savoir s'il existe
un lien entre la quantité de parabéne, possédant un effet cestrogénique avéré, retrouvée
dans les cellules cancéreuses, et |I'apparition puis le développement de tumeur.

En 2008, Darbre et Harvey, aprés I'analyse compléte de prés de 150 références scientifiques
sur la toxicité des parabénes, ont conclu que I’exposition aux parabénes et I'augmentation
des cancers du sein étaient probablement indépendantes. En 2002, Byford s’est intéressé a
I’effet cestrogénique des parabénes chez I’homme et leur réle dans la prolifération des MCF-
78 cellules issues d’un cancer du sein. Cet effet était établi antérieurement chez le poisson
et le rat (Pedersen et al., 2000 ; Routledge et al., 1998). Il a été montré que les parabénes
sont capables de se lier au récepteur des cestrogenes ERa des cellules MCF-7, via leur groupe
hydrophénolique, au niveau du domaine LBD’. La liaison sur ce dernier se fait en
compétition avec le 17B-cestradiol. Ainsi, pour inhiber I'effet de I'cestradiol, c’est-a-dire
empécher sa liaison au récepteur, les concentrations en parabéenes doivent étre 10 000 a 2
500 000 de fois supérieures, I'inhibition augmentant avec la longueur de la chaine alkyle. Les
parabénes ont donc beaucoup moins d’affinités pour les ERa que les cestrogénes naturels
tels que I'cestradiol. L’affinité des parabéenes pour les récepteurs ERa et Erf3 a également été

8 MCF7 : Michigan Cancer Foundation Seventh sample : Lignée cellulaire issue d’un cancer du sein.
° LBD : Ligand Binding Domain
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étudiée. Celles-ci sont identiques, indiquant qu’il n’y a pas de spécificité de liaison des
parabénes pour ces différents types de récepteur aux cestrogénes (Okubo et al.,, 2001).
Ainsi, par liaison aux ERa, les parabénes sont capables de réguler I'expression de géne

reporter cestrogeno-dépendant.

Les parabénes sont capables d’augmenter I'expression de certains génes. C'est le cas par
exemple du gene ps2, exprimé également dans les cellules MCF7. La encore, 'analyse
Northern Blots des ARNm de ps2 montre bien I'effet cestrogénisant des parabenes et leur
influence dans I'expression du géne, avec une efficacité moindre par rapport au 17fB-
cestradiol (annexe 1).

Enfin, Byford a également mis en évidence la capacité des parabénes a augmenter la
prolifération des MCF-7 sur une culture monocouche. De plus, d’aprés le tableau suivant, on
constate un accroissement de la prolifération des cellules cancéreuses avec I'augmentation
de la longueur de la chaine alkyle. De ce fait, une plus faible concentration en propyl ou
butyl parabéene est nécessaire pour obtenir une méme croissance cellulaire. Cependant, les
concentrations nécessaires en parabéne pour obtenir une méme croissance de 10° cellules
sont beaucoup plus élevées (10 000 a 1 000 000 de fois) par rapport a I'cestradiol (Byford et
al., 2002). Selon une autre étude similaire, l'isopropyl et l'isobutylparabéne induisent
également une augmentation de la croissance des cellules cancéreuse MCF-7, avec un
maximum de prolifération & 5.10°M (tableau 4). Ainsi, les EC50'® des parabénes sont
répartit selon I'ordre croissant suivant : isopropyl, isobutyl, butyl, propyl, éthyl et méthyl
parabene (Okubo et al., 2001).
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(Estradiol

Méthyl
parabéne

Ethyl
parabéne

Propyl
parabéne

Butyl
parabéne

Isopropyl
parabéne

Isobutyl
parabéne

Référence

11
Cmax

10°m

2.10"*M

10*M

10°M

5.10°M

NDlZ

ND

Byford et al.,
2002

3.10 M

2.10"*M

2.10°M

2.10°M

2.10°M

5.10°M

5.10°M

Okubo et al.,
2001

Tableau 4 : Concentration en parabénes entrainant une croissance des cellules MCF-7

(inspiré de Byford et al., 2002 et Okubo et al., 2001)

L'utilisation d’un anti-cestrogene (ICl 182,720) conduit a une diminution de I'expression des
ER et a I'arrét de la prolifération des cellule MCF7 en présence de parabenes, ce qui traduit
gue la croissance observée précédemment est bien le fait de I'activité cestrogénique des

9 EC50 : Concentration pour laquelle on obtient 50% de I'efficacité maximale
1 Cmax: Concentration pour laquelle la prolifération cellulaire est maximale
2 ND : Non Déterminé dans cette étude
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parabénes et que ces cellules cancéreuses sont bien cestrogéno-dépendantes (Byford et al.,
2002 ; Okubo et al., 2001).

Les parabénes sont également capables de diminuer I'expression des genes des ERa et
d’augmenter celle des récepteurs a la progestérone PR, tout comme le 17B-cestradiol mais
dans une moindre mesure (annexe 2) (Okubo et al., 2001).

En 2007, Prusakiewicz a apporté une nouvelle approche quant au role de perturbateur
endocrinien des parabenes. Il a montré que ces derniers ont une action inhibitrice in vitro et
in vivo sur les sulfo-transférases de la peau et du foie (SULT) dont le role est de métaboliser
les cestrogenes. Cette activité inhibitrice est plus importante au niveau du foie que de la
peau. Elle croft également en fonction de la longueur de la chaine alkyle, ce qui est en
adéquation avec les observations déja faites. Par contre, aucune activité inhibitrice n’a été
détectée pour le principal métabolite des parabénes, le p-hydroxybenzoate. Du fait de leur
inhibition par les parabénes, une augmentation de la concentration des ocestrogénes est
observée, expliquant alors I'activité cestrogénique de ces conservateurs. Il est évident que
les parabenes sont en fait des substrats des sulfo-transférases, expliquant l'origine des
parabenes sulfo-conjugués retrouvés dans les métabolites présents dans les urines.

18
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Les parabénes, de par leurs caractéristiques antimicrobiennes, sont utilisés depuis des
décennies en tant que conservateurs, et ce dans de nombreuses industries. Possédant un
large spectre d’action sur de nombreux microorganismes, solubles dans I'eau, stables a la
température ainsi qu’aux pH et nécessitant un faible co(t, les parabénes semblent étre des
conservateurs de choix pour de nombreux industriels. Un tel engouement pour ce type de
produit a forcément fait I'objet de multiples études depuis de nombreuses années,
notamment afin de déterminer leur éventuelle toxicité. Aux doses administrées, il ne fait nul
doute que les parabénes ne présentent que trés peu de risque pour la santé, les LOAEL et les
DL50 étant tres nettement supérieures a I'exposition journaliére, aujourd’hui estimée a 1,26
mg/kg/jour.

Cependant, les récentes découvertes de parabenes dans les tumeurs cancéreuses du sein
chez I’'homme relance la polémique quant a leur utilisation. Leur activité oestrogénique,
méme si moins importante que le principal cestrogene naturel, le 17B-cestradiol, les classe
parmi les perturbateurs endocriniens a surveiller. Ainsi, les parabénes peuvent se fixer sur
les récepteurs aux cestrogénes ERa et par la méme réguler I'expression de certain génes.
Alors quel est le role de ces conservateurs dans le développement de cancers ? Méme si ces
études ont montré leur capacité a permettre la prolifération de cellules cancéreuses,
notamment les cellules MCF-7 du sein, I'apparition de cancer peut-elle leur étre uniqguement
imputée ? |l semblerait que non, d’autres facteurs complémentaires entrant tres
certainement en compte.

Ainsi, la découverte de I'effet oestrogénique des parabénes a entrainé une limitation de
leur utilisation depuis 2005 (Reisch, 2005), augmentant ainsi 'offre de produit « sans
parabéne ». Il parait essentiel pour les industriels de trouver une alternative a ces
conservateurs que I'on pensait idéaux. Quelles seraient alors les nouvelles pistes pour nous
permettre une conservation adéquate et sans risque pour 'homme, mais également pour
I’environnement, de tous ces produits de grande consommation ? Les prochaines études
devraient trés certainement nous éclaircir davantage sur ces nouveaux conservateurs,
jusqu’a la découverte peut étre de nouveaux effets néfastes qui nous ameneront a nous
renouveler.
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Annexe 1 : Régulation de I’expression des ARNm de ps2 par les parabénes dans les cellules
cancéreuses MCF-7

(extrait de Byford et al., 2002)

Ce Northern Blot a été réalisé apres 4 jours en présence de parabénes ou non. La dose d’cestradiol
rajoutée est de 10®M, celle d’éthyl et de méthyl parabéne est de 10™M, alors que celle du propyl et

du butyl est de 10°M. Le témoin correspond a I’expression du géne 36B4 non régulé par les
cestrogenes.

24



Master 2 Biologie Gestion Marketing - Synthese Bibliographique en Biologie et Biotechnologie - 16/03/2012

3]
5,

TRPS Q .
o e 3
o -Q | bl
o P @® B
gg 8 © B
= o >

]

¢ @& £ 8
o — o0 n

ERa

B-actine

B-actine

0
e

Annexe 2 : Régulation de I'expression des génes des récepteurs a cestrogenes ERa et a progestérones
(extrait de Okubo et al., 2001)

La B-actine sert de référence a cette détection par RT-PCR. L'électrophorése se fait sur un gel
d’agarose a 2%.Les cellules composant le contréle sont traitées avec 0,1% d’éthanol, les cellules du
contréle positif sont traitées avec 10’M d’cestradiol, les autres avec 10*M et 10°M de butyl et
d’isobutylparabéne respectivement pendant 24h.
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