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Mutagénicité, génotoxicité
et cancérogénicité expérimentales

En 1999, lors de la premiere expertise collective de I'Inserm sur les éthers de
glycol, les dérivés de I'éthylene glycol apparaissaient quasiment comme les
seuls éthers de glycol dont la génotoxicité avait été étudiée. Peu d’informa-
tions étaient disponibles sur les dérivés autres que le méthyl, I’éthyl et le
butyl glycol et leurs métabolites. Les données manquaient également pour
juger de la toxicité des éthers du propyléne glycol présentés comme produits
de remplacement des solvants maintenant réglementés ; en particulier, les
études de cancérogénicité faisaient défaut. S’agissant de substances ancien-
nes notifiées avant 1981, aucun essai n’était requis pour la mise sur le
marché de ces substances.

L’évaluation rétrospective des substances anciennes, notamment celles pro-
duites a fort tonnage, a été engagée récemment par le Bureau européen des
substances chimiques (European chemicals bureau) et TOCDE, avec la parti-
cipation de 'ensemble des pays européens. Des informations ont été appor-
tées par les firmes productrices de ces substances en vue de leur classification
ou de I’évaluation des risques pour ’homme et I'environnement.

Les données de génotoxicité produites lors de ces évaluations sont synthétisées
en premiére partie du document. La génotoxicité de 'TEGME, 'EGEE, 'EGBE
et de leurs métabolites sera rappelée succinctement et ne sera réexaminée
qu’au travers des études récentes complétant les connaissances antérieures.

L’analyse portera en deuxiéme partie sur les résultats des études de cancéro-
génese chez 'animal. Les études relatives 2 'EGBE et au PGtBE ont été réa-
lisées par le National Toxicology Programme (NTP), et celles relatives au
2PGIME ont été obtenues par la firme Dow Chemical.

Génotoxicité des éthers de I’éthyléne et du propylene glycol

En 1999, des données de génotoxicité concernaient les éthers de 1’éthylene
glycol (EGME, EGEE, EGBE) et leurs métabolites. Ces éthers de glycol ne

sont pas intrinséquement mutagénes sur les systémes cellulaires, bactéries ou
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cellules de mammiferes, utilisés classiquement dans les essais standardisés. Ils
induisent cependant des effets d’aneuploidie, la formation de micronoyaux in
vitro et les échanges entre chromatides sceurs, et interferent avec les systémes
d’agrégation de la tubuline. Des effets d’inhibition des communications entre
cellules ont été notés, a concentration élevée toutefois. In vivo chez la souris,
les essais du micronoyau sont restés négatifs (Inserm, 1999).

La toxicité des éthers de I’éthyléne glycol apparait liée a leurs métabolites, aldé-
hydes intermédiaires et acides, formés par la voie de I'alcool- et de 'aldéhyde
déshydrogénase. Ces métabolites sont responsables d’effets clastogenes (cassu-
res) et d’aberrations chromosomiques sur cellules de mammiferes ; ils agissent a
des concentrations plus faibles que les molécules parentes. Les dérivés aldéhydi-
ques agissent a des concentrations inférieures 4 1 mM, les métabolites acides a
des concentrations comprises entre 1 et 10 mM, alors que les concentrations
effectives des produits parents se situent au-dela de 10 mM, notamment pour
I’EGME et 'EGEE (50-100 mM). L’EGBE s’est révélé plus actif in vitro que
I’EGME et ’EGEE, pouvant agir 4 partir de concentrations de 10 mM.

Les dérivés du propylene glycol avaient fait I'objet de peu d’études en 1999.
Cependant, du fait d'une métabolisation s’'opérant majoritairement par déalk-
ylation sans production des intermédiaires réactifs des dérivés de 'éthylene
glycol, il était avancé que les éthers du propylene glycol devaient étre dépour-
vus des effets de génotoxicité imputés a ces métabolites.

Les essais in vitro utilisés pour évaluer les éthers de glycol complétant la liste
des substances analysées en 1999 sont ceux classiquement mis en ceuvre
dans les méthodes normalisées pour I’évaluation des substances chimiques :

® cssais de mutagénicité utilisant : les mutants bactériens, Salmonella
typhimurium his~ (Maron et Ames, 1983) et accessoirement E. coli; les
lignées de cellules de mammiferes (cellules ovariennes de hamster chinois
CHO, cellules pulmonaires de hamster chinois CHL ou V79, mutées au
locus* hprt™) ; les cellules de lymphome de souris L5178Y° tk*/ utilisées dans
’essai MLA (mouse lymphoma assay) ;

e essais de cytogénétique et mesure des aberrations chromosomiques a 'aide
de cellules de mammiferes CHO ou de lymphocytes humains ;

® essai UDS® mesurant la synthése non programmée d’ADN associée a la
réparation des lésions structurales des molécules ’ADN ;

® essai visualisant les échanges entre chromatides sceurs (SCE), lesquels
témoignent de I'exposition a des substances génotoxiques ;

4. Hypoxanthine phosphoribosyl transférase : la réversion du caractére muté permet la conversion
de la purine 6-thioguanine (6-TG) en son nucléoside-5-monophosphate létal pour la cellule, alors
que la déficience enzymatique permettait la survie des cellules cultivées en présence de 6-TG.

5. L’inactivation ou la perte complete (tk-/-) de lactivité thymidine kinase induit la résistance des
cellules mutées a la trifluorothymidine qui ne pourra pas étre toxifiée par phosphorylation.

6. « Unscheduled DNA synthesis » : synthése d’ADN non programmée, car s’effectuant en dehors
de la phase S du cycle cellulaire.
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® essais des micronoyaux détectant des effets clastogénes ou des altérations
du fuseau mitotique lors de la division cellulaire...

Les essais de génotoxicité a court terme in vivo mesurent soit la formation de
micronoyaux dans la moelle osseuse hématopoiétique, soit des aberrations
chromosomiques.

Beaucoup plus rares sont les essais de transformation cellulaire détectant les
modifications morphologiques accompagnant la transformation néoplasique
des cellules embryonnaires, normales et diploides de hamster syrien (SHE).
En effet, ces essais ne sont pas requis réglementairement.

L’analyse des données de mutagénicité ou de génotoxicité nouvellement
portées A notre connaissance montre que la plupart des essais de mutagéni-
cité et de génotoxicité sont restés négatifs, a quelques exceptions pres

(tableau 3.1).

Ce qui confirme :

e pour les dérivés de I'éthylene glycol, des caractéristiques proches de
I’EGME, 'EGEE et 'EGBE ;

¢ un profil de réponse des éthers du propyléne glycol, analogue a celui des
éthers de 1’éthylene glycol pour les essais classiques de génotoxicité effectués.

En fait, peu d’essais ont été réalisés pour juger des effets d’aneuploidie,
d’inhibition des communications intercellulaires et d’échanges de chromati-
des sceurs qui avaient pu donner des réponses positives avec les dérivés du
méthyl, de I’éthyl glycol et de certains de leurs métabolites.

Les réponses positives enregistrées avec les éthers de 1’éthylene glycol con-
cernent les dérivés suivants :

e DEGDME : une réduction de I'implantation des embryons a été observée
au niveau utérin dans I’essai in vivo du dominant létal ; cet effet serait lié a la
diminution de la fertilité provoquée par la substance, et non a des dommages
génétiques au niveau des gametes ;

e EGBE : confirmation des résultats négatifs obtenus par Elias et coll.
(1996) avec les essais d’aberrations chromosomiques in witro, I'essai du
micronoyau in vivo chez le rat et la souris (NTP, 2000), et I’essai de transfor-
mation cellulaire sur les cellules SHE (Park et coll., 2002a) ;

e DEGBE : caractere mutagene a doses fortes (~ 10 wl/ml) dans le test MLA
(mouse lymphoma assay) et le test CHO (5 mg/ml) (Inserm, 1999) ;

e DEGHE : caractere mutagene sur cellules CHO/HPRT™ et clastogéne
in vivo chez la souris.

Les éthers du propyléne glycol ayant donné des réponses positives sont les
suivants :

e 2PGIME : induction des échanges entre chromatides sceurs (30 mM) et
inhibition de la coopération métabolique traduisant I'inhibition des commu-
nications intercellulaires (résultats analogues aux éthers de 1’éthylene glycol
et obtenus avec des concentrations molaires du méme ordre) ;
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e 2PGItBE : caractére mutagéne exclusivement sur la souche TA97a de
S. typhimurium his~, une analogie avec 'EGBE (Hoflack et coll., 1995) rap-
portée dans le rapport NTP (2004) ; réponse positive de I’essai du micro-
noyau chez les souris femelles exposées par inhalation 4 1 200 ppm pendant
3 mois et non chez les souris males (NTP, 2004) ;

e DPGnBE: inhibition de la coopération métabolique a 11 mM (Elias
et coll., 1996) ;

e 2PGIPhE : positivité des deux essais du micronoyau chez la souris, par
inhalation et par gavage. Dans ce deuxiéme essai, les auteurs rendent ’hypo-
thermie responsable de la formation de micronoyaux chez les souris traitées

a la dose de 2 000 mg/kg de poids corporel (OCDE, 2004a).

Des études complémentaires d’ordre mécanistique ont été conduites avec
’EGME afin d’étudier :

¢ |a relation mutagenése-tératogenése de 'TEGME sur le modele de la droso-
phile. Eisses (1999) a mis en évidence les effets mutagenes et tératogenes de
I’EGME 2 60 mM, les caractéres mutagéne du MALD et tératogéne du MAA ;
¢ les mécanismes de I'action tératogéne du MAA : Ruyani et coll. (2003)
ont identifié la répression de la protéine de liaison de la laminine (p40) chez
le foetus de souris ;

e les effets apoptotiques de 'TEGME et de ses métabolites : in wvitro, des effets
apoptotiques de 'TEGME, du MALD et du MAA sur les cellules sanguines
humaines 4 5 mM (Ju et coll., 1998), ainsi que des effets de 'TEGME et du
MALD sur les cellules de moelle osseuse d’origine humaine et sur les cellules
HL60, dans la gamme 2-6 mM (Tagaki et coll.,, 2002) ; in vivo, sur des
embryons de souris (Ambroso et coll., 1998). Ces résultats confirmaient les
effets apoptotiques du MAA sur les cellules germinales des souris males pré-
cédemment démontrés par Krishnamurthy et coll. (1998) ; les mécanismes
d’action apoptotique du MAA, notamment l'induction de l'expression de
bax et bak pro-apoptotiques (Yan et coll., 2000) ;

¢ les effets cytogénétiques de 'TEGME chez des sujets ayant été exposés in utero
(cassures de ’ADN, polyploidie...) alors qu'aucune anomalie n’était enregistrée
chez les sujets non exposés pendant la gestation (El Zein et coll., 2002).

Les études mécanistiques sur 'EGBE ont eu pour objet d’étudier la relation
entre le stress oxydatif et le potentiel cancérogéne de la substance. Un stress
oxydant chez les souris méles et femelles traitées par 'EGBE a été mis en
évidence par Kamendulis et coll. (1999); la sensibilité des souris maéles
BO6C3F1 aux effets oxydants a été montrée supérieure a celle des rats males
F344 in vivo (Siesky et coll., 2002) et I'a été aussi in vitro sur hépatocytes
(Park et coll., 2002b). In witro, Park et coll. (2002b) ont montré que le sul-
fate ferreux induisait la transformation morphologique des cellules SHE,
contrairement 4 'EGBE et son métabolite acide (BAA). L’'implication d’'un
stress oxydant dans les effets transformants est supportée par les effets pro-
tecteurs des antioxydants, comme la vitamine E et un dérivé de I'acide galli-
que, lesquels inhibent la transformation cellulaire et les dommages 2 ’ADN.
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Ces résultats seront utilisés pour étayer ’hypotheése selon laquelle le fer
libéré suite aux effets hémolysants du BAA est a I'origine d’un stress oxydatif
pouvant expliquer les effets cancérogénes enregistrés au niveau hépatique
lors des expérimentations a long terme chez la souris male.

Sur un plan technique, Dartsch et coll. (1999) ont montré que 'EGBE pou-
vait étre oxydé en son dérivé aldéhydique (le BALD) lors du stockage ; ce
dérivé pourrait étre responsable en partie des effets cytotoxiques de 'EGBE
lors des essais in wvitro. Ces résultats permettraient d’alimenter la theése selon
laquelle les effets mutagénes de ’EGBE sur la souche TA97a de S. typhimurium
en I'absence d’activation métabolique (Hoflack et coll., 1995) seraient liés a
des impuretés d’oxydation. Le BALD n’avait cependant pas d’effet mutagéne
sur la souche TA97a (Hoflack et coll., 1995). La pureté des solutions
d’EGBE testées n’avait pas été vérifiée par ces derniers auteurs, I'EGBE uti-
lis¢ présentant un taux de pureté supérieur a 99 %. La mutagénicité de
’EGBE n’a pas été retrouvée par Gollapudi et coll. (1996) qui avaient pro-
cédé en revanche 2 la vérification. Si des impuretés sont a I'origine du carac-
tere mutagene de 'EGBE — ce qui n’est pas prouvé —, il pourrait étre justifié
de prendre en compte ce risque génotoxique avec les formulations commer-
ciales de cet éther de glycol dont le degré de pureté est variable et incontrolé
en fonction des conditions de stockage.

Cancérogénicité de 'EGBE et de deux dérivés
du propylene glycol (PGtBE et PGME)

Les données de cancérogénicité dans I'expertise collective de 1999 portaient
sur deux éthers de glycol, 'EGEE et 'EGBE. Pour I'EGEE, la génotoxicité in
vitro avait été démontrée mais la conclusion des études de cancérogénicité
chez I'animal était que cet éther de glycol ne présentait pas de potentialité
cancérogéne, contrairement 3 'EGBE. Depuis 1999, des données nouvelles
issues d’études expérimentales concernent les effets cancérogenes de 'EGBE
et de certains dérivés du propyléne glycol (tableau 3.1I).

EGBE

Les études de cancérogénicité de 'EGBE, réalisées par le National Toxicology
Program (NTP), ont été publiées en 2000 et ont fait I'objet d’amples discus-
sions au niveau international (Gift, 2005). La France était rapporteur de 1'éva-
luation des risques de cette substance pour 'Union européenne (ECB, 2004a).

Les expérimentations 2 long terme ont été réalisées par inhalation journa-
liere, 5 jours par semaine pendant 2 ans ; les concentrations atmosphériques
d’EGBE étaient de 31, 62, et 125 ppm chez le rat F344/N, et de 62, 125 et
250 ppm (concentrations doublées) chez la souris B6C3F1.
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Chez le rat, aucun effet néoplasique n’a été mis en évidence, mais une aug-
mentation de l'incidence des phéochromocytomes a été observée chez les
femelles. Ces tumeurs de la médullosurrénale sécrétant des substances hyper-
tensives développées aux dépens des cellules chromaffines sont habituelle-
ment bénignes ; cependant, une tumeur maligne a été trouvée dans le
groupe des femelles exposées a 125 ppm d’EGBE. L’apparition de phéochro-
mocytomes chez le rat femelle a été jugée équivoque, comme 'exprime la

conclusion du NTP (tableau 3.11).

D’autres effets non néoplasiques ont été observés chez le rat et la souris, comme
la pigmentation des cellules de Kupffer par les dépots d’hémosidérine, a mettre
au compte des effets hémolysants du BAA, métabolite acide de 'EGBE.

Chez la souris, des effets néoplasiques ont été observés : carcinomes hépato-
cellulaires et hémangiosarcomes’ chez la souris male, papillomes et carcino-
mes de I'estomac antérieur chez la souris femelle. Ces résultats expliquent la
conclusion « some evidence » du NTP.

Hémangiosarcomes

Les hémangiosarcomes ne peuvent étre imputés a I'infection par Helicobacter
hepaticus, qui n’a pas été trouvée chez les animaux exposés.

L’hypothése mécanistique expliquant les effets cancérogénes de 'EGBE au
niveau hépatique chez la souris repose sur I'activation des cellules de Kupffer
et les dommages oxydatifs consécutifs 2 I’hémolyse.

La production d’espeéces réactives de 'oxygeéne (ROS) proviendrait de Iacti-
vation des cellules de Kupffer et serait catalysée par le fer libéré lors de
I’hémolyse (Boatman et coll., 2004). Les ROS, qui fonctionneraient comme
des signaux de transduction, et les cytokines produites par les cellules de
Kupffer seraient a l'origine de la prolifération des deux cibles cellulaires de
I’EGBE, les cellules endothéliales hépatiques et les hépatocytes (Klaunig et
Kamendulis, 2005).

De sorte que si ’on accepte 'hypothése selon laquelle 'hémolyse est respon-
sable des hémangiosarcomes observés chez la souris, 'homme ne devrait pas
étre une espece sensible. La sensibilité des hématies humaines aux effets
hémolysants de 'EGBE est nettement moindre que celle des rongeurs
(de deux ordres de magnitude). Cette argumentation présente cependant
quelques faiblesses.

L’hypothése mécanistique des effets cancérogénes par un stress oxydatif
n’explique pas les spécificités de réponse liées a I'espece (souris) et au sexe
(male). En effet, comment expliquer ’absence de sarcomes chez le rat malgré
les dépdts d’hémosidérine observés au niveau hépatique. Green et coll.

7. Les hémangiosarcomes sont des tumeurs vasculaires, c’est-a-dire des tumeurs des cellules
endothéliales des vaisseaux.
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(2002) ont fait I’hypothese que les différences rat/souris s’expliquent par les
concentrations d’exposition des rats 2 '"EGBE plus faibles que la souris (con-
centration maximale de 125 ppm chez le rat et 250 ppm chez la souris).
Cependant, des effets oxydatifs sont observés aussi chez le rat. Comment
expliquer également I’absence d’effets chez la souris femelle, alors que les
dépdts d’hémosidérine sont observés aussi dans les cellules de Kupffer ? Sur
ce point, ’hypothése de capacités antioxydantes de la femelle supérieures a
celles du male a été avancée sur la base des travaux de Kamendulis et coll.
(1999) et Siesky et coll. (2002) évoqués précédemment.

Cependant, les dépots d’hémosidérine n’ont pas été trouvés dans les cellules
endothéliales dont dérivent les hémangiosarcomes chez la souris, mais dans
les cellules de Kupffer. Par ailleurs, la pigmentation des cellules de Kupffer
était peu sévere et n’a pas été observée dans I'un des animaux atteints
d’hémangiosarcome au niveau hépatique.

L’analyse rétrospective des résultats de ’ensemble des études de cancérogé-
nicité d’agents chimiques du NTP et du NCI (National Cancer Institute)
montre une coincidence trés faible entre les dépdts d’hémosidérine et 'appa-
rition d’hémangiosarcomes. Il y a en effet peu de cancérogénes non géno-
toxiques pour lesquels il a été trouvé une association entre hémosidérose et
hémangiosarcomes. Les résultats sont discutés dans le rapport européen de
’évaluation des risques sur PTEGBE (ECB, 2004a). Six substances induisent
le dépot d’hémosidérine (mais pas nécessairement dans le foie) ou la pig-
mentation des cellules de Kupffer lors d’expérimentations sur 2 ans®, ainsi
que des hémangiosarcomes chez la souris male, et non chez la femelle. Les
dépdts persistants d’hémosidérine sont associés 4 une hémolyse pour seule-
ment trois de ces substances, dont 'EGBE (Fastier et coll., 2005). Ceci
signifie que les hémangiosarcomes associés au dépodt d’hémosidérine peuvent
avoir d’autres causes que ’hémolyse.

Apres administration d’EGBE, il a été montré par le test des cometes que la
production d’espéces réactives de l'oxygéne susceptibles d’endommager
I’ADN pouvait avoir lieu dans d’autres tissus. Ce mécanisme de toxicité
n’est donc pas spécifique aux cellules de Kupffer (Klaunig et Kamendulis,
2005) mais constitue un facteur de cancérogénése pouvant affecter d’autres
cibles tissulaires que le foie.

Carcinomes de I"estomac

L’hypothese plausible suggérée pour le développement des carcinomes de
I'estomac antérieur des souris femelles dans le groupe exposé a 250 ppm
d’EGBE invoque I’adsorption de ’EGBE sur la fourrure des rongeurs et Ieffet

8. EGBE, p-chloroaniline, o-nitroanisole, pentachloroanisole, C.l. pigment rouge, et chlorhydrate de
3,2,4-diaminophénol.
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« grooming » des femelles qui, se léchant, ingérent 'EGBE (Green et coll.,
2002).

11 faut ajouter cependant que I’'administration de la substance par voie intra-
péritonéale ou sous-cutanée (Poét et coll., 2003) aboutit aussi a des Iésions
de Pestomac antérieur.

De sorte que 'exposition de la muqueuse de l'estomac antérieur 3 'EGBE
résulterait de plusieurs processus : ingestion de la fraction déposée sur le pelage,
excrétion salivaire, remontée jusqu’au carrefour digestif par I'ascenseur mucoci-
liaire, puis déglutition de 'TEGBE déposé dans I'arbre respiratoire. Le taux élevé
d’alcool déshydrogénase et d’aldéhyde déshydrogénase dans I'estomac, plus
riche dans la partie antérieure de I'estomac que dans la partie glandulaire,
expliquerait la formation des métabolites réactifs responsables des effets de
cytotoxicité. Les effets néoplasiques (papillomes et carcinomes) seraient asso-
ciés a des dommages persistants résultant d’'un cycle continu de lésions suivies
de réparation et régénération aboutissant a I’hyperplasie permanente.

La plus grande sensibilité des souris aux effets cancérogénes gastriques de
I’EGBE pourrait étre liée a une plus grande activité de ’alcool déshydrogé-
nase gastrique chez cette espéce par rapport au rat. L’activité de 'aldhéhyde
déshydrogénase, équivalente chez ces deux espeéces, impliquerait qu'a dose
égale, la production de BAA et surtout de BALD soit plus élevée chez la
souris que chez le rat. Cependant, les concentrations de BAA et de BALD
n’ont pas été comparées in vivo chez la souris et chez le rat.

Chez la souris, la plus grande sensibilité des femelles n’a probablement pas
d’explication d’origine métabolique. En effet, chez la souris femelle, les con-
centrations sanguines en BAA ne sont pas supérieures a celles relevées chez
la souris male (NTP, 2000). Les travaux d’Aasmoe et Aarbakke (1999) ont
d’ailleurs montré que l'activité de I'alcool déshydrogénase gastrique du rat
femelle est inférieure a celle du male et que les éthers de glycol sont de pietres
substrats de I’enzyme. Green et coll. (2002) confirment que la transformation
de T'alcool en aldéhyde serait I'étape limitante de la biotransformation de
I’EGBE au niveau gastrique et que la répartition des enzymes serait plus dense
dans I'estomac antérieur que dans la partie glandulaire chez la souris femelle.
Mais aucun commentaire n’est donné concernant des différences entre sexe
pouvant expliquer les Iésions cancérogénes chez la souris femelle et non chez
la souris méle. Deisinger et Boatman (2004) ont trouvé des concentrations en
BALD dans l'estomac antérieur de souris légérement plus élevées chez la
femelle que chez le male ; il est dommage que la comparaison entre la partie
antérieure et la partie glandulaire de I'estomac chez le male n’ait pas été
entreprise par Deisinger et Boatman (2004).

Les effets au niveau gastrique n’ont pas été considérés comme appropriés
pour I’évaluation des risques pour ’homme (Gift, 2005).

En conclusion des données sur 'EGBE, les incertitudes quant a la validité
des hypotheéses mécanistiques posées, lesquelles restent a vérifier, justifient
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la conclusion de I'US-EPA (US-Enwvironmental Protection Agency) selon
laquelle « la cancérogénicité de 'TEGBE pour ’homme ne peut étre détermi-
née actuellement » (Gift, 2005). Pour le Centre international de recherche
sur le cancer (CIRC), 'EGBE appartient au groupe 3 (voir annexes 5 et 6)
des agents inclassables : ceux dont la cancérogénicité pour I'espece humaine
ne peut étre évaluée, du fait de preuves limitées chez I’animal et de I'absence
de données chez 'lhomme. Quant a 'Union européenne, elle a considéré
qu'il n’y avait pas de preuves a ce jour de la cancérogénicité pour ’homme
de cette substance (non classée).

PGtBE

Les études de cancérogénicité pour le PGtBE (degré de pureté supérieur a
99 %), réalisées par le NTP, ont été publiées en 2004 et les résultats synthé-
tisés par Doi et coll. (2004).

Les expérimentations 2 long terme ont été réalisées par inhalation journa-
liere, 5 jours par semaine et pendant 2 ans ; les concentrations atmosphéri-

ques de PGtBE étaient de 75, 300 et 1200 ppm chez le rat F344/N et la
souris B6C3F1.

Effets chez le rat

Chez le rat, les effets non néoplasiques enregistrés concernent les effets
rénaux caractérisés par 'hyperplasie tubulaire corticale et la néphropathie
chronique. Ces effets ont été relevés chez le male pour lequel 'incidence
croit avec les concentrations d’exposition au PGtBE, et chez la femelle pour
laquelle les effets se manifestent 2 1 200 ppm. La néphropathie observée
chez les femelles 2 1 200 ppm indique un mécanisme de toxicité rénale indé-
pendant de I'accumulation d’a2micro-globuline®. Il apparait donc que le
PGtBE, méme s'il possede une structure chimique pouvant entrainer une

9. L'o2micro-globuline est synthétisée majoritairement par le foie, principalement sous le controle
des androgénes, sécrétée dans le sang puis filtrée au niveau du glomérule rénal. 60 % de la
protéine est réabsorbée au niveau des cellules tubulaires par endocytose, puis lentement
hydrolysée par phagocytose. Certaines substances chimiques en se liant a I'a2micro-globuline
diminuent le taux de dégradation de la protéine et favorisent son accumulation. L’accumulation
conduit a un dysfonctionnement lysosomial, initiant un cycle de cytotoxicité, mort cellulaire, et une
augmentation compensatrice de la prolifération cellulaire, dont la chronicité conduit & la promotion
de lésions néoplasiques (Swenberg et coll., 1989 ; Borghoff et coll., 1990). Il a été suggéré
également que I'o2micro-globuline serait un vecteur de substance toxique ou protoxique dont
'augmentation des concentrations au niveau du tubule proximal expliquerait la néphrotoxicité
(Melnick, 1992). Les substances responsables d’une néphropathie dépendante de I'a2micro-
globuline ont des structures diverses, mais contiennent un atome d’oxygene fonctionnel et un
carbone tertiaire. Les composés qui induisent des tumeurs rénales via I'accumulation d’o2micro-
globuline sont essentiellement des cancérogénes non génotoxiques.
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néphropathie associée a I'a2micro-globuline, induit des lésions rénales indé-
pendamment de ce mécanisme ; ainsi, le PGtBE se différencie du PGME.

Des adénomes et des carcinomes tubulaires rénaux ont été identifiés chez les
animaux méiles exposés avec une incidence supérieure aux témoins histori-
ques, mais non significativement différente des contrdles expérimentaux.

Au niveau du foie, il a été noté : des foyers d’hépatocytes basophiles, suspec-
tés d’étre prénéoplasiques ; une augmentation dose-dépendante de l'inci-
dence d’adénomes hépatocellulaires chez les males et chez les femelles a
1 200 ppm (incidence supérieure a celle des témoins historiques, mais non
statistiquement significative par rapport aux contrdles expérimentaux) ; un
cas de cholangiocarcinome, tumeur trés rare chez le rat.

Le NTP a conclu a4 une activité cancérogéne incertaine (equivocal) du
PGtBE chez le rat male, sur la base de 'augmentation de l'incidence des
néoplasmes rénaux et hépatiques marginaux, et 2 une activité cancérogéne
non évidente chez le rat femelle.

Effets chez la souris

Chez la souris, les effets néoplasiques concernent les adénomes et carcino-
mes hépatocellulaires, et les hépatoblastomes observés chez le male et la
femelle, avec une incidence supérieure chez la souris male. La néphropathie
chronique a été observée, comme chez le rat, mais sans néoplasme.

Des Iésions non néoplasiques, de type dégénérescence de I'épithélium olfactif
et oculaire, ont été enregistrées, mais elles seraient la conséquence d’irritations.

Le NTP a conclu 2 une activité cancérogéne évidente du PGtBE chez les
souris male et femelle sur la base de I'augmentation de I'incidence des néo-
plasmes hépatiques.

En conclusion de I'ensemble de ces résultats sur la cancérogénicité du
PGtBE, il ressort que le foie est 'organe cible de cette substance chez la sou-
ris. Les effets mutagénes observés par le test d’Ames (souche TA97 exclusi-
vement et sans activation métabolique) et l'augmentation du taux des
micronoyaux a 1 200 ppm chez la femelle laisseraient suspecter un potentiel
génotoxique. Cependant, au vu de ’ensemble des résultats de génotoxicité
(tableau 3.1), le PGtBE est considéré comme présentant un profil de subs-
tance cancérogene non génotoxique.

Selon le CIRC, le PGtBE est classé dans le groupe 3 (ne peut pas étre classé
quant a sa cancérogénicité pour ’homme ; voir annexes 5 et 6), sur la base
d’une preuve limitée chez 'animal en expérimentation et insuffisante chez

I’homme (CIRC, 2004).

PGME

Les études de cancérogénicité du PGME (97,5 % de 2PGIME et 2,5 % de
1PG2ME) réalisées par la société Dow Chemical ont été publiées en 1998



Mutagénicité, génotoxicité et cancérogénicité expérimentales

(Cieszlak et coll., 1998) et les résultats synthétisés par Spencer et coll.
(2002).

Les expérimentations 2 long terme ont été réalisées par inhalation journa-
liere, 5 jours par semaine et pendant 2 ans ; les concentrations atmosphéri-
ques de PGME étaient de 300, 1 000 et 3 000 ppm chez le rat F344/N et la
souris B6C3F1.

Chez le rat méle, une augmentation non significative d’adénomes hépatocel-
lulaires et une élévation de l'incidence de tumeurs rénales épithéliales ont
été observées. Les effets rénaux sont jugés non pertinents au regard de I'éva-
luation des risques pour I’homme, étant considérés associés a la néphropa-
thie consécutive a I'accumulation d’oZmicro-globuline. Les auteurs
définissent une concentration NOEL (no-observed effect level) de 300 ppm
chez le rat sur la base des foyers de transformation cellulaires au niveau
hépatique chez le male, et une concentration NOAEL (no-observed-adverse-
effect level) de 1 000 ppm chez la souris sur la base de I'atrophie médullosur-
rénalienne chez la femelle (Spencer et coll., 2002).

Les auteurs concluent a I'absence d’effet cancérogéne extrapolable a
I’homme, suite & I'exposition au PGME.

En conclusion, les essais classiques de mutagénicité et de génotoxicité effec-
tués sur les éthers de I’éthyléne glycol — autres que les dérivés de TEGME, et
de 'EGEE et leurs métabolites — et les éthers du propylene glycol, sont géné-
ralement négatifs.

Les essais relatifs a l'inhibition des communications intercellulaires, aux
échanges de chromatides sceurs ou aux effets aneuploidogénes qui auraient
permis une évaluation comparative plus fine de ’ensemble des substances,
n’ont cependant pas été réalisés de maniere systématique. Lorsque ces essais
ont été entrepris, des résultats positifs ont pu étre enregistrés, avec des éthers
de I'éthylene glycol comme avec certains de ceux du propyléne glycol. Ce
qui indiquerait un profil de réponse proche des deux séries.

Les essais de cancérogénicité effectués sur 'EGBE pour la série éthylénique,
et sur le PGtBE et le PGME pour la série propylénique, ont révélé leur
potentiel cancérogéne chez I’animal, souris ou rat, avec des différences inter-
espeéces, voire inter-sexes, caractéristiques des cancérogénes épigénétiques.
Malgré quelques résultats positifs de génotoxicité, ces substances peuvent
étre considérées comme des cancérogénes non génotoxiques et promoteurs
de tumeurs chez I'animal.

L’hypothése avancée pour expliquer les hémangiosarcomes hépatiques
observés lors de 'exposition a I'EGBE est celle de ’hémolyse et d’un stress
oxydatif. Cette hypothese a été retenue par le CIRC qui n’a pas classé la
substance cancérogéne pour ’homme, du fait de la sensibilité humaine plus
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faible aux effets hémolytiques de 'EGBE. Il reste cependant des incertitudes
quant au mécanisme de ’hépatocancérogénese de '"EGBE chez la souris.

L’autre mécanisme de cancérogénese invoqué pour 'EGBE, comme pour le
PGtBE, est celui de Iésions tissulaires résultant de la cytotoxicité de la subs-
tance et/ou de ses métabolites. Les lésions initient un cycle de dégénéres-
cence cellulaire suivie de régénération et de prolifération compensatrice.
L’hyperplasie permanente qui résulte d’'une exposition prolongée peut étre a
l'origine de la néoplasie.

Les données scientifiques concernant les effets de 'EGBE conduisent 2
I'adoption de positions nuancées par les trois grandes agences d’évaluation
(US-EPA, CIRC et UE). Selon 'US-EPA, la cancérogénicité de I'EGBE
pour ’homme ne peut étre déterminée actuellement. Pour le CIRC, 'EGBE
est dans le groupe 3 (ne peut pas étre classé quant a sa cancérogénicité pour
I’homme sur la base de preuves limitées chez I'animal et insuffisantes chez
’homme). Quant a 'Union européenne, elle a conclu que les données dis-
ponibles ne justifiaient pas d’inscrire 'TEGBE dans 'une des trois catégories
de cancérogenes de 'UE. Le PGtBE est également classé dans le groupe 3
par le CIRC.
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