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Résumé

Résumé

Ce travail s’intéresse & étudier ’effet du solvant appelé Ethyléne glycol monométhyl éther
(EGME) qui appartient & la famille des éthers de glycol éthylénique sur quelques
paramétres indicateurs de la fertilité¢ masculine et quelques paramétres biochimiques et

cellulaires du sang selon deux modes d'exposition: 1’ingestion et I’inhalation chez le lapin

Oryctolagus cuniculus. On Propose, pour les deux modes d'exposition, le protocole

expérimental suivant:
Les 30 lapins males sont répartis en 3 groupes de 10 lapins chacun: groupe témoin (T) non
traité, groupe traité par 'EGME a raison de 200 ppm (DI), groupe traité par 'EGME a
raison de 300 ppm (DII), pendant 06 semaines successives.

Une étude pondérale pour évaluer I’influence de PEGME a révélé une diminution du poids
corporel et le poids des testicules, du foie et de la rate par rapport au témoin.

On a étudié aussi quelques caractéres biologiques des spermatozoides et la concentration
de la testostérone. On a constaté une diminution dans la concentration, la vitesse, la
mobilité et la vitalité, et une augmentation des malformations morphologiques des
spermatozoides (N) ainsi qu'une diminution dans le taux de la testostérone des groupes
traités par rapport aux spermatozoides du groupe témoin. Une étude histologique réalisée
sur le testicule et I’épididyme, permettent de révéler I’effet reprotoxique de 'EGME.

Une altération hautement significative des paramétres biochimiques du sang qui englobent
I'étude de bilan hépatique (glucose, cholestérol, triglycérides) chez les individus traités par
I'EGME comparés au témoin. Ces altérations sont importantes lors de I'exposition soit par
voie respiratoire ou par voie gavage.

Des perturbations significatives dans les paramétres cellulaires du sang qui englobent la
numération des cellules sanguines (globules blancs, globules rouges et lymphocytes) et le
taux d'hémoglobine et I’hématocrite chez les individus traités par 'TEGME comparés aux
témoins. L’exposition 4 'EGME a provoqué une diminution aussi du taux de GSH au

niveau des tissus étudiés.

Mots clés : Ethyléne glycol monométhyl éther, Lapin, Toxicité, Reprotoxicite, Ingestion,
Inhalation.
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Résumé

Abstract

This work is an experimental study about the effect of the solvent called Ethylene glycol
monomethyl ether (EGME), that belongs to the family of the ethylenic ethers of glycol, on
some parameters of male fertility and some biochemical and cellular parameters of blood
according to two methods of exposure: ingestion and inhalation in rabbit Oryctolagus
cuniculus.

30 rabbits were divided into 3 groups of 10 rabbits each: control group (T) untreated group,
group treated with EGME at 200 ppm (DI) and group treated with EGME at 300 ppm
(DII), for 06 successive weeks.

A ponderal study to evaluate the influence of EGME has showed a decrease in body
weight and the weight of the testes, liver and spleen compared to control group.

We also studied some biological characteristics of sperm and the concentration of
testosterone. There was a decrease in concentration, speed, mobility and vitality of the
sperms, and an increase in the morphological sperm abnormalities (N) as well as a
decrease in the rate of testosterone in the treated groups compared to the sperm of the
control ones. A histological study of the testis and epididymis allow to reveal the
reprotoxic effect of EGME.

A highly significant change in biochemical parameters of blood that include the study of
hepatic metabolism products (glucose, cholesterol, triglycerides) at groups treated with
EGME compared to control one. These changes are more important during exposure
whether by inhalation or by gavage.

Highly significant disruptions are witnessed in the cellular parameters of blood that include
the numeration of the blood cells (white cells, red cells and lymphocytes), the hemoglobin
and hematocrit level at the individuals treated by the EGME compared to the control ones.
Exposure to EGME also caused a decrease in GSH levels of the studied tissues.

Key words: Ethylene glycol monomethyl ether, Rabbit, Fertility, Toxicity, Ingestion,

Inhalation.
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Liste des Abréviations

Liste des Abréviations
e 2PGI1BE: 2-Propyléne glycol 1-n-butyl ether
e AAA: acides alkoxyacétiques
e ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists
e ADN : acide désoxyribonucléique
e ADP :adénosine diphosphate
e AFM : Agence frangaise du médicament
e AFSSAPS : Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé
e ALDH :Aldehydes deshydrogenase
e AMPc : adénosine monophosphatecyclique
e BAA : acide butoxyacétique
e CFC: chlorofluorocarbones
. CO;.dioxyde de carbone
e CPESN : Centre de promotion et d'études en santé naturelle.
e D: coefficient de dilution (50 fois)
DEGBE: diéthyléne Glycol Butyl Ether C4H9-(0-CH2-CH2)2-0 H
e DEGDEE: Diéthyléne Glycol Diéthyl Ether
¢ DEGDME: Diéthyléne Glycol Dirnéthyl Ether
e DEGEE: Diéthyléne Glycol Ethyl Ether

e DEGME: Diéthyléne Glycol Méthyl Ether

¢ DO: Densité Optique
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Introduction Générale

Depras les années 1900, V'industrialisation a introduit dans I’environnement pres de
100000 substances dont quelques-unes seulement ont éé interdites en raison de leur
towiciné. Toutefois, un nombre relativement important de substances sont suspectées
d'avoir de tels effets. I1s sont trouvés pas seulement dans les milicux de travail, mais aussi
dans des endroits moins attendus, dans nos habitations (produit de nettoyage, peintures,
colles, détergents.,.), dans les laboratoires (chimie, biologie, pharmacie, médecine), les
jardins (herbicides et insecticides).. etc. Donc V'air intérieur n'est pas meilleur qu'a
I"extérieur e pas uniquement la santé des travailleurs exposés dans leur travail qui est en
danger, mais la santé humaine en général (Tregoudt, 2005).

Durant les deux derniéres décennies, les solvants ont transformé la vie moderne et sont
devenus de précicux partenaires pour des industries aussi diverses que celles des produits
pharmaceutiques, de V'imprimerie que des peintures. En effet les solvants sont
omniprésents comme vecteur « universel » des peintures des colles, des vernis, des encres,
des précurseurs des matiéres plastiques. .. ete (ESIG, 1997).

Un « solvant » est tout liquide ayant le pouvoir de dissoudre d’autres substances ou
d’extraire d'autres matériaux sans provoquer de changements chimiques sur les matériaux
ni sur Je solvant lui-méme, Au point de vue chimique, les solvants organiques peuvent ére
classés dans quelques grandes familles déterminées par la nature de leur structure
moléculaire (Yoo, 1998);

o les solvants oxygénés qui contiennent les alcools (méthanol, éthanol...), esters,
céones et les éhers et esters de glycol elc. ,,

o les hydrocarbures. ils constituent la classe de solvants organiques la plus répandue.
Les solvants de cette catégorie ne contiennent que du carbone et de I'hydrogéne
dans leur structure moléculaire, On distingue les hydrocarbures aliphatiques
(cyclohexane, hexane, oléfines), les hydrocarbures aromatiques (le benzéne, le
toluéne, les xylénes, le syréne) ainsi que les mélanges pétroliers complexes
(White-spirit, Naphtha. . ).

* Jes hydrocarbures halogénés. ce sont des hydrocarbures dont un ou plusicurs atomes
d'hydrogéne ont éé substitués par des halogénes, Les solvants chlorés
(Trichloroéthyléne, le chlorure de méthyléne) sont les plus répandus suivis des
fluorés et des chlorofluorocarbones (CFC)., .. (Sambou, 2005).
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Ces solvants ont des propriétés intéressantes, ce qui explique leurs trés nombreuses
utilisations dans divers domaines de I'industrie et de la vie courante, malgré leur danger.
En effet un trés grand nombre d'entre eux ont été déclarés toxiques pour I’homme et
I"environnement et sont condamnés par les nouvelles directives européennes. Il ¢ agit,
entre autre, de certains éthers de glycol qui ont été déclarés toxiques pour la reproduction
humaine (Sambou, 2005).

Les éthers de glycol constituent une famille variée de plus de 80 dérivés différents. Ils se
répartissent répartis entre ceux dérivés de I’éthyléne glycol et ceux dérivés du propyléne
glycol. Dans chaque famille, deux types de composés existent: les éthers et les éthers-
esters (Sambou, 2005),

De nombreux secteurs d'activité utilisent des éthers de glycol: dans le vernissage
métallique, la fabrication d'emballage mécanique, les peintures sur matiéres plastiques,
I'industrie automobile, I'industrie aéronautique: peintures; industrie navale; industrie du
batiment, imprimerie : sérigraphie, tampographie, industrie du meuble, fabrication de circuits
imprimés, industrie textile et teinturerie, ponts et chaussées: produits bitumineux,
emballage/transformation, maroquinerie/chaussures, entretien, lavage de voiture, coiffure,
parfumerie, industries métallurgiques et métalliques (fraisage, tournage, rabotage),
agriculture, aéronautique, photographie, industrie pharmaceutique (excipients) (INRS, 2005).

Le succés que les éthers de glycol jouissent dans le milieu industriel est du a leurs
propriétés physiques et a leur colit intéressant. Ce sont des composés liquides incolores
modérément volatils, a odeur légérement éthérée. En outre, les éthers de glycol sont des
composés amphiphiles 4 tendance plus marquée hydrophile (Sambou, 2005). C’est pour
cela qu’ils sont présents dans les gammes de produits de consommation courante:
peintures, encres, vernis, peinfures pour artistes, teintures, colles et adhésifs, produits
d'entretien (lave-vitre, décape-four, produits pour moquettes, liquides pour la vaisselle,
décolleurs de papiers peints, décapants, détachants textiles...), fluides de coupe,

produits phytosanitaires (herbicides...), carburants aéronautiques, produits
photographiques, produits cosmétiques (colorations d'oxydation, shampoings, laques,
crémes défrisantes, produits pour le visage et le corps, parfums désodorisants) et

médicaments (INRS, 2005),
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L'utilisation des éthers de glycol est surtout développée 4 partir des années 1960 avec
I"apparition des peintures polyuréthanes et époxydiques d’une part et des peintures & I'eau
(acryliques et vinyliques) d’une autre. Vers la moiti¢ des années 1980, en raison de la mise
en évidence expérimentale des propriétés toxiques de certains dérivés éthyléniques, les
dérivés du propyléne glycol établis comme moins dangereux ont alors été employés en tant
que substituent. Cependant, ces derniers se sont avérés inefficaces dans certains secteurs
particuliers de la peinture ou de I'aéronautique. Le marché européen des éthers de glycol a
fortement évolué: il est passé de 274 000 tonnes & 350 000 tonnes en 1990 & 1997 soit une
augmentation de 27% (INSERM, 1999).

Les éthers de glycol résultent de I’action d’un alcool sur ’oxyde d’éthyléne ou de
propyléne. Seuls quelques-uns de ces composés ont donné liew 4 une application
industrielle. Il s’agit entre autre du méthyle glycol, de I’acétate de méthyle glycol, de
I’éthyle glycol, de I’acétate d’éthyle glycol, du butyle glycol, de I’acétate de butylglycol
(série E) et certains dérivés de la série P (méthoxypropanol et acétate de méthoxypropanol)
(Sambou, 2005).

La plupart des travaux expérimentaux ont déterminé la toxicité et I'impact de ces produits
sur la santé (Fastier et al., 2005). Leurs métabolites semblent étre plus toxiques que leurs
produits initiaux (Wang ef al, 2000); ils sont considérés comme produits hémato-
immunotoxiques (Kim & Smialowicz, 1997 ; INSERM, 1999) et neurotoxiques: atteinte du
systéme nerveux, et reprotoxique : atteignant la reproduction (Ku ef al., 1995; Lorente ef
al,, 2000). Des troubles de la reproduction s¢ manifestent notamment sur la fertilité (mile
et femelle) et sur le développement, Ils peuvent se manifester par une toxicité maternelle
chez l1a femelle gravide; une toxicité feetale ou des malformations (Lemazurier ef al.,
2003), mais de nombreuses études expérimentales ont établi que seulement quelques-uns
parmi la grande famille des éthers de glycol peuvent susciter une toxicité sur la
reproduction dans les deux sexes; notable I'éthyléne glycol monométhyl éther (Welsch,
2005).

L’éthyléne glycol monométhyl éther (EGME) est parmi les 3 éthers de glycol les plus
utilisés (20,1%). C’est un dérivé actif puissant, souvent appelé 2-méthoxyéthanol (Clarke et
al., 1993; Chiewchanwit & Au, 1994); I’EGME est un liquide volatil presque inodore avec
éristiques uniques du solvant, et montre un large spectre de toxicité chez
exerce son action aprés sa métabolisation par I'alcool et

des caract

plusieurs espéces animales; il
I’aldéhyde-déhydrogénase en aldéhydes et en acides alkoxyacétiques (Miller, 1987).
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Les résultats de plusieurs études montrent que les acides alkoxyacétiques ont des
propriétés toxicologiques similaires a celle de leur molécule de départ car la liaison ester
est trés rapidement hydrolysée ce qui suggére que ces métabolites sont responsables de la
toxicité (Miller, 1987).

11 est rapidement absorbé par voie digestive, respiratoire et cutanée (Kezic et al., 1997).
Leur faible volatilité limite la contamination par voie respiratoire sauf dans des situations
ou les produits sont chauffés ou utilisés sous forme d'aérosols (Marie, 2002; Etiemble,
2003). 11 est métabolisé par deux voies: par Iaction de cytochrome P450 qui méne a
Iexhalation de CO; via I’éthyléne glycol et le cycle de Krebs et par I’action de 1’alcool et
de l'aldéhyde déshydrogénase qui méne a la formation et I’excrétion d’acide 2-
méthoxyacétique. Des preuves tangibles montrent que l'acide méthoxyacétique (MAA) est
responsable des effets toxiques sur la spermatogenése (Veulemans ef al., 1993). Il affecte
principalement les tissus avec cellules en division rapide et un taux élevé de métabolisme
de I’énergie (Bagchi & Waxman, 2007).

L’EGME présente des effets adverses sur la santé; des études antérieures ont montré
que 'EGME peut produire des effets marqués sur la moelle osseuse et sur le systéme
hématopoiétique (Nagano ef al., 1979 ; Miller, 1981). Ses effets sur le développement se
base sur trois types de données: les données sur la toxicité chez les femelles gestantes, les
données sur la mortalité feetale et les données sur les malformations (Maldonado ef al.,
2003). Des études ont démontré que I’administration répétée d’éthers de glycol produit
parfois des altérations fonctionnelles et/ou histologiques hépatiques (INSERM, 1999). Les
effets hépatiques rapportés avec I'EGME ont été observés pour des doses supérieures a
celles susceptibles d’induire des atteintes hématologiques ou testiculaires. Ce solvant est
considéré comme produit hémato-immunotoxique: atteinte des cellules sanguines
(INSERM, 1999) et neurotoxiques, atteinte du systéme nerveux (Brashear, 1996) et
reprotoxiques atteignant la fonction de reproduction (Lorente ef al., 2000; Ku e al., 1995,

Baert, 2007).
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L’ objectif de ce travail

Pendant ces dix derniéres années, la question de diminution de sperme a €i€ 'une des
majeures préoccupations de la santé publique. Pour celz, noire étude 2 pour but d’évaluer
ezt d'un stress chimique par PEGME sur la reproduction chez les lapins miles adulte
(Oryciolagus Cuniculus), selon deux modes d'exposition (ingestion et inhalation) a travers
I"zppréciation des quelques paramétres biologiques des spermatozoides et I'évaluation de
Iz virulence de I"EGME sur le poids et Iéat histologique des testicules et la concentration
de tesiostérone. Elle vise aussi a compléter les informations disponibles dans la littérature
e lz bibliographie concernant les effets de P'éthyléne glycol monoméihyl éther sur
guelgues paramétres biochimiques et cellulaires du sang.
Ce manuscrit se divise en quatre chapitres:

Etude bibliographique

Nous zvons réalisé une étude bibliographique des solvants en général, leurs familles,
plus particuliérement les éthers de glycol, en émdiant leurs caractéres physico-chimiques,
métzbolisme, présentation des domaines d’activité concernés et du marché économique de
ces composés. Nous exposerons également les risques toxicologiques liés aux éthers de
glycol sur la santé (humaine et animale) et sur l'environnement.

Dans lequel nous présentons le matériel et les méthodes de travail, les modes
dexposition des lapins au solvant (ingestion et inhalation), le mode de traitement ainsi que
Vensemble de manipulations effectuées au niveau du laboratoire pour obtenir les résultats.

Chapitre Résultats
Nous présentons les résultats obtenus apres I'exposition des animaux a I'éthyléne glycol
monométhyl éther (EGME) sous forme d’histogrammes et des figures (photos numériques

des coupes histologiques).

R —
Nous essayons de discuter les résultais obtenus et les comparer avec les données

disponibles au niveau international.

Une partie de ce travail a fait I'objet d'une publication intemationale.
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Chapitre I: Etude bibliographique
1. Généralités sur les solvants

Un solvant est défini comme étant un produit ou un mélange de produits ayant la
capacité de diluer un autre produit (Catalina, 2002; Gérin, 2002). Il est liquide a
température ambiante et non soluble dans I’cau généralement sauf pour des exceptions
telles que les éthers de glycols. Ils se caractérisent par leur volatilité et leur inflammabilité.
Les solvants organiques sont des hydrocarbures formés d’une chaine carbonée, linaire ou
cyclique. Des milliers de solvants industriels existent, mais quelques dizaines seulement
sont d’usage courant en milieu professionnel (Catalina, 2002). Les principales familles de

solvant sont (Gérin, 2002):

® Les hydrocarbures (solvants pétroliers): ils ne contiennent que du carbone et de
I’hydrogéne:
— Hydrocarbures aromatique (un ou plusieurs cycles de benzéne): benzéne,
toluéne, xyléne, éthylbenzéne, cuméne, styréne. ..
— Hydrocarbures aliphatiques (linaires ou cycliques) ou solvant pétroliers:
n-hexane, heptane, cyclohexane; white spirit, naphta désaromatisé.
— Mélanges complexes: carburants (essences, gazole, kéroséne), White spirit
essences spéciales (A, C, E, F, G) et solvants naphta.
e Alcools: méthanol, éthanol, isopropanol.
¢ Glycols: éthyléne glycol, propyléne glycol.....

e Cétone: acétone, méthyléthycétone, butanone, méthylisobutylcétone.

e Ethers: Esters, Aldéhydes.

2. Les éthers de glycol
2.1. Présentation générale des éthers de glycol
Les éthers de glycol sont des solvants oxygénés constituant une famille de 80 dérivés

(INRS, 2004). 1ls se répartissent en deux séries: ceux dérivés de I’éthyléne glycol et ceux
dérivés du propyléne glycol (INSERM, 1999).
L’utilisation de ces produits a commencé dans les années trente (Cicolella, 1992). Ces

produits avaient comme objectif majeur de remplacer les solvants aromatiques

inflammables et neurotoxiques. C’est en raison de leurs caractéres amphiphile qui sont
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devenus d'excellents co-solvants eau-huile. 118 sont introduits également dans la fabrication
de nombreux produits 4 usage industriel ou domestique. En 2002, le marché européen de
I"'ensemble des éthers de glycol contenait plus que 350 000 tonnes de ces produits, mais
leur usage s’est surtout développée depuis les années soixante avec I’apparition de
peintures dites « & [Ieau » (polyuréthannes, époxydiques, vinyliques et
acryliques) (INSERM, 1999; Laudet-hesbert et al., 2002; INRS, 2011). Les dérivés de
Péthyléne glycol ont été¢ massivement utilisés dans les années quatre-vingt-dix vu
Iimportance de I'oxyde d'éthyléne en tant que sous-produit dans l'industrie pétroliére
(INRS, 2011). La publication de travaux expérimentaux montrant la toxicité de deux éthers
de glycol de cette série (EGME et EGEE) et de leurs acétates avait pour conséquence
d'amorcer leur remplacement par des dérivés propyléniques (Laudet-hesbert ef al., 2002).
2.2. Chimie des éthers de glycol
2.2.1. La synthése des éthers de glycol

On distingue deux séries d’éthers de glycol: les dérivés de I’éthyléne-glycol ou dérivés
de la série E et les dérivés de la propyléne-glycol ou dérivés de la série P. Deux types de
composeés existent dans chaque série (INRS, 201 1):

e les éthers.
* les éthers-esters (acétate d'éther de glycol).
A. Les éthers sont obtenus par réaction de l'oxyde d'éthyléne ou de propyléne sur un
alcool. On obtient alors un éther monoalkylé (méthyl, éthyl, propyl, butyl...):

¢ Les dérivés de I'éthyléne glycol (R-O-CH,-CH,-OH)

Les dérivés de I'éthyléne glycol, ayant une fonction alcool primaire, se
métabolise dans I'organisme par voie de I'alcool déshydrogénase puis de I'aldéhyde
déshydrogénase en acides alkoxyacétiques (Etiemble, 2003). Quelques acides
alkoxyacétiques ont des impacts toxiques sur la reproduction, notamment l'acide
méthoxyacétique (MAA) qui est le métabolite de I'éthyléne glycol monométhyl
éther (EGME) (Lemazurier ef al., 2003; INRS, 2005).

e Les dérivés du propyléne glycol (R-O-CH;-CH(CH;)-OH)

L'ouverture de I'époxyde, dans la préparation des dérivés de l'oxyde de

propyléne, se fait du coté le moins encombré, ce qui méne a la formation de
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lisomére majoritaire a. Le procédé de synthése conduit également & la formation de
moins de 10 % d'un isomere minoritaire p (Simonet, 2005).

Les dérivés a testés se sont révélés moins toxiques. Ils n'ont montré aucun effet sur
la reproduction (Laudet-Hesbert et al, 2002). Ces dérivés sont dégradés en
propyléne glycol et en alcool, puis en CO; éliminé par la respiration. Certains
composés propyléniques se métabolisent en aldéhydes et acides comme les dérivés
éthyléniques (Soulat, 2001).

B. Les acétates sont obtenus en faisant réagir un acide organique (généralement I’acide

acétique) sur la fonction alcool (-OH) libre de I’éther précédemment constitué. On

obtient un composé du type (Simonet, 2005):

R-O-(CH3),0-CO-CH; ou R-0-CH-(CH3)-CH,-O-CO-CHs.
2.2.2. Propriétés physico-chimiques des éthers de glycol

Les éthers de glycol sont des composés liquides, incolores, & odeur légérement éthérée.
Ils sont modérément volatils avec une tension de vapeur variant de 0,9 a 12,5 mmHg et
d'une viscosité moyenne, d'ou leur emploi trés aisé comme solvant ou co-solvant. Ce sont
des composés amphiphiles et soluble a I'eau en toutes proportions ce qui explique leur forte
pénétration a travers la peau (INSERM, 1999; INRS, 2001).

Les éthers sont compatibles avec la plupart des solvants organiques: les alcools et
certains hydrocarbures aromatiques. Ils sont largement utilisés comme cosolvants eau-huile
trés pratiques qui dissolvent de nombreuses cires, huiles ou résines (INSERM, 1999).
® Les caractéristiques physico-chimiques principales des éthers de glycol:

- Une stabilité a long terme des formulations, sans hydrolyse.

- Une bonne performance technique: une petite quantité suffit le plus souvent pour assurer
leur réle.

- Une lente évaporation.

- Aucune odeur résiduelle (INSERM, 1999).

2.3. Usage de I’éther glycol
Huit produits de la série éthylénique sont commercialisés en France & des tonnages

supérieurs a 500 tonnes: EGME, EGEE, EGEEA, DEGEE, EGBE, EGBEA, DEGBE, et
DEGBEA et cinq de la série propylénique: 2PGIME, 2PGIMEA, DPGME, 2PGIEE et

2PGIEEA (OSPA, 2004).
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Tableau 1: Marché mondial des éthers de glycol en 1998 (INSERM, 1999).

- : ~ Tonnage commerc inlisé (KT7an)
- Ethers de glycol Japon | Btats-Unis | , Um?c' :mc France
i'GM[d l (‘rl‘ ] (" I\A s e . o ______‘lsr_(_)*)!' e e ———
DEGME, DEGEE 13 70 40 4,7
Sériec B L(,m- T g
————— e 80 6,7
I‘SL‘LAJBI GBM 9 15 20 | 1,2
; 2PGIME, DPGME | 12
Séric P 2 110 7,6
2PGIMEA 13 ]’ 85 50 4.9
[)lvcrs l5 65 20 2,2 N
Total 109 410 350 31,8

Les travaux de recherches réalisées a la fin des années 1990 ont permis de déterminer les
activités et les postes susceptibles d'étre exposés particuli¢rement aux éthers de glycol. Ces
produits sont présents dans quatre classes principales de produits a usage professionnel et
domestique (Vincent, 1996; INSERM, 1999):

e Les peintures, encres, vernis et diluants.

e Les produits d’entretien.

e Les cosmétiques et médicament.

* Les produits 4 usage métallurgique et mécanique (fluides de coupe, dégraissants).
1) Les peintures, encre et vernis:

Les éthers de glycol sont trés utilisés dans l'industrie et l'artisanat. Certaines activités et
certains postes nécessitent la manipulation de grandes quantités de tels produits. Il en
résulte que certains types de poste de travail exposent particuliérement aux éthers de
glycol. L'absorption des éthers de glycol est favorisée par la pulvérisation et le contact
cutané généralement important au cours de ces activités. Leur usage massif a pu conduire a
une exposition significative (Simonet, 2005). C'était notamment le cas pour:

* Le vernissage métallique (ou coil-coating) et la fabrication d'emballages
Métalliques, ainsi que le vernissage des feuilles ou rubans métalliques au cours du coil-
coating exposait aux éthers de glycol. De fagon similaire, Les boites d'emballage des
produits alimentaires regoivent un vernis protecteur intérieur et extérieur. La plupart de ces
vernis sont des encres utilisées pour les ornementer et des diluants qui contiennent des

éthers de glycol; les solvants destinés au nettoyage des machines également (Simonet,

2005).
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* Les activités de cataphorése.

11 s'agit d'une activité consistant & déposer une protection anticorrosion. Ce procédé est
majoritairement utilisé dans l'industrie automobile. Or, les peintures utilisées étaient pour
la plupart des peintures aqueuses contenant certains éthers de glycol (Simonet, 2005).

* Lesactivités de peinture de charpentes métalliques, dans I'industrie automobile,
du batiment, dans I'aéronautique, sur matiéres plastiques ou en carrosserie (Simonet, 2005).
Les travailleurs les plus €Xposés appartiennent aux secteurs de I’aéronautique et de la

érigraphie. *aé i i ; ; i iti
sérigraphie. Dans 1’aéronautique, 1a mise en peinture d’avions se traduit par une exposition

atmosphérique moyenne de 14,8 ppm d’EGEEA (Vincent ef al, 1994; Vincent ef
al., 1995).

Ces activités se font généralement par pulvérisation avec des peintures dont la phase
aqueuse contient plusieurs éthers de glycol (Simonet, 2005). Ces phases de peinture
peuvent prendre des heures de temps et produisent une pollution atmosphérique immense.
Vu le pouvoir de pénétration cutanée des vapeurs d’éthers de glycol, I'usage d’une
protection respiratoire individuelle ne suffit pas pour une protection efficace des
travailleurs. Les concentrations urinaires élevées d’EAA mesurées chez les peintres

confirment cette hypothése basée sur des études expérimentales menées chez 1’homme
(Johanson et Boman, 1990).

* Les activités d'imprimerie.

Des éthers de glycol sont omniprésents dans les encres et diluants utilisés, mais
également dans les produits de nettoyage (Simonet, 2005).

La voie d’exposition majeur dans la sérigraphie (technique d'impression par
tampographie utilisée pour la décoration d'objets tels que les stylos, cadrans de montres...),
est la voie cutanée notamment a cause des fréquentes opérations de nettoyage souvent
réalisées, sans gants et & I’aide d’un chiffon trempé dans 'EGEE. La concentration
moyenne atmosphérique en EGEE mesurée dans ce secteur était de 2,6 ppm, traduisant une
exposition 4 ’EGEE et a son acétate mesurée dans des échantillons d’urine prélevés en fin
de poste était en moyenne de 20,2 mg d’EAA/g de créatinine (INSERM, 1999).

La création des circuits imprimés est une activité nécessitant I'utilisation de vernis
photosensibles et peut contenir d¢ 'EGME. Le niveau d’exposition atmosphérique a

’EGME dans ce domaine était en moyenne de 2,3 ppm, alors que la concentration
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moyenne en acide méthoxyacétique (MAA) dans les échantillons d’urine prélevés en fin de
poste était de 39,2 mg/g de créatinine (INSERM, 1999).

* l'industrie du meuble et les opérations de teinture, de vernissage par pulvérisation,
trempage ou a rideau et les peintures artistiques.

Selon la FIPEC (Fédération Internationale des Peintures, Encres et Colles et Adhésifs)
cing éthers de glycol de la série E étaient encore employés en 1999 dans les peintures

décoratives destinées au grand public: 'EGBE et son acétate (2,7 tonnes), EGPhE et

DEGBE et son acétate (24,2 tonnes). L’usage des éthers de glycol de la série P s'est

largement répandu depuis I'incitation au remplacement. Ils sont notamment retrouvés:

PGME / acétate (48,5 tonnes), DPGME, TPGME, PGEE, PGBE, DPGBE (35,4 tonnes) et
TPGBE (0,40 tonnes) (CSHPF, 2002).

Les teneurs c’est éthers de glycol varient de 0,4 % a 4 % selon le type de peinture et la
marque (tableau 2). Mais Iutilisation des éthers de glycol dans les peintures destinées au
grand public ne s'effectue généralement que dans les produits présentés en phase aqueuse

peinture dites "a I'eau” (Simonet, 2005).

Tableau 2: Intervalles des teneurs en éthers de glycol rencontrées dans les peintures
décoratives présentes sur le marché en 2001 (CSHPF, 2002).

Peintures décoratives Teneur minimale Teneur maximale

Mats vinyliques 0,4 % 2,0%

Mats acryliques 0,7 % 1,5%
Satinés vinyliques 1,2 % 2,0%
Satinés acryliques 2,0% 4,0 %

Brillants acryliques 3,0% 4,4 %
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2) La métallurgie et Ia mécanique

Les éthers de glycol sont également utilisés dans les produits métallurgique et
mécanique tels que les fluides de coupe utilisés dans les opérations d'usinage (fraisage,
tournage, rabotage. .. etc) (Simonet, 2005).

3) Les produits d'entretien

L’éthers de glycol a été détectée dans 22 produits d’entretien sur 75 utilisés pendant
I’exposition de 16 femmes de ménage appartenant au service de nettoyage d’une mairie, et
13 nettoyeurs de voitures, travaillant dans 4 garages aux produits ménageéres (Vincent e/
al., 1993).

Les produits de nettoyage des surfaces et des matiéres plastiques qui sont largement
utilisés pour le nettoyage des véhicules neufs en sortie d'usine ou des véhicules d'occasion
avant leur revente sont trés riches en EGBE. Les netoyeurs de ces vihicules, neuves ou
d’occasion, sont exposés a ces produits long temps quotidiennement, ce qui méne a un
contact cutané pratiquement permanent avec ces produits. Les produits aérosol peuvent
etre ingérés surtout dans les éspaces confinés. Généralement, I’éxposition atmosphérique a
I’EGBE se varie entre 0,1 et 7,2 ppm (INSERM, 1999).

4) Les cosmétiques et médicament

Le recours aux produits contenant des éthers de glycol en milieu industriel a évolué a la
fin des années quatre-vingt dix. Une enquéte menée par I'INRS a aper¢u que les teintures
pour cheveux et les laques contiennent beaucoup de représentants de la famille des éthers
de glycol. Selon la FIP (Fédération des Industries de la Parfumerie) seulement quatre
éthers de glycol sont encore utilisés dans les produits cosmétiques fabriqués en France:
DEGEE, EGPhE, EGBE et DEGBE (Simonet, 2005).

Les deux enquétes réalisées par I'UFC en 1998 et en 2001 ont montré la présence
d'EGPhE dans des crémes hydratantes (UFC, 1998), et butoxyéthanol (EGBE)
principalement dans les produits de coloration capillaire (a une concentration proche de 10
%) ce qui est susceptible d'entrainer une exposition des gens qui travaillent dans des salons
de coiffure. Alors qu’aucun dosage de métabolites n’a jamais été effectué aprés exposition

a ces colorants chez les consommateurs (INSERM, 1999). L'UFC a prouvé aussi la

présence dans 'EGPhE et de DEGEE dans des shampooings (UFC, 2001).
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Une enquéte mende par AFSSAPS (Le bulletin de I'Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé) a révél¢ Putilisation de le DEGEE comme solvant-
solubilisant dans les produits de maquillage, produits rincés et produits de parfumerie

(AFSSAPS, 2000) dont la consommation en France a atteint presque 40 tonnes par année
en 2002 (CSHPF, 2002).

Tableau 3: Utilisation de DEGBE et EGBE dans les produits de coloration capillaire
(CSHPF, 2002).

EGBE DEGBE
Pourcentage de produits de coloration capillaire contenant
I"éther de glycol en question 0,5 % iy
Concentration maximale mesurée 2% 9%
Consommation annuelle par I'industrie de la coloration
Epillait 5 tonnes 100 tonnes

Les concentrations de DEGEE ont largement diminués entre 1999 et 2002. Par contre,
les concentrations d'EGPhE et de DEGBE sont restées stables pendant cette période alors
que celles d'EGBE ont légérement diminué. Les résultats des études conduites par les
industriels sur le passage transcutané de 'EGBE et de 'EGPhE ont été examinés par la
commission de cosmétologie en novembre 2002. Des propositions de limitation de
concentration vont prochainement étre transmises aux autorités européennes par mesure de
précaution et sans qu'il y ait une spécificité d'urgence (AFSSAPS, 2000).

Deux éthers de glycol sont utilisés comme excipient (DEGEE) et conservateur (EGPhE)
essentiellement dans des vaccins. Le DEGEE ou transcutol est utilisé comme excipient
dans 19 spécialités présentant des voies d'administrations différentes (orale, topique,
sclérosant veineux). Les concentrations en DEGEE varient entre 1 et 25 % (CSHPF, 2004).
L'EGPhE est présent comme conservateur dans 41 spécialités, notamment dans des vaccins
a raison de quelques ml/dose (maximum 5 mL ou 5 mg). On le retrouve aussi dans des
topiques a des taux compris entre 0,1 et 0,5 % (CSHPF, 2004).

En 1991, sous le nom dErythromycine Bailleul, les laboratoires Bailleul ont
commercialisé une solution d'érythromycine pour application locale destinée au traitement

de l'acné. En Novembre 1995, un article de Que Choisir a attiré l'attention du grand public
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sur la toxicité de certaing ¢thers de glycol, y compris le 2-éthoxyéthanol alias éthylglycol

ou ¢thyléne glycol éthyl éher (EGEE), excipient d'Erythromycine Bailleul". Quelques
jours plus tard, I'Agence frangaise du médicament a demandé aux laboratoires Bailleul de
"procéder & un arrét de commercialisation de leur produits ainsi qu'a un rappel des lots,
dans l'attente d'une reformulation (AFM, 1995),

Erythromycine Bailleul® contenait 36 % d'EGEE dont le passage cutané est complet. A
titre d'exemple, pour une patiente de 50 kg ayant utilisé un flacon de 100 ml par mois, la
quantité absorbée était d'environ 1 gramme par jour, soit environ 20 mg/kg/jour. Cette
quantité est du méme ordre que celles enregistrées au cours de certaines expositions
industrielles potentiellement néfastes (Simonet, 2005).

Tableau 4: Revue des produits contenant des éthers de glycol, présents sur le marché en
2002 (CSHPF, 2002).

Produits concernés Ethers de glycol contenus
Peintures, encres, vernis, tei EGME, EGEE(A), EGBE(A), DEGME,
- o Ve, eINMUES, | 1 EGRE(A), DEGEE, 2PG IME(A), 2PG1EE(A),
colles et adhésifs
DPGME
Fluides de coupe EGBE, EGEE, DEGBE, DEGEE

EGBE, DEGBE, 2PGIME(A), 2PG1BE,

Produits d’entretien DPGME, EGEE(A), DEGME, DEGEE

Carburant aéronautique EGME, DEGME
Produits photographiqucs DEGBEA
Phytosanitaires EGBE, DEGDME, DEGBE, DPGME, EGME
Coaindtiques 2PGIME, EQBE, DEGEE, DEGBE, EGPhE,
IPGME, DPGME
Produits de santé DEGEE, EGPhE

2.4. Les éthers de glycol dans I’environnement

Les données actuellement disponibles suggérent une répartition & 96 % dans le
compartiment aquatique, prés de 2 % dans le compartiment sol-sédiments et moins de 0,1
% dans I'air. D'aprés leurs propriétés physico-chimiques, les éthers de glycol peuvent étre
considérés comme des polluants mobiles dans les sols et donc susceptibles de contaminer
les nappes aquiféres (INSERM, 1999).

L'ensemble des études suggére que les éthers de glycol et leurs acétates est d’une

répartition de moins de 0,1 % dans l'air. Ils ne s'accumulent pas dans I'environnement car
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ils se dégradent dans l'atmosphére et sont biodégradables en milicu aérobie. La demi-vie
des éthers de glycol dans I'atmosphére est estimée 4 moins d'une journée. Quant aux
niveaux de concentration des éthers de glycol dans I'air, les niveaux d'EGBE mesurés en
1993 en Europe et au Népal, a titre d'exemple, étaient respectivement de 1,6 et 0,1 pg/ms.
Les habitations situées en milieu non industriel sont de l'ordre de | pg/m’ dans des bureaux
aux Etats-Unis et de 8 pg/m* dans des logements en Italie INSERM, 1999).

Les éthers de glycol n'induiraient aucun effet toxique a court terme dans le milieu
aquatique. Sa demi-vie a été estimée entre 1 et 4 semaines dans les eaux de surface et

moins de deux mois dans les eaux souterraines. Des travaux ont montré que les éthers de
glycol sont dégradés in vitro par des bactéries en culture (OMS, 2004) mais, combinés &
d'autres polluants, ils pourraient en potentialiser les effets en augmentant leur
bioabsorption (Simonet, 2005).

Dans les sols, la durée de vie des éthers de glycol varie en fonction de la nature du sol,
mais le temps de demi-vie ne dépasse pas quatre semaines. Il n'existe pas de données
quantitatives sur la présence d'éthers de glycol dans I'eau de boisson et dans les aliments
(OMS, 2004).

3. Toxicocinétique
3.1. Absorption

Les éthers de glycol sont des composés amphiphiles. Cette propriété explique leur
pouvoir de pénétration a travers les membranes biologiques. Ils se répartissent dans les
compartiments aqueux et lipidiques de l'organisme lors du contact direct avec le produit
sous forme liquide ce qui entraine une absorption cutanée importante. Une absorption sous
forme de vapeur & travers la peau et les muqueuses est également possible (Browning &
Curry, 1994; INRS, 2002).

a. Absorption par voie cutanée :

Différents travaux réalisés avec plusieurs éthers de glycol chez 'homme et chez I'animal
ont montré que le passage cutané de ces composés est trés efficace. La plupart d'entre eux
variant entra 35 et 2800 ug/h/em® chez I’homme et entre 20 et 2800 ug/h/cm® chez
I’animal. Ces absorptions varient également en fonction inverse du poids moléculaire des
composés (Barber et al., 1992; INSERM 1999): I'EGME est trois fois plus facilement
absorbé par voie cutanée que I'EGEE et dix fois plus facilement que 'EGBE (Browning &

Curry, 1994).
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ét:‘):rz c::é;:::;::m;i(:::v:,:i:m utilisant la peau humaine ont révélé la diffusion facile des
' ' 8 le strato corneum, ce qui représente I'étape limitante pour
'ﬂbSOTP“O“ cutanée dans la plupart des circonstances. De méme, des concentrations
”"3-‘"“‘03 en EGME de 200 & 300 mg/l ont 616 retrouvées chez des volontaires suite & une
application durant 2 heures d'un coton imbibé de 15 ml d'EGME et placé sous un
pansement occlusif (Browning & Curry, 1994),
b. Absorption par voie respiratoire chez I'homme
Des expérimentation faites sur des volontaires exposés a un air contenant des vapeurs
de divers éthers de I'éthyléne glycol ont permis de montrer que 50 & 80 % de la quantité
inhalée se retrouve au niveau des poumons (Groesenken, 1989). Une étude a montré que
L’absorption respiratoire est de 76 % chez des volontaires au repos, exposés 4 16 mg/m’
d'EGME pendant 4 heures (Vincent, 1996),
L'absorption pulmonaire est proportionnelle aux concentrations de composés. Ainsi, elle
augmente, de fagon linéaire avec 1’augmentation de la fréquence ventilatoire, I’activité
physique. Cette absorption diminue lorsque la taille de la molécule augmente (Groesenken,
1989).
¢. Absorption par voie digestive
Les éthers de glycol sont rapidement absorbés par voie digestive. Dans différents cas
d'intoxications aigués chez I'homme, il a été démontrée que I’absorption digestive des
éthers de glycol été importantes. Aprés une administration d'/EGBE radiomarqué chez des
rats, ils ont détecté 'EGBE et ses métabolites dans le sang 30 minutes aprés le gavage et du
CO; radiomarqué dans I'air expiré une heure aprés gavage (Browning & Curry, 1994).
3.2. Distribution
L’utilisation de 'EGME dans les expérimentations conduites sur les animaux ont montré
que ce composé se distribue dans le cerveau, le plasma, les poumons et le foie, la vessie,
les reins, la moelle osseuse et de I'épididyme avec une demi-vie de 1 & 2 h (Gingell, 1994;
OPPTCS, 1994; Pilliere & Conso;1995). Le métabolite principal de 'EGME (I’acide 2-
méthoxyacétique) s’accumule chez I’homme et I'animal. Par contre la substance initiale ne
s’accumule pas (OPPTCS, 1994).
Des études sur les souris gravides ont montré que il y a un passage placentaire de

I'EGME et son métabolite qui apparaissent dans le sac vitellin et le placenta et une
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accumulation dans le tissy foctal, notamment dans ceux a fort potentiel métabolique
(Vincent el ﬂ’., |990; FR, |993; Op])']‘cs’ 1994)’

3.3. Métabolisme

Les éthers de glycol absorbés sont trés rapidement métabolisés. La voie métabolique
prédominante est un processus de biotransformation hépatique oxydatif faisant intervenir
de maniére prépondérante 1'alcool déshydrogénase (ADH), puis I'aldéhyde déshydrogénase
(ALDH). Ce processus aboutit pour la majorité d'entre eux a la production de métabolites
acides dont certains sont bien plus toxiques que le produit d'origine. Les profils
métaboliques des éthers de glycol et des esters correspondants sont trés proches dans la
mesure ou les fonctions esters (le plus souvent acétate) sont hydrolysées en quelques
minutes dans le sang pour libérer I'éther correspondant. Toutefois, ces transformations
métaboliques ne sont pas identiques pour tous les constituants de cette famille mais
dépendent de la nature des substituants portés par les dérivés de I'éthyléne, du diéthyléne
ou du triéthyléne glycol ou de la position des substituants portés par les propyléne,
dipropyléne ou tripropyléne glycols (série E, figurel) (série P, figure 2) (Simonet, 2005).

¢ Métabolisme des dérivés de la série E

Le métabolisme des éthers de glycol dérivés de 1’éthyléne glycol possédent une fonction
alcool primaire, s’effectue majoritairement via I’alcool déshydrogénase et I’aldéhyde
déshydrogénase, avec production d’aldéhyde et d’acide alkoxyacétique (Gijsbers et al.,
2004). Iis sont déalkylés par les monooxygénases P450 en propyléne glycol ou alcool
correspondant (Desinger & Boatman, 2004; Simonet, 2005).

L'EGBE est métabolisé en butoxyaldéhyde via 'ADH puis en acide butoxyacétique via
I'ALDH. Les composés glucurono- et sulfo-conjugués de I'EGBE ont été identifiés
expérimentalement chez le rat, mais ils représentent des métabolites mineurs chez I'animal
(Browning & Curry, 1994). LEGME aboutit a la formation acide alkoxyacétique (acide
méthoxyacétique). Les temps de demi-vie biologique des acides alkoxyacétiques sont
différents chez l'animal et chez 'homme. L'excrétion de méthoxyacétique (MAA) est plus

lente chez I'homme. le temps de demi-vie chez I'homme est 77 heures, alors qu'il est de 20

Evaluation des Effets de I'Ethyléne Glycol Monométhy! Ether (EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologi ques
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heures chez le rat (Hardin e al., 1984) est de 6 heures chez la souris et 20 heures chez le

singe (Johanson, 2000).

* Métabolisme des dérivés de Ia série P

Le métabolisme des éthers de glycol dérivés du propyléne glycol dépend de la nature
des fonctions alcool. Dans le cas des dérivés du 2propyléne glycol (alcool secondaire), le
métabolisme se fait essentiellement via une désalkylation par les cytochromes P450 et
aboutit 4 la libération de CO, (Simonet, 2005).

Dans le cas des dérivés Ipropyléne glycol (alcool primaire), la voie métabolique
principale est identique 4 celle des dérivés de I’éthyléne glycol. La fonction alcool est
primaire subissent une attaque enzymatique sur cette fonction alcool. Le métabolisme de
ces éthers de glycol s’effectue majoritairement via I’alcool déshydrogénase et I’aldéhyde
déshydrogénase et conduit 4 la formation d’aldéhyde et d’acide. Il y a peu de données

précises concernant I’élimination des structures di- et triméres (polypropyléne glycol

mixtes) (Sambou, 2005).
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Figure 1: Métabolisme simplifié des éthers de glycol de la série E
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3.4. Elimination:

Malgré que les éthers de glycol soient rapidement transformés, leur demi-vie
plasmatique varie selon les éthers de glycol, les espéces animales et les modes
d'administration (Aasmoe ef al., 1999).

La vitesse d’élimination urinaire augmente avec la longueur de la chaine alkyl (butyl >
éthyl> méthyl (INSERM, 1999). Les éthers a chaines longues sont plus facilement éliminés
que les dérivés méthylés ou éthylés. Cette vitesse d'élimination plus rapide permet
d'obtenir des concentrations plasmatiques plus faibles des métabolites nocifs de nature
acides et ald¢hydes (Aasmoe et al., 1999).

Une étude réalisée chez des volontaires exposés 2 d'EGME a révélé une excrétion dans
P'urine de l'acide méthoxyacétique (MAA) de fagon non-conjuguée avec une demi-vie de
77,1 h et représente 85,5 % de la dose inhalée en EGME (Groeseneken, 1989).

Une étude réalisée sur des sujets exposés par voie respiratoire 2 'EGEE a détecté l'acide
éthoxyacétique (EAA). Le métabolite majoritaire peut étre détecté dans les urines avant la
fin de la premiére heure d'exposition, avec une augmentation continue jusqu'a 3-4 heures
aprés l'exposition. Puis une diminution exponentielle de l'acide éthoxyacétique urinaire
avec une demi-vie d'élimination de 21 & 24 heures est notée. Vu cette longue demi-vie,
I'EAA peut s'accumuler chez des travailleurs exposés plus qu’une semaine de travail
(Browning & Curry, 1994). A titre de comparaison, la demi-vie d'¢limination urinaire de
l'acide méthoxyacétique chez I'homme a été évaluée a 77 heures (Johanson, 1996). Cette
élimination plus longue peut étre I'un des facteurs expliquant la toxicité plus importante de
I'EGME par rapport 4 EGEE (Browning & Curry, 1994).

L'élimination pulmonaire et urinaire des éthers de glycol sous forme inchangée ne
représente qu'une fraction mineure de la dose inhalée. Moins de 0,4 % de la dose inhalée
d'EGEE ont été excrétés sous forme inchangée par les poumons chez 10 volontaires. Moins
de 1 % de 'EGBE inhalé est excrété sous forme inchangée dans les urines. L’élimination

se fait majoritairement sous forme métabolisée dans les urines (Browning & Curry, 1994,

Groeseneken ef al., 1986b, 1988).
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4. Toxicité des éthers de glycol
4.1.  Effet toxique des métabolites de I’éther de glycol

Si certains éthers de glycol présentent une toxicité hématologique, testiculaire ou sur le
développement foetal, cela provient des propriétés toxiques des éthers de glycol qui
reposent surtout sur la formation de leurs métabolites aldéhydiques et d'acides
alcoxyacétiques ou alcoxypropionique, comme montré par des études (Simonet, 2005).
C’est en raison de la demi-vie plasmatique de la plupart des éthers de glycol (20-40 min)
(INSERM, 1999). Qui est généralement courte en comparaison au séjour prolongé des
métabolites dans I'organisme et a leur élimination urinaire. Cela accentue le rdle central du
métabolisme dans la toxicité des éthers de glycol. Par exemple le métabolite de L'EGEE a
une demi-vie biologique bien plus longue que la molécule mére. Alors que la demi-vie
biologique de 'EGEE est estimée & 10-12,5 h chez I'animal. L'excrétion urinaire de I'acide
correspondant (libre ou conjuguée a la glycine en expérimentation animale) est maximale
dans les 12 premiéres heures et totale en 48 h (INRS, 1999).

Le ’EAA (acide éthoxyacétique), principal métabolite de ’EGEE, reproduit des effets
testiculaires. Le prétraitement d’animaux exposés 8 "EGME et a I’EGEE par un inhibiteur
de I’alcool déshydrogénase prévient de ces effets (INSERM, 1999).

Des études réalisées sur des cultures d’embryons de rat, traitant la toxicité des
métabolites sur le développement feetal, ont montré que le MAA et ’EAA sont tératogéne;
ils induisent des retards de croissance et des anomalies structurales (INSERM, 1999).

L’effet immunosuppresseur est principalement décrit avec 'EGME. Les dérivés avec
chaine alkyl plus longue ayant peu ou pas d’activité immunosuppressive (Ghanayem,
1996). Mais ’administration de son métabolite : le MAA chez I'animal, a démontré qu’il
est responsable d’une déplétion sélective en thymocytes matures et une réduction de la

cellularité médullaire (INSERM, 1999).
La différence structurale qui est la clé de la toxicité des éthers de glycol sur la

reproduction et le développement (OSPA, 2004):

(1) Ia longueur de la chaine carbonée (inversement liée a la toxicité), et (2) la présence
d’une fonction alcool primaire. Les éthers de glycol, qui ont un résidu alcool
primaire, sont métabolisés par des alcool déshydrogénases en leur alkoxy acide
correspondant (e.g., L’EGME donne 1'acide méthoxyacétique, MAA; EGEE donne

I'acide éthoxyacétique, EAA), alors que ceux possédant un résidu alcool secondaire

Evaluation des Effets de | ‘Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
age el inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
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) \ e X
(e.8., PGME) sont des substras peu affing pour les alcools déshydrogénases et

done, ne forment Pas de quantité suffisante de

métabolites sous forme d’alkoxy
acide (OSPA, 2004),

4.2, Les effets toxiques nigus des éthers de glycol chez I'animale

Selon les cas d'intoxications aigues par ingestion d'éthers de glycol suivis chez

I'homme, des études de toxicité aigue ont été réalisées chez I'animale. L'objectif est alors

d'évaluer cette toxicité: quantitativement, par la détermination des doses toxiques et doses

Iétales, pour mieux cerner les effets cliniques, biologiques et histologiques de ces produits
(Simonet, 2005).

* Aspect quantitatif

Des valeurs de DLSO de 2,1 et 3,4 g/kg de poids corporel ont été rapportées aprés

administration orale et intrapéritonéale d'EGME chez le rat et la souris respectivement. Ces
valeurs sont de 0,95 chez le porc et 0,9-1,5 g/kg chez le lapin (Johanson, 2000).

e Aspect qualitatif

En cas de contact de courte durée, le pouvoir irritant des éthers de glycol pour la peau
est un nul ou faible. 1ls sont tous plus irritants pour I'eil que pour la peau. Le pouvoir
d'irritation oculaire de ces produits est testé par instillation unique chez le lapin. Dans la
plupart des cas, on observe un oedéme cornéen ou conjonctival, Cependant, certains d'entre
eux (EGnPE, EGIiPE, EGBE, EGHE, EGDEE, DEGBE) sont responsables de 1ésions plus
sévéres (INSERM, 1999).

De concentration forte, les vapeurs ou les aérosols d'éthers de glycol sont également
irritants pour les voies respiratoires. Aprés exposition de souris 4 des concentrations
variant de 930 4 6800 ppm d'EGME pendant 7 heures, des irritations modérées des voies
aériennes et quelques cas d'alvéolite hémorragique sont apparus (Stewart ef al., 1970),

Les effets aigus les plus observés chez l'animal qui sont une dépression du systéme
nerveux central et une atteinte rénale, principalement tubulaire, se produit & des doses trés
élevées. Des effets hémolytiques de I'EGnPE, EGiPE, EGBE et de leurs acétates ont été
notés, Une atteinte testiculaire suite a l'administration unique d'EGME a pu étre mise en

évidence (INSERM, 1999; CSHPF, 2002).
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43. Administration chronique d’éthers de glycol chez ’animale

En expérimentation animale, les éthers de glycol sont responsables d'un certain nombre
deffets systémiques. Leurs principaux effets toxiques 4 doses répétées sont
hématologiques, testiculaires et tératogénes (INSERM, 1999).
4.3.1. Effets des éthers de glycol a dose chronique sur la reproduction

La reprotoxicité des produits chimiques peut s'exprimer a différents niveaux de I’un ou
I’autre sexe:
Cette toxicité peut s’exprimer au niveau des organes reproducteurs du systéme endocrinien
associé (I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique) ou des événements qui font suite a la
fécondation. Elles peuvent inclure des effets adverses sur la maturation sexuelle, la
production et le transport des gamétes chez I’adulte, le comportement sexuel et la gestation
sur toute autre fonction dépendante de I’intégrité du systéme reproducteur (Lemazurier et
al., 2003).
+ Effets sur les gonades miles

Depuis la premiére publication de Nagano en 1979, de nombreuses études réalisées
chez I’animal de laboratoire ont montré des effets délétéres de certains éthers de glycol sur
le fonctionnement testiculaire (Johanson, 2000). Quelle que soit la voie de pénétration dans
l'organisme, ils ont observé une toxicité testiculaire de certains éthers de glycol de mani¢re
dose-dépendante. Elle est présente sur I'ensemble des espéces animales étudiées, et des
données in vitro ont confirmé la susceptibilité du testicule humain (Cordier et al., 2001).

De nombreux travaux toxicologiques produites dés le début des années 1980 ont
confirmé ces effets et souligné la trés haute sensibilité du testicule a ces composés et la
es chez le rat, la souris, le chien ou le lapin (Hardin, 1983).

spécificité des 1ésions induit
par une dégénérescence de I'épithélium germinal

Cette toxicité se manifeste principalement
et une atrophie testiculaire, avec diminution du no
anomalies morphologiques des spermatozoides (Hardin, 1
1987).

L'effet testiculaire des éth

mbre de spermatozoides, infertilité et
983; OSHA, 1986; Kalf ef al,

ers de glycol s’est avéré hautement spécifique pour la lignée des

cellules germinales: un des trois grandes lignées cellulaires qui constituent le testicule

(Multigner, 2002).

Des travaux de recherche affirmaient sans ambiguité que la toxicité au niveau cellulaire

se manifeste principalement sur les spermatocytes au stade pachyténe de maniére sélective

' |'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
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(Krishnamuirthy ot al., 1998). Los Spermatocytes primaires méiotiques au stade pachyténe
sont les plus sensibles & upe exposition aux éthers de glycol. Histologiquement,
d'importantes dégénérescences et nécroses apparaissent des heures aprés le début de
I'exposition. Cet effet est bien documenté pour IEGME et 'EGEE (Hardin & Lyon, 1984,
Kalf et al,1987).

Une étude expérimentale chez les lapins par une administration orale de 0 ; 12,5 ; 25 ;

37,5 et 50 mg/kg/j d’EGME 4 des groupes de 6 3 7 lapins 5 jours par semaine pendant 12
semaines a conduit a des effets toxiques au niveau testiculaire:
Une réduction significative du nombre de spermatozoides par éjaculat aux doses
administrées de 37,5 et 50 mg/kg/j. Des perturbations discrétes de la spermatogenése pour
la dose de 25 mg/kg s'expriment par une diminution du nombre de spermatides adjacentes
a chaque cellule de Sertoli. Pour la dose de 37 mgkg, la spermatogenése était
significativement perturbée. A 50 mg/kg elle était quasiment interrompue chez cinq lapins
sur sept (Foote et al., 1995; Berndtson & Foote, 1997).

Les études expérimentales relatives aux effets toxiques chez les animaux de laboratoire
ont été réalisées avec expositions quotidiennes aux éthers de glycol pendant au moins une
semaine (de 11 jours & 13 semaines). Pour le lapin, I'équivalent NOAEL de I'EGME est
évalué a 12,5 mg/kg suite a une exposition par voie orale quotidienne pendant 12 semaines,
ce qui correspond a plus de 7 cycles pachyténes successifs de 11 jours. En extrapolant a
I'homme, cela équivaudrait 4 une exposition quotidienne durant 8 semaines (OSHA, 1986).

Deux études expérimentales majeures ont été réalisées dans le but d'évaluer l'altération
des fonctions testiculaires et de la fertilité de 'nomme par le National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH) aux Etats-Unis, en observant notamment la
qualité du sperme de groupes professionnellement exposés (Simonet, 2005).

Les études disponibles sont de qualité diverses et les effets sont souvent difficiles a

attribuer aux seuls éthers de glycol en raison des co-expositions a d’autres solvants.

Cependant, un ensemble de résultats concordants est en faveur de I’existence d’un lien

entre I’infertilité masculine (s’entendant par la diminution de la concentration du sperme,
I'oligospermie, la difficulté & concevoir un enfant) et I’exposition professionnelle a
L]

'EGEE, 'EGME et peut étre & I'un des autres éthers de glycol présents dans I’industrie
des semi-conducteurs (DEGDME, 2PGIMEA) (Figa ef al., 2001).

- méthyl Ether (EGME)
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Le mécanisme de la toxicité testiculaire des éthers de glycol est encore largement
inconnu & T'heure actuelle. Pour certains chercheurs, les alcoxyacides et les
alcoxyaldéhydes sont suspectés de (INSERM, 1999) :

o diminuer les apports énergétiques de la lignée germinale en réduisant la production

de lactates par les cellules de Sertoli.

o intervenir sur la synthése de I'ADN et de I'ARN de la lignée germinale lorsqu'un

effet est signalé.
» Effets sur les gonades femelles

La toxicité des éthers de glycol sur la fonction de reproduction chez la femelle non
gravide a été trés peu étudiée. Chez I’animal, le seul indicateur recherché était celui de la
fertilité (femelles exposées et accouplées 4 des mailes non exposés). Au cours de ces
derniéres années, des études se sont intéressés aux effets des éthers de glycol sur le cycle
ovarien (Davis et al., 1997).

Etudes in vivo

Davis et al (1997) ont révélé que 1’administration quotidienne de 300 mg/kg/j ’'EGME
par voie orale chez des rates adultes supprime, au terme de 3 & 8 jours d’exposition, le
rythme du cycle ovarien sans induire d’autre effet systémique. Cet effet est accompagné
d’'une augmentation des taux circulants de progestérone alors que ceux de 1’hormone
stimulante de la folliculogénése (FSH), de I’hormone lutéinisante (LH) et de la prolactine

restent inchangés. Une hypertrophie du corps jaune a été observée au niveau histologique.

Ces données combinées suggérent que les cellules lutéales ovariennes sont la cible

primaire de 'EGME.
Etudes in vitro

In vitro, des cellules lutéales de la granulosa €
de gonadotropine chorionique humaine (hCG) ont été ex

i la LH. Ce métabolite de "EGME maintient la sécrétion de
h par rapport au témoin ou la production de progestérone diminue (Davis et al,, 1997). Il

n culture isolées d’ovaires aprés injection
posées au MAA aprés stimulation

progestérone pendant 24 et 48

est connu que la production de progestérone est stimulée par la LH via la voie adénosine
(AMPc) (Richards et al., 1983). Or, dans cette étude le MAA

gestérone dans absence de LH (aprés 24 ou 48 h) et la
pas lors du traitement. Ces travaux montrent que ’EGME

monophosphate cyclique
stimule la production de pro
concentration d’AMPc ne varie

(via le MAA) exerce un effet toxique sur la cellule lutéale et que la production de
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progestérone qui en découle est indépendante de la stimulation de I’AMPc par la LH
(Davis et al., 1997).

Deux enquétes ont été menées aux Etats-Unis sur des femmes qui travaillent dans
lindustrie des semi-conducteurs, dont l'objectif était d'examiner la fertilité et les issues de
grossesse des employées de ces industries ou des épouses des hommes employés, en
relation avec les nombreuses expositions présentes, parmi lesquelles les éthers de glycol .
Des anomalies de la durée ou de la régularité des cycles menstruels ainsi qu'une diminution
de la fertilité conduisant a un taux de fécondabilité abaissé ou des difficultés & concevoir
un enfant ont été constatés (INSERM, 1999).

4.3.2. Effets des éthers de glycol 4 doses répétées sur le développement
Les effets des éthers de glycol sur le développement ont été classés en 1999 par
I’expertise collective Inserm en trois types :

— toxicité chez les femelles gestantes.

— mortalité feetale.

— malformations.

¢ Toxicité chez les femelles gestantes

Lors d’une évaluation des études de toxicité sur le développement, la toxicité maternelle

est tenus en compte vu la difficulté de séparer cette toxicité de 1’effet tératogéne. Une
toxicité maternelle chez la femelle gravide est fréquemment rapportée comme c’est le cas
pour PEGME (Wickramaratne, 1986; Nagano et al, 1981). Dans toutes les études dans
lesquelles une toxicité maternelle a été observée, une diminution de la prise d’aliments par

la mére et/ou une diminution de la prise de poids durant la gestation sont toujours notée

(Lemazurier, 2003).
e Mortalité feetale

Des travaux menées par Nagano et al (1
chez le rat et Scott et al (1989) chez le singe pour une administration journaliére de 1000

mg/kg/j; 264 mg/kg/j; 35,8 mg/kg/j respectivement, pendant la durée de I’organogenése.
La mort de tous les feetus a été constatée. Cette embryofétotoxicité est variable selon les
peut se manifester selon la dose par une résorption

981) chez la souris; Nelson & Brightwell (1984)

doses et les espéces utilisées; elle
foetale totale ou partielle (Lemazurier, 2003).
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¢ Malformations feetales

Selon des protocoles de Wilson, les malformations observées dans la plupart des études,
sont des anomalies au niveau des doigts et des pattes antérieures plus que postérieures et
une exencéphalie, surtout & partir de la dose de 250 mg/kg/j chez la souris (Scott, 1989)

Pendant exposition & ’EGME, EGEE, EGDEE, DEGME, DEGDME, TEGDME et
IPGZME. Des malformations, qui ne témoignent pas d’un simple retard de croissance in
utéro, sont observables. Ces malformations varient en fonction des espéces et touchent de
nombreux organes (anomalies digitales, exencéphalie, fente palatine, dysplasie caudale,
malformations craniofaciales, anomalies squelettiques axiales). Avec I'EGME, on constate
que I'exencéphalie est induite par une administration précoce chez la souris, alors que les
anomalies des extrémités sont générées plus tardivement. Tous les effets mentionnés
ci-dessus ont €té observés avec certains dérivés de I’éthyléne glycol. En ce qui concerne
les dérivés de la série propylénique, les seuls effets rapportés concernent I’isomére
1PG2ME (et son acétate le 1IPG2MEA), que I’on sait étre métabolisé en aldéhyde et acide
comme les dérivés de la série éthylénique (INSERM, 1999).

Ces résultats révelent les données suivantes (INSERM, 1999) :

e Ethers de glycol pour lesquels un effet sur le développement (foetotoxicité et
tératogénicité) est démontré (EGME, EGEE).

¢ Ether de glycol pour lequel un effet foetotoxique sans effet tératogéne est démontré
(EGBE).

o Ethers de glycol pour lesquels il existe une forte suspicion d'un effet sur le
développement (foetotoxicité et tératogénicité) (DEGME, DEGDME, TEGDME,
EGDEE, 1PG2ME).

e Ether de glycol pour lequel il existe une forte suspicion d'un effet foetotoxique sans
effet tératogéne (TEGME).

o Ethers de glycol pour lesquels des données expérimentales suggérent un effet sur le
développement (foetotoxicité et tératogénicité) (EGDME, DEGDEE).

¢ Ethers de glycol pour lesquels des données expérimentales suggérent une innocuité

(2PGIME, DPGME).

Evaluation des Effets de | "Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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e —

4.3.3, Effets hémato-toxiques des éthers de glycol A doses répétées
La toxicité hématologique des éthers de glycol s'exprime principalement sous trois
formes: hémolyse, déplétion lymphocytaire responsable d'immunosuppression, toxicité sur

les progénitures myéloides de la moelle osseuse. Elle a été largement étudiée sur des
modéles animaux (Simonet, 2005).

» Hémolyse

Un symptome majeur de la toxicité hématologique de certains éthers de glycol est
L'hémolyse. Elle a fait 1’objet de plusieurs études sur des modéles animaux. Quelle que
soit la voie d'administration, I'effet hémolytique de certains éthers de glycol a été
souligné. Cette propriété se traduit le plus souvent par une hémolyse intravasculaire avec
anémie régénérative (caractérisée par une augmentation du taux de réticulocytes et parfois
érythroblastose sanguine), chute du taux d'haptoglobine sanguine, hémoglobinurie. Elle est
associée a des déformations des hématies: stomatocytose, sphérocytose, puis aspect de
fragmentation cellulaire (ghost cells) (Ghanayem, 1996).

Ils ont démontré aussi in vitro chez le rat que les animaux agés sont plus sensibles a
l'effet hémolytique. Dans le cas de 'EGBE, ceci est principalement dii 4 une diminution du
catabolisme de I'acide butoxyacétique (BAA), métabolite responsable de I'effet
hémolytique (Carpenter ef al., 1956; Browning & Curry, 1994).

In vivo, trois hommes exposés par voie respiratoire pendant 8 heures & 200 ppm
dEGBE n'ont montré aucune augmentation significative de la fragilité osmotique de leurs
hématies, alors que des augmentations significatives de la fragilit¢ osmotique
dérythrocytes de rats et de souris ont été mises en évidence a des concentrations
inférieures 2 100 ppm d'EGBE pendant 7 heures, cette relative résistance des érythrocytes
humains au pouvoir hémolytique des éthers de glycol reste inexpliquée a I'heure actuelle
(Browning & Curry, 1994).
¢ Mécanismes d'hémolyse:

Les mécanismes de I'hnémolyse restent mal connus. Les anomalies morphologiques
observées avant I'hémolyse évoquent I'existence des lésions induites, des protéines de la
membrane érythrocytaire (anomalie de la protéine bande 3 notamment) et d'anomalies du
Une étude expérimentale suggérant que la membrane

émolytique (Ghanayem et al., 1987).

squelette membranaire.
érythrocytaire est probablement le site d'action h

j Effets de 1'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
i féval':a":;;:i;ghala’ion) sur la reproduction et les p.aramétres hématologiques
L des lapins males (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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« Action sur la moelle osseuse

L’exposition de I’animal & différents éthers de glycol se manifeste au niveau de la
moelle osseuse par une hypoplasie des lignées érythrocytaire et myéloide, avec dommages
des cellules endothéliales (Kalf et al, 1987). A linverse de I'hémolyse, les dérivés de
I'éthyléne glycol a chaine alkyl courte ont une toxicité élevée sur la moelle osseuse:
'EGME > EGEE > DEGDME > EGNPE, principalement (EGME) sont susceptibles de
provoquer une hypoplasie médullaire, accompagné d'une leucopénie avec neutropénie et
d'une anémie non régénérative. EGBE a un effet pratiquement nul (Ghanayem, 1996).
* Inmunotoxicité

Quelques éthers de glycol cause une déplétion lymphocytaire et de fagon moins
marquée une altération fonctionnelle des lymphocytes (Kim & Smialowicz, 1997). Ceci
explique en grande partie les effets immunosuppresseurs de certains de ces composés
(INSERM, 1999).
o Effets immunosuppresseurs

Des études réalisées sur des modéles animaux ont constaté une diminution des réponses

humorales & des stimuli antigéniques. L'effet immunosuppresseur est principalement décrit
avec 'EGME, les dérivés a chaine alkyl plus longue ayant peu ou pas d'activité

immunosuppressive (Ghanayem, 1996).
Le potentiel immunosuppresseur de 'EGME a notamment été souligné chez le rat et la

souris a travers un traitement oral avec de 'EGME, EGMEA, MALD et MAA aux doses
journaliéres de 50, 100, 200 et 400 mg/kg pendant 10 jours (Smialowicz ef al, 1991;

Smialowicz et al., 1992). Chez le rat, ces quatre substances ont abouti & un effet

immunosuppresseur similaire:
- Une réduction du poids du thymus et de la rate des organes lymphoides secondaires

importants dans le systéme immunitaire,
- Une diminution de la réponse humorale suite & un stimulus antigénique (Smialowicz et

al., 1991; Smialowicz et al., 1992; Riddle et al., 1996).

Evaluation des Effets de 1'Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les mmmélnes hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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4.3.4. Effets génotoxiques in vitro et in vivo et les effets cancérogénes des éthers de
glycol chez I'animal

Se fait in vitro et in vivo & l'aide des modéles cellulaires aident a I'évaluation des
potentialités mutagénes et génotoxiques. La mutagénicité fait référence a l'induction de
mutations de génes, résultant de modifications du matériel génétique, ponctuelles (portant
sur un nombre trés limité de bases), transmissibles et non visibles en microscopie. La
génotoxicité a une signification plus large et contient les altérations affectant la structure et
Je fonctionnement du génome, ainsi que les mécanismes de contrdle du cycle et de la
division cellulaire (INSERM, 1999).

Les études in vitro ont permis également d'étudier la toxicité des métabolites réactifs
qui ne peuvent pas étre retrouvés in vivo. Les effets génotoxiques mis en évidence avec les
éthers de glycol dérivés de I'éthyléne glycol et leurs métabolites sont de différents types

(Elias, 1996):
o Mutagénicité sur bactéries et cellules de mammiféres du métabolite aldéhydique

de 'EGME (MALD) et de 'EGBE ;

e Clastogénicité (aberrations chromosomiques sur cellules de mammiféres) des
métabolites aldéhydiques (MALD, EALD, BALD) a faible concentration (0,1 a
1 mM) ;

e Induction in vitro de la formation de micronoyaux et d'aneuploidie, partagée par
EGME, EGEE, EGBE, molécules parentes et métabolites.

Le mécanisme de génotoxicité des éthers de glycol reste encore non élucidé. Ces composés

pourraient exercer leur toxicité en interférant avec:
- Le métabolisme de la tubuline au cours de la division cellulaire,
- La synthése des bases puriques et pyrimidiques;

- Les processus apoptotiques;
- Leurs cellules cibles seraient ainsi les cellules en division rapide (INSERM, 1999),

Aucun des effets précédents, a I'exception de l'inhibition de la communication

intercellulaire, n'a été rapporté pour les dérivés du propyléne glycol étudiés (2PGIME,

2PG1BE, DPGBE) (simonet, 2005).

FEvaluation des Effets de | ‘Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
" des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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L'implication des métabolites dans la génotoxicité des éthers de glycol est bien
démontrée in vitro. Des études ont souligné la cytotoxicité élevée des métabolites
aldéhydiques, par rapport aux métabolites acides et aux éthers de glycol (Herbold e al.,
1998). A des concentrations entre 0,1 a1 mM se produit Ia cytotoxicité des aldéhydes,
alors que celle des acides alkoxyacétiques est observée pour des concentrations dix fois
plus élevées, et celle des éthers de glycol parents pour des concentrations encore
supérieures, pouvant dépasser 100 mM (sauf pour 'EGBE dont les effets peuvent se
produire & des concentrations voisines de 10 mM). Les métabolites dont Ia chaine carbonée
est la plus courte sont les plus actifs (le MALD est ainsi le métabolite étudié le plus
génotoxique) (Oh er al., 2005).

La toxicité de 'EGME sur les cellules germinales et ses effets d'induction in vivo des
échanges de chromatides sceurs ont ét¢ confirmé par des études de génotoxicité in vivo sur
mammiféres (rat et souris), alors que les effets clastogénes apparaissaient moins constants.
Des dommages 4 I'ADN des cellules de moelle osseuse et des cellules testiculaires ont été
prouvés par le test des cométes. Ces altérations geénomiques étaient plus marquées sur les
cellules testiculaires, mais sont apparues transitoires (Ballantyne & Vergnes, 2001).

o Effet cancérogéne

Le sujet des effets cancérogénes des éthers de glycol chez I'homme a été I'objet de
certaines études. Quelques études épidémiologiques conduites sur la relation entre
exposition aux éthers de glycol et différents types de cancer chez I'homme (LMA, cancer

de I'estomac, cancer du testicule) n'apportent pas de résultats convaincants sur un effet

cancérogene potentiel de ces solvants (Simonet, 2005)

i | Ether (EGME)
; ts de I’Ethyléne Glycol Monométhy ‘ : '
B E’valuanon d:i fﬁ ; lation) sur la reproduction et les Qarametres hématologiques
St ol lapins males (pubére) ( Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre II: Etude expérimentale

1. Matériels biologiques et conditions d’élevage :

Le choix de I’espéce utilisée dans ces expérimentations s’est porté sur le lapin domestique

de population locale de souche Oryctolagus cuniculus provenant de la région d’Annaba .
Classification de I’animal

e Régne animal

* Embranchement des vertébrés

¢ Classe des mammiféres

* Super ordre des glires

¢ Ordre des lagomorphes

* Famille des Iéporidés

¢ Genre Oryctolagus

* Espéce oryctolagus cuniculus

Tous les animaux de I’expérimentation étaient pubéres : agés de 6 a4 7 mois, de poids

corporel moyen de 1800 g + 400 g. Dés leur arrivée au laboratoire, les lapins ont été soumis a
une période d'adaptation aux conditions de laboratoire pendant 15 jours dans I’ Animalerie du
Département de Biologie Animal de la Faculté des Sciences d’ Annaba.
Toutes les expérimentations se sont déroulées entre le mois mars et le mois mai, ou la
température était entre 20 et 25°C en moyenne.
Les animaux sont élevés dans des cages métalliques (53 x 60 x50) cm’ et le nettoyage des
cages est assuré réguliérement jusqu'a la fin de I'expérimentation. Les lapins sont nourris
quotidiennement par des légumes et d'aliments secs constitués de mais, de l'orge et de
compléments vitaminiques. L'eau est fournie dans des abreuvoirs des cages.

. H ket :
Les animaux sont pesés chaque semaine durant toute I’expérience.

2, Traitement:
Le solvant utilisé dans cette expérimentation est I’éthyléne glycol monométhyl éther

(EGME) qui fait partie de la catégorie «E» des éthers de glycol ou la catégorie des dérivés de
IEthyléne glycol (Rowe & Wolf, 1982).

E méthyl Ether (EGME)

j Effets de |'Ethyléne Glycol Mpm) y -

(acbmnfsff:a’u:tzf,“gi Set{ﬁ halation) sur la reproduction et les Raramétres hématologiques
e des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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' § 1 caractéristiques physico-chimiques du méthoxyéthanol
Paramétre Valeur/description Référence
Nom chimique 2-méthoxyéthanol INRS, 1999
(ou Ethyléne glycol méthyl éther ou
Ethyléne glycol monométhy! éther)

Numéro CAS 109-86-4 INRS, 1999
Numéro EINECS 203-713-7 INRS, 1999
Formule chimique C3HsO2 INRS, 1999

Etat physique Liquide incolore INRS, 1999
Poids moléculaire 76,09 g.mol" INRS, 1999
Tension de vapeur 13 hPa (25°C) IPCS, 2004
Concentration de 40,6 mg/1 (13 000 ppm) & Calculée
vapeur saturante 20°C et 1033 hPa

Solubilité complétement soluble ECETOC, 1994
dans I’eau

Températures 123-126°C / -85°C INRS, 1999
d’ébullition/fusion

Point d’éclair 37-39 °C en coupelle fermée INRS, 1999

Limites d’explosibilité Limite inférieure : 2,4 %, INRS, 1999

(en volume) Limite supérieure : 20 %

Facteurs de conversion 1 ppm . 3,11 mg/m’ INRS, 1999
4 20°C et 1013 hPa 1mg/m’ = 0,32 ppm

Tableau 5: Les principales caractéristiques physico-chimiques de 'EGME.

32, Métabolisme de I'éthyléne glycol monométhyl éther :
La premiére étape de conversion du composé parent en 2-méthoxyacétaldéhyde est

catalysée par I'alcool déshydrogénase et la seconde étape de l'aldéhyde déshydrogénase. Le

produit final d'oxydation est I'acide 2-méthoxyacétique, qui est le produit toxique principal

(Bagchi & Waxman, 2007).

Evaluation des Effets de 1 'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
des lapins males (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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CHj-O-CHz-CHZ-OH (2-méthoxyéthanol)

l (alcool déshydrogénase)

CH3-O-CH2-CHO (2-méthoxyacétaldéhyde)

l (aldéhyde déshydrogénase)

CHS-O-CH{COOH (acide 2-méthoxyacétique)

Figure 3: Métabolisme de I'éthyléne glycol monométhyl éther (2-méthoxyéthanol).
(Paul et al., 1986, Lemazurier ef al., 2003).

3. Protocole expérimental:

3.1. Etude des effets de 'EGME selon la voie orale (mode d'ingestion)
L'expérimentation consiste a administrer aux lapins deux doses croissantes de I'éthyléne

glycol monométhyl éther (EGME) de 200 et 300 ppm. Pour cela nous avons répartis 30

individus de lapin méle en 3 groupes, chaque groupe comprend dix lapins (n=10), il s'agit

du:

Groupe témoin (T)
e Groupe traité par 'EGME a raison de 200 ppm (DI)
Groupe traité par 'EGME 4 raison de 300 ppm (DII)

Le produit est administré par voie de gavage une fois par jour (Iml), 5 jours par

semaine, pendant 6 semaines successives.

Figure 4: administration de 'EGME par voie orale.

de 'Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME)

Is
o Eza’uaﬂ;:adisfffhalaﬁm ) sur la reproduction et les Raramérres hématologiques
e dgs lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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3.2. Etude des effets de I'EGME selon la voie respiratoire (mode d'inhalation)
Au début de I’expérimentation, les animaux sont répartis en 3 groupes de 10 lapins chacun,
placés dans des cages métallique de 50x60x53 cm?®

Les 3 groupes de 10 (n=10) correspondent 4 :

e Groupe témoin (T) non traité.

* Groupe traité par 'EGME a raison de 200 ppm (DI).

¢ Groupe traité par 'EGME a raison de 300 ppm (DII).

Aprés agitation de produit (Dill et al., 2004), un morceau de coton a été imbibé dans le
produit et fixé sur I'un des c6tés de la chambre en plastique qui laisse passer I’air par des
petits trous.

Les lapins ont été exposés au vapeur du solvant pendant 4h (5 jour/semain) durant 6

semaines successives dans des chambres plastiques d'un volume de 5 L.

Figure 5: administration de TEGME par voie respiratoire.

‘ Fth Glycol Monométhyl Ether (EGQIE)
Evaluation des Eﬁ:;:’ de :m ) mjru;a' reproduction et les paramétres hématologiques

facdeinistrd pes govase ;;‘ e mudles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Pro
On Propose, pour les deux modes d'exposition, le protocole expérimental suivant:

Figure 6: Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

Evaluation des Effets de I"Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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4. Etude des paramétres indicateurs de la fertilité masculine

Aprés décapitation et dissection de I’animal: Nous prélevons les testicules puis
'épididyme; pour récupérer le sperme qui a été prélevé a partir d’une petite ouverture faite
au niveau du corps de I'épididyme, on ajoute une goutte (1 uL) du sperme & 49 uL d’eau
physiologique (NaCl 0,9%) mis dans une étuve a 37°C pendant 30 min. Nous avons procéde
au test du spermogramme selon la méthode de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS,
1993). Le spermogramme est un test qui cherche a apprécier les caractéristiques suivantes:

a. La concentration des spermatozoides (nombre total)

La concentration des spermatozoides est mesurée en utilisant une lame de comptage
(cellule de Malassez). Une goutte de la méme préparation déposée sur la lame de Malassez
et recouverte d'une lamelle; cette étude repose sur le comptage des spermatozoides dans 5
carrés au grossissement x40. La concentration des spermatozoides est calculée par
I’ équation suivante:

D-V-n

Concentration (Spz 10%/ml) =

D: coefficient de dilution (50 fois)

V: volume de la cellule de Malassez

n - nombre de spermatozoides calculé dans 5 carrés.
N: nombre de petits carrés de la lame.

b. La mobilité des spermatozoides

Une goutte de sperme est mise dans une lame norma
(*40). La mobilité des spermatozoides est

le puis recouverte d'une lamelle. La

préparation est examinée sous microscope optique
déterminée par la numération des spermatozoides mobiles et immo
d’observation (OMS, 1993).

¢. La vitesse des spermatozoides
diluée est déposée sur la lame de Nagoatte et examinée sous

biles dans 5 champs

Une goutte du sperme
microscope au grossissement (x40). La vitesse des spermatozoides est évaluée par le

temps (en secondes) nécessaire pour (raverser une distance de 0,05 mm entre 2 lignes
parall¢les.

La vitesse des spermatozoides st calculée par la relation suivante (OMS, 1993):

- - Distance (xm)
Vitesse (pum/s) _—_—-——_“Temps )

V: vitesse des spermatozoides (pm/sec).

T: le temps de déplacement (seconde).

Glycol Monométhyl Ether (EGME)

i  fiffets de | ‘Ethyléne ,
dminis E;»a!uatranadiaell:{{mlaﬁm) sur la reproduction et les paraméires hématologiques
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d. La vitalité des spermatozoides (coloration vitale)

C'est une technique de coloration qui permet de donner de bons résultats sur la vitalité
des spermatozoides. Elle est basée sur le principe de chaque cellule morte ayant une
membrane Iésée qui laisse pénétrer certains colorants,

Réactif utilisé: Eosine 4 0.5%

Méthode:

- Mélanger une goutte de sperme dilué avec une goutte d'éosine 0.5% sur une lame, puis la
recouvrir d'une lamelle,

- Aprés une a deux minutes, nous observons la préparation au grossissement x40.

- Compter les spermatozoides vivants (non colorés) et morts (colorés).

- 100 spermatozoides sont comptés, puis on calcule le pourcentage des spermatozoides
vivants (OMS, 1993).

e. Les malformations morphologiques des spermatozoides (Teste hypo-osmotique)

Les malformations morphologiques du corps spermatique sont classées en quatre types

(OMS, 1993):

(N) : spermatozoide normal (mort)

(A) : modification faible du flagelle

(B) : modification importante au niveau du flagelle

(C) : modification importante au niveau du flagelle et la piéce intermédiaire

Le taux des malformations de chaque type est donné en (%).

>

RO NESONENO.

es modifications morphologiques caractéristiques des
po-osmotique.

Figure 7: présentation schématique d
spermatozoides exposés a un sSLress hy

e ! hyl Ether (EGME)
Evaluation des Effels de | lf'tllyléne Glycol Monomét '
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5. Etude des paramétres biechimiques et cellulaires du sang

A la fin du traitement, les lapins sont sacrifiés par décapitation. Le sang est récupéré
dans des tubes héparinés et centrifugé a 5°C pendant 15 minutes a 3000 t/min. Le plasma,
réparti en plusieurs aliquotes, est conservé i -20° pour le dosage des différents paramétres

biochimiques: protéines, glucose, cholestérol, triglycérides et la testostérone.
Les méthodes de travail sont les suivantes -

S.1. Dosage du glucose plasmatique
Principe
Le glucose est mesuré aprés oxydation enzymatique en présence du glucose oxydase; le
péroxyde d’hydrogéne formé réagit grace  I’action catalytique d’une péroxydase, avec du
phénol et la 4-aminophénazane pour former un composé rouge violet de quinonéimine qui

sert comme indicateur coloré, selon les réactions suivantes (Trinder, 1969):

Glucose oxydase
Glucose + O; + H,O » H,0, + acide gluconique

Péroxydase
2H,0, + phénol + aminophénazone » quinonéimine + HyO

5.2. Dosage du cholestérol plasmatique
Principe
Le cholestérol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur
quinonéimine est formé a partir du péroxyde d’hydrogéne et de |’amino-4-antipyrine en

présence de phénol et de péroxydase, selon les réactions suivantes (Trinder, 1969) :

Cholestérol estérase , '
Ester de cholestérol + H,0 ___» cholestérol + acides gras

Cholestérol oxydase
___» cholestérol- 4- one-3 + H,0,

Cholestérol + O,

Péroxydase
_p-quinonéimine

H;0; + phenol + amino-4-antipyrine

La quantité du quinonéimine formée est proportionnelle  la concentration du cholestérol.

e de | Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME)
Evaluation des FJel n) sﬁr la reproduction et les paramétres hématologiques
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Chapitre I1: Etude expérimentale

5.3. Dosage des triglycérides plasmatiques
Principe
Les triglycérides sont déterminés selon les réactions suivantes (Young & Pestaner, 1975):

Lipoprotéine lipase
Trglycérides —>glycérol + acides gras

Glycérolkinase, Mg"*
Glycérol + ATP » glycérol-3-Phosphate + ADP

Glycérol-3- phosphate oxydase
Glycérol-3-phosphate + 02 »H,0, + dihydroxyacétone-P

Péroxydase
H,0; + amino-4-antipyrine + chloro-4- phénol pquinonéimine rose + H,O

5.4. Dosage de la testostérone plasmatique

Le dosage de lhormone sexuel maile a été effectué en appliquant le test
d'électrochimiluminescence (ECLIA) qui est adapté aux dosages immunologiques sur un
appareil Elecsys 1010 (Litwack, 1992).
Principe

Le test fait appel 4 un principe de compétition en utilisant un anticorps spécifique dirigé
contre la testostérone. La testostérone endogene, libérée par l'action de l'acide 8-anilino-
naphtaléne sulfonique (ANS) et du norgestrel entre en compétition avec la testostérone

exogéne marquée au ruthénium pour les sites de liaison des anticorps anti- testostérone

biotinylés.

5.5. Mesure des paramétres cellulaires du sang
Le comptage des cellules sanguines ainsi que le taux de I'némoglobine se fait  partir de
la détermination de la formulation numérique sanguine (FNS) & l'aide d'un appareil
"Coulter".
Cet appareil est capable d’aspirer un volume de 2 ml du sang & partir du tube de

prélévement. A travers les compartiments de cet appareil, le sang subit des mécanismes

complexes au cours de 10 secondes pour identifier et marquer enfin le nombre de chaque

type de cellules sanguines ainsi que le taux d’hémoglobine.

Les résultats seront figurés sur I’ordinateur puis imprimés.

Fvaluation des Efféts de I'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
(adminisi;é r gavage et inhalation) sur la reproduction et les paraméires hématologiques
pa des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I1: Etude expérimentale

e e

Cing paramétres ont ét¢é choisis :
Globules blancs neutrophiles;
Lymphocytes;

Globules rouges;

Taux d”hémoglobine;

L hématocrite.

6. Prélévement des organes

Aprés décapitation de I'animale, nous avons procédé a la dissection des animaux par
une ouverture abdominale longitudinale pour le prélévement des organes (foie, testicules,
I'épididyme et la rate). Une fois débarrassé de leurs tissus adipeux, les organes sont pesés.
Une partie de foie et de testicule prélevé est conservée au froid & (-100C) pour le dosage du

glutathion GSH, et une autre partie du testicule et I’épididyme est conservée dans le liquide

de Bouin pour I'étude histologique.

Figure 8: les différentes étapes du prélévement des organes.

6.1, Dosage du glutathion
Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique par

spectrophotométre de I’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de

I'acide 5-5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois
préparé, le surnageant doit subir 4 une déprotéinisation (par I’acid sulfosalycilique 0.25%)
afin de protéger les groupements (-SH) du glutathion (Weckbecker & Cory, 1988).

La procédure expérimentale du dosage du GSH est la suivante :

- Prélever 0.8 ml du surnageant.
- Ajouter 0.2 ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) 0.25%.

——————————————— ——— 3
X ' Jffets de 1'Ethyléne Glycol Monométhyl Fther (EGME)
LEvaluation des Fffe r la reproduction et les paramétres hématologiques

! wage ¢l inhalation) su :
M r:f}:s lapins mdles (pubére) (Oryetolagus € Tunicilus).
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Chapitre I1: Etude expérimentale

- Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

- Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 minutes.

- Prélever 0.5 ml du surnageant.

- Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA, pH=19.6.

- Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01 M (dissous dans le méthanol absolu 99%).

- Laisser pendant 5 minutes dans la température ambiante pour la stabilisation de la
couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément.

- Lire I’absorbance optique 2 412 nm.

- La concentration du glutathion est obtenue a partir de la formule suivante

[GSH] = (DO x 1 x 1.525) / (13100 x 0.8 x 0.5 X mg protéines) = nM GSH/mg de protéines

DO: densité optique.

1: le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat + 0.2
ml SSA).

1.525 : le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant + 1 ml Tris EDTA + 0.025 ml DTNB).

13100 : coefficient d’absorbance concernant le groupement —SH a 412nm.

0.8 : le volume de I’homogénat trouvé dans 1 ml.

0.5 : le volume du surnageant trouvé dans 1.525 ml.

6.2. Etude histologique du testicule et I’épididyme

Nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau du testicule et I’épididyme,
prélevé et conservé dans le liquide de Bouin alcoolique.
La technique histologique que nous avons appliquée est celle de Martoja & Martoja (1967)
selon les étapes suivantes :

Fixation de I’échantillon
La fixation représente le temps essentiel de la technique histologique, elle a pour but

d’immobiliser les structures en respectant leurs morphologies et en les conservant. La

fixation se fait pendant 24 4 48 heures dans le liquide de Bouin: fixateur couramment

utilisé,

: ntors de 1 Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME)
FEvaluation des Iffels Sﬁ v la reproduction el les paraméires hématologiques

. { inhalation)
MS— gwfﬁ fapl ns mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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L.e liquide de Bouin est préparé & partir des solutions suivantes :
- Solution d’acide picrique (1%) : 75 ml.
- Formol : 20 ml.
- Acide acétique : 7 ml,
Déshydratation

La paraffine n’est pas miscible dans I’eau, I’échantillon doit &tre entiérement déshydraté
avant 'inclusion dans la parafTine. Le fixateur est éliminé, 1’échantillon est rincé a I’eau
distillée, puis déshydraté par I’alcool éthylique 700, 900, et 1000.
La paraffine n’est pas miscible dans ’alcool utilisé pour la déshydratation. Pour cela on
procéde a une substitution par le toluéne renouvelé 3 fois (durée des bains 30 minutes).
Inclusion

L’échantillon est inclus dans la paraffine qui a été fondue dans une étuve a 600 C
pendant 08 heures, la mise en blocs se fait en utilisant des barres de Leuckard.
Coupes et coloration

Les blocs d’inclusion sont portés sur un porte-échantillon. Les coupes sont réalisées a
I'aide d’un microtome (Microtome 2030 Reichert Jung). Les séries de coupes sont reliées
entre elles sous forme de ruban, ce qui facilite la reconstitution tridimensionnelle des
structures observées. L’épaisseur des coupes estde 44 7 p.
Les rubans de coupes obtenus sont collés sur des lames de verre dégraissées, posées sur
une platine chauffante (4 température inférieure & la température de fusion de la paraffine).
La chaleur permet I’ étalement des rubans de coupes. Enduire les lames de glycé albumine,
recouvrir d’eau distillée et poser les rubans dessus. Les coupes déparaffinées sont colorées
i I'hémalun-éosine. Déshydrater la préparation dans deux bains d’alcool et monter par le
dépot d’une goutte d’Eukitt sur laquelle on place une lamelle. Enfin, on passe &
I'observation au microscope optique équipé d’un appareil photographique.
7. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne plus ou moin
L'analyse statistique des données a été effectuée par le test
entre le groupe témoin et chaque groupe traité grice au logiciel

signification). Les différences sont considérées comme

¢ comparant au (émoin: *p <0,05.

s 1'écart type moyen (M+SD),
-t de STUDENT; deux a deux
MINITAB avec P (Seuil de

¢ Significatives lorsqu

2 WAD &
s Hautement significative comparant au témoin; *P <0,01.

" s kR -
o Trés hautement significative comparant au témoin: =P < 0,001,

R ".*'."_‘};:Ejk -lén; Glycal Monométhy! Ether (EGME)
Evaluation des Fffets e .?i » la veproduction e les paramétres hémarologiques
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Chapitre 111: Résultats

1. Etude de l'impact de I
1.1. Effets sur le poids

éthyléne glycol monométhyl éther selon le mode inhalation

L.1.1. Variations moyennes du poids corporel des lapins

La ﬁgul-‘e (9) représente la variation du poids corporel des lapins témoins et traites pendant
6 semaines. Les résultats obtenus a la fin du traitement par I'EGME (S6) révélent
l'existence d'une diminution trés hautement significative (P<0.001) dans le poids des lapins
chez les groupes traités par "EGME (DI, DII) en comparaison avec le poids de témoin.

-
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p—
C \-____________=§
x|
= 1500
=
41
= 1000
o
=
[=]
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0

DS S1 S2 S3 S4 S5 S6
~—DI| 1868 | 1866 | 1770 | 1728 | 1713 | 1655 | 1600
—DII| 1916 1795 1736 | 1700 | 1668 | 1610 | 1543
—T | 1883 | 1900 | 1915 | 1960 | 1965 | 1976 | 2003
Semaines

Figure 9: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du poids des lapins (g)
pendant 6 semaines chez les lapins témoins et traités par FEGME (mode inhalation).
S: semaine

DS: la derniére semaine de I’adaptation

Evaluation des Iffets de | 'Ethylone Glycol Monométhyl Ether(EGME) :
(admini. s-rr.; awr gavage €l inhalation) sur la reproduction et los pavcmbires himatologiques
SC DB e lapins mles (pubére) (Oryetolagus Cuniculus).
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1.1.2. Variations moyennes du poids de testicule

Les résultats obtenus révélent qu’il existe une diminution trés hautement significative
(p<0,001) chez le groupe DII traités par 300 ppm et le groupe (DI) traités par 200 ppm
comparé aux témoins (Figure 10).

TR

L2 3

Poids du testicule (g)
N

T DI DIl

Groupes

Figure 10:Variations moyennes (M £ SD; n = 10) des poids testiculaires (g)
Chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

#x% (P<0,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Chapitre 111: Résultats

{.1.3. Variations moyennes du poids du foie

Une diminution significative (p<0.05) existe dans le poids du foie chez le groupe traité
par 200 ppm (D1) par rapport au témoin et une diminution trés hautement significative
chez le groupe traité par 300 ppm (DII) par rapport au témoin (p<0.001) (Figure 11).

T
Il

Poids du foie (g)
L=

DI DII
Groupes

Figure 11: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du poids du foie(g)
chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
a#% (P<0,001): Différence (rés hautement significative comparant au témoin.

: valuation des Effets de 1"Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)

) (administré par gavage €l inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
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Chapitre 11: Résultats

1.1.4 Variations moyennes du poids de la raie

b iy e
ln‘e.dmﬂﬂmm significative (p<0.05) existe dans lo poids de la rate chez les groupes
traites par rapport aux témoins (Figure 12).

0,15 -

Poids de la rate (g)

0,05 -

T DI DII
Groupes

Figure 12: Variations moyennes (M+SD; n = 10) des poids de la rate (g)
chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

ffets de 1" Ethylone Glycol Monomdthyl Ether(EGME)
sur la reproduciion ef les paramétres hématologiques
Iryvetolagus Cunicilus),
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Chapitre 111: Résultats
1.2. Effets sur les parameétres de Ia fertilité masculine
1.2.1. Variation du nombre total (concentration) des spermatozoides
Les résultats obtenus montrent que I"administration de I'éthyléne glycol monométhyléther
(EGME) a provoqué une diminution dans la concentration des spermatozoides chez les
groupes traités comparés aux témoins. Cette diminution est trés hautement significative
(p<0.001) entre le groupe témoins et les deux groupes traités par 200 ppm et 300 ppm (DI -
DII).
A noter que la diminution de la concentration des spermatozoides est trés hautement
significative (p<0.001) entre les 2 groupes traités (DI-DII), ce qui donne une idée sur

I'effet de la substance toxique de maniére concentration dépendante (Figure 13).
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Figurel3: Variations moyennes (M 4 SD; n = 10) de la concentration

des spermatozoides (x10%/mL) chez les lapins témoins et traités par PEGME

(mode inhalation).

#w# (p<0,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.

, . T—_u Fuhvléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
Evaluation des Lffets de ey la rupf"mluaﬂun el les paramétres hématologiques
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Chapitre 111: Résultary

1.2.2. Variations moyennes de la mobilité des spermatozoides

Les wésultats présentés dans In figuve (14) montrent une diminution dans lo taux de la
mobilit¢ des spermatozoides chez les groupes traités par Péthyléne glycol monométhyl
éher compards aux témoins, Les individus du groupe témoins ont marqué la valeur
physiologique moyenne de la mobilité des spermatozoides chez les lapins selon les
donndes de 'OMS (1993). Cetie valeur diminue de maniére trés hautement significative
(p<0.001) chez les groupes traités (DI-DII) par rapport aux témoins, el de maniere
significative (p<0.05) entre les groupes traités par 'EGME,

En effet, cette diminution est en fonction de augmentation de la concentration utilisée,

elle est plus remarquée pour le groupe DI,
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Figure 14: Varintions moyennes (M 4 SD; n = 10) de la mobilité
des spermatozoides (%) chez les Inping (émoiny el trailéy par PEGME
(mode inhalation).

wrn (P<0,001): Différence tres hautement significative comparant au témoin,

ey 'F!h line Glycol Monométhyl Ether(EGME)
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Chapitre III: Résultats

1.2.3. Variations moyennes de la vitesse des spermatozoides

Les résultats obtenus révélent une diminution trés hautement significative (p<0,001) dans
la vitesse des spermatozoides pour les groupes traités comparés au groupe témoin. A noter
que le groupe traité par la 300 ppm (DII) a connu la vitesse la plus minimale (Figure 15).

EE ki

Vitesse des Spz (um/sec)

T DI Dl
Groupes

Figure 15:Variations moyennes (M £ SD; n =10) de la vitesse des spermatozoides
(um/sec) chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

=% (P<(,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.

o I'Ethylene Glycol Monométhyl Ether(EGME)
Evaluation des E.ﬂa’":j ﬁiig-‘# la reproduction et les paraméires hématologiques

(administré par Savgg i:;;i:-! mles (pubére) (Oryetolagus Cuniculus).
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Chapitre 111: Résultaty

1.2.4. Variations moyennes du taux de la testostérone
Les résultats montrent une diminution trés hautement significative (p<0.001) dans la
concentration de la testostérone chez les groupes traités par I'EGME par rapport aux

témoins. Alors que la diminution n’est pas significative entre les groupes traités (Figure

16).
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Figure 16: Variations moyennes (M % SD; n = 10) dans le taux de la testostérone

(ng/mL) chez les lapins témoins et traités par IPEGME (mode inhalation).

#»% (P<0,001); Différence trés hautement significative comparant au témoin,

0 B ,:f'm ene Glycol Monométhyl Ether(EGME)
Evaluation des Fffets @ .‘:: la reproduction et les paraméires hématologiques

? { inhalation) :
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Chapitre 111: Résultaty

1.3, Effets sur les paramétrey biochimiques et cellulaires du sang
1.3.1. Variations moyennes du taux de glucose

Nous avons enregistré une diminution hautement significative (p<0.01) dana le taux de

glucose chez le groupe DI par rapport aux témoins of une diminution (rés hautement

significative (p<0.001) dans la concentration du glucose chez le groupe DII comparés aux

émoins (Figure 17),
i3
DI DIl
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Figure 17: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du taux de glucose (g/l)
chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation),

*% (P<0.01): Différence hautement significative comparant au (émoin,

*#% (P<0,001); Différence trés hautement significative comparant au témoin,

Evaluation des Effets de ['Ethyline Glycol Monomdéthyl Ether(EGME)
(administré par gavage el inhalation) sur la reproduction et les parameéires himmofuglquﬂ

des lapins mdles (pubdre) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I1I: Résultats

1.3.2. Variations moyennes du taux du cholestérol
Les résultats présentés dans Ia figure (18) montrent une diminution hautement
significative dans le taux du cholestérol chez la DII comparés aux témoins, et non

significative pour la DI.

0,8 -

0,6 -

04

0,2 -

Taux du cholestérol (g/)

0,1 -

T DI )1 Vi
Groupes /

Figure 18: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du taux du cholestérol (g/1)
chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

*%(P<0,01): Différence hautement significative comparant au témoin.

Evaluation des Effets de I'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques -.,
des lapins males (pubére) (Oryctolagus Cuniculus). ;




-

Chapitre I11: Résultats

1.3.3. Variations moyennes du taux des triglycérides

L'inhalation de I'EGME i provoquer une diminution trés hautement significative
(p<0.001) dans le taux des triglycérides chez le groupe traités par 300 ppm (DII) comparés
aux témoins, et hautement significative (p<0.01) dans le taux des triglycérides chez le
groupe traités par 200 ppm (DI) (Figure 19).
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Figure 19: Variations moyennes (MSD; n = 10) du taux des triglycérides (gN)
chez les lapins témoins et traités par ’"EGME (mode inhalation).

** (P<0.01): Différence hautement significative comparant au témoin.

*#* (P<0.001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Chapitre III: Résultaty
e O

1.3.4. Variations moyennes du nombre des globules rouges (GR)

Le nombre totf\l des globules rouges a marqué une diminution significative (p<0.05) chez
N ngUP“? WS 30 - comparé au témoin, mais cette diminution est non
significative entre le groupe traité par 200 ppm et le témoin (Figure 20).
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Figure 20: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du nombre des globules rouges

(million/pl) chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

Ethylene Glycol Monométhyl Ether(EGME)
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Chapitre I1I: Résultats

1.3.5. Variations moyennes du taux d'hémoglobine (Hb)

Les résultats obtenus révelent l'existence d'une diminution significative (p<0.05) dans le
taux d'hémoglobine chez les groupes traités par 300 ppm comparé au témoin, mais cette
diminution est non significative entre le groupe traité par 200 ppm et le témoin (Figure
21).
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Figure 21: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du taux d'hémoglobine (g/dl)
chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

Evaluation des Effets de I'Ethyléne Glycol Monométhyl Eth er(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramérres hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre III: Résultats

1.3.6. Variations moyennes du taux d'hématocrite (Hct)

Les résultats obtenus révélent l'existence d'une diminution significative (p<0.05) dans le

taux d'hémoglobine chez les groupes traités par 200 ppm par rapport aux témoins, et

hautement significative entre le groupe traité par 300 ppm et le témoin (Figure 22).
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Figure 22: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du taux d'hématocrite (%)

chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0.01): Différence hautement significative comparant au témoin.

Evaluation des Effets de |'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultary

1.3.7. Variations moyennes du nombre des globules blancs (Gn)

Il existe une diminution hautement significative dans le nombre des globules blancs chez le

groupe traité par 200 ppm comparés aux témoins, el trés hautement significative chez le
groupe traité par 300 ppm (Figure 23).
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Figure 23: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du nombre des globules blancs
(mille/pl) chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation),

*% (P<0.01): Différence hautement significative comparant au témoin.,

*%% (P<0.001): Différence trés hautement significative comparant au témoin,

Fvaluation des ffets de | ‘Lthyléne Glycol Monomdthy! Ether(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
des lapins males (pubire) (Oryctolagus Cuniculus)
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Chapitre I11: Résultats

1.3.8. Variations moyennes du nombre des lymphocytes

Une diminution significative dans le nombre des lymphocytes a été enregistrée chez les

groupes traités par 'EGME par rapport aux témoins (Figure 24).

LY (mille/pl)

Groupes

Figure 24: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du nombre des lymphocytes
(mille/ul) chez les lapins témoins et traités par ' EGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

A wfets de |'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(admmfs;ﬁv;’;-a:z:ag?effha!aﬂan) sur la reproduction et les paramétres hématologiques
des lapins males (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I1I: Résultats

1.4, Effets sur le taux du glutathion GSH

1.4.1. Variations de taux du glutathion hépatique

Les résultats obtenus montrent 1’existenced’une diminution significative (p<0.05) dans le
(aux du glutathion dans le foie chez les groupes traités (DT) comparés aux (émoins, mais

cette diminution est encore hautement significative (p<0.01) entre le groupe témoin et le

4 groupe DII (Figure 25).
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Figure 25: Variations moyennes (M£SD; n = 10) de taux du glutathion hépatique

| : .
8 (nmol/mg prot) chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).
|

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

*# (P<0.,01); Différence hautement significative comparant au témoin.

- .- 1 "Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(administ lévalualf;r d?eiﬂifrﬁﬁlan} a’f}l‘ la reproduction el les parameétres hématologiques
. dai lapins méles (pubére) (Oryetolagus Cuniculus).
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Chapitre 1I1: Résultats

1.4.2. Variations de taux du glutathion testiculaire

Nous avons constaté 'existence d'une diminution significative dans le taux du glutathion
au niveau du testicule chez les groupes traités (DI) comparés aux témoins, mais cette
diminution est encore trés hautement significative (p<0.001) entre le groupe témoin et le

groupe DII (Figure 26).
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Figure 26: Variations moyennes (M+SD; n = 10) de taux du glutathion testiculaire
(nmol/mg prot) chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

*#% (P<(,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.

wts de |'Ethytene Glycol Monométhyl Ether(EGME)

(c f‘dmlm'St:ivaﬁ‘ra’i::agzsjﬂha!alion} sur la reproduction et les paraméires hématologiques
e des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I1I: Résultats

1.5, Etude histologique

1.5.1. Résultats de I’étude histologique du testicule

La figure (27) représente I’étude histologique des testicules des individus des 03 groupes
(T, DL, DII) selon le mode inhalation.

 Le testicule du témoin (Figure 27. A) présente la forme normale des tubes séminiféres et
les mémes observations remarquées selon le mode ingestion: lame basale, tissu interstitiel,
cellules de Leydig, un épithélium stratifié comprenant les deux types de cellules: les
cellules de la lignée germinale en division et les cellules de Sertoli, les différentes couches
de cellules germinales qui représentent les phases de la spermatogenése, la lumiére du tube
séminifére est occupée par la masse de spermatozoides matures.

- 'examen microscopique montre que I’inhalation de 200 ppm du produit (Figure 27.DI),
entraine aussi des altérations plus remarquables:

Les tubes séminiféres ont changé de forme. Le volume des différentes couches de cellules
souches est 1égérement touché, ainsi que la lumiére du tube est un peu claire et €largie avec
une diminution de la masse centrale occupée par les spermatozoides.

En revanche, chez les lapins traités par 300 ppm (Figure 27. DII), nous remarquons que
les tubes séminiféres (TS) ont perdu leur forme cylindrique. Le volume des cellules
spermocytes est touché, ’EGME a provoqué une apoptose et dégénérescence des
spermatocytes, qui a conduit a une perturbation de la spermatogénése, une diminution de la

masse centrale occupée par les spermatozoides par rapport au groupe témoin.

Evaluation des Effets de I'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction el {es paraméires hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryetolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultats

i icroscope optique: (A)
i i ersale du testicule au micro
Figure 27: Coupe histologique transv ' -
o émoin (x40); (B) groupe DI traité par 200 ppm (x40); (C) groupe DII traité par
groupe témoin (x40);
3 ' .0 . - & " ;
utmdppme'(x tube) séminifére: 2: les cellules interstitielles de Leydig; 3: spennaton.:ides
. m{ 'f:—e .Lb- Lame basale; Gonies: la lignée des spermatogonies en
L: Lumiére du tube séminifére; Lb:

division,

hyl Ether(EGME)
Evaluation des Effets de 1'Ethyléne Glycol Monométhyl

ologiques
(e gavage el inhalation) sur la reproduction et les paramétres hématolo,
inistré par

lus).
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Chapitre I11: Résultats

1.5.2. Résultats de I'étude histologique de I’épididyme

La figure (28)représente I'état histologique del’¢pididyme des individus des 03 groupes
(T, D1, D) selon le mode inhalation.On remarque que I’épididyme du témoin est presque
remplit de spermatozoides. En revanche en remarque, pour les deux groupes traités DI et
DIl par 'TEGME  que I'épididyme reforme un contenu moins du sperme épididymaire. Le
contenu du sperme épididymaire refléte généralement le degré de dommage testiculaire
(Miller et al., 1983).

.—ﬁz;-_. i - :
Figure 28:Coupe histologique transversale

groupe témoin (x40); (B) groupe DI traité par 200 ppm (x40); (C) groupe DII traité par
yme, 3: spermatozoides.

de I’épididyme au microscope optique: (A)

300 ppm (x40). Légende: 1:Lumiére, 2: épidid

. o de 1"Ethylene Glycol Monométhyl Ether(EGME)
A ’A; va!u:ﬁ:: ag‘kjﬁﬂ'&’:‘:’ / ;;”m ) sur la reproduction ef {e.v paramétres hématologiques
pow des lapins males (pubere) (Oryetolaguy Cunieulus).
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Chapitre I1I: Résultats

»

2. Etude de I'impact de I'éthyléne glycol monométhyl éther selon le mode ingestion

2.1. Effets sur le poids

2.1.1. Variations moyennes du poids corporel des lapins

Par rapport au groupe témoin, on a constaté une diminution significative du poids corporel

des lapins traités (p<0.05) au cours des quatre premiéres semaines expérimentales.

Cependant, une diminution trés hautement significative (P<0,001) du poids corporel a été

enregistrée au cours des deux derniére semaines (S5, S6) du traitement chez le groupe

traité par rapport au groupe témoin (Figure 29).

2500
2000
C
g
2 1500
=
&
< 1000
2]
=
£ 500
0
DS1 s1 S2 $3 S4 S5 S6
=T | 1880 | 1900 | 1915 | 1960 | 1965 | 1970 | 2000
—DI| 1930 | 1840 | 1790 | 1730 | 1700 | 1680 | 1650
—DII| 1950 | 1870 | 1840 | 1720 | 1660 | 1570 | 1550
Semaines

Figure 29: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du poids des lapins (g)

pendant 6 semaines chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

DS: la derniére semaine de I’adaptation

S: semaine

Evaluation des Effets de I'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)

(acministré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres héﬂlﬂfﬂ!ﬂgh{"e's

des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultaty

2.1.2. Variations moyennes du poids de testicule

L'ingestion de 'EGME a provoqué une diminution trés hautement significative (p<0.001)

du poids des testicules dans le groupe traités par 300 ppm (DII) et chez le groupe traités

par 200 ppm (DI) comparés aux témoins (Figure 30),
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Figure 30: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du poids des testicules (g)

chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

*** (P<0.001): Différence trés hautement significative comparant au témoin,

3  [iffets de 1'Ethyléne Glyeol Monométhyl Ether(EGME)
- va!uaﬂw'r dﬁ.ﬁeﬂf&)ﬁii)n} s}:’r la reproduction et f'.e.s' paraméires hématologiques
(administré par gay ;rf: lapins mdles (pubére) (Oryetolagus Cuniculus),
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Chapitre III: Résultats

3.1.3. Variations moyennes du poids du foie
Ml existe une diminution significative (p<0.05) dans le poids du foie chez le groupe traité
par 200 ppm (D) par rapport au témoin, et une diminution hautement significative chez le

groupe traité par 300 ppm (DII) par rapport au témoin (p<0.01) (Figure 31).
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Figure 31: Variations moyennes (M=SD; n = 10) du poids du foie (g)

chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

## (P<0,01): Différence hautement significative comparant au témoin,

i ~irs de |'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(admini I;'valuanan dzsefff::rzﬁllmﬁ .s':}:r la reproduction el les ,‘rmmmérres hématologiques
s——— gﬂv‘r;;gs lapins mdles (pubére) (Oryetolagus Cunicitlus).
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Chapitre I11: Résultats

2.1.4. Variations moyennes du poids de Ia rate

[ existe une diminution significative (p<0.01) dans le poids de la rate chez les groupes
traités par rapport aux témoins (Figure 32).
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Figure 32: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du poids de la rate (g)
chez les lapins témoins et traités par PTEGME (mode ingestion).

* (P<0,05) : Différence significative comparant au témoin.

Evaluation des Effets de | ‘Ethyléne Glycol Monométhy! Ether(EGME)
(administré par gavage el inhalation) sur la reproduction et les paraméires hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultaly

2.2. Effets sur les paramétres de la fertilité masculine

3.2.1. Variations moyennes de la concentration des spermatozoides

Les résultats obtenus montrent que I’administration orale de I’éthyléne glycol monométhyl
sher (EGME) a provoqué une diminution dans la concentration des spermatozoides chez
les groupes traités comparés aux témoins. Cette diminution est hautement significative
(p<0.01) entre le groupe témoins et le groupe DI traités par 200 ppm, et trés hautement
significative (p<0.001) entre le témoin et le groupe traité par 300 ppm (DII) (Figure 33).
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Figure 33: Variations moyennes (M£SD; n = 10) de la concentration (million/ml)

des spermatozoides chez les lapins (émoins et traités par 'EGME (mode ingestion).

P P—
*# (P< 0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin

#a* (P<0.001): Différence irés hautement significative comparant au témoin,
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Chapitre 111: Résultats

1.2.2. Variations moyennes de la mobilité des spermatozoides

Nous avons enregistré une diminution trés hautement significative (p<0.001) dans la
mobilité des spermatozoides entre le groupe témoins et le groupe DII traités par 300 ppm,
¢t hautement significative (p<0.01) entre le témoin et le groupe traité par 200 ppm (DI)
(Figure 34).
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Figure 34: Variations moyennes (M+SD; n = 10) de la mobilité (%) des

spermatozoides chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

** (P<0,01): Différence hautement significative comparant au témoin.

### (P<0,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.

fots de I ilye méthyl Ether(EGME)
i s Jiffuts de |'Ethyléne Glycol Mono
(administ r{d vt;ﬁ‘,.a:::a;f, ’B.f{{i'ha!amm) sur la reproduction et {us paraméires hématologiques
! des laping mdles (pubére) (Oryetolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultats

2.2.3. Variations moyennes de la vitesse des spermatozoides

Nous avons remarqué une diminution tres hautement significative dans la vitesse des

spermatozoides chez les groupes traités par 'EGME comparés aux témoins (Figure 35).
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Figure 35: Variations moyennes (M+SD; n = 10) de la vitesse (um/sec) des

spermatozoides chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

*#% (P<0,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.

Fthyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)

’ L E lets de l' =
s ’gv;ﬁ:::;;: a;lz ?etﬁ halation) sur la reproduction el les paramétres hématologiques

des lapins mdles (pubére) (t Oryetolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultats

2.2.4. Variations moyennes de la vitalité des spermatozoides

Nous avons enregistré une augmentation trés hautement significative (p<0.001) dans le
taux des spermatozoides morts et une diminution trés hautement significative (p<0.001)
dans le taux des spermatozofdes vivants chez le groupe traité par 300 ppm par rapport au
témoin, ainsi qu'une diminution hautement significative (p<0.01) dans le taux des
spermatozoides vivants avec une augmentation hautement significative (p<0.01) dans le

taux des spermatozoides morts (Figure 36).
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Figure 36: Variations moyennes (M£SD; n = 10) de la vitalité des spermatozoides (%)
chez les lapins témoins et traités par EGME (mode ingestion),

** (P<0.01); Différence hautement significative comparant au témoin.

*#% (P<0,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin,

’ ine Glycol Monométhyl Fther(EGME)
Dectuaton dos KW o t;ﬁ: la repfzducum et les paramétres hématologiquey

. fion '
fadministré par gavgf: ’::;I’;z‘:i Z Il:l' (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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Chapitre I11: Résultats

22.5. Variations moyennes des malformations morphologiques des spermatozoi'des

(Teste hypo-osmotique)
Une augmentation trés hautement significative (P<0.001) a été remarqué pour les

malformations morphologiques de type (N) chez les groupes traités comparés aux témoins,

ot une diminution trés hautement significative (P<0.001) pour les malformations de type

(A) chez les groupes traités comparés aux témoins, notons que les malformations

morphologiques de type (B) et (C)ont marqué une diminution significative (P<0.05) chez

le groupe traité par 300 ppm comparés aux témoins, alors que chez le groupe traité par 200

ppm on a enregistré une diminution significative (P<0.05) pour les malformations

morphologiques de type (B) et une augmentation significative (P<0.05) pour les
malformations de type (C) (Figure 37).
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Figure 37: Variations moyennes (M+SD; n

= 10) de malformations morphologiques

des spermatozoides(%) chez les lapins témoins et traités par FEGME

(mode ingestion).

* (P<0,05) Différence significative comparant au témoin.

**# (P<(.001): Différence trés hautement significative comparant au témoin,

Evaluation des Effets de | ‘Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
tion) sur la reproduction el les paramétres hématologiques

(administré par gavage et inhala .
g des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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f Chapitre 111: Résultary

3.0.6. Variations moyennes du taux de |a testostérone

(o8 résultats montrent une diminution trés hautement significative (p<0.001) dans

js concentration de la testostérone chez Jeg Broupes traités par IEGME comparés aux
émoins (Figure 38).
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Figure 38: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du taux de la testostérone (ng/ml)
chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

*#* (P<0.001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.

Evaluation des Effets de | 'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(achministré par gavage et inhalation) sur la reproduction et ::es paramétres hématologiques
des lapins mdles (pubére) (Oryctolagus Cuniculus).
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» Chapitre I11: Résultats

e,

2.3, Effets sur les paramétres biochimiques et cellulaires du sang
33,1, Variations moyennes du taux de glucose
Les résultats obtenus révélent qu'il existe une diminution significative (p<0.05) dans le

ux de glucose chez les groupes traités par I'EGME (DI, DIT) comparés aux témoins
(ﬁgul‘e 39).
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Chapitre 11]; Résultaty

3.2, Variations moyennes du taux de cholestérol
:. ¥

i i Iminution trg | ignificative dans le taux
Nous avons constaté qu'il existe une diminution trés hautement significative
U

holestérol chez les groupes traités par I'EGMI comparés aux témoins (Figure 40).
due
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Figure 40: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du taux de cholestérol (g/1)

i tion).
chez les lapins témoins et traités par FEGME (mode ingestion)

: ignificative comparant au témoin.
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Chapitre 111: Résultats

2.3.3. Variations moyennes du taux des triglycérides

L'ingestion de PEGME a provoqué une diminution trés hautement significative (p<0.001)
dans le taux du triglycéride chez le groupe traités par 300 ppm (DII) comparés aux

témoins, et hautement significative (p<0.01) dans le taux du triglycéride chez le groupe
traité par 200 ppm (DI) (Figure 41).
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Figure 41: Variations moyennes (M+SD; n = 10) du taux des triglycérides (g/1)

chez les lapins témoins et traités par PEGME (mode ingestion).

** (P<0.01): Différence hautement significative comparant au témoi

*** (P<0.001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Chapiire 111: Résultats

2.3.4. Variations moyennes du nombre des globules rouges (GR)

Le nombre total des globules rouges a marqué une diminution significative (p<0.05) chez

Je groupe traité par 300 ppm comparé au témoin, et non significative pour le groupe traité

par 200 ppm (Figure 42).

GR (million/pl)
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Figure 42: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du nombre des globules rouges

(million/pl) chez les lapins témoins et traités par PTEGME (mode ingestion).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

‘Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
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Chapitre III: Résultats

1.3.5, Variations moyennes du taux d'h émoglobine (Hb)

Les résultats obtenus révélent l'existence d'une diminution significative (p<0.05) dans le
taux dhémoglobine chez le groupe traité par 200 ppm comparé au témoin et hautement
significative (p<0.01) pour la DII (Figure 43).
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Figure 43: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du taux d'hémoglobine (mille/pl)

chez les lapins témoins et traités par 'EGME (mode ingestion).
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Chapitre III: Résultats

2.3.6. Variations moyennes du taux d'hématocrite (Hct)

Les résultats obtenus révélent l'existence d'une diminution significative (p<0.05) dans le

taux d'hémoglobine chez les groupes traités par 200 ppm comparés aux témoins, et

hautement significative entre le groupe traité par 300 ppm et le témoin (Figure 45).

Hct (%)
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Figure 45; Variations moyennes (MSD; n = 10) du taux d'hématocrite (%)

chez les lapins témoins et traités par TEGME (mode inhalation).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin,

** (P<0,01): Différence hautement significative comparant au témoin.
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Chapitre I1I: Résultats

23.7. yariations moyennes du nombre des globules blancs (GB)
[l existe une diminution hautement significative dans le nombre des globules blancs chez le

groupe traité par 200 ppm comparés aux témoins, et trés hautement significative pour le

groupe traité par 300 ppm (Figure 46).
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Figure 46: Variations moyennes (M£SD; n
EGME (mode ingestion).

(mille/pl) chez les lapins témoins et traités par r

** (P<0,01): Différence hautement significative comparant au témoin.

###% (P<0,001): Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Chapitre [IT: Résultats

2.38. Variations moyennes du nombre des lymphocytes

Nous avons enregistré une diminution non significative dans le nombre des lymphocytes

chez les groupes traités par 'EGME comparés aux témoins (Figure 47).
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Figure 47: Variations moyennes (M£SD; n = 10) du nombre des lymphocytes

(mille/ul) chez les lapins témoins et traités par P EGME (mode ingestion).
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Chapitre I11: Résultats

2.4, Effets sur le taux du glutathion GSH
2.4.1. Variations de taux du glutathjop hépatique

Les résultats ol)'tenus montrent I"existence d*une diminution significative (p<0.05) dans le
taux du glutathion dans le foie chez Jes groupes traités (DI) comparés aux témoins. mais

cette diminution est encore hautement significative (p<0.01) entre le groupe témoin et le
groupe DII (Figure 48),
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Figure 48: Variations moyennes (M£SD; n = 10) de taux du glutathion hépatique
(nmol/mg prot) chez les lapins témoins et traités par 'EGME (mode ingestion).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0,01): Différence hautement significative comparant au iémoin.
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> Chapitre I11: Résultats

342, Variations de taux du glutathion testiculaire
Nous avons constaté I'existence d'une diminution hautement significative dans Je taux du
glutathion &1 niveau du testicule chez les groupes traités (DI) comparés aux témoins, mais

cette diminution est encore trés hautement significative (p<0.001) entre le groupe témoin et

fe groupe DII (Figure 49).
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Figure 49: Variations moyennes (M£SD; n = 10) de taux du glutathion testiculaire
(nmol/mg prot) chez les lapins témoins el traités par "EGME (mode ingestion).
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Chapitre 111: Résultats

1.5, Etude histologique

2.5.1. Résultats de I’étude histologique du testicule

La figure (50) représente I'étude histologique des testicules des individus des 03 groupes
(T, DI, DII) selon le mode ingestion.

Le testicule du témoin (Figure 50. T) présente la forme normale des tubes séminiféres;
lame basale, tissu interstitiel, cellules de Leydig, un épithélium stratifié comprenant les
deux types de cellules : les cellules de la lignée germinale en division et les cellules de
Sertoli, les différentes couches de cellules germinales qui représentent les phases de la
spermatogenése, la lumiére du tube séminifére est occupée par la masse de spermatozoides
matures.

| ’examen microscopique montre que I’ingestion de 200 ppm du produit (Figure 50. DI),
entraine des altérations remarquables:

Les tubes séminiféres ont changé de forme. Le volume des différentes couches de cellules
souches est légérement touché, ainsi que la lumiére du tube est un peu claire et élargie avec
une diminution de la masse centrale occupée par les spermatozoides.

En revanche, chez les lapins traités & 'EGME par 300 ppm (Figure 50. DII), nous
remarquons que les tubes séminiféres (TS) ont perdu leur forme cylindrique: tubes
séminiféres anormaux et complétement déformés.

Le volume des cellules spermocytes est gravement touché, 'EGME a provoqué une
apoptose et dégénérescence des spermatocytes, qui a conduit a une perturbation de la

spermatogénése, une diminution de la masse centrale occupée par les spermatozoides par

rapport au groupe témoin,
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Chapitre I11: Résultats
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Chapitre 111: Résulfaiy

152, Résultaty de I'étude histologique de I'épididyme
Lo figure (81) représente I'état histologique de I'épididyme des individus des 03 groupes
(1, D1, DI selon le mode ingestion. On remarque que 1'épididyme du témoin est presque
emplit de spermatozoides.  tin revanche on remarque pour les deux groupes traités DI et
pil par 'EGME que I'épididyme reforme un contenu moins du sperme épididymaire.

l'éidlym au microscope optique: (A)

Figure §1; ¢ ‘oupe hstoloqua transversale de
(€) groupe DI traité par

Wonpe émoin («40), (18) groupe DI traité puar200 ppm (x40);

00 oy (440
Wgende; 1 épididyme, 2: spermatozoides.
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Chapitre 1V: Discussion

PISCUSSION

La reproduction est un événement biologique essentiel. La perturbation de cette fonction
yire une grande attention non seulement de la part des chercheurs et des scientifiques,
mais également des médias publics.

pendant ces dix derniéres années, la diminution de la qualité du sperme a été I'une des
majeures préoccupations de la santé publique. C'est pour cela nous avons tenté, dans le
cadre de cette étude, d’évaluer I'impact nocif de I'EGME (polluant chimique de la famille
des solvants) sur la reproduction masculine

Plusieurs études professionnelles et rapports de cas ont indiqué que ’EGME ou son
métabolite, ['acide méthoxyacétique, présentent une toxicité sur la fonction de
reproduction chez plusieurs espéces, y compris I’étre humain (Bagchi & Waxman, 2007;
Baert, 2007). L’EGME fait partie des toxiques testiculaires unanimement reconnus par la
provocation de graves effets sur le poids des organes de reproduction.

Nagano et al., en (1979) et Miller et al., en (1981) ont montré que l'exposition des rats
ou des souris 4 I"EGME par inhalation conduit 4 une atrophie testiculaire. Cette atrophie
est accompagnée d’une atteinte préférentielle des tubules séminifeéres (Lemazurier et ai,.
2003). Ou les Iésions cellulaires apoptose qui les provoquent surviennent (Lee & Kinney,
1989; Lemazurier ef al., 2003). Ces résultats ont été confirmés dans la présente étude, dans
laquelle on a constaté que les testicules des lapins traités par 300 ppm d’EGME montrent

notamment une toxicité testiculaire caractérisée par une [ésion testiculaire et une

diminution de poids des testicules. Ces résultats sont aussi en accord avec ceux de Bagchi

& Waxman (2007), Djabali et al,, (2009) et Bendjeddou et al.(2012)
Dans le groupe traité par 200 ppm, une altération modérée de la spermatogenése dans

les testicules est noté, C’est pour cela la présence de quelques débris cellulaires au niveau
de la lumiére des tubes séminiféres est remarquée. Le contenu du sperme ¢épididymaire et

la dégénérescence de la spermatogenése dans les épididymes reflétent généralement le

degré de dommage testiculaire (Miller et al., 1983).

Notre étude a montré une baisse (rés hautement significative dans la concentration des

par |'"EGME par rapport au groupe témoin, Ces

Spermatozoides des groupes traités
Djabali ef al., (2009) et

Tésultats sont corrélés avec les résultats de Horimoto et al., (2000),
Bendjeddou et al.,(2012) qui ont montré de graves effets sur le nombre de spermatozoides.

Evaluation des Fffets de | Lithylene Glycol Monométhyl Ether (EGME) .
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction el !:.'-\' paramétres hématologiques
des lapins mdles (pubére) (€ Iryctolagus € uniculus).
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Chapitre [V Discussion

C'est résultats sont due & I’effet toxique de ’'EGME qu’est avérée hautement spécifique
pour la lignée cellulaire germinale (Snyder & Andrews; 1996). Une étude menée par
Mcgregor ef al., (1983) qui avaient €xposé des rats males 3 des vapeurs d’EGME pendant
5 jours, ont constaté que les spermatocytes ay stade pachyténe et les spermatides rondes
éaient les plus vulnérables 2 IEGME, Mais en cas d'exposition prolongée a des doses
élevées, les cellules souches (spermatogonies) pourraient également étre affectées. Ce

blocage conduit & un arrét de la Spermatogenése (Holloway e al,, 1990; Veulemans ef al.,

1993). La dégénérescence de I'épithélium germinatif se traduit par une réduction du

nombre de spermatozoides, et une réduction du poids des testicules (Foster ef al., 1983;
Chapin et al., 1985; Veulemans e al., 1993),

D’autres auteurs ont proposé hypothése d'un processus d’apoptose, favorisé par

I'administration d’EGME (ou de MAA) conduisant a un arrét de la méiose des cellules

germinales (Yan et al., 2000; Jindo et al,, 2001). L’apoptose des cellules germinales est un

processus normal au cours de la spermatogenése, nécessaire au maintien d’un nombre
critique de cellules germinales par rapport aux cellules nourriciéres (cellules de Sertoli) a
des stades spécifiques de maturation. Mais Cet apoptose est une apoptose pathologique a
pour conséquence une perte exagérée de cellules non planifiée par l'organisme
(Silbernagl& Lang, 2000). Conduit dans ce cas a une interruption de la production de
Spermatozoides pour expliquer la réduction du nombre total des spermatozoides (Yan e
al,, 2000). Le MAA provoque I’activation des protéases caspases, qu’est une étape clef de
Vapoptose car ces enzymes induisent la fragmentation de I’ADN. Un autre mécanisme
intervenant dans I’activation des caspases est le relargage du cytochrome ¢ de la
mitochondrie par le MAA (Rao & Shaha, 2002).

Plusieurs travaux ont également souligné I'importance de I'interaction entre les cellules
de Sertoli et Jes cellules germinales dans I'induction de la toxicité de 'TEGME/MAA et
dans le déroulement du processus apoptotique des spermatocytes. Le MAA induit
Iactivation de plusieurs kinases : PKC, Src (Jindo et al, 2001). 1l induit également des
Modifications de 1’ expression de protéines dans les cellules de Sertoli ainsi que dans les
Cellules germinales (Syed & Hecht, 1998).

Une étude menée par Wang & Chapin (2000) chez la souris a pu identifier un certain
"ombre de  protéines exprimées spécifiquement  par I'action du MAA dans des

SPermatocytes mais aussi dans d’autres cellules : les cellules de Sertoli et les cellules

ilyc {GME)
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Chapitre IV: Discussion

nterstitielles. Et selon une étude utilisant des cultures de tubules séminiféres de rats,
Papoptose de la cellule germinale se produirait  la suite de la transmission de signaux pro-
,poptotiques en provenance de la cellule de Sertoli, cette derniére étant alors la cellule
dans laquelle I’action toxique initiale se produirait (Baroneet al., 2004).

L’EGME induit une augmentation de I’expressionde la kinase Src (tyrosine kinase
pp60) dans la cellule de Sertoli mais également,quelques heures aprés, dans la cellule
germinale en voie d’apoptose ; cecisouligne encore les interactions entre cellules de Sertoli
et cellules germinales(Wang et al., 2000). Le rdle de la kinase Src semble central car son
inhibitionspécifique prévient la dégénérescence des spermatocytes (Pusch ef al., 2000).

Une réduction trés hautement significative de la concentration de testostérone a été
enregistrée dans cette étude: il s’agit d'un effet des métabolites de I’éthyléne glycol sur le
fonctionnement de la cellule Leydig responsable de la production de la testostérone. Ces
molécules sont capables de se fixer sur les récepteurs de la LH hypophysaire au niveau de
la cellule Leydig, ce qui induit un déséquilibre et/ou un blocage de la production de la
testostérone. Cette perturbation endocrinienne provoque un arrét de la spermatogenése
(Baccarellier al., 2000).

La perturbation des taux de cholestérol (précurseur de la stéroidogénése) pourrait aussi
entrainer yn déséquilibre dans les niveaux de la testostérone (Djabali, 2009). Des travaux

finucture, la forme et les fonctions des cellules de Sertoli (Reader et al., 1991; Tirado ef al.,
2004)
Nous avons également constaté une diminution trés hautement significative de la mobilité

@12 vitegse des spermatozoides; ces résultats sont en accord avec les résultats de

Veulemans et al, (1993), Holloway ¢/ al. (1990), Horimoto et al. (1999) et Dj
09), qui ont observé un mouvement anormal des spermatozoides de I'épididyme

ort baisse dacyivité. Cette diminution est attribuée & un effet de "TEGME (et/ou de ses

abali ef al.

par une

métab"lites) sur la structure et la fonction du flagelle et de la piéce intermédiaire, induisant

e Malformationg qui rendent le flagelle plus fragile et incapable de propulser le

spermatom.l.de Ce au’ pu confirmer par le test hypo-osmotique,qui a révélé une
.Ce qu’on a o
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Chapitre 1V: Discussion

intermédiaife et flagelle) avec un taux de 78,13% chez les groupes traités 300 ppm et de
10,62 % chez les groupes traité par 200 ppm (DI). Cet effet pourrait étre expliqué par une
pcroxydation des lipides membranaires (Kido & Namiki, 2000; Jansen et al., 2004).

Le solvant peut agir également sur le nombre des mitochondries responsables de la
production de I’énergie nécessaire au mouvement des spermatozoides, voire en altérant
aussi les cellules de Sertoli qui sont des cellules nourriciéres des cellules spermatiques
(Baroneel al., 2004).

L'étude du métabolisme des éthers de glycol a montré que, pour certains d'entre eux, la
voie préférentielle de métabolisme transforme la fonction alcool des substances meres
(alkoxyalcool) en fonction aldéhyde (alkoxyaldéhyde) puis en acide (alkoxyacide) via
lintervention d’un alcool déshydrogénase et d’un aldéhyde déshydrogénase. Le
prétraitement d'animaux exposés a 'EGME par un inhibiteur de l'alcool déshydrogénase
prévient les effets testiculaires (Pusch ez al., 2000).

La premiére lésion visible au niveau des spermatocytes pachyténes se situe au niveau des
mitochondries; c’est le mode d'action des alkoxyacides et des alkoxyaldéhydes qui est a
expliquer et & chercher (Ku & Chapin, 1994).

Le méthoxyacétique (MAA); principal métabolite de 'EGME induit une déplétion des
Spermatocytes pachyténes. Le MALD (alkoxyaldéhyde provenant de la métabolisation de
lrEGI\’IE) produit les mémes effets mais semble étre plus actif que le MAA. Ces substances
Pourraient, en réduisant la production de lactate des cellules de Sertoli, diminuer les
apports énergétiques de la lignée germinale. Cependant, la diminution de la production de
lactate de Ia cellule de Sertoli est une manifestation habituelle de I'action de nombreux
loxiques testiculaires et donc non spécifique (Jegou, 1995; Hays et al., 2000).

Pour d'autres, les alkoxyacides pourraient intervenir sur la synthése d'ADN et d'ARN de la
lignée germinale. En particulier, le MAA inhibe la synthése d'ADN des cellules en culture
d"embryons de souris. Cette inhibition est atténuée (affaiblie) par l'adjonction de molécules
Simples Comme la sarcosine, le glucose ou la glycine. Ces composés physiologiques
Préviennent in vivo la toxicité de 'EGME. Une explication serait que le MAA entrerait en
compétition avec le transfert des résidus mono-carbonés (méthyl, formyl), provenant de

S Molécyeg simples, vers les bases puriques et pyrimidiques. Il en résulterait un déficit

de b
ases Pouvant conduire a un blocage des divisions cellulaires. Dans le cas des

e ——
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Chapitre IV: Discussion

spermatocytes pachyténes, la synthése d'ARN serait affectée (Jegou, 1995; Hays ef al.,

2000)-

II appard!
mutagénes OU
micronoyaux et les échanges entre chromatides sceurs, et interférent avec les systémes

% actuellement que les éthers de 1’éthyléne glycol ne sont pas essentiellement

clastogénes. 1ls induisent cependant des effets d’aneuploidie, la formation de

§ragrégation de la tubuline. Ces effets témoignent d’un caractére génotoxique susceptible
4e rendre compte de leur toxicité sur la reproduction (djabali, 2009).

Nos résultats ont également mis en évidence une perturbation des produits du
métabolisme physiologique. Nous avons remarqué une diminution du taux des
triglycérides plasmatiques, ainsi qu'une diminution du taux de glucose et du cholestérol
chez les individus traités par P’EGME. L'ensemble de ces perturbations est due a
laltération des fonctions du foie par les métabolites de 'EGME qui peuvent inhiber la
phosphorylation oxydative, le métabolisme du glucose (glycolyse et cycle de Krebs,
principaux producteurs d'ATP), la réplication de PADN et I’ARN ribosomal (Marie,
2002).

L’administration répétée des éthers de glycol produit des altérations fonctionnelles et/ou

bistologiques hépatiques. Elles sont toujours bénignes (modulation d’activités
enzymatiques) et traduiraient plutdt une réponse métabolique adaptative qu’un effet
toxique hépatique (INSREM, 1999).
Une diminution significative du poids du foie des lapins exposé a ’EGME, soit par
inhalation soit par gavage, a été constatée dans notre étude. Cette anomalie est liée a la
diminytion globale du poids (Miller ef al., 1983 et 1984a).0n a remarqué que la ration
dlimentaire changé et les lapins ont perdu leurs appétit ce qui a provoqué une diminution
Gu poids.

Les effets hépatiques rapportés avec ’EGME ont été observés pour des doses
SUpérieures 3 celles susceptibles d’induire des atteintes hématologiques ou testiculaires
(Yag ¢ al., 1997).

:{:ino“en & Vainio (1981) ont exposé des rats Wistar 6 heures par jour et 5 jours par
dl:’:lne pendant 2 semaines, a 50, 100 et 400 ppm d’EGME. Ils ont observé une
Nution de Ia dose dépendante de la concentration en glutathion réduit des hépatocytes
ftdep activité de I’UDP glucumnyltransferase hépatique avec une diminution paralléle de

"actj
Vité de I NADPH-cytochrome ¢ réductase. Dans une série d’expériences sur des rats

Evaluation des Effets de | ‘Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME)
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istar recevant 100 et 300 mg/kg/j ’EGME pendant 20 jours, une augmentation de
Pactivité de la gamma-glutamyl transpeptidase hépatique, dés 100 mg/kg/j (Kawamoto ef
o195 1992) et une augmentation de 1’activité de 1’alcool-déshydrogénase cytosolique
gaent également observées a 300 mg/kg. Il n’y avait aucun effet notable sur le
cytochrome P450 et la NADPH-cytochrome ¢ réductase (Kawamoto ef al., 1990 a et b).

La toxicité hématologique des éthers de glycol s'exprime principalement sous trois

tormes: hémolyse, déplétion lymphocytaire responsable d'immunosuppression, toxicité sur
Jes progéniteurs myeloides de la moelle osseuse (Ghanayem, 1996).
Dans notre étude, Le spectre de la toxicité hématologique de 'EGME inclus: une
diminution dans le taux d'hémoglobine, des globules rouges, des globules blancs, des
lymphocytes et de I’hématocrite en cas d’ingestion ou d’inhalation de produit sur tous pour
la concentration la plus forte (DII).

Ces effets peuvent étre expliqués selon des études réalisées sur des animaux de
laboratoire, qui ont montré que les dérivés de I'éthyléne glycol, principalement ceux qui
ont une chaine alkyl courte principalement (EGME) sont susceptibles de provoquer une
hypoplasie médullaire, responsable d'une hypocellularité (une diminution des lignes
sanguines) et une diminution des progéniteurs en particulier granulocytaires et
érythrocytaires. Ces effets sont responsables de leucopénie avec neutropénie, et une
anémie non régénérative (Ghanayem, 1996). Ce sont pas les composés parents qui sont
Tesponsables de I'hémolyse, mais les acides alkoxyacétiques (AAA) (Corley et al., 2005).
Les mécanismes de I'hémolyse restent mal connus. Les anomalies morphologiques
Observées avant I'hémolyse évoquent l'existence de lésions induites des protéines de la
Membrane érythrocytaire et d'anomalies du squelette membranaire (Ghanayem, 1996).

L,hém()lyse qui plus souvent précédée par une augmentation du volume des globules
Touges, ge traduit par une augmentation du volume globulaire moyen (VGM). Elle est
“ssociée 3 des déformations des hématies: stomatocytose, sphérocytose, puis aspect de
ﬁ'agmentation cellulaire (ghostcells) (Ghanayem, 1996).

La diminution des globules rouges, et des globules blancs peut étre expliqué, en cas
d’exPOSition chronique 2 différentes éther de glycol, par un effetsur la moelle osseuse, et se
Vaduiy Par une hypoplasie des lignées érythrocytaire et myéloide, avec dommages des

cel
les endotheliales (Kalf et al., 1987)
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Chez les pumains; les globules rouges semblent étre moins sensibles. Pour d'autres éthers

e glycol de I
dune diminution du nombre des globules blancs a été observée. De plus, certains de ces

a méme série, une atteinte des cellules de la moelle osseuse accompagnée

thers de glycol provoquent une déplétion lymphocytaire, une chute du taux d'hémoglobine
avec une baisse de la numération sanguine pour I'EGBE (Etiemble, 2003).
Dautres études épidémiologiques ont confirmé Peffet hypoplasiant médullaire de
I'EGME, ’EGEE et PEGEEA, en montrant un exces de risque de cytopénies périphériques
omélé & Pexposition chez les travailleurs de divers secteurs d’activité. Une étude
expérimentale  établit I’hématotoxicité du TEGDME chez le rat a montré que
radministration répétée de fortes doses de 1’éther de glycol induit des diminutions des
comptes des plaquettes et des leucocytes, ainsi qu’une atteinte thymique (INRS, 2001).

La toxicité des éthers de glycol est nettement moins bien documentée chez I’homme que
chez I’animal, a I’exception trés probable du cas d’hypoplasie médullaire touchant
principalement la lignée neutrophile. Elle comporte encore d’importances inconnues. Chez
I'homme, L’hémolyse semble trés rare, sauf peut-€tre en cas d’intoxication massive. En ce
qui concerne la toxicité sur la moelle osseuse, les éthers de glycol semblent pouvoir étre
responsables de neutropénie et plus rarement d’aplasie. Les données publiées ne modifient
pas fondamentalement notre connaissance de ces effets. Ces données confirment le
caractére hémolysant de I'EGBE chez le rat et précisent I’histoire naturelle des accidents
hém"l)’ﬁques: ils sont précédés par une diminution de la plasticité des hématies. Leur
déformation (sphérocytose, stomatocytose) est une augmentation du volume globulaire
(Breslin ¢¢ al., 1991).

Le mécanisme de la toxicité de la moelle osseuse des éthers de glycol a été trés peu
Etudig. Quelques travaux ont montré que les éthers de glycol peuvent inhiber la synthése de
'ADN et/ou entrainer des anomalies du fuseau mitotique au niveau des précurseurs
fnédullaires. Quand I’hémolyse est importante, elle se complique d’une coagulation
Mravascylaire responsable de thromboses et d’infarctus disséminés, de précipitation
d’hém();?,lobine dans les tubules rénaux entrainant une nécrose tubulaire et de I’apparition
4 foyers d’hématopoiése extra-médullaires (Pitten, 2000).

Les effes immunosuppresseurs sont essentiellement liés a une déplétion lymphocytaire

et . s
19de fagon moins importante a une altération fonctionnelle des lymphocytes (Boiron et al.,
94),

——
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Chapitre IV: Discussion

peux études expérimentales ont confirmé que la toxicité de ’EGME pour la moelle
osseuse et pour les organes lymphoides était Médie par ses deux principaux métabolites:
pacide méthoxyacétique (MAA) et surtout, le méthoxyacét aldéhyde (MALD). Elles ont
apporté des arguments en faveur d’un mécanisme apoptotique de Iatteinte des cellules

souches (INSERM).

Le métabolisme cellulaire normal produit en permanence des espéces oxygénées réactives,
les fameux radicaux libres ou oxyradicaux. Lorsqu'ils restent & un niveau normal, les
radicaux libres seront utilisés par I'organisme pour différentes fonctions, comme par
exemple étre synthétisées par les globules blancs pour détruire les bactéries nuisibles. Mais
lorsqu'ils sont en exces, ils entrainent des dommages a notre organisme (CPSN, 2014).
Face au dommage oxydatif causé par les dérivés actifs de l'oxygeéne (les radicaux libres) et
i l'effet toxique provoqué par les métabolites actifs des xénobiotiques, la cellule vivante
peut se défendre grice  plusieurs systémes de détoxification dont le plus important est

celui du glutathion (Kaplowitz & Awy-Okhtens, 1985).

Le glutathion ou GSH joue un role majeur dans la défense de I’organisme en I’aidant a

se débarrasser des toxines et des polluants indésirables. I1 détoxifie en se liant a des toxines

comme les pesticides, les métaux lourds et les solvants et dissocie les molécules de

graisses. 11 favorise 1’élimination de ces substances en formant, avec eux, un composé

hydrosoluble susceptible d’étre ensuite facilement éliminé dans la bile ou dans les urines.

Le foie, principal organe de détoxication et d’élimination, concentre le plus haut niveau de

GSH intracellulaire. 11 est capable de synthétiser le glutathion &
(CPSN, 2014),

partir de ses précurseurs

Le glutathion est un tripeptide découvert en 1888 par De-Rey-Pailhade, et composé de

ois acides aminés: le glutamate, la cystéine et la glycine: y-L-Glutamyl-L-cystéinyl-
Blycine, Le glutathion existe sous forme oxydée (GSSG) et réduite (GSH) et la fonction
riétés biochimiques. 11 est synthése par I'enzyme y

thi . .
ol lui confere ses principales prop
et glutathion synthétase (GS). Quasiment, toutes les

]
Butamyleysigine synthétase (y GSH)
Cellules ¢y contiennent une concentration élevée. 11 joue un rble essentiel & divers niveaux

dang |, lutte contre Jes substances chimiques toxiques (Renes et al., 1999).

T I
ME)
; | Ethyléne Glycol Monométhyl Ether (EG |
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Chapitre 1V: Discussion

Le glutathion fait I'objet de nombreuses recherches qui démontrent son role
pndamental dans les mécanismes anti-oxydants, dans le fonctionnement du systéme
inmunitaire €t dans les processus de détoxication. Certains chercheurs considérent le
ghtathion comme élément clé de la santé et de la longévité cellulaire (Valencia & Hardiy,

2002 ; djabali, 2009).

Aprés le traitement des lapins par les deux voies (gavage et inhalation) avec 200 et 300
ppm pendant six semaines, on a enregistré une diminution de la teneur hépatique et
westiculaire en glutathion. Sachant que le foie est considéré comme le centre de
détoxication du corps, donc a I’état normal, les cellules hépatiques produisent des taux
dlevés de glutathion GSH. Ces taux ont diminué lors de ’exposition 8 'EGME surtout a
Padministration de 300 ppm, ce qui prouve que la quantité de GSH a été consommée dans

le processus de détoxication.

Le GSH a également marqué une diminution au niveau des testicules, a noter que les
testicules sont des organes visés par les différents agents toxiques. Dans ce cas, cet organe
2 besoin de se défendre contre ces agressions en impliquant le GSH dans la détoxication.
La diminution des taux de GSH hépatique et testiculaire est le facteur qui explique tous les
dégats et les effets provoqués par ce produit toxique. En effet, la conjugaison du GSH et de
Substances toxiques (tels que I’éthyléne glycol monométhyl éther) par la glutathion S-
transférase (GST) réduirait leurs effets toxiques et faciliterait leur excrétion par les urines.

Ce sont les aldéhydes qui réagissent avec les fonctions SH (Van Bladeren, 2000; Rao &

Shaha, 2002),

Les plus grandes quantités de glutathion sont synthétisées au niveau du foie on ils
Contribuerong a I’élimination des toxines : mécanisme préventif contre la survenue des
Wessions des produits toxiques. En tant qu’antioxydant, le glutathion neutralise I’activité
d'es Molécules de radicaux libres. Comme il manque un électron aux molécules de radicaux
libreg_ P'agression causée aux cellules nait de leur « vol » d’électrons a d’autres molécules

Msceptiple de nuire 4 la fonction moléculaire des cellules touchées (Djabali, 2009).

De par ses propriétés détoxicantes, le glutathion se lie aux éthers de glycol afin qu’ils
Puj . ; y
Ssent gtre évacués des cellules pour se retrouver dans I'urine. Le glutathion posséde de

Puig p i i
"antes propriétés dépuratives permetire I’évacuation des xénobiotiques (pesticides,
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Chapitre 1V: Discussion

olvants _etc). Ces toxines sont transformées dans I’organisme au cours du phénoméne de

gaoxication appelée conjugaison au glutathion (Townsend ef al., 2003).

Concernant l'exposition des animaux & 'EGME selon le mode inhalation, nous avons

emarqué des perturbations significatives, ce qui nous conduit a dire que la voie inhalation

st une voic dangereuse aussi, contrairement aux résultats trouvés par djabali, (2009) qui a

constaté que I
ussi en fonction de propriétés volatiles des éthers de glycol. L’absorption respiratoire des

a voie digestive est la plus dangereuse. Ces résultats peuvent étre expliqués

éhers de glycol est proportionnelle aux concentrations atmosphériques. Le risque de
rishalation est élevé lors de l'utilisation a température ambiante avec dispersion favorisée
par lutilisation d'aérosols, d'agitation qui provoque I'évaporation sélective, ou a
fempérature élevée (techniques de séchage 4 air chaud) (Lockley ef al., 2002; Gargas et al_,
2000). ol dans des situations ot les produits sont chauffés ou utilisés sous forme d'aérosols

(Dillet al., 2004). Expérimentalement, chez des volontaires, I’absorption de vapeurs de

divers éthers de I’éthyléne glycol a été évaluée a 50-80 % de la quantité inhalée selon les

dérivés (Jones et al., 2003). A I’exception des polyéthers de glycol, tous les éthers testés
pénétrent en totalité dans I’organisme par voie orale, un trés faible pourcentage (moins de
3%) se retrouvant inchangé.

Du fait de leur caractére amphiphile, les éthers de glycol traversent facilement les

membranes et se répartissent dans les compartiments aqueux et lipidiques. Absorbés de

maniére importante, quelle que soit la voie de pénétration (orale, cutanée, pulmonaire), ils

se distribuent dans la plupart des tissus biologiques, Yy compris dans les tissus foetaux
(_Dévanthéry et al., 2002).

Cependant, les données de distribution relatives & chaque éther de glycol restent

Eparses, [eg systémes enzymatiques transforment ensuite les éthers de glycol en composés

"irosolubles plus facilement éliminés ou t

Ie " i i
Sponsables de I’ensemble des manifestations toxiques

ransformés en métabolites réactifs,
(Domradzki ef al., 2003).

——
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Chapitre V: Conclusion et perspectives

Conclusion

L'administration de I'éthyléne glycol monométhyl éther

(EGME) aux lapins par voie

respiratoire et orale a provoqué des perturbations de plusieurs fonctions de I'organisme
selon les résultats obtenus:

Diminution de poids corporelle des lapins; du foie, de la rate et des testicules par
rapport au témoin.

Une altération des paramétres de la fertilit masculine (spermatotoxicité):
diminution de la mobilité, concentration, vitesse et vitalité des spermatozoides,

aveC une augmentation de taux des malformations morphologiques des
spermatozoides par rapport au témoin.

Une atteinte hormonale: diminution du taux de la testostérone.

Une hématotoxicité traduite par une diminution dans le taux d'hémoglobine, le taux
de ’hématocrite, des lymphocytes, du nombre des globules blancs et des globules
rouges,

Les coupes histologiques réalisées sur des fragments de testicule et de I’épididyme,
permettent d’affirmer I’effet reprotoxique de ’EGME.

Sur le plan biochimique, la toxicité de ’EGME s’est exprimée par une perturbation
dans le taux des produits du métabolisme (hépatotoxicité) essentiellement marqué
Par une hypoglycémie, hypolipidémie, par rapport au témoin.

Une diminution du potentiel détoxifiant (taux de GSH).

Malgre Pintoxication a ’EGME, aucune perte d’animaux n’a été enregistrée,

‘\._¥
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(onclusion

[dministration de I'éthyléne glycol monométhyl éther (EGME) aux lapins par voie
respirmniro el orale a provoqué des perturbations de plusieurs fonctions de l'organisme
«lon les résultats obtenus:

« Diminution de poids corporelle des lapins; du foie, de la rate et des testicules par
rapport au témoin,

» Une altération des paramétres de la fertilité masculine (spermatotoxicité):
diminution de la mobilité, concentration, vitesse et vitalité des spermatozoides,
avec une augmentation de taux des malformations morphologiques des
spermatozofdes par rapport au témoin,

* Une atteinte hormonale: diminution du taux de la testostérone.

* Une hématotoxicité traduite par une diminution dans le taux d'hémoglobine, le taux

de I'hématocrite, des lymphocytes, du nombre des globules blancs et des globules

rouges.

Les coupes histologiques réalisées sur des fragments de testicule et de I’épididyme,

permettent d’affirmer I’efTet reprotoxique de '’EGME.

Sur le plan biochimique, la toxicité de "EGME s’est exprimée par une perturbation

duns le taux des produits du métabolisme (hépatotoxicité) essentiellement marqué

par une hypoglycémie, hypolipidémie, par rapport au témoin.

" Une diminution du potentiel détoxifiant (taux de GSH).

Malgeé 'intoxication a I'EGME, aucune perte d’animaux n’a été enregistrée.
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Chapitre V: Conclusion et perspectives

Pe,specﬁves
quite aux résultats obtenus, les perspectives suivantes peuvent étre dégagées -

o La réalisation des études expérimentales pour évaluer I’exposition a des doses
journaliéres des melanges des éthers de glycol. Car en situation de travail ou chez
le consommateur, les préparations ou les produits utilisés sont souvent des
mélanges plus ou moins complexes.

« La réalisation d’un traitement pour enlever la toxicité et surtout la reprotoxicité de
ces produits.

o L’étude de I'effet de ces produits sur les facteurs hypothalamo-hypophysaires inclus

dans le déroulement de la spermatogenése.

o La focalisation sur les études de toxicocinétique et de métabolisme des éthers de

glycol, en particulier pour les acides alkoxyacétiques.
o La réalisation des enquétes épidémiologiques dans les milieux professionnels pour

caractériser la toxicité du produit chez I'homme.
o Lapplication des données et résultats obtenus et connus, car la plupart des études
réalisées concernent l'expérimentation animale et/ou humaine ainsi que les

connaissances sur les effets et la nature de ces produits toxiques sont encore

insuffisantes.

E Glvcol Monométhyl Ether (EGME)
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Annexe

.
Etude des paramétres biochimiques
.es méthodes de travail sont les suivantes

» Dosage du glucose plasmatique

Reéactifs

Réactif 1.

TaspH 74 .o, 92 mmol/I
PRADON «iovovns cinisn i s e 0.3 mmol/l
Réactif2 .

Glucose oxydase (GOD).................... 15000 U/I
N PO ... iovinnncrvponmuenmssts 10000/
4-aminophénazone .....................oeiis 2.6 mmol/l

répar ilité

Dissoudre le contenu d’un flacon du réactif 2 dans un flacon du réactif 1.

Le réactif de travail est stable pendant un mois a 20-250 C et deux mois a 2-80 C.
Echantillon

Plasma recueilli sur héparine.

Mode opératoire

Longueur d’onde : 505 nm

Température : 370C

Cuve : 1em d’épaisseur.

Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.

Tubes Blanc Standard Echantillon
Standard - 10ul -
Echantillon - - 10pl
Réactif de travail Iml 1ml Iml

Mélanger et lire les densités optiques (DO) aprés une incubation de 5 minutes 37C°.

La coloration est stable pendant 30 minutes.

Evaluation des Effets de | 'Lithyléne Glycol Monométhyl Lther(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres

hématologiques des lapins males (pubére) (OryctolagusCuniculus).
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Annexe

(‘alcgl,d,eflg,cm\_ce.“_‘&ﬁo_n;
e DO échantillon

[C] @ = X concentrations du standard
DO standard

> Dosage du cholestérol plasmatique

Pies PH 6.9 oevecveviiiiiii, 90 mmol/l
PIBOOL ce.onsesssssonssnpistinnns ssbasens 26 mmol/l
Réactif 2

PEORRI 5o imprpsiessmntznis 1250 U/1
Cholestérol estérase ..............c.......... 300U/
Cholestérol oxydase ......................... 300U/

4- aminophénazone..............ooeveevneenn 0.4 mmol/l

Préparation et stabilité
Dissoudre le contenu d’un flacon du réactif 2 dans un flacon du réactif 1. Le réactif de

travail est stable pendant un mois & 20-25 C et deux mois a 2-80 C.
Echantillon

Plasma recueilli sur héparine.

Mode opératoire

Longueur d’onde : 505 nm

Température : 370C

Cuve : 1cm d’épaisseur.

Evaluation des Effets de 1'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramétres

hématologiques des lapins mdles (pubére) (OryctolagusCuniculus).
122



Annexe

Ajuster Je zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif,

Tubes Blanc Standard Echantillon

- Standard : Topl -

/”.—(
Echantillon s - T

/
Reéactif de travail 1ml T =

Melanger €t lire les densités optiques (DO) aprés une incubation de 5 minutes & 37C°.

.a coloration est stable pendant 30 minutes.

Calcul de la concentration :

DO échantillon

[CleM= x concentration du standard

DO standard

» Dosage des triglycérides plasmatiques

Réactifs
Réactif 1
Pipos PH T L. ccvcmcemmnmcmnns s sovomsmmmmmnnan st 50 mmol/l
Solution tampon chloro-4-phénol .................. 2 mmol/l
Réactif 2
Lipoprotéines lipase ............ocovmeenrneeseenessees 150000 U/
Glycerolkingse ............oooveeeenenenmmssnnneneeeees 800 U/
PErOXYAASE ........ouveeeenmnmenineenrermmmneeee 440 U/
Glycérol-3-p- OXydaSse ........coceoreresesnsreessss 4000 mmol/l
AMinO-4- antiPyrine ............ocoomeeemeennmsessses 0.7 mmol/l
RIP .......oocsccermennnnnssisssnuseavssapasoassssonress 0.3 mmol/l
Evaluation des Effets de I'Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les Parametres
ins males (pubére) (Oryctolangumcqus)_ -

hématologiques des lap



Annexe

|'ali0n ili
¢ contenu d’un flacon du réactif 2 dans un flacon du réactif 1.

du travail est stable pendant un mois & 20-250 C et deux semaines a 2-80 4

!
DissOudre l
Le réactif
Echanli“f’“
plasma recuel
Mode© ératoire

ngueur d’onde : 505 nm

[1i sur héparine.

Lo
Température :370C

Cuve : lom d’épaisseur.

Ajuster e zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

/T/’/T Blanc Standard Echantillon

Tubes
I
Standard ® 10pl p
- T0ul e

Echantillon

1ml 1ml

/-/_—
Réactif de travail 1ml
/L

Mélanger et lire les densités optiques (DO) aprés une incubation de 5 minutes a 370C.

La coloration est stable pendant 30 minutes.

Calcul de la concentration :

DO échantillon
x concentration du standard

[Cl(eh=

DO standard

Evaluation des Effets de I’Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME)

(administré par gavage €l inhalation) sur la reproduction et les paramétres
hématologiques des lapins méles (pubére) (OryctolagusCuniculus).
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Annexe

» Dosage de la testostérone plasmatique

actifs utilisés

Ré
- éactifs sont contenus dans un coffret Elecsys-testostérone (Ref 1177606) pour 100
testS - o -

) Micropaﬁicules tapissées de strepatividine: un flacon contenant 6.5 ml.

Microparticules tapissées de strepatividine: 0.72 mg/ml.La capacité de liaison est

de 470 ng d

R1: anticorps ant
_testostérone marquée a la biotine 55ng/ml, pH7.

e biotine/mg de microparticules.
i-testostérone-biotine: un flacon contenant 8ml anticorps de

souris anti
. R2: péptide testostérone: un flacon contenant 8ml d'un dérivé de testostérone

marqu

Ftapes de dosage

Une prise d'essai de 50pl d'
et une testostérone marquée au ruthénium. Les sites de liaison

¢ au ruthénium 3ng/ml, pH7.

échantillon est incubée avec un anticorps anti-testostérone
biotinylé de l'anticorps

biotinylé sont 0C
marqués au ruthénium pour former des immuno-complexes.

cupés en partie par la testostérone plasmatique et en partie par les haptenes

2éme incubation

Les microparticules tapissées de strepatividine sont ajoutées d
fixé a la phase solide par une liaison

ans la cuvette réactionnelle.

Le complexe immunologique est
strepatividinebiotine.

Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les microparticules
sontmaintenues au niveau de I'électrode par un aimant.

L'élimination de fraction libre est effectuée par le passage de Pro Cell.

Une différence de potentiel appliquée a I'électrode déclenche la production de la

luminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur.
calibration. Une courbe de référence est

Les résultats sont obtenus a I'aide d'une courbe de
ur l'analyseur utilisé par une

Mmémorisée dans le code-barres du réactif et est réajustée, po

calibration en deux points.

Evaluation des Effets de 1’Ethyléne Glycol Monométhyl Ether(EGME‘)
(administré par gavage et inhalation) sur la reproduction et les paramelres
hématologiques des lapins mdles (pubére) (OryctolagusCuniculus). 125



Annexe

——

y» Dosage du glutathion GSH dans le foie et le testicule

n de [’homogénat

rrﬂ‘""‘ﬁo : ,
ettre 500 mg de foie ou de testicule en présence de 8ml d’une solution ’EDTA a
0.02M.
proyer € mélange aux ultrasons pendant 3 minutes pour le foie et 5 minutes pour le
tesﬁcule.
) Centrifuger |’homogénat obtenu 3 5000 tours/mn pendant 15 minutes.
~ Récupérer Je surnageant pour le dosage des protéines tissulaires et le glutathion GSH.
Posage des protéines tissulaires
L dosage des protéines s€ fait selon la méthode de Bradford (1976).
prélever 0.05 ml de ’homogénat.
Ajouter 4 ml de BBC.
Agiter pendant 5 minutes.
Lire les absorbances 4 595 nm contre un blanc qui correspond a ’eau distillée.
Evaluer la concentration des protéines selon une courbe d’étalonnage
préalablement tracée.

IR
1 Monométhyl Ether(EGME)
reproduction el les paramétres
(OryctolagusC uniculus).
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