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Résumeé :
Notre problématique tend a mettre en évidence, simultanément, Peffet nocif de
I’éthylene glycol monomethyl éther sur les parametres de reproduction, biochimiques et
hématologiques chez le lapin mile Oryctolagus Cuniculus. Pour cela, deux lots d’animaux ont

été traités a TEGME par injection cutanée (200 et 300 ppm) pendant une période de 4

semaines successlve.

A partir de I'analyse de nos résultats, on observe une diminution considérable du gain
de poids durant le traitement a 'EGME, une variation claire au niveau du poids du foie a été
obtenue, on note aussi une diminution importante de poids du testicule et d’épididyme chez les
lapins traités a 'TEGME.

En vue des résultats trouvés, le traitement par '’EGME avait une grande influence sur les
parametres de reproduction, 1l a induit une diminution significative de quelques parametres

biologiques des spermatozoides (concentration, vitesse, mobilité et vitalité).

Sur le plan endocrinien, une diminution significative de la testostérone est observée
chez les amimaux des lots DI et DII (respectivement 0.27+0.045ng/ml et 0.13+0.022ng/ml)
comparativement a ceux du lot témoin (1.94+0.47 ng/ml), p<0.001.

Les résultats ont montré aussi des changements notables dans les parametres
biochimiques caractérisés surtout, par une diminution significative (p<0.001) dans le taux du
glucose, une augmentation significative (p<0.05) dans le taux des triglycéndes, du cholestérol et

des protéines totales.

Des perturbations significatives dans les parametres du sang (globules rouges, le taux
d’hémoglobine et d’hématocrite, le volume globulaire moyen, la concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine et la teneur globulaire moyenne en hémoglobine) ont été observées

chez les individus traités par 'lEGME comparés aux témoins.

Sur un plan macroscopique, TEGME entraine des 1ésions tres claires au niveau de la
membrane des tubes séminiferes des testicules, et une dimiution des spermatozoides dans la
lumiere de I'épididyme, d’autre part P'observation des coupes histologiques hépatiques des
lapins traites a révélé la présence d’une nécrose hépatique au miveau des lots DI et DII par
rapport au témoin.

Nos résultats montrent aussi une réduction du taux de glutathion GSH dans les organes
étudiés (testicules, épididyme et foie).

En conclusion, la présente étude a montré que 'exposition a 'EGME a des effets
toxiques sur les parametres de reproduction, biochimiques, hématologiques et histologiques.
Mots clés : Lthylene glycol, Lapin, Oryctolagus Cuniculus, Repro-toxicité, Testicule,

Testostérone.



Abstract :

This study was carried out to investigate the harmful effect of ethylene Glycol Mono
Methyl Ether (EGME) on reproductive, biochemical and hematological parameters. For this
purpose, male rabbits * Oryctolagus Cuniculus *, were treated with (EGME) by cutaneous
mjection into the skin (1 mL/injection) over a period of 4 weeks, the rabbits were sacrificed and
the parameters are determined.

From the analysis of our results, we observed a significant decrease in weight gain during
treatment with EGME, a clear change in weight of the liver was obtained, there was also a
significant decrease in testicular weight and epididymis in rabbits treated with EGME.

In view of the results, treatment with EGME had a great influence on reproductive
parameters, 1t induced a significant decrease m some biological parameters of sperm
(concentration, speed, mobility and vitality).

On the endocrine level, a significant decrease in testosterone is observed in animals of
lots DI and DII (respectively 0.27 + 0.13 and + 0.045ng/ml 0.022ng/ml) compared to the
control group (1.94 = 0.47 ng / ml ), p <0.001.

The results also showed significant changes in biochemical parameters characterized
mainly by a significant decrease (p <0.001) in glucose, a significant increase (p <0.05) in
triglyceride and cholesterol levels and a significant increase (p <0.05) in the rate of total protein.

Highly significant distrubances i the cell parameters of the blood which contain the
numeration of blood cells ( white blood cells, red blood cells, the rate of hemoglobin,
hematocrit,the average spherical volume, the corpuscular concentration average in hemoglobin
and spherical content average in hemoglobin) at the individuals treated by the EGME
compared with witnesses.

On macroscopic plan, EGME causes alterations in tissue structures of the testis , and a
decrease of sperm cells i the light of the epididym, on the other hand the observation of the
hipatic histological cups of rabbits treated revealed the presence of a hepatic necrosis compared
with the witness. Our results also showed a reduction of the rate of gutathione GSH 1in studied
organs (testis, epidiym and liver).

In conclusion, the present study showed that exposure to EGME has toxic effects on
reproductive parameters, biochemical, hematological and histological findings.

Keywords : Ethylene glycol, Rabbit, Oryctolagus Cuniculus, Repro-toxic, Testis, Testosterone.
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ABREVIATIONS

BSA : Sérum albumine bovine
CCMH : Concentration corpusculaire moyen en hémoglobine.

DNTB : Acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman.

EDTA : Ethyléne diamine tétra-acetique.

EGME : Ethylene glycol mono méthyle ether .
GB : Globules Blancs.

GR : Globules Rouges.

GSH : Glutathion réduit.

Hb : Hemoglobine.

MAA : I'acide méthoxyacétique.

OMS : Organisation mondiale de la sante.
Ppm : partie par million.

TGMH : Teneur globulaire moyenne en hémoglobine.
TSM : le taux des spermatozoides morts.
TSV : le taux des spermatozoides vivants.
VGM : Volume globulaire moyen.

FNS : Formule de numération sanguine.
COOH : Groupement carboxyle.

CSC : Commission de sécurité des consommateurs.

CSHPF : Conseil supérieur d’hygiéne professionnel de France.
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Introduction

La pollution est une modification défavorable du milieu naturel, elle peut affecter
I’homme soit directement dans sa santé ou son environnement plus lointain (Francois, 2002).
L’un des problémes majeurs de ce siécle est la préservation de la qualité¢ de I’environnement
face a la croissance industrielle exceptionnelle et a la pollution engendrée par le
développement économique. Le rejet des substances naturelles ou industrielles constitue 1’un
des plus importants facteurs de dégradation de la biosphére par 1’homme (Lagadic et al.,
1997). Les substances xénobiotiques responsable de cette pollution sont nombreuses et
diverses en raison d’activité humaine multiples qui peuvent en étre la source, mais 1’attention
est particulierement portée sur les engrais, les pesticides, métaux lourds, et certains produits

pétrochimiques de grande consommation tel que les solvants (Derosa et al, 2004).

Les éthers de glycol (EG) sont des solvants oxygénés dont 1’usage s’est largement
développé ces trente dernieres années. Plus d'une trentaine d'éthers de glycol sont synthétisés
aujourd’hui par l'industrie chimique (INRS, 2004), ils sont directement ou indirectement
omniprésents dans notre monde moderne, au travail, chez soi, etc. (Eckel et al., 1996). IIs se
répartissent en deux séries: les dérivés de I'éthylene (série E) et les dérivés du propyléne
glycol (série P). Jusqu'en 1990, les dérivés de I'éthylene glycol étaient les principaux éthers de
glycol commercialisés, probablement parce que I'oxyde d'éthyléne nécessaire a leur synthese

est un important sous produit de I'industrie pétroliere (INRS, 2004).

Leur faible toxicité aigué, comparée a celle de la plupart des solvants organiques, a
favorisé leur présence dans de nombreuses préparations a usage industriel ou domestique tels
que les peintures, encres, vernis, teintures, produits de nettoyage, savons liquides,
cosmétiques ou certaines formulations pharmaceutiques (Lemazurier et al., 2003), sans

prendre en considération leurs effet nocif sur la santé (INSERM, 1999).

Pour cela I’homme pourra étre exposé et en contact direct avec ces produits dans son
milieu professionnel, donc il reste en situation de « menacé » pour des dizaines d’années, en
méme temps les industries qui fabriquent, transforment et utilisent les éthers de glycol
peuvent en émettre dans 1’air et en libérer dans les eaux de surface ou souterraines (Eckel et
al., 1996). c’est la raison pour laquelle plusieurs recherches étudies 1’effet des solvants sur la
physiologie des étres humains comme 1’Ethyléne Glycol Mono Méthyle Ether (EGME) qu’est

I’un de ces produits.
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Les différents éthers de glycol, dérivés de I'éthyléne glycol, sont facilement absorbés
par voie orale, cutanée ou pulmonaire. L'absorption est favorisée par dilution des composés
dans I'eau, les alcools ou les solvants organiques, c'est-a-dire dans les conditions standards
d'utilisation des éthers de glycol. Les fonctions esters (acétate, en général) sont aisément

hydrolysées et libérent in situ les différents éthers de glycol. (Gijsbers et al., 2004).

Du fait de leur caractéere amphiphile, les éthers de glycol traversent facilement les
membranes et se répartissent dans les compartiments aqueux et lipidiques ils accédent a tous
les compartiments y compris dans les tissus feetaux dans les minutes qui suivent 1’absorption,
quelle que soit la voie d’administration (orale, cutanée, pulmonaire) (Ahmed et al., 1994 ;
Sabourin et al., 1992a,b; Johanson, 1994 ; Ghanayem et al., 1987).Les systémes
enzymatiques transforment ensuite les éthers de glycol en composés hydrosolubles plus
facilement éliminés ou transformés en métabolites réactifs, responsables de manifestations
toxiques (Marie, 2002; Etiemble, 2003).

La plupart des travaux expérimentaux ont déterminé la toxicité et ’impact de ces
produits sur la santé (Fastier et al., 2005), sont considérés comme des produits trés toxiques
pour la plupart des fonctions du corps, car ils peuvent altérer la reproduction (reprotoxiques)
(Lorente et al., 2000; KU et al., 1995), les cellules sanguines (hémato-immunotoxiques)
(INSERM, 1999) et le systeme nerveux (neurotoxiques) (Brashear, 1996).Leurs métabolites

semblent étre plus toxiques que leurs produits initiaux (Wang et al., 2000).

Actuellement les effets des éthers de glycol sur les parameétres de reproduction y
compris la fertilit¢ masculine font I’objet des études menées a 1’échelle internationale

(Cicolella, 2006). Depuis la premiere publication de Nagano en 1979,

de nombreuses études réalisées chez 1’animal de laboratoire ont montré que des éthers
de glycol dérivés de 1’éthyléne glycol (principalement 1’¢ther méthylique ou EGME)

présentaient des effets adverses sur la reproduction et le développement.

L'effet des éthers de glycol sur le testicule est hautement spécifique. Ce sont les cellules
de la lignée germinale (spermatocytes au stade pachyténe) qui en sont la cible. L'atteinte de la
lignée germinale conduit a un arrét de la spermatogenese. Dans ce cas, l'arrét de la
spermatogenése peut étre définitif et le testicule s'atrophie. En diminuant le niveau de
production de spermatozoides, ces éthers de glycol diminuent le potentiel de fertilité, ce qui
peut aboutir a une stérilité (INSERM, 1999).

—
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Des études ont montré que L’exposition par voie cutanée des cobayes a ’EGME
engendre une altération des paramétres hématologiques (Iégere anémie et diminution du

nombre de leucocytes) (Hobson et al., 1986).

D'autres travaux ont démontré que I’administration répétée d’éthers de glycol produit
parfois des altérations fonctionnelles et/ou histologiques hépatiques. Elles sont toujours
bénignes (modulation d’activités enzymatiques, gonflement des hépatocytes, augmentation du
poids du foie) et traduiraient plutdét une réponse métabolique adaptative qu’un effet toxique

hépatique (INSERM, 1999).

Récemment, un intérét réel relatif a 1’exposition cutanée professionnelle est apparu au
niveau européen avec la naissance de deux vastes projets. Le premier s’intitule
RISKOFDERM (Risk Assessment for Occupational Dermal Exposure to Chemicals) (Van
Hemmen et al., 2003) et a pour but de développer des outils d’évaluation des risques liés a
une exposition cutanée. Le second appelé EDETOX cherche des critéres d’évaluations et de

prédictions de I’absorption cutanée des toxiques (Williams Faith, 2004).

Malgré cette prise de conscience évidente au niveau scientifique, le risque cutané est
considéré principalement vis-a-vis des produits chimiques a 1’état liquide mais trés peu
d’intérét semble porter sur 1’exposition cutanée aux toxiques volatils. Pourtant, certaines
études ont montré que cette voie pouvait participer a la toxicité systématique et parfois dans
des proportions non négligeables vis-a-vis du passage par inhalation ( Hursh et al ., 1989 ;
Johanson et Boman, 1991 ; Mraz et Nohova, 1992 ; Kezic et al ., 1997 ; Corely et al ., 1997 ;
Brooke et al ., 1998 ; Shih et al., 2000 ; Miyauchi et al., 2001 ; Jones et al., 2003 ; Chang et
al., 2007).

La pénétration des éthers de glycol dans I'organisme humain se fait principalement lors
d'un contact direct, a travers la peau, leur faible volatilité limite la contamination par voie
respiratoire sauf dans des situations ou les produits sont chauffés ou utilisés sous forme
d'aérosols. Chez I’animal les études récentes in vivo montrent, d’une facon générale, une
absorption cutanée chez le rongeur supérieure a celle observée chez I’homme (Sabourin et al.,
1992 ; Lockley et al., 2002) , la voie cutanée représentant environ 10 % de 1’absorption totale
des vapeurs d’EGBE (Corley et al., 1997). Cependant, elle peut atteindre de I'ordre de 40 %

dans certaines conditions industrielles (Jones & Cocker, 2003).
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Les vapeurs de ’EGME sont largement absorbées par voie cutanée: I’absorption du
composé par voie dermique représenterait plus de 50% de son absorption totale (Kezic et al. ,
1997).

Dans cet axe se dirige notre travail qui se base sur une étude expérimentale de I'effet
d'un solvant : I’Ethylene glycol mono méthyle éther (EGME) sur certains parametres relatifs a
la fonction de reproduction ainsi quelques paramétres biochimiques et hématologiques chez le

lapin male (Oryctolagus Cuniculus) aprés une exposition cutanée.
Ce manuscrit se divise en quatre chapitres:

+ Le premier est une synthese bibliographique des éthers de glycol et plus
particuli¢crement I’EGME, la famille, classification, les caractéres physico-
chimiques, utilisation et les effets sur la santé et I'environnement.

+ Le second est une étude expérimentale, dans laquelle nous présentons le matériel et
les méthodes de, le mode de traitement ainsi que l'ensemble de manipulations
réalisées au niveau du laboratoire pour obtenir les résultats souhaiteés.

+ Dans le troisieme chapitre, nous présentons les résultats obtenus aprés I'exposition des
animaux a I'éthyléne glycol monomethyl éther (EGME).

+ Dans le quatrieme chapitre, nous essayons de discuter les résultats obtenus et les

comparer avec les données disponibles au niveau international.
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I. Synthese bibliographique
1. L’absorption cutanée :

1.1. Définition de I’absorption cutanée :

Selon I’Organisation Mondial de la Santé¢ (W.H.O., 2006), I’absorption cutanée décrit
globalement le transport des moléecules de la surface externe de 1’épiderme vers la circulation
systémique. L’absorption se déroule en trois phases :

- La phase de pénétration (1) : une molécule se fixe en fonction de son affinité au film

hydrolipido-protéique a la surface de la couche cornée, puis elle pénétre la barriére semi-

perméable en fonction de ses caractéristiques physico-chimiques.

- La phase de diffusion (2): la molécule diffuse a travers les différentes couches de
1I’épiderme (Brisson, 1974 ; Agache et al., 2000).

- La phase d’absorption proprement dite (3): la molécule est absorbée dans les

différents réseaux vasculaires du derme et de I’hypoderme.
1.2. Le passage cutané des substances volatiles :

A premicre vue, le fait qu’un gaz ou un produit volatil puisse passer en partie la
barriére cutanée peut paraitre étonnant. Portant, ¢’est depuis 1851 que 1’on sait que la peau
peut absorber physiologiquement une partie de 1’oxygeéne atmosphérique. Cette étude a méme
montré que I’oxygene ambiant contribue entieérement a 1’oxygénation de la surface externe de
la couche cornée et qu’elle participe a la nutrition de 1’épiderme et d’une partie du derme
(Stucker et al., 2002). Il existe depuis de nombreuses années des expériences in vivo

objectivant le passage de gaz ou de vapeurs a travers la peau.
2. Le risque cutané lié aux vapeurs des éthers de glycol :

Pour évoquer un éventuel risque du passage cutané de toxiques volatils, il faut a la fois
objectiver la dangerosité du produit, sa pénétration cutanée dans des conditions
expérimentales et les conditions de travail, I’exposition possible et une dose suffisante pour
entrainer des effets aigus ou chroniques. La famille des éthers de glycol est choisie en
exemple du fait de leur dangerosité révélée depuis quelques années, leur présence dans de
nombreux secteurs d’activité et produits de consommation. Deux rapports récents de

I’INSERM (1999, 2006) ont montré une affinité importante entre les éthers de glycol et la

—
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peau humaine. Un intérét grandissant s’est porté sur 1’exposition cutanée des éthers de glycol

(Bonnefoy., 2009).
2.1. Les données géneérales sur les éthers de glycol :

Les éthers de glycol font partie de la famille des solvants organiques et comprennent 80
dérivés. Ce sont des liquides, incolores et volatils utilisés comme solvants amphiphiles, c’est-
a-dire hydrophile (soluble dans I’cau) et lipophiles (solubles dans les huiles et solvants
organiques) Du fait de ce caractere amphiphile, ils entrent dans la composition de hombreux
produits a usage industriel ou domestique. Leurs synthéses s’effectuant principalement par
I’action d’un alcool sur I’oxyde d’éthyléne ou de propylene, les éthers de glycol se divisent en
deux principaux groupes : les dérivés de 1’éthyléne glycol (série E) et les dérivés du propyléne

glycol (série P).

La plupart des études publiées dans la littérature internationale concernent les éthers de
glycol de la série éthylénique et en particulier I'éthyléne glycol monomethyl éther (EGME)
(INSERM, 2006).

2.2, L’éthyléne glycol monomethyl éther (EGME) :
2.2.1. Définition :

L’EGME fait partie des dérivés de 1’éthyléne glycol (série E) : R-O-CH,-CH,-OH:
posséde une fonction alcool primaire qui se métabolise dans I'organisme par voie de l'alcool

déshydrogénase puis de lI'aldéhyde déshydrogénase en acides alkoxyacétiques

(Etiemble, 2003). Ces acides alkoxyacétiques sont responsables d'effets toxiques sur la
reproduction, notamment l'acide méthoxyacétiqgue (MAA), métabolite de I'éthyléne glycol
monométhyl ether (EGME) (Lemazurier et al., 2003; INRS, 2005).

2.2.2. ldentité et propriétés physico-chimiques :

L’éthyléne glycol monomethyl éther a pour formule moléculaire empirique C3H802; sa
formule développée est CH3;OCH,CH,0H et son poids moléculaire s’¢léve a 76,1 g/mole. Il

porte le numéro 109-86-4 au registre du Chemical Abstracts Service (CAS).

L’éthylene glycol monomethyl éther est un liquide visqueux et incolore, d’une solubilité
de 500 000 mg/L dans I’eau (DMER et AEL, 1996). Son coefficient de partage entre 1’octanol
et I’eau (log Koe) est de —0,77 (Hansch et Leo, 1985); il a une tension de vapeur de 1 300 Pa &
25 °C (Riddick et al., 1986) et une constante de la loi de Henry égale a 0,198 Pa-m3/mole

e —
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(valeur théorique) (DMER et AEL, 1996). Le facteur de conversion de ’EGME dans 1’air
correspond & 1 ppm = 3,11 mg/m3.

L’EGME fait partie du groupe de composés chimiques parfois baptisés « éthers
glycoliques ». Parmi ses synonymes, mentionnons le 2-méthoxy-1-éthanol, 1’éther d’éthyléne

glycol et de monométhyle et le méthyl Cellosolve.

Les principales caractéristiques physico-chimiques de ’EGME sont rassemblées dans le

tableau ci-dessous :

Parameétre Valeur/description Référence

2-méthoxyéthanol
(ou Ethyléne glycol méthyl

Nom chimique éther ou Ethyléne glycol INRS, 1999

monomeéethyl ether)

Numeéro CAS 109-86-4 INRS, 1999
Numeéro EINECS 203-713-7 INRS, 1999
Formule chimique C3HzO2 INRS, 1999

Etat physique Liquide incolore INRS, 1999
Poids moléculaire 76,09 g.mol"I INRS, 1999

Tension de vapeur 13 hPa (257T) IPCS, 2004
Concent e " | %0 e | cateuse

complétement soluble

Solubilité : ECETOC 1994
dans 'eau
JTemperatures 123-126C / -85TC INRS, 1999
d’ebullition/fusion
) ] 37-39 C
Point d’éclair INRS, 1999

en coupelle fermée

(en volume)
Limites d’explosibilité Limite inférieure : 2.4 %, INRS, 1999
Limite supérieure : 20 %

Facteurs de conversion 1 ppm = 3,11 mg/m?

2 20C et 1013 hPa 1mg/m? = 0,32 ppm INRS, 1999

Tableau 1: Les principales caractéristiques physico-chimiques de 'EGME.

2.2.3. Caractérisation de la pénétration de PTEGME dans I’environnement :
2.2.3.1. Production, importation et utilisations :

L’EGME entre dans la fabrication des peintures, des enduits, des encres, des
nettoyants, des produits a polir, des fluides hydrauliques de frein et du carburéacteur. Il trouve
de nombreuses applications comme solvant, produit intermédiaire et coupleur de solvant dans

les mélanges et les préparations a base d’eau (Stemmler et al., 1997).
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L’analyse des données de surveillance recueillies par le ministére du Travail de
I’Ontario entre 1983 et 1994 (Rachamin et al., 1996) révele que la plupart des

industries rapportant une concentration de ’EGME supérieure a la limite de détection

dans I’air ambiant étaient des imprimeries commerciales ou des fabricants de petits appareils

¢électroménagers, de machines et d’équipement.

2.2.3.2. Sources et rejets :

> Sources naturelles :

L’EGME n’existe pas a I’état naturel (U.S. EPA, 1986; OMS, 1990). Aucune réaction
connue n’entraine la production in situ de ’EGME ou d’autres éthers glycoliques et leur rejet
dans I’atmosphére (Rogozen et al., 1987).

» Sources anthropiques :

Les rejets de ’EGME dans I’environnement immédiat signalés dans le cadre de
I’Inventaire national des rejets de polluants totalisaient 17,0 tonnes en 1994 (INRP, 1996).
Une usine du sud de I’Ontario est a ’origine de ces émissions, toutes atmosphériques de
nature. La méme année, les transferts de ’EGME en vue de leur élimination hors des lieux,
dans un incinérateur, se chiffraient a 2,12 tonnes. Enfin, 0,07 tonne de ’EGME a servi a la
récupération de I’énergie en 1994 (INRP, 1996). En 1995, les rejets de 'EGME dans
I’environnement immédiat rapportés par des entreprises a 1’Inventaire national des rejets de
polluants s’établissaient a 6,3 tonnes (INRP, 1998). La totalité du polluant a été libérée dans

I’atmosphere par les cheminées d’une usine du sud de 1’Ontario.

Les transferts de ’EGME en prévision de sa destruction hors des lieux s’¢levaient a
33,9 tonnes en 1995 (INRP, 1998). Aucun rejet de PEGME n’a été signalé a I’Inventaire
national des rejets de polluants en 1996 (INRP, 1998).

2.2.3.3. Devenir dans ’environnement :

> Air:
Etant donné sa grande volatilité (tension de vapeur de 1 300 Pa a 25 °C), ’EGME
devrait surtout se retrouver dans 1’air. Howard et al. (1991) situent la demi-vie du composé
entre 5,7 et 57 heures dans I’atmosphére, d’apres la constante de vitesse de sa réaction avec

les radicaux hydroxyles.
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L’Environmental Protection Agency des Etats-Unis (U.S. EPA, 1986) fixe la demi-vie
de PEGME a 17,5 heures en fonction de la réaction de ce composé avec les radicaux

hydroxyles présents dans 1’air ambiant.

> Eaux de surface :
L’EGME s’évapore rapidement a la surface de I’eau. Sa demi-vie est estimée a 2,8

heures (Lyman et al., 1982).

L’EGME pourrait se biodégrader de manicre sensible dans I’eau naturelle (U.S.EPA,
1986). Howard et al. (1991) situent la demi-vie du composé dans cet élément entre 1 et 4
semaines, avec une biodégradation aérobie sans acclimatation.

» Eaux souterraines :

Selon Howard et al. (1991), le composé a une demi-vie de 2 a 8 semaines dans les eaux

souterraines, compte tenu d’une biodégradation aérobie sans acclimatation.
» Sols:

La grande solubilit¢ dans I’eau (U.S. EPA, 1986) de ’EGME devrait permettre a ce

dernier de se déplacer tres facilement dans le sol, mais une grande partie du composé

s’évaporerait a la surface du sol.

Howard et al. (1991) établissent la demi-vie du composé dans les sols aérobies entre 1
et 4 semaines, en supposant une biodégradation aérobie sans acclimatation. La bactérie
tellurique Alcaligenes MC11 oxyde ’EGME en acide 2-méthoxyacétique (AMA) et s’en sert
comme source de carbone (Harada et Nagashima, 1975). Pseudomonas sp. 4-5-3,
Xanthobacter autotrophicus EC1-2-1 et une bactérie simplement baptisée « souche MC2-2-1
» pourraient aussi tirer le carbone dont elles ont besoin pour croitre dans des conditions
aérobies de ’EGME (Kawai, 1995).

La demi-vie de ’EGME dans les sols aérobies se situe entre 4 et 16 semaines, compte
tenu de la demi-vie du composé en milieu aqueux aérobie, avec biodégradation sans

acclimatation (Howard et al, 1991).
2.2.3.4. Distribution dans I’environnement :

L’EGME ne devrait pas beaucoup s’adsorber aux solides en suspension ni aux
sédiments a cause de sa grande solubilit¢ dans 1’eau (U.S. EPA, 1986). Par ailleurs, les
propriétés physico-chimiques de L’EGME signifient que le composé devrait s’évaporer ou se

lixivier rapidement dans le sol (Howard, 1990).

Sy
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Quand il y a émission d’EGME dans l’air, le critére d’équilibre (CEQ) prévoit
qu’environ 50 % du composé se retrouvera dans 1’air, contre 25 % environ dans le sol et
autant dans ’eau. Si le rejet s’effectuait dans 1’eau, plus de 99 % du composé y resterait.
Enfin, libéré dans le sol, environ 75 % de ’EGME se retrouverait dans le sol et 25 % dans
I’eau (DMER et AEL, 1996).

2.2.4. Devenir dans I’organisme :

Les éthers de glycol pénétrent aisément dans 1’organisme, que ce soit par voie orale,

pulmonaire ou cutanée.
2.2.4.1. Absorption :

Du fait de son caractére amphiphile, "TEGME traverse facilement les membranes et se
répartissent dans les compartiments aqueux et lipidiques. Absorbé trés efficacement quelle
que soit la voie de pénétration (orale, cutanée, pulmonaire), il se distribue dans la plupart des
tissus biologiques y compris dans les tissus feetaux. Les systémes enzymatiques le transforme
ensuite en composés hydrosolubles plus facilement éliminés ou en métabolites réactifs,
responsables de manifestations toxiques. (INSERM, 1999).

> Absorption chez ’animal :

L’absorption par voie cutanée des éthers de glycol est trés efficace pour la plupart
d’entre eux. Des mesures quantitatives ont été réalisées avec plusieurs éthers de glycol de la
série éthylénique (Barber et al., 1992; Bartnik et al., 1987; Boatman et al., 1993; Guest et al.,
1984; Johanson et Fernstrom,1986, 1988; Johanson et al.,

1986). La pénétration varie de 20 a 2 800, mg/h/cm2 en fonction inverse du poids
moléculaire.

La pénétration cutanée est facilitée lorsque les éthers de glycol sont en solution aqueuse
ou éthanolique. Ceci est particulierement bien démontré pour EGBE chez le cobaye (Bartnick
et al., 1987; Johanson and Fernstrom, 1988) mais il est également vrai pour ’EGME puisque
les effets toxiques sont potentialités lorsque le produit est dilué dans 1’cau (Cooper et Hobson
1989).

L’EGME s’absorbe facilement aprés exposition par voie orale, par inhalation ou par

pénétration cutanée (Welsch et Sleet, 1987; Sleet et al., 1988; Scott et al., 1989).
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> Absorption chez ’homme :

Des travaux sur différents éthers de glycol et diéthers montrent un passage cutané
humain de 35 a 2 800, mg/h/cm, ces absorptions variant en fonction inverse du poids
moléculaire des composés: EGME > 2PG1ME > EGEE > EGEEA > EGnPE > EGBE >
DEGME > DEGEE > DEGBE (Dugard et al., 1984; Barber et al., 1992; Larese et al., 1994).

Selon I'Inserm (2006), la peau d'un adulte humain en absorbe 2 a 30 fois moins que celle
du rat (selon le composé considéré). On peut penser que l'absorption est plus importante chez

les enfants ou la peau est plus fine.
2.2.4.2. Distribution :

L’EGME gagne toutes les parties de 1’organisme ou presque, y compris le feetus en
développement, ou la concentration de métabolites peut étre plus élevée que chez la mére
(Welsch et Sleet, 1987; Sleet et al., 1988; Scott et al., 1989).

Aprés quelques heures, de fortes concentrations se retrouvent dans le foie, les reins et
les graisses. Les concentrations tissulaires sont alors supérieures aux concentrations
circulantes. De fortes concentrations ont également été mesurées dans la moelle osseuse, la
vessie, la rate et le thymus de souris ayant recu de I’EGME par voie intraveineuse. Vingt-
quatre a 48 h aprés administration d’EGME, une forte rémanence de composés est observée

dans la carcasse (5 a 10 %) et dans le foie. (Bartnick et al., 1987).
2.2.4.3. Passage placentaire et distribution chez le feetus :

Administrés a des souris gravides, EGME se retrouve dans les feetus a des
concentrations supérieures aux concentrations sanguines maternelles (Daniel et al.1991). Une
é¢tude comparée rat/souris/singe montre que ’EGME s’accumule dans tous les cas dans le
placenta et ’embryon, ainsi que dans le sac vitellin (Sleet et al., 1986; Scott et al., 1989;

Clarke et al., 1991a, 1993; Daniel et al., 1991).
2.2.4.4. Métabolisme :

Les éthers de glycol sont métabolisés tres rapidement, L’expertise Inserm de 1999
rapport que les esters (acétate en général) sont hydrolysés en quelques minutes dans le sang
ou au niveau des muqueuses par des carboxylestérases et ne sont pas détectes dans les fluides
biologiques.les transformations ultérieures impliquent des réactions d’oxydations

éventuellement suivies de conjugaisons qui dépendent de la nature des substituants portés par

I
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les dérivés de I'éthyléne, du diéthylene ou du triéthyléne glycol ou de la position des
substituants portés par les propyléne, dipropyléne ou tripropyléne glycols.

La voie principale du métabolisme des éthers monosubstitués de 1’éthyléne glycol est
une série de transformation majoritairement en aldéhydes (alcoxyacétaldéhyde) qui peut étre
secondairement conjugué en acides (alkoxyacétiques) par des alcools et des aldéhydes
déshydrogénases. Une voie alternative peut étre impliquée en cas de saturation de la
premiére : elle implique des monooxygénases a cytochrome P450 qui catalysent la rupture du

pont éther, libérant un alcool primaire et I’éthyléne glycol.

La fonction alcool primaire des dérivés du diéthylene ou du triéthyléne glycol est
également transformée en aldéhydes et acides du diéthylene ou triéthylene glycol. Les liaisons
éthers de ces derniers peuvent étre coupées par des mono-oxygénases, les déshydrogénases
réagissant ensuite sur I’éthyléne glycol ainsi formé. Les glymes, dérivés disubstitués de
I’éthyléne glycol, du diéthyléne glycol et du triéthylene glycol, subissent au préalable une
désalkylation d’un groupement méthoxyle aboutissant a la production d’un dérivé
monosubstitué. Ce dernier subit alors une voie métaboligue commune aux dérivés

monosubstitués.

En conclusion, les divers produits du métabolisme excrétés sont : les acides

alkoxyacétiques ou éthyléne glycol, molécules méres inchangées et CO2. (Figure 01).

I
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Figure 1: Métabolisme de 'EGME (INSERM, 1999).

2.2.4.5. Elimination :

Le temps de demi-vie plasmatique des molécules méres est court, de 1’ordre de plusieurs
dizaines de minutes. Cela contraste avec le plus long séjour des métabolites acides dans
I'organisme et de leur élimination urinaire, de quelques heures a plus de 48 heures pour
certains d’entre eux (71 h pour le MAA). Pour les éthers monosubstitués, la vitesse
d’élimination des métabolites urinaires va dépendre de la longueur de la chaine alkyl : les
métabolites acides des éthers de glycol a chaines longues (butyles) sont plus rapidement

éliminés (demi-vie de 6 h) que les dérivés éthylés ou méthylés (demi-vies de 40 et 80 h

respectivement). L'alcool et I'aldéhyde
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déshydrogénases sont des systemes enzymatiques saturables, expliquant que la quantité
de composé administré va également intervenir dans la vitesse d’élimination et le mode de
transformation métabolique. L’administration simultanée d’autres composés (alcool
éthylique) substrats de ces enzymes va diminuer la vitesse de transformation métabolique des
éthers de glycol (Humbert et al., 2003).

En général, ’AMA (libre ou conjugué) est le principal métabolite décelé dans I’urine
du rat, de la souris et de 1’étre humain exposés au produit par ingestion ou inhalation; les
autres métabolites dans 1’urine comprennent 1’éthyléne glycol (surtout chez le rat exposé de
facon répétitive au compos€¢ par 1’eau potable) (Medinsky et al., 1990) et les produits
métaboliques du cycle de Krebs. L’étre humain élimine le prétendument métabolite toxique
AMA beaucoup plus lentement que le rat, avec des demi-vies dans le sang de 77 et de 19

heures, respectivement (Groeseneken et al., 1989).
2.2.5.Ecotoxicologie :

2.2.5.1. Organismes terrestres :

On ne posséde pas d’information sur les effets que L’EGME pourrait avoir sur la faune.
Selon les résultats des études d’inhalation qu’on y retrouve, le lapin blanc de Nouvelle-
Z¢lande est I’animal le plus sensible a PEGME présent dans I’air. (Hanley et al.,
1984a,b).

2.2.5.2. Organismes aquatiques :

Les données sur la toxicité chronique ne portent que sur les protozoaires et les algues.
Le flagellé Chilomonas paramecium demeure 1’organisme le plus sensible avec un seuil de
toxicité apres 2 jours de 2 200 pg/L, si ’on se fie a I’inhibition de la multiplication des

cellules (Bringmann et Kuehn, 1981).

L’algue la plus sensible est la cyanophycée Microcystis aeruginosa, avec un seuil de
toxicité au bout de 8 jours de 100 000 pg/L. (Bringmann et Kuehn, 1978).
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2.2.6. Toxicité chez I’animal :
2.2.6.1. Toxicité aigué :

L’EGME se caractérise par une toxicité aigué faible & moyenne chez les animaux de
laboratoire exposés par voir orale, par inhalation ou par pénétration cutanée. La DLso orale se
situe habituellement autour de 1 000 mg/kg-mc ou plus (Smyth et al., 1941; Carpenter et al.,
1956; ECETOC, 1995). Les effets sublétaux résultant de 1’exposition aigué a des doses plus
faibles comprennent des effets toxiques pour le systéme reproducteur male (=50 mg/kg-mc),
une altération des parametres sanguins (=200 mg/kg-mc) et des effets sur le foie, le thymus et
la rate (300 mg/kg-mc) (Chapin et Lamb, 1984; Anderson et al., 1987; Holloway et al., 1990;
Kawamoto et al., 1990; Ku et al., 1994). L’EGME ne sensibilise pas la peau et il est peu
probable qu’il irrite la peau ou les yeux (Carpenter et Smyth, 1946; Jacobs et al., 1987, 1989;
Jacobs, 1992; Devillers et Chessel, 1995; Zissu, 1995).

2.2.6.2. Toxicité a court terme :

Le thymus, les testicules et le sang du rat restent les organes les plus sensibles a
I’EGME ou a l’acétate de I’EGME lors d’expositions répétées a court terme, par ingestion,
par inhalation ou par application sur la peau (Miller et al., 1981; Grant et al., 1985; Fairhurst
et al., 1989; Feuston et al., 1989; Kawamoto et al., 1990; Exon et al., 1991; Smialowicz et al.,
1991a; NTP, 1993; Butterworth et al., 1995; Williams et al., 1995). Le poids relatif du
thymus diminue chez les rats a qui on administre oralement 50 mg/kg-mc ou plus du composé
par jour (4 jours) ou qui sont exposés a une concentration de 300 ppm (933 mg/ms) ou plus du
compos¢ dans 1’air (9 jours). Les taux d’exposition supérieurs entrainent des modifications
histopathologiques. Des effets histopathologiques ou une réduction du poids des testicules ont
aussi été observés chez les rats exposés a environ 88 mg/kg par jour ou 300 ppm (933 mg/ms)
ou plus du produit pendant 9 ou 10 jours, tandis que les rats a qui on avait donné 70 mg/kg-
mc par jour ou 300 ppm (933 mg/ms) ou plus du composé pendant au moins 5 jours

présentaient des anomalies au niveau des parameétres sanguins.

En dépit de données moins nombreuses, la souris parait moins sensible que le rat en ce
qui concerne 1’induction d’effets sur les organes précites. En effet, le thymus, le sang et les
testicules ne présentent des altérations qu’apres administration de doses de 1 000, de 500 et de
250 mg/kg-mc par jour (>4 jours) par voie orale (Nagano et al., 1979, 1984; Miller et al.,
1981; Hong et al., 1988) ou exposition a des concentrations de 300, de 300 et de 1 000 ppm
(933, 933 et 3 110 mg/ms) dans I’air (9 jours), respectivement (NTP, 1993). Les données sur
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la toxicité a court terme du produit pour les autres animaux de laboratoire ne sont pas assez

nombreuses pour autoriser une comparaison valable.

2.2.6.3. Toxicité chronique :

» Ingestion

Le thymus, les testicules et le sang sont les principaux organes affectés par ’'EGME
chez les rats exposes de maniére subchronique au compose soit par gavage, soit au moyen
d’eau potable. Les rats a qui on administre 285 mg/kg-mc par jour (la plus petite dose testée)
ou plus du produit par voie orale pendant 6 semaines souffrent d’une atrophie du thymus et
des testicules ainsi que d’une altération des parametres hématologiques (notamment la
concentration moyenne d’hémoglobine, I’hématocrite ainsi que la numération des
érythrocytes et des leucocytes) (U.S. EPA, 1992). La dégénérescence des testicules, une
diminution du poids du thymus et des effets sur le sang (y compris 1’anémie, la réduction du
nombre de leucocytes et de plaquettes) ont aussi été signalés chez les rats exposés durant 13
semaines a ’EGME dans 1’eau potable, a une concentration équivalente a une dose de 71
mg/kg-mc par jour ou plus (NTP, 1993). Un peu comme cela s’est produit dans les études a
court terme, les souris B6C3F1 sont moins sensibles que les rats a ’EGME. En effet, les
testicules et le thymus ne sont atteints qu’aprés exposition a des doses de 530 et de 990
mg/kg-mc par jour ou 19 plus. (NTP, 1993).

» Inhalation

Les rats Sprague-Dawley exposés par inhalation a 300 ppm (933 mg/ms) de ’TEGME
pendant 13 semaines présentaient une atrophie du thymus et des testicules, accompagnée de
modifications histopathologiques aux testicules et d’altérations a plusieurs parametres
sanguins (concentration de leucocytes, de plaquettes et d’hémoglobine) et chimiques (bilan
protéique, albumine, globuline). Le seul effet observé aux concentrations inférieures était une
perte pondérale chez la femelle a 100 ppm (311 mg/ms) (Miller et al., 1983; Rao et al., 1983;
Hanley et al., 1984a). Les mémes chercheurs ont remarqué que les testicules du lapin blanc de
Nouvelle-Zélande sont plus sensibles a I’exposition a ’EGME pendant 13 semaines, les tissus
de cet organe présentant une dégénérescence a une concentration aussi faible que 30 ppm (93
mg/ms), alors qu’il y a atrophie lymphoide du thymus a une concentration de 100 ppm (311
mg/ms) ou plus. Les parametres sanguins subissent des modifications (plus faible numération
des globules rouges et blancs et des plaquettes, baisse de la concentration d’hémoglobine) a

300 ppm (933 mg/ms) (Miller et al., 1983).
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» Application cutanée

L’exposition par voie cutanée des cobayes a 1 000 mg/kg-mc du composé par jour

pendant 13 semaines engendre des effets histopathologiques sur les testicules,

plus une réduction du poids des organes et une perte pondérale, et une altération des
paramétres hématologiques (légére anémie et diminution du nombre de leucocytes) et

chimiques (enzymes du sang et calcium dans 1’urine) (Hobson et al., 1986).
2.2.6.4. Génotoxicité

Bien que PEGME n’ait pas révélé de propriété mutagéne dans les essais in vitro, il
semble que le composé ait une certaine activité clastogéne. Des preuves cohérentes indiquent
que le premier métabolite, le MALD, est génotoxique pour plusieurs lignées cellulaires.
Méme si les résultats des études in vivo existantes suggerent que I’EGME n’est pas
génotoxique pour les cellules somatiques, il se pourrait qu’il engendre des modifications
génétiques dans les gonocytes du male.

> Etudes in vitro

I’EGME n’a pas d’effet mutagene sur diverses souches de Salmonella (McGregor et al.,
1983; McGregor, 1984; Zeiger et al., 1992; Hoflack et al., 1995). Par ailleurs, bien que
I’AMA, son métabolite primaire, ne soit pas mutagene (McGregor et al., 1983; Hoflack et al.,
1995), I’acétaldéhyde intermédiaire (MALD) a une action de ce genre sur une souche, qu’il y
ait ou non activation métabolique exogéne (Hoflack et al., 1995). L’acétate de ’'EGME
n’induit pas d’effet mutagene sur les levures (Abbondandolo et al., 1980), mais il entraine une

mauvaise ségregation des chromosomes . (Zimmermann et al., 1985; Whittaker et al., 1989).

L’EGME n’engendre pas de mutations ponctuelles dans les cellules des mammiferes
cultivées in vitro (McGregor, 1984; Ma et al., 1993; Chiewchanwit et al., 1995). Toutefois,
son métabolite, I’acétaldéhyde, augmente le nombre de mutations dans les cellules de hamster
chinois (Elias et al., 1996).

Quelques résultats indiquent que I'’EGME et son acétate accroissent le nombre
d’aberrations chromosomiques dans les cultures de cellules de mammiferes (dont celles de
cellules humaines). Si le composé intermédiaire MALD est a 1’origine de maintes aberrations
chromosomiques dans diverses lignées cellulaires, ’AMA, en revanche, n’en entraine aucune
(Villalobos-Pietrini et al., 1989; Chiewchanwit et Au, 1994; Elias et al., 1996). Le composé-

meére et les deux métabolites induisent des micronoyaux dans les cellules de mammifeére,
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I’acétaldéhyde ayant des effets beaucoup plus prononcés que I’EGME ou I’AMA (Elias et al.,
1996). Aucun résultat concluant n’indique que ’EGME suscite des échanges de chromatides
soeurs in vitro, bien que le MALD et ’AMA le fassent (Villalobos-Pietrini et al., 1989;
Loveday et al., 1990; Chiewchanwit et Au, 1994; Elias et al., 1996). L’EGME et le MALD
causent I’aneuploidie ou d’autres anomalies de la mitose in vitro (Zimmermann et al., 1985;
Whittaker et al., 1989; Elias et al., 1996).

> Etudes in vivo
L’EGME n’induit pas d’aberrations chromosomiques chez le rat ni chez la souris apres
une exposition unique ou répétée par inhalation, ingestion ou intraveineuse (McGregor et al.,
1983; Au et al., 1993). L’acétate de '’EGME n’engendre pas non plus 1’apparition de
micronoyaux dans les cellules de la moelle osseuse chez les hamsters a qui on a injecté une

seule dose du composeé par voie intrapéritonéale (Basler, 1986).

Par ailleurs, les spermatozoides des souris exposées a plusieurs reprises par inhalation a
500 ppm (1 555 mg/ms) d’EGME pendant 5 jours présentaient des anomalies
morphologiques, également relevées chez les souris et les rats a qui on avait administré une
dose aigué de 500 mg/kg-mc ou plus du produit par voie orale (McGregor et al., 1983;
Anderson et al., 1987). Malgré cela, les résultats des essais sur les mutations létales
dominantes chez les rongeurs ne sont pas concluants (McGregor et al., 1983; Rao et al., 1983;
Anderson et al., 1987).

2.2.5.6. Toxicité pour le développement :

» Ingestion

L’EGME et ’AMA, son principal métabolite, s’aveérent constamment toxiques pour le
développement dans maintes études sur diverses especes d’animaux de laboratoire a qui ces
composés avaient été administrés par voie orale (méme si les données ne permettent pas
d’évaluer la variation interspécifique de la sensibilité), habituellement & des doses ou a des
concentrations inférieures a celles qui s’avérérent toxiques pour la mere et fréquemment au
degré d’exposition le plus bas testé. Ainsi, on observe une diminution du poids du feetus chez
les rates exposées a des doses répétées de 16 mg/kgmc par jour (la dose la plus faible) ou plus
d’EGME dans le régime alimentaire durant la gestation. Des malformations apparaissent a des
doses de 31 mg/kg-mc par jour ou plus, alors que la toxicité pour la mére ne survient qu’a une

dose plus élevée (a savoir >140 mg/kg-mc par jour) (Nelson et al., 1989). Plusieurs autres
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études sur des rats exposés a | ’TEGME par leur alimentation ou par gavage (dose unique ou
répétée) débouchent sur des résultats analogues (Ritter et al., 1985; Toraason et al.,

1985, 1986a,b,c; Toraason et Breitenstein, 1988; Nelson et al., 1991; Sleet et al.,
1996). Les malformations touchaient principalement le systeme cardiovasculaire, les reins et
le systeme squelettique dans bon nombre de cas; a cela s’ajoutent dans quelques cas des
problémes de fonctionnement cardiaque. Une étude signalait des modifications au squelette et
une ossification tardive chez les souris ayant recu a plusieurs reprises une dose assez faible de
I’EGME par voie orale (a savoir >31,25 mg/kg-mc par jour). Ces effets s’aggravent quand on
augmente la dose, qui devient aussi toxique pour la mére (Nagano et al., 1981, 1984). Le cceur
semble étre I’organe le plus sensible chez le rat, mais non pas chez la souris, bien que les
essais sur cet animal soient moins nombreux. Dans une étude, le systtme immunitaire en
développement de la souris a été atteint, si ’on se fie aux observations sur les cellules du
thymus, sur I’expression des antigénes des thymocytes et sur les cellules prolymphoides du
foie (Holladay et al., 1994). L’administration quotidienne de 12 mg d’EGME /kg-mc ou plus
par voie orale pendant 25 jours durant la gestation s’avere toxique pour la mere et I’embryon
chez le macaque de Buffon. Aucune preuve ne permet toutefois de conclure a I’existence de
malformations lorsque la dose ne dépasse pas 36 mg/kg-mc par jour (Scott et al., 1989).

» Inhalation

Dans les essais sur les rats, I’exposition répétée de la meére a une concentration de 50
ppm (156 mg/ms) d’EGME ou plus par inhalation entraine divers effets sur le
développement, notamment de fortes résorptions, une perte de poids chez les petits ou le
foetus et des anomalies bénignes au squelette (Doe et al., 1983; Hanley et al., 1984a,b;
Nelson et al., 1984a); il faut une concentration de 100 ppm (311 mg/ms) ou davantage pour
observer des malformations plus prononcées, telles les anomalies cardiaques (Nelson et al.,
1984a). L’inhalation de 25 ppm (78 mg/ms) du composé se traduit par des effets
neurochimiques et comportementaux chez la progéniture du rat (Nelson et al., 1984b). Dans
le cadre d’essais uniques sur la souris et le lapin, la CMEO toxique pour le foetus (diminution
du poids, 1égéres modifications osseuses, hypoplasie des testicules) s’établit respectivement &
50 et a 10 ppm (156 et 31 mg/ms), tandis que la CSEO se situe respectivement a 10 et a 3 ppm
(31 et 9 mg/ms) (Hanley et al., 1984a,b).
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» Application cutanée

L’exposition répétée des rates a environ 48 mg/kg-mc par jour ou plus de produit par
voie cutanée engendre des effets toxiques pour le développement (y compris des
malformations) (Wickramaratne, 1986; Feuston et al., 1990; Hellwig, 1993). L’EGME
s’avere aussi tératogene pour le rat et la souris quand il est administré par d’autres voies

d’exposition (a savoir intraveineuse, inoculation sous-cutanée ou intrapéritonéale).

2.2.6.6. Toxicité pour la reproduction :

«+ Effets sur le systeme reproducteur des males :
» Ingestion

Dans les nombreuses études pertinentes recensees, ’EGME se révéle toujours
toxique pour le systeme reproducteur male des espéces testées, peu importe la voie
d’administration. Des effets sur la capacité de reproduction et les organes reproducteurs ont
souvent été observés a la dose ou a la concentration la plus faible testée. L’administration
d’une ou de plusieurs doses d’EGME par voie orale a des effets nocifs sur les testicules
(notamment atrophie et altérations histopathologiques ou signes biochimiques de dommages
aux testicules, comme la présence de créatine dans ’urine) et/ou sur divers paramétres du
sperme dans toutes les études au cours desquelles ces paramétres ont été examinés et cela,
généralement a une dose d’environ 50 mg/kg-mc par jour ou davantage (Foster et al., 1983,
1984; Chapin et Lamb, 1984; Chapin et al., 1985a,b; a Creasy et al., 1985; Anderson et al.,
1987; Ghanayem et Chapin, 1990; Holloway et al., 1990; Reader et al., 1991; Smialowicz et
al., 1991a; Vachhrajani et Dutta, 1992; NTP, 1993; Ku et al., 1994; Butterworth et al., 1995;
Aich et Manna, 1996; Timbrell et al., 1996), bien que les effets sur les testicules puissent
apparaitre a une dose de 30 mg/kg-mc par jour, si I’on en croit la citation d’une étude portant
sur plusieurs générations de rats exposés a ’EGME dans 1’eau potable (Gulati et al., 1990
a,b). On a aussi noté une diminution de la fertilité chez le méle dans plusieurs études sur
I’exposition aigué€ et a court terme (dans un cas, a une dose inférieure a celle induisant des
changements histopathologiques dans les testicules [soit 50 mg/kg-mc par jour]) (Chapin et
al., 1985a; Anderson et al., 1987; Holloway et al., 1990).

Chez la souris, la fertilité et les organes de la reproduction du male sont respectivement
affectés par ’administration quotidienne, a court et a long terme, de 60 et de 170 mg/kg-mc

ou plus du produit par voie orale, méme si les essais sur la souris s’avérent moins nombreux

(Nagano et al., 1979, 1984; Anderson et al., 1987; Chapin et al., 1993; NTP, 1993). Des effets

=
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analogues sur les testicules ou sur les aptitudes a la reproduction du male ont été relevés dans
les études sur I’exposition subchronique et a court terme de cobayes, de hamsters et de lapins;
la CMEOQ s’établissait a 25 mg/kg-mc par jour pour le lapin (Nagano et al., 1984; Ku et al.,
1994, 1995; Foote et al., 1995; Berndtson et Foote, 1997).

» Inhalation

L’exposition aigué ou répétée des rats a 300 ppm (933 mg/ms) ou plus ’EGME par
inhalation a des effets toxiques sur la reproduction chez le male (effets sur les testicules, les
parameétres du sperme et/ou la fertilité) (Doe et al., 1983; McGregor et al., 1983; Miller et al.,
1983; Rao et al., 1983 ; Hanley et al., 1984a; Samuels et al., 1984; Lee et Kinney, 1989; Lee
et al., 1989). Des effets similaires ont été relevés chez la souris méle exposée a 500 ppm (1
555 mg/ms) d’EGME (pas d’autre concentration testée) pendant 5 jours (McGregor et al.,
1983) et chez le lapin méle exposé a 30 ppm (93 mg/ms) (concentration la plus faible testée)
ou plus durant 13 semaines (Miller et al., 1983).

» Application cutanée

L’exposition répétée a ’EGME par voie cutanée pendant 7 jours affecte aussi les
testicules, les paramétres du sperme et la fertilité du rat. Ces effets ont été notés a toutes les
concentrations testées lorsqu’il y avait occlusion du site d’administration (Feuston et al.,
1989).

s+ Effets sur le systéme reproducteur des femelles :

» Ingestion

Bien qu’il n’ait pas fait I’objet d’études importantes, le syst¢tme de reproduction de la
femelle est atteint lui aussi quand I’animal est exposé a ’EGME. Ainsi, on remarque une
modification du cycle cestral et de la concentration d’hormones, plus des modifications
histopathologiques aux ovaires chez les rates recevant respectivement 100 et 300 mg/kg-mc
par jour ou plus du composé pendant plusieurs jours; la CSEO s’établissait a 10 mg/kg-mc par
jour (Davis et al., 1997). Les rates exposees a une dose quotidienne de 297 mg/kg-mc ou plus
du produit par voie orale durant 13 semaines se démarquaient aussi par des organes de la
reproduction atrophiés, bien que cette dose donne également lieu & une perte pondérale (NTP,
1993). De méme, I’administration subchronique de I’EGME par voie orale entraine 1’atrophie
des ovaires et perturbe le cycle cestral de la souris, mais uniquement a une dose supérieure a
celle qui induit ces effets chez le rat (a savoir >1 839 et >1 194 mg/kg-mc par jour
respectivement, aucun effet noté aux doses inférieures) (NTP, 1993). Chapin et ses

collaborateurs (1993), en revanche, rapportent une augmentation du poids des ovaires chez la
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souris femelle exposée a 636 mg/kg-mc de produit par jour dans le cadre d’essais portant sur
plusieurs générations.

» Inhalation

Les rates et les lapines exposées pendant 13 semaines par inhalation a une concentration
allant jusqu’a 300 ppm (933 mg/ms) de ’EGME ne montraient aucune difficulté au niveau de
la reproduction, ni de modification a leurs organes (Miller et al., 1983; Rao et al., 1983;
Hanley et al., 1984a).

2.2.2.7. Immunotoxicité :

L’exposition a I’TEGME ou a I’acétate de ’EGME par voie orale ou cutanée affaiblit
sensiblement la fonction immune du rat. En dépit d’études moins nombreuses, le systeéme
immun de la souris parait beaucoup moins sensible a ’EGME. Diverses études signalent des
problémes d’immunosuppression chez le rat méle et/ou femelle (plusieurs souches) a qui on
avait administré oralement une dose quotidienne de 50 mg de ’EGME /kg-mc ou plus de
facon répétitive, pendant 2 a 21 jours; ces problemes se caractérisaient par une modification
de la multiplication des lymphocytes de la rate aprés administration de divers mitogenes, par
la réaction des cellules formatrices de plaques aux antigeénes et par l’altération d’autres
parameétres de la fonction immune (Exon et al., 1991; Smialowicz et al., 1991a,b, 1992a,b,
1993; Riddle et al., 1992, 1996; Williams et al., 1995).

Par ailleurs, le thymus avait perdu du poids dans la plupart des essais (dose aussi faible
que 25 mg/kgpc par jour) et on a occasionnellement observé une atrophie de la rate ou une
réduction de la cellularité dans cet organe. On ne possede néanmoins aucune preuve cohérente
d’immunosuppression chez la souris a ’administration répétée d’une dose de I’EGME allant
jusqu’a 1 000 mg/kg-mc par jour ou d’AMA allant jusqu’a 1 920 mg/kg-mc par jour, méme si
le thymus s’était résorbé et si ’on a remarqué une amélioration ou une modulation de la
réaction immune dans quelques études (House et al., 1985; Kayama et al., 1991; Riddle et al.,
1992, 1996; Smialowicz et al., 1992b, 1994). Les résultats des essais sur les rats qui avaient
recu des inhibiteurs d’enzyme indiquent que le composé-mere n’est pas immunotoxique en
soi, mais que ses métabolites, soit 1’aldéhyde et I’acide (MALD et AMA), inhibent le systéme

immunitaire (Smialowicz et al., 1991a,b, 1993).
2.2.2.8. Neurotoxicité :

L’EGME induise des effets neurotoxiques aprés inhalation d’une dose aigué ou

inhalation a court terme. Ces effets comprennent I’inhibition de la réaction d’évitement aprés
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conditionnement, une prolongation du sommeil induit par les barbituriques ou une paralysie
partielle des membres inférieurs a une concentration de 125 ppm (389 mg/ms) ou plus, ainsi
qu’une activité enzymatique accrue ou anormale dans 1’encéphale, a une concentration de 50
ppm (156 mg/ms) ou plus (Goldberg et al., 1962; Savolainen, 1980). Par ailleurs, 1’exposition
répétée de rates gravides a une dose de 25 ppm (78 mg/ms) modifie la réaction d’évitement
conditionné et engendre des altérations neurochimiques chez la progeniture (Nelson et al.,
1984b).

2.2.7. Toxicité chez ’homme:
2.2.7.1.Etudes cliniques :

La seule ¢tude clinique répertori¢e (elle avait essentiellement pour but d’établir la
toxicocinétique de 'EGME chez I’étre humain) ne signalait aucune modification de la
fréquence de ventilation pulmonaire ni du rythme cardiaque chez les sept volontaires de sexe
masculin exposés a 5 ppm (16 mg/ms) de ’EGME pendant 4 heures (Groesencken et al.,
1989).

2.2.7.2. Etudes épidémiologiques :

Plusieurs études épidémiologiques ont tenté d’établir s’il existe un lien entre les éthers
glycoliques ou les procédés industriels faisant appel a ces produits et divers parametres
sanitaires (effets sur les systemes sanguin, immunitaire, nerveux ou reproducteur et sur le

développement notamment, ainsi que leucémie myéloide aigué).

Ces ¢études n’ont cependant produit aucune preuve permettant de conclure que
I’exposition a ’EGME pendant le travail induit des effets nocifs sur la santé humaine, les
populations examinées ayant toutes ¢té exposées a d’autres solvants. Les données restreintes
issues de plusieurs enquétes transversales suggerent néanmoins qu’il pourrait y avoir une
relation de cause a effet entre des anomalies hématologiques ainsi que des réactions des
systémes immunitaire et nerveux et I’exposition a 'EGME et a d’autres substances, par

inhalation et par contact avec la peau.

Ainsi, des travailleurs qui avaient été exposés & ’'EGME en traitant des cols dans une
entreprise qui confectionne des chemises (25-76 ppm ou 78-236 mg/ms; Greenburg et al.,
1938), en posant de la peinture dans un chantier naval (jusqu’a 5,7 ppm ou 17,7 mg/ms;
Welch et Cullen, 1988) ou en installant de la parqueterie (jusqu’a 48 ppm ou 149 mg/ms;

Denkhaus et al., 1986), voire en fabriquant et en emballant le composé (jusqu’a 20 ppm ou 62
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mg/ms; Cook et al., 1982), présentaient des modifications au niveau de divers parametres du
sang (y compris numération des érythrocytes, des leucocytes [granulocytes et leucocytes
polymorphonucléaires surtout] ou des plaquettes et concentration d’hémoglobine). Enfin, la
distribution des sous-groupes de lymphocytes variait sensiblement entre les travailleurs qui
avaient pose de la parqueterie et les témoins (Denkhaus et al., 1986). Une étude transversale a
également révélé une diminution de la spermatogenése chez peintres de chantier naval
exposés au 2-méthoxyéthanol et au 2-éthoxyéthanol (Welch et al., 1988), tandis que 40
hommes fabriquant ou emballant de I’EGME éprouvaient de la difficulté a concevoir,
comparativement a 25 travailleurs non exposés, méme si le nombre de spermatozoides et la
concentration d’hormones ne différaient pas de fagon significative entre de petits sous-
groupes de ces employés (Cook et al., 1982). Par ailleurs, le manque de données sur le degré
d’exposition ne permet pas d’établir le role spécifique d’EGME sur le systetme de
reproduction de la femme, bien que les résultats d’une étude de cohorte historique sur 891
femmes indiquent une augmentation du nombre d’avortements spontanés chez les employées
du service de fabrication dans 14 usines de semi-conducteurs, comparativement a celles
affectées a un autre travail , surtout lorsque ces personnes étaient exposées aux éthers
glycoliques . La partie prospective de 1’étude, qui portait sur 481 femmes, révele une fois de
plus un lien significatif entre les avortements spontanés et 1’exposition aux éthers glycoliques
et une diminution non significative de la fécondabilité (Beaumont et al., 1995; Schenker et
al.,, 1995, Swan et al, 1995; Schenker, 1996; Swan et Forest, 1996).

I
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1. Matériels et méthodes
1. Matériels :

1.1. Matériel biologique :

Les animaux qui ont servi a cette étude sont composés de 30 lapins males (Oryctolagus
Cuniculus), sexuellement matures agées de 06 mois, poids corporel moyen 1700 £ 120 g. Ce
sont des mammiferes de 1’ordre des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de
recherche.

1.2. Matériel chimique :

Le solvant utilis€ dans cette expérimentation est I’éthyléne glycol monomethyl éther

(EGME) qui fait partie de la catégorie «E» des éthers de glycol ou la catégorie des dérivés de

I’Ethyleéne glycol.

L'EGME (I’éthyléne glycol monomethyl éther) est principalement utilis¢é comme
solvant pour la fabrication de peintures, vernis, encres, colorants. Il est également utilisé
comme antigel pour les carburants de I’aviation et comme produit de nettoyage et de

dégraissage.

La substance est classée selon les données de I'INRS:

T : Toxique
R60 : Peut altérer la fertilité.
R61 : Risques pendant la grossesse d’effets néfastes chez I’enfant.

R20/21/22 : Nocif par inhalation, par contact avec la peau et en cas d’ingestion.

Figure 2 : Formule de '’ EGME en 3D (Welsch, 2005).
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CH;-0-CH,-CH;-0OH

Alcool deéshydrogenase

HO-CH:-CH;-OH CH;-0-CH;-COH
Alcool MALD

4— Aldéhvde déshydrogénase
Aldehyde déshydrogénase —n

cO; CH:-0-CH;-COOH
Acide MAA

Figure 3: Formule développée et métabolisme de I'éthylene glycol mono methyl
(EGME) (Paul et al., 1986; Lemazurier et al., 2003).

1.3. Conditions d’élevages :

Ces lapins ont été regroupés a raison de 3 ou 4 lapins/cage dans des cages spécifiques
de (50x60x53 cm), grillagée, munies par des abreuvoirs d’eau. Les cages sont nettoyées
régulierement et tapissée avec une litiere qui est changée chaque jour.

Les lapins ont été soumis a une période d’adaptation d’une semaine environ. A une
température de 25°C + 2° et une photopériode naturelle.

Les lapins sont nourris quotidiennement, l'alimentation est composée de légumes et

d'aliment sec constitué de mais et de l'orge.

2. Méthodologie :
2.1. Protocol expérimental :

Une cohorte de trente lapins a été répartie en trois groupes égaux de 10 lapins chacun a
raison de 3 ou 4 lapins/cage Les animaux témoins et traités sont pesé chaque début et fin de

semaine, durant la période de traitement.

L’EGME est préparé dans le sérum physiologique et administré quotidiennement par
voie cutané (injection). Les traitements ont été effectués comme suite :

+ Groupe 1 : lapins témoin (T) qui ne recoit rien durant la période du traitement.

I
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+ Groupe 2 : lapins traités avec ’EGME a raison de 200 ppm (DI) quotidiennement par
voie cutanée (injection) une fois par jour (Lml) en moyenne 6 jours/semaine et pendant
4 semaines.
+ Groupe 3 : des lapins traités avec I’EGME a raison de 300 ppm (DII)
quotidiennement par voie cutanée (injection) une fois par jour (Iml) en moyenne 6
jours/semaine et pendant 4 semaines. (Tableau 2).

Tableau 2: Répartition des groupes et traitement des animaux.

I Témoins I Groupe DI Groupe DIl

Doses n=10 n= 10
(200 ppm) (300 ppm)

2.2. Préparation des préléevements :

Le sacrifice des animaux a été effectué dans la matinée.
» Prélevement du sperme :

Le prélevement du sperme ce fait a partir de 1’épididyme aprés dissection a 1’aide d’une
lame.
> Prélevement sanguin :

Les prélévements sanguins ont été faits aprés décapitation rapide, le sang a été recueilli,
sur des tubes :

v EDTA, pour le dosage des parameétres hématologiques (nombres des globules blancs et
rouges, hématocrite, hémoglobine, les constantes hématologiques (VGM, CCMH,
TGMH)).

v" Sec, sans anticoagulant qui subit une centrifugation de 3000 tours/ minute, pendant 10
minutes, le sérum obtenu est séparé en trois fractions dans des tubes Ependorf, puis
mis au- 20°C jusqu’au moment du dosage biochimique et hormonales.

» Prélévements des organes :

Apres la dissection des animaux, les testicules, 1’épididyme et le foie sont prélevés,
débarrassés de leurs tissus adipeux, rincés dans une solution chlorure de sodium a 0.9%, puis
peses.

-Un fragment des testicules, de I’épididyme et du foie de chaque animale sont conservés

dans une solution de Bouin alcoolique pour 1’étude histologique.

- Le 2™ fragment des testicules, de 1’épididyme et du foie est maintenue a (-20°C) pour

le dosage de glutathion.

[y
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[ 30 Lapins males : Oryctolagus ]
4 ] ° .
Aprés l'adaptation. ( 1 semaine )
J —
G 1:Témoin G 2: Traité G 3: Traité
DI : 200nom DII : 300
Aprés 04 semaines e traitement par 'EGME par voie cutanée ( injection )
-,

[ Le Sacrifice ]

Récupération du Extraction des
Dosage des paramétres Paramétres de
biochimiques : Reproduction: spermogramme :
Glucose - Cholestérol — Concentration, mobilité, vitesse,
triglycérides- les protéines totales. vitalité et malformations des spz.
Dosage des parametres Dosage du Glutathion GSH :

hématologigues: 3 ¢
Foie, épididyme, Testicule.

Globules rouges-Globules blancs -

Hémoglobine-hématocrite- VGM-CCMH-
TGMH. Foie, Testicules, Epididyme.

Etude histologique :

Figure 4 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

— .
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2.3. Etude des parametres indicateurs de la fertilité masculine :

Aprés décapitation et dissection d I’animal : nous prélevons les testicules puis
I’épididyme : dés que le corps et le coupé, on remarque la sortie d’un liquide blanc, il s’agit
du sperme qui a été utilisée pour I’étude des parameétres de la reproduction (concentration,
vitesse, mobilité et la vitalité¢).dans ce cadre, on met une goutte (1ul) du sperme et 1’ajoutée
dans 49ul d’eau physiologique Na cl 0.9%.

v' Concentration des spermatozoides (nombre total): La concentration des
spermatozoides est mesurée en utilisant une cellule de Malassez.
. Aprés mélange de 1’échantillon dilué ; une goutte est introduit dans la cellule de Malassez
puis recouverte par une lamelle.
. Cette étude repose sur le comptage des spermatozoides dans 05 carrés au grossissement 40
(OMS ; 1993)

. La concentration des spermatozoides est calculée par la méthode suivante :

(D >AAV/><nN)
N

Concentration (Spz 10%ml) =

D : coefficient de dilution (50)
V : volume de la cellule de Malassez.

. n : nombre de spermatozoides calculé dans 5 champs.

N : nombre de petits carrés de la lame.

v/ La vitesse des spermatozoides : une goutte du sperme diluée et déposée sur la lame de
Nagoatte a I’aide d’une micro pipette puis recouvert par une lamelle.et examinée sous
microscope par le grossissement 40.

La vitesse des spermatozoides est évaluée par le temps (en seconde) nécessaire pour
traverser une distance de 0,05mm entre 2 lignes paralleles par 10 spermatozoides a I’aide d’un

chronométre (OMS ; 1993).

Puis calculer la vitesse en appliquant la formule suivant :

Distance (mm)
Temps(s)

vitesses (mm/s) =

+  On calcule la vitesse de 10 spermatozoides ; puis on calcule la vitesse moyenne

=
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v' Mobilité des spermatozoides: Une goutte de sperme est mise entre lame normale et lamelle
puis examinée sous microscope optique par 1’agrandissement 40.

La mobilité des spermatozoides est déterminée par la numération des spermatozoides

mobiles et immobiles dans 3 champs d’observation, puis calculer le pourcentage des

spermatozoides mobiles. (OMS ; 1993).

v’ la vitalité des spermatozoides :
»  coloration vitale :

Cette étude est une technique de coloration basée sur le principe que les cellules mortes
ayant des membranes plasmatique lésées laissent certaines colorant de pénétre. Réactif
utilisé : Eosine & 1%.

Une goutte de sperme est mise entre lame normale et lamelle en ajoutant une goutte

d’éosine (1%).on laisse 2 a 3 min. Puis on examine sous microscope par le grossissement 40.

La Vitalité est déterminée par la numération des spermatozoides colorés et incolores
dans 3 champs d’observation, puis on calcule le pourcentage de chaque catégorie
(spermatozoides colorés et incolores). (OMS ; 1993)

» Test de gonflement hypo osmotique :

Ce test est réalisé pour étudier les modifications morphologiques des spermatozoides

exposées a un stress hypo osmotique.

1. Solution utilisée :

- Dissoudre 0.367g de citrate de sodium (Na3CgH305 ;2H,0) et 0.675g de fructose dans 50ml
d’eau distillée

Méthode : Réchauffé a 37 °C pendant 5 minutes environ 1ml de la solution placé dans
un tube Eppendorf fermé, ajouter 0.1ml de sperme liquide et mélanger doucement a 1’aide

d’une pipette. Ensuit laisser incuber a 37 °C pendant 30 minutes.

On observe les spermatozoides sous microscope a un grossissement 40. Enfin on calcule
le pourcentage des spermatozoides présentant des modifications du flagelle (vivants) sur un
total de spermatozoides comptés (OMS ; 1993 ; Jeyendran et al ; 1984)

I
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ATD —

Y Y Y Y

N A B C

Figure 5 : Modifications morphologiques caractéristiques des spermatozoides exposées a

un stress hypo osmotique.

: normale (morts).
: modification faible du flagelle.
: modification importante au niveau du flagelle.

O @ > =2

: modification importante au niveau du flagelle et de la piéce intermeédiaire.

2.4. Dosage des parametres biochimiques :
2.4.1. Dosage du glucose : (Kaplan, 1984). Selon la fiche technique Spinreact.
=  Principe :
Le glucose subit des réactions couplées décrites ci-dessous pour donner un complexe
coloré, qui peut étre mesuré a la spectrométrie.
Glucose oxydase
B-D-Glucose+ O, + H,O 1 —— Gluconate + H,0,

Peroxydase
H,0, + Phénol + 4- Aminoantipyrine I ——— Quinone + H,O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans

I’échantillon.

= Echantillon ;: Sérum
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=  Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentr
ation
R1 Tampon TrispH 7.4 92 m mol/l
Phénol 0.3 m
mol/I
R, enzymes Glucose oxydase (GOD) 15000 U/I
Peroxydase (POD) 1000 U/
4- Aminophenazone (4-AP) 2.6 m
mol/l
Glucose cal Etalon du glucose aqueux 100 mg/dl
primaire

= Préparation des réactifs de travail (RT) :
» Dissoudre le contenu de R, dans la fiole de Ry,
» Meélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution complete. Ce réactif de travail est
stable 4 mois a 2-8, ou 40 jours a 15-25 C°.

= Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillo
n
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon 1.0
(ki)
Echantillo 1.0
n (ul)

» Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37C°.

» Mesurer ’absorbance (A) de 1’échantillon a 500 nm et de I’étalon contre le blanc. La

couleur est stable apres 30 min.
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= Calcule : la concentration du glucose dans 1’échantillon est calculée par la formule

suivante :

(A)échantillon

Glucose (mg/dl) = x 100
(A)étalon

La concentration de 1’étalon = 100 mg/dl
Facteur de conversion = mg/dl x 0.055 = m mol/Il
2.4.2. Dosage du cholestérol : (Naito, 1984). Selon la fiche technique Spinreact
= Principe :

Le cholestérol présent dans I’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :
Cholestérol estérase
Cholestérol esters + H,O L T — Cholestérol + acides gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O, I —— Cholestérol-4-one + 4 H,0

Peroxydase
2 H,0, + phénol + 4- Aminophenazone ———— > Quinonimine+ 4 H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du
cholestérol dans 1’échantillon.

= Echantillon ;: Sérum

I
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= Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration

R; Tampon PIPES pH 6.9 90 m mol/l
Phénol 26 m mol/l

R, enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/
Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/
Peroxydase (POD) 1250 m mol/I
4- Aminophenazone (4-AP) 0.4 m mol/l

Cholestérol cal Etalon du Cholestérol aqueux 200 mg/dl
primaire

= Préparation des réactifs du travail :

> Dissoudre le contenu de R, dans la fiole de Ry,

» Mélanger bien et doucement jusqua la dissolution complete. Ce réactif de travail est
stable 1 mois a 2-8 C° a I’abri de la lumiére.

= Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillo
n
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon 1.0
(u)
Echantillo 1.0
n (pl)

» Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37C°, ou 10 min & la température de 25C°.
» Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc. La

couleur est stable aprés 60 min.

(A)echantillon
Concentration du cholestérol (mg/dl) = x 200
(A) étalon

I



Matériels et Méthodes

La concentration de I’étalon = 200 mg/dl
Facteur de conversion = mg/dl x 0.025 = m mol/Il

2.4.3. Dosage des triglycérides : (Kaplan et al., 1984). Selon la fiche technique Spinreact
* Principe :

Les triglycérides présents dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :
Lipoprotein lipase
Les triglycérides + H,O | —— Glycérol + acides gras libres
Glycérol Kinase
Glycérol + ATP | e Glycérol 3 — phosphate + ADP

Peroxydase
2H,0, + P-chlorophénol + 4-Aminophenazone ~ —————— = Quinone + H,0
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides
dans 1’¢échantillon.
= Echantillon : Sérum

= Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration

R Tampon GOOD pH 7.5 50 m mol/l
P- chlorophénol 2 m mol/l
Lipoprotein lipase 150000 U/
Glycérol kinase 500 U/

R, enzymes Glycérol 3- phosphate 2500 m mol/l
Peroxydase (POD) 440 U/
4- Amin antipyrine (4-AP) 0.1m mol/l
ATP 0.1 m mol/l

Triglycérides cal Etalon de triglycérides aqueux 200 mg/dl
primaire

= Préparation des réactifs du travail :
> Dissoudre le contenu de R, dans la fiole de Ry,
» Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution complete. Ce réactif de travail est

stable 6 semaines C° ou une semaine a 15-25 °C.

I
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* Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillo
n
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon 1.0
()
Echantillo 1.0
n (pl)

» Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37C°, ou 10 min a la température de 25C°.
» Mesurer ’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc. La

couleur est stable apres 30 min.

(A) échantillon
Concentration des triglycérides (mg/dl) = x 200
(A) étalon

La concentration de I’étalon = 200 mg/dl

Facteur de conversion = mg/dl x 0.011 = m mol/Il
2.4.4. Dosage des protéines totales : (Burtis et al., 1999). Selon la fiche technique Spinreact

*  Principe :

Les protéines du sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de cuivre, un
complexe coloré en bleu. L’intensité de couleur voilette est proportionnelle a la quantité des
protéines présentées dans 1’échantillon.

pH alcalin

Protéines + Cu *2 ——————> Cu - Complexe proteinique

= Echantillon : Sérum

= Réactifs utilisés :

——,
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Les réactifs Composition Concentration
Sodium potassium tartrate 15 m mol/l
Sodium iodique 100 m mol/l
Réactif de Biuret Potassium iodique 5 mmol/l
Cuivre de sulfate 19 mmol/l
Réactif étalon Sérum Bovine albumine 7 g/dl

=  Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillo
n
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon 25
(k)
Echantillo 25
n (ui)

» Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37C°, ou 10 min a la température de 25C°.
» Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 540 nm et de I’étalon contre le blanc. La

couleur est stable apres 30 min.

(A) échantillon
Concentration des protéines (g/dl) = X 7
(A) étalon

2.4.5. Dosage de la glutathion (GSH): (Weckbecker et Cory, 1988)

= Principe du dosage :

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance optique de I’acide 2-
nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5’-dithio-bis-2-

nitrobenzoique (réactif d’Ellman) par les regroupements

(-SH) du glutathion. On proceéde ensuit a la déprotéinisation de 1’homogénat (par
I’acide sulfosalysilique 0.25%) tout en conservant les groupements —SH spécifique du

glutathion.

I
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Préparation de I’homogénat
» Mettre 150 mg du foie, des testicules et de I’épididyme individuellement en présence de 8
ml d’une solution d’EDTA (Acide Ethyléne diamine tétra acétique) a 0.02 M.
> Broyer le mélange aux ultrasons (Sounifer B30) pendant 35secondes a une
température de 4C°.
= Mode opératoire
Prélever 0.8ml de I’homogénat.
Ajouter 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique a 0.25% (SSA).

Meélanger, laisser dans un bain de glace pendant 15min.

D N N NN

Centrifugé pendant 5min a 1000 tours/min. Le surnageant récolté est utilisé pour doser la

GSH par les étapes suivantes.

AN

Prélever 0.5ml du surnageant
v' Ajouter Iml du tampon Tris Hel 4 0.4 M et 0.025 ml de DTNB (5,5° —dithio-bis-2-
nitrobenzoique) a 0.01M (dissous dans le méthanol absolu 99%).
v Laisser pendant 5 min dans la température ambiante par la stabilisation de la couleur.la
réaction colorimétrique se développe instantanément.
v Mesurer 1’absorbance optique a 412 nm, contre le blanc qui correspond a I’eau distillé a la
place de I’homogénat.
Les résultats obtenus sont utilisés pour le calcul de la concentration du GSH, selon la

formule suivante :

DO x1x1.525
GSH = = m mol GSH / mg de protéines
13100 x 0.8 x 0.5 x mg prt

DO : Densité optique.

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

1.525: Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5ml surnageant + 1 ml Tirs EDTA + 0.025ML DTNB 0.01M dissous dans le
méthanol absolu).

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

I
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0.8 : le volume de I’homogénat trouvé dans 1ml.
0.5 : le volume du surnageant trouvé dans 1.525 ml.

2.4.6. Dosage des protéines hépatiques : (Bradford, 1976).

= Principe :
Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de 1’acide orthophsphorique,
de I’éthanol aussi que le bleu de Coomassie (BBC) , ce réactif
réagit avec le groupement ( -NH, ) des protéines. L’intensité de la couleur refléte la
concentration des protéines.
= Mode opératoire :
» Prélever 0.1 ml de ’homogénat et ajouter 5 ml du réactif coloré (BBC).
> Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.
» Mesurer 1’absorbance optique a 595 nm, contre le blanc contenant 1’eau distillé¢ a la
place de ’homogénat.
La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage préalablement tracé

(0....1mg/ml de sérum albumine bovin).

courbe d'étalonnage des protéines hépatiques (Sérum

Albumine Bovine)

Densité optique
(DO)

y = 00101 +
1 0.788 x.
0,8 -
0,6 - -
0,4 -
0,2 -
0 T T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

concentrations (mg)

Figure 6 : courbe d’étalonnage des protéines hépatiques.

=
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2.5. Evaluation de la toxicité hématologique :

La toxicologie hématologique a été mise en évidence a travers la détermination de la
formule numérique (FNS) a 1’aide d’un Coulter automatique (RUBIS) : c¢’est un analyseur

sanguin automatisé pour échantillons de sang entier.

Le Coulter aspire un volume de 32ul du sang et les résultats sont donnés sur une fiche
technique. Les parameétres mesurés selon le principe de Coulter sont ou nombres de 18 parmi
eux : Les globules blancs et rouges, 1’hémoglobine, I’hématocrite, le volume globulaire
moyen en hémoglobine (VGM), la teneur globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH), la
concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH).

» Principe : utilisé pour le comptage des cellules sanguines par le RUBIS et celui de la variation
d’impédance (principe COULTER).Ce procédé permet la transformation du volume des
particules en signal électrique.les cellules sanguines mises en suspension dans une solution
isotonique sont aspirées dans un orifice microscopique au travers duquel on a établi courant
¢lectrique d’intensité constante. Ce courant est fourni par 1’¢lectrode de platine a 1’antérieur de
la chambre de comptage. Cette variation de la différance de potentiel entre les deux électrodes,
proportionnelle au volume de la cellule traversant I’orifice microscopique ; mesurées triees et

numérisées en fonction de leurs volume et de leurs temps de passage.

Figure 7 : hémogramme RUBIS.

2.6. Etude histologique :

Les coupes histologiques ont été réalisées a 1’hopital Ibn Roched d’ Annaba, Service
d’anatomie et histologie. Les préparations des coupes histologiques ont été effectuées selon

la méthode de Martoja et Martoja (1967), elle comporte plusieurs étapes :
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1.Fixation :
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 doit étre réalisée le plus tot et le plus rapidement possible. Se rappeler que
plus un échantillon est petit, plus la pénétration des déférents milieux se fera facilement. On

a réaliser des prélévements avec surface de 1 & 2 cm? et une épaisseur proche de 2mm.

Dans notre étude, nous avons utilisé le liquide de Bouin (26ml formol, 7ml d’acide
acétique, 45 ml acide picrique de 95%) fixateur couramment utilisé. L’utilisation de ce
fixateur a pour avantage de durcir 1’échantillon étudié sans le contracter et de ce fait sans
I’abimer. Il est déconseillé par Martoja et Martoja (1967) de laisser séjourner les piéces plus
de 48h dans ce fixateur.

2.Déshydratation :
La paraffine n’est pas miscible a 1’eau, la piece anatomique doit étre enticrement

déshydratée avant I’inclusion dans la paraffine.

Une foie le fixateur éliminé par un ringage a I’eau distillé, on passe a la déshydratation
dans un automate qui immerge successivement les piéces dans :

+ (07 bacs d’éthanol de concentration croissante (70%, 90%, 95%, 100%).
+ 03 bacs de xylene.
+ 02 bacs de paraffine chauffée a 70 C°.

On place a I’étuve et on laisse s’évaporer le xyléne progressivement ; la durée de la
déshydratation est de 17 heures.

3.Inclusion :

Elle ne fera de fagon satisfaisante qui est la piéce a couper ne contient ni eau ni solvant
intermédiaire (alcool). Les pieces sont immergées dans de la paraffine qui a été fondue dans
une ¢tuve pendant 8 heures (étape de I’enrobage).

4.Réalisation des blocs :

Les pieces induites de paraffine sont passées a ’intérieur des moules qui sont ensuite
remplis de paraffine qui en se solidifiant va permettre sa coupe.

Les blocs ainsi constitués sont orientés et étiquetés. Les blocs refroidissent  ensuite
pendant 15 a 20 minutes puis immergés dans de 1’eau froide afin d’homogénéiser le
refroidissement.

5. Confection des coupes :
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Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir la coupe au microtome
(GTU « tissu-tek »), ayant généralement une épaisseur de 4 a 5 . Ces coupes sont ensuite
collées sur des lames préalablement recouvertes de gélatine, ces lames sont placées sur une
plaque chauffante afin de déplisser le ruban. Apres refroidissement, on procede a la
coloration.

6. Coloration :

Il existe plusieurs techniques de coloration qui varient en fonction des tissus. La
méthode a I’hématéine et a 1’¢osine (H et E) est la plus utilisée, cette technique nécessite la
présence des solutions suivantes :

. Alcool acide : - alcool éthylique a 70% : 100 ml
- Acide chlorhydrique concentré H CI : 50 ml
. Eau ammoniacade : - eau distillé : 100 ml
- ammoniaque : 2 ml
» Solution d’éosine : - éosine, solution aqueuse a 3% : 10 ml
- alcool éthylique a 95% : 125 ml

- eau distillé : 375 ml — Acide acétique glacial : 2 gouttes

La coloration suive les étapes suivantes :

> Déparaffiner et hydrater les lames & 1’eau du robinet puis rincer a I’eau distillé.

» Emmarger dans un bain d’hématéine de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
la structure basophile (noyaux). puis laver les coupes a 1’eau du robinet.

» Différencier les coupes dans 1’alcool acide (1 a 2 plongees) : déposer ensuite la lame
dans un bain d’eau du robinet et vérifier au microscope la différenciation.

» Bleuir dans 1’eau ammoniacale et laver a 1’eau du robinet (15 minutes).

» Emmarger dans un bain d’éosine (15 sec a 2 minutes) ; I’€osine ne doit produire qu’une
coloration cytoplasmique franche et donner une gamme de rose plus vif. Selon
I’intensité de 1’acidophile des divers ¢léments.

» Déshydrater sur une lame, éclaircir, monter les lames a 1’Eukitt.

Enfin on passe a I’observation au microscope photonique, lequel est équipé d’un

appareil photographique.

e
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Figure 8 : Fragment d’organe dans des boites contenant du Bouin alcoolique.

2.7. Etude hormonal :

Selon la fiche technique Testosterone ELISA (RE52151).

= Principe :

Le test immuno-enzymatique sur phase solide (ELISA) est basé sur le principe de

compétition. La quantité inconnue d’antigenes présents dans 1’échantillon et une quantité fixe

d’antigénes conjugués a une enzyme entrent en compétition pour les sites de fixation des

anticorps coatés dans les puits. Apres incubation, les puits sont lavés pour arréter la réaction

de compétition. L’intensité de la couleur développée suivant la réaction substrat est

inversement proportionnelle a la quantité d’antigéne présente dans 1’échantillon. Les résultats

des échantillons peuvent étre détermines directement a partir de la courbe étalon.

=  Echantillon : Sérum

= Réactifs utilisés :

0; 0.2; 0.5; 1.0; 2.0; 6.0; 16 ng/mL

Prét(e) a I’emploi. Contient: Testostérone,
Sérum humain, stabilisateurs.

Les réactifs Composition Concentration

Microplaque
MTP Barrettes secables. 1x12 %8

Recouvert de anticorps de souris anti
-testostérone (monoclonal).
Conjugué Enzymatique

ENZCONJ Prét(e) a emploi. Contient: Testostérone 1x25 mL

conjuguée a HRP, stabilisateurs.

Etalon A-G

CALA-G 1x7x1mL
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Controle1 + 2

Prét(e) a I’emploi. Contient: Testostérone, 2x1mL

CONTROL Sérum

1+2
humain, stabilisateurs.

TMB SUBS Solution Substrat TMB 1x12mL

Prét(e) a I’emploi. Contient: TMB, Tampol
stabilisateurs.

TMB STOP Solution d’Arrét TMB 1x12mL
Prét(e) a I’emploi. 1 M H2SO4.

WASHBUF Tampon de Lavage Concentré (10x) 1 x 100 mL
CONC

FOIL Feuille adhésive 2 X

Préparation de réactif de travail (RT) :

» Diluer / dissoudre 100 mL de Composant (WASHBUF) avec 900 mL Diluant (eau bidist).
» Mélanger vigoureusement. Ce réactif de travail est stable 8 semaine a 2 -8 °C.

»= Mode opératoire :

1. Pipeter 25 pL de chaque Etalon, Contrdle et échantillon dans les puits respectifs de la

Microplaque.

2. Pipeter 200 uL de Conjugué Enzymatique dans chaque puits.

3. Couvrir la plaque avec une feuille adhésive. Bien mélanger pendant 10 secondes.

4. Incuber 60 min a TA (18-25°C).

5. Retirer la feuille adhésive. Jeter la solution d’incubation. Laver la plaque 3 x avec 300 pL
de Tampon de Lavage dilué. Egoutter I’excés de solution en frappant la plaque retournée sur du

papier absorbant.

6. Pipeter 100 pL de Solution Substrat TMB dans chaque puits.

7. Incuber 15 min a TA (18-25°C).

8. Arréter la réaction substrat en ajoutant 100 pL de Solution d’Arrét TMB dans chaque

puits. Mélanger rapidement le contenu en agitant la plaque. La couleur vire du bleu au jaune.

9. Mesurer la densité optique avec un photometre a 450 nm (longueur d’onde de référence:

600-650 nm) dans les 10 min suivant I’ajout de la Solution d’ Arrét.
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= Calcule:
Les densités optiques (DO) des étalons (axe y, linéaire) sont reportées en fonction de
leurs concentrations (axe X, logarithmique) soit sur papier graphique semi-logarithmique soit
en utilisant une méthode automatisée. Une bonne analyse est obtenue avec les méthodes cubic

spline, Logistics 4 Paramétres ou Logit-Log.

Pour le calcul de la courbe étalon, appliquer chaque signal des étalons (une valeur
apparemment fausse d’un double dosage peut ne pas étre prise en compte et peut étre

remplacée par une valeur plus plausible).
La concentration des échantillons peut étre lue a partir de la courbe étalon.

Les échantillons montrant une concentration supérieure a celle de 1’étalon le plus
concentré doivent étre dilués de la facon déecrite dans les PREPARATIONS PREALABLES
AU TEST et testés de nouveau.

Les résultats des échantillons ayant été predilues doivent étre multipliés par le facteur de

dilution appliqué.

Conversion:

Testostérone (ng/mL) x 3.47 = nmol/L

2.8. Traitement statistique des résultats :

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins (Moy + SEM)

I’écart type moyen, les moyennes ont ét¢ comparées par un test t de Student.

L’analyse statistique des données a ¢été réalisée grace au logiciel MINITAB (Version
15).
Les différences sont considérées comme :
= significatives lorsque (P < 0,05).
= hautement significative comparant au témoin (P < 0,01).
= trés hautement significative comparant au témoin (P < 0,001). Avec P : Seuil de

signification.

R
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I11. Résultats
1. Etude pondérale :
1.1. Variation du poids corporel :

Nos résultats montrent une diminution tres hautement significative (P<0,001) du poids
corporel et une augmentation trés hautement significative de perte du poids corporel chez les

lots traités par ’EGME par rapport au groupe témoin (tab. 03, fig. 09).

Tableau 03 : Variation de perte du poids corporel chez le lot témoin (T) et les lots traités
a ’EGME DI /DIl (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)

Poids corporel initial 1534 +171.84 1590,28+ 180.46 1878+ 100.85
(9)

Poids corporel final 1528,4+ 172.30 1406 + 141.88° | 1653,8+86.73

(9)
Perte du poids 5.6 +0.89 184,28 +0.94 2242 +217
corporel (g)

**

" - Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 09 : Variation en fonction du temps (semaines), de perte du poids
corporel (g) chez le lot témoin et les lots traités a [’ EGME DI et DII (n= 10).
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1.2. Etat pondéral des organes :

Nous avons suivi I’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) des organes
suivants : le foie, les testicules et I’épididyme chez les lapins témoins et les lapins recevant de
I’EGME.

1.2.1. Le Foie :

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une augmentation hautement significative (P<
0,01) poids absolus du foie chez les groupes traités (tab.4 ; fig.10), et qu’il ya aussi une
augmentation hautement significative (P< 0,01) du poids relatif de foie chez les groupes
traités par ’EGME comparant au groupe témoin (tab.4 ; fig. 11).

Tableau 04 : Variation de poids absolus et relatif de foie chez le lot témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Organe
Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
PA (g) 43.79+519 J 51.98+4.97 59.39 +3.95
Foie PR (%) 2.86+0.21 317+0.23" 329+043"

" Différence hautement significative (p<0.01).
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Figure 10 : Variation moyenne (X+SD) du poids absolus (PA) du foie chez le lot
témoin et les lots traités a ' EGME DI et DII (n= 10).
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Figure 11: Variation moyenne (X£SD) du poids relatif (PR) du foie chez le lot
témoin et les lots traités a I’ EGME DI et DII (n=10).
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1.2.2. Testicules :

On note une diminution non significative (NS) du poids absolus du groupe DI
comparant au témoin et une diminution significative (P< 0,05) du poids absolus des testicules
du groupe DII recevant 300 ppm de ’EGME (tab.5 ; fig.12).

On note aussi une diminution hautement significative (P< 0,01) du poids relatif des
testicules chez le lot DI recevant 200 ppm d’EGME comparants au groupe témoin, ainsi
qu’une diminution trés hautement significative (P< 0,001) chez le lot DIl recevant 300 ppm
d’EGME comparativement aux témoins (tab.5 ; fig.13).

Tableau 05 : Variation du poids absolus et relatif du testicule chez le lot témoin (T)
et les lots traites DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Organe

Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
PA () 3.12+0.25 2.35+0.098 1.72 +0.081
Testicule

PR (%) 0.20 + 0.027 0.15+0.01 " 0.09 +0.005

" Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).
" Différence hautement significative (p<0.01).

* %k

" : Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 12 : Variation moyenne (X+SD) du poids absolus (PA) des testicules chez
le lot témoin et les lots traités a I'EGME DI et DII (n=10).
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Figure 13: Variation moyenne (X+SD) du poids relatif (PR) des testicules chez
le lot témoin et les lots traités a I’ EGME DI et DII (n=10).
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1.2.3. Epididyme :

Les résultats illustrent une diminution non significative du poids absolus de I’épididyme

chez les groupes traités a ’EGME (tab.6 ; fig.14).

Nos résultats montrent qu’il y a une différence significative (P< 0,05) du poids relatif de
I’épididyme chez le groupe traité par 'EGME a raison de 200 ppm comparant au groupe
témoin. Et qu’il y a eu une diminution hautement significatives (P< 0.01) du poids relatif
d’épididyme chez le lot traité par ’EGME a raison de 300 ppm comparant aux lapins témoins
(tab.6 ; fig.15).

Tableau 06 : Variation du poids absolus et relatif de I’épididyme chez le lot témoin
(T) et les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Organe
d Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
PA (g) 0.53+0.021 0.42 £ 0.061 0.38 £ 0.042
Epididyme PR (%) | 0.035+0005 | 0.026+0.003 0.020 + 0.003

. Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).
" : Différence hautement significative (p<0.01).
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Figure 14 : Variation moyenne (X+SD) du poids absolus (PA) de [’épididyme
chez le lot témoin et les lots traités a I’ EGME DI et DII (n= 10).
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Figure 15: Variation moyenne (X£SD) du poids relatif (PR) de [ 'épididyme chez
le lot témoin et les lots traités a ’EGME DI et DII (n=10).
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2. Etude de la reproduction :

2.1. Concentration :

Une diminution hautement significative (P < 0,01) de la concentration des
spermatozoides du lot DI et une diminution trés hautement significative (P < 0,001) de la

concentration des spermatozoides chez le lot DII traités a ’EGME comparés au témoin ont

été observées. (Tab.7 Fig.16).

Tableau 07 : Variation du taux de concentration des spermatozoides chez le lot témoin
(T) et les lots traités DI/DII (n= 10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Témoin (T) DI (200 ppm) § D11 (300 ppm)

Concentration 437.64+3891 | 353+29.01 149 + 1353
(Nombrex10%/ml)

. Différence hautement significative (p<0.01).
" : Différence trés hautement significative (p<0.001).

* %
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Figure 16: Variation moyenne du nombre total des spermatozoides (X£SD) en (Nombre

spz x 10%/ml) entre les trois groupes (n=10).
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2.2. Mobilité :

En ce qui concerne la mobilité, les résultats dans la figure 17 montrent une diminution

tres hautement significative (P < 0,001) chez les lots traités a ’EGME par rapport au lot
témoin. (Tab.8, Fig.17).

Tableau 08 : Variation du taux de mobilité des spermatozoides chez le lot témoin
(T) et les lots traités DI/DII (n= 10).

Les lots expérimentaux
P

arametres Témoin (T) DI (200 ppm) DII (300 ppm)
Mobilit¢ | 69.33+7.51 33.6+8.25 26.8+6.12
(%)

* %k

" : Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 17: Variation moyenne de la mobilité des spermatozoides (X£SD) en (%)
entre les trois groupes (n=10).
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2.3. Vitesse :

Les resultats obtenus révélent pour les lots traités une diminution tres hautement

significative (p < 0,001) dans la vitesse des spermatozoides comparés au lot t¢émoin (Tab.9,
Fig.18)

Tableau 09 : Variation du taux de vitesse des spermatozoides chez le lot témoin
(T) et les lots traités DI/DII (n= 10).

- Les lots expérimentaux
=

arametres Témoin (T) DI (200ppm) I DI (300ppm)
Vitesse 40.92 + 4.60 13.17+1.847 f 1222+ 184
(um/sec)

* %k

" : Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 18 : Variation moyenne de la vitesse des spermatozoides (X£SD) en (um/sec)

entre les trois groupes (n=10).
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2.4. Vitalité :
2.4.1. Coloration vitale :

Il existe une augmentation trés hautement significative (P < 0,001) du taux des

spermatozoides morts chez les lots traités a ’EGME DI et DII par rapport au lot t¢émoin.

Concernant le taux des spermatozoides vivants, les résultats montrent une diminution
trés hautement significative (P < 0,001) chez les lots DI et DII par rapport au lot témoin

(Tab.10, Fig.19).

Tableau 10 : Variation du taux de vitalité des spermatozoides chez le lot témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétr Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
es

i
(%) ETa ET EEE3 E
66 +4.18 N34 +4.18 §27.4 £3.21 |72.6 +3.21 J13.6+6.8 86.4+6.8

**

" : Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 19: Variation moyenne de la vitalité des spermatozoides (X+SD) en (%)
(Aprés un test de coloration a l’éosine) entre les trois groupes (n=10).



Résultats

2.4.2. Test hypo-osmotique :

Les résultats montre qu’ll existe une diminution significatif (P < 0,05) des
spermatozoides a malformation au niveau de la téte A chez le lot traité a ’EGME DI et une
diminution hautement significatif (p < 0,01) chez le lot DII par rapport au groupe témoin.

Une diminution hautement significative (P < 0,01) du nombre de spermatozoides a
malformations au niveau de la piéce intermédiaire B chez le lot traité DI et une diminution

trés hautement significative (P <0,001) chez le lot DII comparé au témoin.

L'observation qui a été faite pour le 3°™ cas de modification type C, montre qu’ll
existe une diminution hautement significative (P< 0,01) du nombre de spermatozoides avec
des malformations au niveau du flagelle pour le lot DI et une diminution significative (P<

0,05) chez le lot DII.

Le résultat montre qu’il y a une augmentation trés hautement significative (P < 0,001)
du nombre des spermatozoides normaux (non vivantes N) chez les lots traités DI et DII par

rapport au témoin (Tab.11, Fig.20).

Tableau 11 : Variation du taux des malformations morphologiques des spermatozoides chez le lot
témoin (T) et les lots traités DI/DII (n= 10).

Les lots expérimentaux

Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)

(%]
(<5}
sl
fra
D
£
[4+]
—
]
[a

Malformations
morphologiques
(%)

*kk
*kk
*kk

14.241.92
112428 *
71.842.05

" : Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).
" - Différence hautement significative (p<0.01).
" - Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 20: Variation moyenne des types de malformations morphologiques des
spermatozoides (X£SD) en (%) (Apres un test hypo-osmotique) entre les trois groupes
(n=10).
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2.5. Taux de testosterone :

L’effet de ’TEGME sur le taux plasmatique de la testostérone se manifeste chez les
animaux appartenant aux lots DI et DII, traités respectivement avec 200 et 300 ppm d’EGME.
En effet, chez ces animaux, la teneur plasmatique de la testostérone présente une diminution
tres hautement significative. Elle passe de 1.94+0.47 ng/ml chez les témoins a
0.27£0.045ng/ml chez les animaux du lot DI et a 0.13+0.022ng/ml chez ceux du lot DII, p
<0,001 (Tab.12, Fig.21).

Tableau 12 : Variation du taux de la Testostérone chez le lot témoin (T) et les lots
traités DI/DII (n=10).
Les lots expérimentaux
Parameétres

Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
Testostérone 1.94+0.47 0.27 £0.045 0.13+0.022""
(ng/ml)

**k*k

- Différence tres hautement significative (p<0.001).
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Figure 21: Variation moyenne (X+SD) dans le taux de la testostérone (ng/ml) (n=10).
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3. Effets sur la fonction hématologique :
3.1. Les globules blancs :

En ce qui concerne les parametres hématologiques, nous constatons une diminution
non significative dans le nombre des globules blancs (GB) chez les groupes traités par

I’EGME en comparaison avec le lot témoin. (Tab.13, Fig.22).

Tableau 13 : Variation du nombre des globules blancs (n GB) chez le lot témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Parametres DI (200ppm) DI1 (300ppm)
(T

n GB (10° / mm°) 8.46+1.2 8.25+ 1.64 8.1+0.77
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Figure 22: Variation moyenne (X+SD) du nombre des globules blancs (n GB),
chez le lot témoin et les lots traités a I’ EGME (n=10).
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3.2. Les globules rouges :

L’analyse du taux des globules rouges (GR) révele 1’existence d’une diminution chez

les lots traités. Cette diminution est statistiquement significative

(p<0.05) chez le groupe DI et trés hautement significative (p<0.001) chez le lot DII

comparés aux témoins (Tab.14, Fig.23).

Tableau 14 : Variation du nombre des globules rouges (n GR) chez le lot témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10).
Les lots expérimentaux

Parametres :
Témoin (T) DI (200ppm) D11 (300ppm)
n GR (10°/ mm°) 5.74+0.33 485+ 051 4.06+0.47

" Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).
. Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 23: Variation moyenne (X+SD) du nombre des globules rouges (n GR
chez le lot témoin et les lots traités a I’EGME (n=10).
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3.3. L’hémoglobine :

Les résultats obtenus révelent I'existence d'une diminution significative (p<0.05) dans le
taux d’hémoglobine (Hb) chez le groupe traité par IEGME DI et une diminution hautement

significative chez le lot DIl comparés aux témoins (Tab.15, Fig.24).

Tableau 15 : Variation du taux d’hémoglobine (Hb) chez le lot témoin (T) et les lots traités
DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Temoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
Hb (g/1) 11+0.81 9.66 + 0.25° 8.58+0.41"

" : Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).

" Différence hautement significative (p<0.01).
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Figure 24: Variation moyenne (X£SD) du taux d ’hémoglobine (Hb) chez le lot
témoin et les lots traités a I’ EGME (n=10).
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3.4. L’hématocrite :

Notons aussi une diminution significative chez le lot trait¢ a 'EGME DI et une
diminution hautement significative chez le lot DII dans le taux d’hématocrite (Ht) comparés
au témoin. (Tab.16, Fig.25).

Tableau 16 : Variation du pourcentage d’hématocrite (Ht) chez le lot témoin (T) et les lots
traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Temoin (T) D1 (200 ppm) D11 (300 ppm)
Ht (%) 35.86+2.06 32.02+ 0.50° 28.8+0.95

" : Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).
" . Différence hautement significative (p<0.01).
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Figure 25 : Variation moyenne (X+SD) du pourcentage d’hématocrite (Ht), chez
le lot témoin et les lots traités a ’EGME (n=10).
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3.5. Volume globulaire moyen :

L’analyse du taux moyen du volume globulaire moyen (VGM), révéle 1’existence
d’une augmentation hautement significative chez le lot DI et une augmentation trés hautement

significative chez le lot DIl comparés aux témoins (Tab.17, Fig.26).

Tableau 17 : Variation du volume globulaire moyen (VGM) chez le lot témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Témoin (T) DI (200 ppm) DI (300 ppm)

VGM 53.82+1.56 58.18 + 1.13" 63.46+2.60
(femtoliteres)

*

" Différence hautement significative (p<0.01).
" - Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 26: Variation moyenne (X+SD) du taux moyen du volume globulaire
moyen (VGM) chez le lot témoin et les lots traités a I'’EGME (n=10).
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3.6. Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine :

De plus la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) montre une
augmentation hautement significative chez les lots traités DI et DIl en comparaison avec le
témoin (Tab.18, Fig.27).

Tableau 18 : Variation de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
(CCMH) chez le lot témoin (T) et les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Temoin (T) D1 (200 ppm) DI (300 ppm)
CCMH 28.76x0.86 31.12 + 0.82 34.74+1.69
(femtoliteres)

" : Différence hautement significative (p<0.01).
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Figure 27 : Variation moyenne (X+SD) du taux de la concentration corpusculaire moyenne
en hémoglobine (CCMH) chez le lot témoin et les lots traités a ’EGME (n=10).
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3.7. Teneur globulaire moyenne en hémoglobine :

Autre part, on constate une augmentation hautement significative du taux de la teneur
globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH), chez les lots DI et DIl comparés au témoin
(Tab.19, Fig.28).

Tableau 19 : Variation de la teneur globulaire moyenne en hemoglobine (TGMH) chez le
lot témoin (T) et les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Paramatres Témoin (T) DI (200ppm) DIl (300ppm)
16.09+0.27 1752+ 0.23" 18.8621.19"

" : Différence hautement significative (p<0.01).
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Figure 28 : Variation moyenne (X+SD) du taux moyen de la teneur globulaire
moyen en hemoglobine (TGMH), chez le lot témoin et les lots traités a ' EGME
(n:lﬂ\
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4. Etude des parametres biochimiques:
4.1. Glucose :

Les resultats illustrent une diminution trés hautement significative de la concentration

sérique du glucose entre le lot ttmoin et les lots traités a ’EGME DI et DII (Tab.20, Fig.29).

Tableau 20 : Variation de la concentration sérique du glucose chez le témoin (T) et
les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots experlmentaux
Paramétres
Témoin (T) DI (200 DIl (300
ppm) ppm)

Glucose (g/l) 1.35+0.04 | 0.74+0.08" 0.66 +0.04"

**k*k

- Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 29 : Variation moyenne (X£SD) de la concentration sérique du glucose chez le
lot témoin et les lots traités a I'’EGME (n=10).
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4.2. Cholestérol :

Nos résultats montrent aussi une augmentation trés hautement significative du taux de
cholestérol chez les lots traites DI / DIl par rapport au témoin (Tab.21, Fig. 30).

Tableau 21 : Variation de la concentration du cholestérol chez le témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Paramétres

Témoin (T) | DI (200 ppm) D11 (300 ppm)
Cholestérol (g/l) 0.15+0.03 ] 0.26+0.04 0.58 +0.05

* %k

" : Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 30 : Variation moyenne (X+SD) de la concentration sérique du
cholestérol chez le lot témoin et les lots traités a [’ EGME (n=10).
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4.3. Triglycérides :

Nous enregistrons aussi une augmentation statistiquement significative des triglycerides
chez les lapins traités a '’EGME DI par rapport au témoin, et elle est trés hautement
significative chez les lapins du lot DIl par rapport au témoin (Tab.22, Fig. 31).

Tableau 22 : Variation de la concentration sérique des triglycérides chez le témoin
(T) et les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Paramétres

Témoin (T)§ DI (200 ppm) DII (300 ppm)

Triglycérides (g/l) 151+ 0.05f 1.59+0.04° 1.7+0.05

" : Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).

* %k

" : Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 31 : Variation moyenne (X£SD) de la concentration sérique des triglycérides chez le
lot témoin et les lots traités a [’ EGME (n=10).
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4.4. Protéines totales :

Autre part, la concentration sérique des protéines totales présente une augmentation trés
hautement significative chez les lots traités a ’EGME DI/DII par rapport au témoin (Tab.23,
Fig. 32).

Tableau 23 : Variation de la concentration sérique des proteines totales chez le
témoin (T) et les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux
Parametres

Témoin (T) | DI (200 ppm) D11 (300 ppm)

Protéines totales (g/1) 10.7+0.51 | 13.78+0.40 § 1557+0.30

. Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 32 : Variation moyenne (X+SD) de la concentration sérique des
protéines totales chez le lot témoin et les lots traités a I’ EGME (n=10).
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4.5. Le glutathion :

Nos résultats révelent que le traitement des lapins par ’EGME diminue la teneur

hépatique, testiculaire et épididymaire de taux du glutathion.
4.5.1. Hépatique :

Cette diminution de la teneur hépatique est trés hautement significative chez les lots
traités par rapport au témoin (Tab.24, Fig.33).

Tableau 24 : Variation du taux du glutathion hépatique (GSH) chez le lot témoin (T) et les
lots traités DI/DII (n=10) .

Les lots expérimentaux
Paramétres Organes Témoin (T)§ DI (200 ppm) D11 (300 ppm)
GSH (n mol / mg 57.11+1.94 W 49.4 +1.39 441+185
prot)

" Différence trés hautement significative (p<0.001).
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Figure 33 : Variation moyenne (X+SD) du taux de glutathion dans le foie chez le lot
témoin et les lots traités a I’ EGME (n=10).
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45.2. Testiculaire :

La diminution de la teneur testiculaire est significative chez le lot DI et hautement

significative chez le lot DIl par rapport au témoin (Tab.25, Fig.34).

Tableau 25: Variation du taux du glutathion testiculaire (GSH) chez le lot témoin (T) et

les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Parameétres Organes Témoin (T)j DI (200 ppm) § DII (300 ppm)

GSH (nmol/ mgfl resticulaire | 2853+267 [ 23.98+1.22° | 22.94+2.16"

" Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).
" Différence hautement significative (p<0.01).

o N

c 35 4

2L 3

= i

rer " B * Kk

c Y & d

?9‘3320*

%35 15 -

§§3 10 -

c v g 5 |

25

©c o 0 - T 1

= T DI DIl Lot
\ ots

Figure 34 : Variation moyenne (X+SD) du taux de glutathion dans les testicules chez le lot
témoin et les lots traités a I’ EGME (n=10).
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4.5.3. Epididymaire :

Concernant la teneur épididymaire du glutathion on observe une diminution

significative chez les lots traités par rapport au lot témoin (Tab.26, Fig.35).

Tableau 26 : Variation du taux du glutathion épididymaire (GSH) chez le lot témoin (T) et
les lots traités DI/DII (n=10).

Les lots expérimentaux

Paramétres Témoin (T) §# DI (200 ppm) § DIl (300 ppm)

GSH (n mol / mg JEpididymaire § 0,53 +0,04 | 043+0,05 0,40 + 0,05

" : Différence significative par rapport au témoin (p<0.05).

f N

[ o

o

£<_ 06

S ED 05 - . *

2 >3 T

uo'gmo,4«

S'EE

'co_ 0,3*

-\

a"_a 0,2 -

€ 2E o01-

o]

(u-c 0 - T T

—

T DI DIl Lot

\ ots

Figure 35 : Variation moyenne (X+SD) du taux de glutathion dans [’épididyme
chez le lot témoin et les lots traités a I’EGME (n=10).
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5. Etude histologique :
5.1. Atteinte tissulaire au niveau du foie :

L’observation microscopique du foie des lapins traités par I’EGME pendant 4 semaines
(fig.36) révele une modification cellulaire bien visible, qui est traduite par la présence d’une
nécrose hépatique caractérisée par une clarification de la couleur du cytoplasme, hyperplasie,
I’éclatement des hépatocytes et des Iésions vasculaires, ces altérations graves de la structure

affectent la fonction hépatique et peuvent contribuer & un dysfonctionnement de cet organe.

T : Coupe histologique de foie
d’un lapin témoin, aspect
normal des hépatocytes avec

leurs noyaux.

DI : Coupe histologique
de foie d’un lapin traité par
I’EGME a 200 ppm pendant 4
semaines, la zone cerclée

montre une nécrose.

77



Résultats

D11 : Coupe histologique de
foie d’un lapin traité par
I’EGME a 300 ppm pendant 4
semaines, la zone cerclée
montre une nécrose plus

intense.

Figure 36 : Coupes histologiques du foie de lapin témoin et traités par ’EGME

colorées a Hématéine-Eosine (Gr x 400).

5.2. Atteinte tissulaire au niveau des testicules :

L'analyse histologique (figure 37) permet de visualiser les altérations testiculaires.
L’histologie du groupe témoin (T) montre des tubes séminiferes (TS) serrés avec une forme
cylindrique, et la lumiére (L) de chaque tube est presque occupée par la masse des
spermatozoides matures.

En revanche, chez les lapins traités a ’EGME a la dose de 200 ppm (DI), nous
remarquons que les tubes séminiferes (TS) ont perdu leur forme cylindrique, et que le volume

de la masse spermatique a diminué.

Ces modifications sont plus accentuées chez le groupe 3 traité par la dose de 300 ppm
du solvant (DII): I'action du produit est tres claire, les tubes séminiféres (TS) sont déformés et
la lumiere (L) est presque vide (coupe C).
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T: Coupe histologique des
testicules d’un lapin témoin,
montrant la lumiére pleine et

les tubes sérés.

DI: Coupe histologique
des testicules d’un lapin traité a
I’EGME 200 ppm
montrant les tubes séminiféres
déformés et la diminution de la

masse spermatique.

DI : Coupe histologique
des testicules d’un lapin traité a
I’EGME 300 ppm montrant les
tubes séminiferes completement

déformés et la lumiére vide.

Figure 37 : Variation de I'aspect histologique des testicules entre les 3 groupes
(Gr x 100).
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5.3. Atteinte tissulaire au niveau de I’épididyme :

Les résultats des coupes histologiques montrent au niveau du groupe témoins (T) une

structure normale avec une lumiére pleine de spermatozoides L.

En ce qui concerne 1’histologie du groupe traité¢ a ’'EGME avec la dose 200ppm (DI) on
observe une discrete diminution de la quantité des spermatozoides dans la lumiere des tubes.

On note aussi une absence des spermatozoides dans la lumiére de quelques tubes

séminifére (LV) au niveau du groupe DII traité a ’EGME avec la dose 300 ppm.

T : Coupe histologique de
1I’épididyme d’un lapin témoin

DI : Coupe histologique
de I’épididyme d’un lapin traité
a ’EGME 200 ppm montrant
une atrophie des tubes
épididymaire, les lumiéres était

oligozoospermique.
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DI1 : Coupe histologique
de I’épididyme d’un lapin traité
a ’EGME 300 ppm montrant
I’absence des spermatozoides
dans la lumiere de quelques

tubes épididymaire.

Figure 38 : Les modifications histologiques de [’épididyme du lapin dans les différents
groupes de traitement (Gr x 100).
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Discussion

V. Discussion

La plupart des produits chimiques destinés a étre utilisés dans les domaines industriels
ont des effets toxiques sur les parametres de reproduction, biochimiques et hématologiques
chez ’homme et I’animal. L’éthyléne glycol monomethyl éther (EGME) comme exemple
d’étude exerce sa toxicité par I’intermédiaire des métabolites acides et plus encore aldéhydes.
Ceux-ci sont capables de pénétrer dans le noyau des cellules et d’altérer la structure et le

fonctionnement du génome régissant la croissance et le développement cellulaire.

Nous avons tenté dans le cadre de cette étude, d’évaluer ’impact de ce solvant toxique
(I’éthyléne glycol mono méthyle éther (EGME)) sur des lapins Oryctolagus Cuniculus. Nous

discuterons de nos résultats au regard des travaux publiés dans plusieurs autres études.

Les résultats obtenus ont tout d’abord mis en évidence une réduction considérable de
poids chez les lots traités a ’EGME (DI, DII) en comparaison au lot témoin. Ceci est en
accord avec les constations de Miller et al., 1983; Rao et al., 1983; Hanley et al., 1984a qui
ont observés une perte pondérale chez la femelle a 100 ppm (311 mg/m3) d’EGME . Et ils
sont similaires avec les travaux de Hobson et al., 1986 qui ont constatés que 1’exposition par
voie cutanée des cobayes & 1 000 mg/kg-mc de 'EGME par jour pendant 13 semaines

engendre une réduction du poids des organes et une perte pondérale.

Cette perte de poids peut étre due a I’hypotrophie de quelques organes : thymus,
testicules , épididyme comme le montre plusieurs études, comme celle de Miller et al., 1983;
Rao et al., 1983; Hanley et al., 1984a qui ont remarqué que les rats Sprague-Dawley exposés
par inhalation a 300 ppm (933 mg/m3) de ’EGME pendant 13 semaines présentaient une
atrophie des testicules, et I’étude de U.S. EPA, 1992 qui ont trouvés que les rats a qui on
administre 285 mg/kg-mc d’EGME par jour (la plus petite dose testée) ou plus du produit par

voie orale pendant 6 semaines souffrent d’une atrophie des testicules et d’épididyme.

En ce qui concerne le poids relatif et absolus des organes, nos remargquons une
augmentation du poids relatif et du poids absolus du foie chez les lapins traités a ’EGME,
par rapport aux témoins. Ceci est explicable, d’une part, par I’hypertrophie tissulaire de cet
organe causé par ce solvant et d’autre part, par I’accumulation intense de ’EGME dans cet

organe cible aux solvants. Ce résultat est en accord avec les travaux de Djabali et al., 2009.
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Le traitement par ’EGME a provoqué aussi une diminution du poids relatif et du poids
absolus des testicules et de 1’épididyme, cette diminution est semblable aux observations de
Chapin et al. (1993) et Foote et al. (1995) publiées précédemment. Les Méme résultats ont été
observés chez le groupe INSERM (1999) qui a illustré que le poids du testicule et de
I’épididyme de rats Sprague Dawley notamment est diminué significativement, qu’ils soient
traités pendant 2 semaines avec 200mg/kg/j ou pendant 4 semaines avec 100mg/kg/j
d’EGME.

L’hypotrophie est due probablement a des Iésions cellulaires consécutives a 1’action du
produit sur les tissus, qui vont conduire & une atrophie testiculaire (Lee et Kinney, 1989). Lors
d'expositions prolongées ou a de fortes doses les lésions peuvent toucher les cellules-souches
(spermatogonies), dans ce cas, 1’arrét de la spermatogenese peut étre définitif et le testicule
s’atrophie, comme décrit par Yoon et al. (2003).L’¢tude de la génotoxicité des éthers de
glycol reléve d’une préoccupation récente, nee de la description par Nagano en 1979 des
effets d’atrophie testiculaire et épididymaire chez le rat. Foote et al. (1995) ont signalé que les
testicules et 1’épididyme de lapin apparaissent a étre plus sensibles aux EGME que les

testicules et 1’épididyme des rats ou des souris.

Nous résultats révelent qu'il y a une altération dans les paramétres de la reproduction

chez les groupes des lapins traités par ’EGME par rapport aux groupes témoins.

L’évaluation des effets de ’EGME sur la qualité et la quantité des spermatozoides
montre une diminution significative de quelques parametres biologiques des spermatozoides :
concentration, mobilité, vitesse et vitalité chez les individus traités par rapport aux témoins.
Ces résultats sont similaires a ceux de Djabali et al. (2009) enregistrés chez des lapins adultes
males exposés a ’EGME par gavage avec des doses croissantes (1 mL / jour de solutions a
50, 100 et 150 ppm) et ceux de Hanley et al. (1984a et 1984b) qui on constatés que les rats

males exposés a 300 ppm sont devenus complétement infertiles.

Plusieurs études réalisées chez des peintres exercant dans les chantiers navals ont tenté
d’évaluer les effets de I’exposition a I’EGEE et ’EGME sur les fonctions de reproduction.
Les auteurs ont mis en evidence une diminution de la concentration du sperme et une
augmentation du pourcentage d’oligospermie et d’azoospermie chez les hommes exposés.
(Sparer et al., 1988). Ce sont les cellules de la lignée germinale (Sspermatocytes au stade
pachyténe) qui en sont la cible. L’atteinte de la lignée germinale conduit & un arrét de la

spermatogenése (Lee & Kinney, 1989 ; Creasy et al., 1985).
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La mobilité et la vitesse des spermatozoides sont fortement diminuées chez les lots
traités par rapport au groupe témoin, cette diminution étant peut-étre due a la baisse de niveau
de LDH-C4 qui est une isoenzyme spécifique synthétisée par les cellules germinales pour

fournir I'énergie aux spermatozoides.

On incrimine aussi 1’action du produit au niveau de la piece intermédiaire et du
flagelle, ces deux zones étant les parties qui assurent le mouvement et la vitesse du
spermatozoide (indicateurs de fertilité). De leur c6té, Foster et al. (1983) ont montré que la
premiére lésion visible au niveau des spermatocytes pachytenes se situe au niveau des
mitochondries, et que 1’atteinte des spermatides a noyaux allongés se traduit par une réduction
de la mobilité des spermatozoides. La diminution de la production de lactate de la cellule de
Sertoli est une manifestation habituelle de 1’action de nombreux toxiques testiculaires qui
diminue les apports énergétiques de la lignée germinale (Mebus et al., 1989). On tient peut-

étre la la raison de la diminution de la vitesse et de la mobilité des spermatozoides.

D'autre part, on enregistre une baisse trés élevée du nombre de spermatozoides vivants
et une augmentation du taux des spermatozoides morts dans les groupes traités par rapport au
groupe témoin ces résultats sont corrélés avec les travaux de Welch et al. (1988) qui prouve
que les 73 peintres exposés a ’EGME ont montré un accroissement de 1’oligospermie (peu de
spermatozoides) et de 1’azoospermie (pas de spermatozoides) et avec ceux de Cai et Xiao.
(1996) qui ont prouvé que les solvants travers la barriere hémato testiculaire ce qui provoque
des effets directs sur la morphologie des cellules de sertoli (Dalgard et al ., 2001) ou les
cellules germinales se nourrissent et se développent donc leur destruction entraine la mort des

spermatozoides.

Sur le plan hormonal, la comparaison des taux de testostérone chez les différents lots de
lapins révele une baisse hautement significative (p<0.001) chez les animaux des lots DI et DIl
(respectivement 0,27 + 0,045 ng/mL et 0,13 £ 0,022 ng/mL) comparativement a ceux du lot
témoin (1,94 + 0,47 ng/mL). Selon Reader et al. (1991), ces molécules peuvent étre capables
de se fixer sur les récepteurs de LH (Luteinizing hormone) au niveau de la cellule de Leydig,
ce qui induit un déséquilibre et/ou un blocage de la production de la testostérone, d’autres
travaux ont démontré que ce solvant peut agir sur le taux du LH lui-méme ainsi que sur la

structure et la forme des cellules Sertoli (Reader et al, 1991; Tirado et al, 2004).

Concernant I'évaluation de la toxicité hématologique, nous avons enregistré une

diminution significative dans le taux d'hémoglobine (Hb), d’hématocrite (Ht) et celui des

I
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globules rouges (GR), avec une diminution non significative dans le taux des globules blancs
(GB). Notons aussi une augmentation du volume globulaire moyen (VGM), concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) et la teneur globulaire moyenne en
hémoglobine (TGMH) .Cette toxicité a été largement étudiée sur des modeles animaux: une
hémolyse (Barbee et al., 1984; Breslin et al., 1991; Boiron, 1991), une délétion lymphocytaire
responsable d'immunosuppression (Delbarre et al., 1980; Kayama et al., 1991) et une toxicité

sur les progéniteurs myéloides de la moelle osseuse (Ghanayame, 1996).

L'effet hémolytique des dérivés de I'éthylene glycol, dépend de la dose du produit, de
I'espéce animale, et au sein d'une méme espece, de l'age des animaux (Ward et al., 1992). Ce
ne sont pas les substances meéres qui sont responsables de I'hémolyse, mais les acides
alkoxyacétiques (AAA).De nombreux travaux ont révélé que les éthers de glycol de la série E
présentent la propriété de détruire les globules rouges. Une exposition des rats a I'EGnPE a la
dose 200 ppm par voie orale (gavage) pendant 11 jours provoque une hémolyse (Katz et al.,
1984). Le méme résultat obtenu avec une dose de 30ppm de I'EGIPE par inhalation pendant

28 jours (Gage, 1970) et a 100 ppm pendant 3 semaines (Arts et al., 1992) chez les rats.

Les résultats observés dans des modeéles animaux ayant recu, par voie orale,
intraveineuse, par inhalation et par voie transcutanée des dérivés d’éther de glycol sont, dans
toutes les publications, une hémolyse intravasculaire avec anémie régénérative (augmentation
du taux de réticulocytes et parfois érythroblastose sanguine), chute du taux d’haptoglobine
sanguine, hémoglobinurie. Cette hémolyse est précédée par une augmentation du volume des
globules rouges, se traduisant par une augmentation du volume globulaire moyen (VGM).
Elle est associée a des déformations des hématies. (Barbee et coll., 1984; Grant et coll., 1985;
Breslin et coll., 1991; Boiron, 1991; Ghanayem, 1996).

L’EGME agit apres transformation en MAA. Ce produit est responsable, dans les
modéles animaux, d’une déplétion sélective en thymocytes matures. Des travaux (NTP 1992)
rapportent également une anémie avec I’EGEE.

En ce qui concerne la toxicité de la moelle osseuse, les études effectuées sur des
animaux de laboratoire (Ghanayem, 1996) ont montré que les dérivés de I'éthylene glycol,
principalement ceux qui ont une chaine alkyl courte (EGME) sont responsables d'une
hypocellularité (une diminution des lignes sanguines), une diminution des progéniteurs en
particulier granulocytaires et érythrocytaires. Ces effets sont responsables de leucopénie avec

neutropénie, et une anémie.

I
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Le mécanisme de la toxicité de la moelle osseuse des éthers de glycol a été trés peu
étudié, quelques travaux ont montré que les éthers de glycol peuvent inhiber la synthese de
I'ADN et/ou entrainer des anomalies du fuseau mitotique au niveau des précurseurs
médullaires. Les effets immunosuppresseurs sont essentiellement liés a une déplétion
lymphocytaire et de fagon moins importante a une altération fonctionnelle des lymphocytes
(Delbarre et al., 1980).

D'une maniéere générale, les globules rouges humains semblent étre moins sensibles.
Pour d'autres éthers de glycol de la méme série, une atteinte des cellules de la moelle osseuse
accompagnée d'une diminution du nombre des globules blancs a été observée (INSERM,
1999).

De plus, certains de ces éthers de glycol provoquent une déplétion lymphocytaire
(Etiemble, 2003), une chute du taux d'hémoglobine (Barbee et al., 1984) .

Nos résultats mis en évidence une perturbation des produits du métabolisme, nous avons
remarqué une diminution du taux de glucose chez les lots traités avec ’EGME (DI, DII) par
rapport au lot témoin, Cela est d0 a un déséquilibre au niveau des processus métaboliques

dans I’organisme, en raison de 1ésions du foie (Poon et al., 1994).

Dans le méme contexte, nous avons remarqué une augmentation significative de la
concentration du cholesterol chez les lots traits par rapport au témoin, en raison des
dommages aux tissus du foie, ce qui est peut étre due a un déséquilibre dans les enzymes
responsables de la conversion de cholestérol en hormones sexuelles méles, ce qui provoque

une diminution de la concentration de testosterone (Husmann et Mephaul,1991).

La premicere indication de la perturbation de cholestérol est I’élévation dans la pression

artérielle. (Liber et al., 1968 ; Kotoku etal .,1977 ; Savolainen et al., 1977).

Nous avons remarqués aussi une augmentation de la concentration des triglycerides
chez les lapins traits a ’EGME (DI, DII) plus une augmentation des proteins totals par rapport
aux témoins. L'ensemble de ces perturbations sont dues a l'altération des fonctions du foie par
les métabolites de 'TEGME (Marie, 2002).

Les résultats sont cohérents avec les résultats de (Djabali et al., 2009) qui ont été
réalisées sur des lapins males traités avec 50.100.150 ppm d'EGME, ils ont observés une
augmentation de la concentration des triglycerides et des proteins totals , sauf pour le taux de

la concentration du cholestérol ils ont observés une diminution de ce dernier.

I
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Face au dommage oxydatif causé par les radicaux libres oxygénés et a I'effet toxique
provoqué par les métabolites actifs des xénobiotiques, la cellule vivante peut se défendre
grace a plusieurs systemes de détoxification dont le plus important est celui du glutathion
(Kaplowitz et al., 1985). Cette importance résulte dans sa grande capacité de détoxifier un
grand nombre de composés nuisibles pouvant étre endogéniques (métabolites actifs des

hormones) ou exogéniques (métabolites toxiques des xénobiotiques).

L’analyse des résultats a mis en évidence une diminution de la teneur hépatique,
testiculaire et épididymaire en glutathion des lapins traités 8 ’EGME avec les doses de 200 et
300 ppm pendant quatre semaines par rapport aux témoins. Cette diminution est expliquée par
la participation du foie ,des testicules et de 1’épididyme dans 1’élimination des différents
métabolites toxiques résultant de la dégradation du xénobiotique tels que les peroxydes
lipidiques, les électrophiles et les radicaux libres responsables des lésions tissulaires
importantes (Duke et al., 1996 ; Saka et al., 2003). Le glutathion est un tripeptide qui joue un
role essentiel & divers niveaux dans la lutte contre les substances chimiques toxiques (Masella
et al., 2005).

L’étude histologique fait apparaitre un changement qualitatif au niveau de I’histologie
des testicules et de 1’épididyme. HOLLOWAY et al. (1990) ont montré que 1’exposition aux
éthers de glycol peut provoquer des effets déléteres sur le fonctionnement des tubes
séminiféres, une nette diminution des spermatozoides occupant la lumiére de ces tubes étant
de surcroit observée ; elle parait plus accentuée avec la dose la plus forte (300 ppm) et

suggérerait une modification du déroulement de la spermatogenése.

Des groupes de 90 rats méles ont été exposés a 1000 et 2500 ppm de I’EGME pendant
4h, et sacrifiés a différents moments apreés l’exposition. Une diminution du poids des
testicules a été observée des 48h apres exposition a 1000 et 2500 ppm. Entre 24h et 96h, des
effets ont été observés au niveau de 1’épithélium séminifére avec notamment une altération
des spermatocytes primaires, des modifications au niveau des cellules de Sertoli (grosses
mitochondries) et des désordres dans 1’épithélium (dont la nature n’est pas précisée). Dix-neuf
jours apres 1’exposition a 2500 ppm, des désordres persistaient dans 1’épithélium séminifére.

(Doe J.E. (1984).

Des rats males ont été exposés corps entier pendant une heure a 1000 ppm de I’EGME.
Le nombre de rats exposés n’est pas précisé. Toutes les 8h, pendant 2 jours, quatre animauX

ont été sacrifiés, afin de déterminer les effets précoces sur 1’épithélium séminifére. Les effets
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suivants ont été observés entre 8h et 32h apres 1’exposition : atteintes des cellules de Sertoli

(vacuoles), diminution du nombre de spermatocytes et de spermatides (Vachhrajani K.D,
2005).

Nous avons également enregistré un changement histologique hépatique,
I’administration répétée d’éthers de glycol produit parfois des altérations fonctionnelles et/ou
histologiques hépatiques. Elles sont toujours bénignes (modulation d’activités enzymatiques,
gonflement des hépatocytes, augmentation du poids du foie) et traduiraient plutdt une réponse
métabolique adaptative qu’un effet toxique hépatique (Heinonen et Vainio ,1981), Chez toutes
les especes animales étudiées et quelle que soit la voie d’exposition, I’ethylene glycol

monomethyl ether

(EGME) provoque une dépression du systéme nerveux central, des lésions pulmonaires,

rénales et hépatiques. Des signes d’irritation des muqueuses apparaissent également (INRS,
1999).

——



Discussion

Conclusion générale

L'exposition par injection cutanée des animaux a 'EGME provoque des perturbations
trés significatives, ce qui nous a conduit a dire que la voie cutanée est plus dangereuse que la
voie orale. De plus, étant donné que la pénétration des éthers de glycol dans l'organisme se
fait principalement lors d'un contact direct, a travers la peau, nos résultats semblent étre tres

utiles pour confirmer les effets néfastes de ce solvant.

Nous avons montré que 1’administration d’EGME a 200 ppm et 300 ppm par injection
cutanée chez les lapins males adultes pendant 30 jours, provoque divers effets reprotoxiques
(diminution du poids des testicules et d’épididyme, diminution de la concentration, de la
mobilité, de la vitalité et de la vitesse des spermatozoides et diminution de la teneur
testiculaire et épididymaire en glutathion). L’¢étude histologique montre une altération
structurale des testicules, épididyme.L’étude hormonale montre quant a elle une diminution

des taux plasmatiques de testostérone.

Quant a I'étude biochimique et I'étude hématologique elles ont confirmés [I'effet

toxique de TEGME, 'EGME a aussi une toxicité sur la croissance ponderale.

A partir de ces résultats, il serait intéressant de quantifier les hormones hypothalamiques
et hypophysaires impliquées dans la régulation de la spermatogenése (GnRh, FSH, LH), et
d'entreprendre des études de terrain sur des volontaires, ainsi que des suivis de femmes

gestantes et de leurs feetus.

On désire aussi quantifier un nombre plus important de paramétres biochimiques (urée,
créatine, les phosphatases alcalins etc.) et aussi quelques parameétres de stresse oxydant (GPX,
GST).

Méme si I’exposition massive aux EG a baissé considérablement au cours des derniéres
années, une interdiction de ces substances comme le demandent deux organismes officiels

(CSC, CSHPF) parait justifiée au vu de I’importance du risque.
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Annexes

Composition des solutions, des tampons et des réactifs :
1. Dosage du glutathion:

e Solution d’EDTA (0.02 M)

P ED T A 7.4448 g.
P Bau distillée. ....onnn e, 1000 ml.

e Solution de SSA (0.25 %)

S S A 0.25¢g.
P Bau distillée. ....ounn e 100 ml.

e Tampon Tris +EDTA (0.4 M Tris + 0.02 M EDTA, pH =9.6)

P TrIS e, 63.04 g
P EDTA.. o 7.4448 g.
» Eaudistillée.........oooiiiiiiiiiii 1000 ml.

e Solution de DTNB (0.01 M)

3 DTN . o 3.96 g.
> Méthanol absolu......ovvviviiii e, 1000 ml.

2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford :
e Réactif de Bradford

» Bleu de Coomassie (G250) ........covvvviieiiniannnn. 0.1g.
» Ethanol (95 %)....ccoiiriiiiii e 50 ml.

Agitation pendant deux heures (agitateur magnétique) puis ajouter :

» Acide Orthophosphorique (85%)....ccc...vveenenn... 100 ml.
» Eaudistillée.........cooooiiiiiiiiiiiiiae . 1000 ml.

Ce réactif doit étre filtre puis conserver pendant 1 mois a une température de 4°C et a

I’abri de la lumiére.

3. Préparation du Bouin alcoolique (100 ml) :
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» Solution d’acide picrique 1 % dans de I’éthanol (95 %).................. 45 ml.
P FOIMOL ..ot 26 ml.
P ACIAe ACCLIQUE ...veintiii e 07ml.
P Eaudistillée ......ouiniii i 22 ml.
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