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Resumne

Résumé

es éthers de glycol sont des solvants organiques ayant de nombreuses applications
industrielles, domestiques et cosmétiques, ils sont connus pour induire des perturbations de
la fonction de reproduction. Cette étude a pour objectif de mettre en évidence I’effet
reprotoxique, embryo-foetotoxique et hématotoxique de 1’Ethyléne Glycol Monométhyl Ether
(EGME) et d’évaluer son stress oxydatif en évaluant son pouvoir oxydant in vitro chez les lapines
gravides et non gravides de 1’espéce Oryctolagus cuniculus. Pour cela, dans la premiére partie de
1’étude, trois groupes des lapines gravides (n=10) ont recus par gavage trois doses croissantes de
I’EGME a raison de 50, 100 et 150 ppm pendant (32 jours). Un suivi journalier du poids corporel et du
déroulement de la gestation des lapines gestantes a été effectué. La deuxiéme partie a concerné 1’étude
de trois groupes de lapines non gravides (n=10) traitées par les mémes doses précédentes pendant
guatre semaines successives. Les résultats de 1’exposition a ’EGME des lapines gravides indiquent
I’existence d’un signe de toxicité maternelle traduit par une réduction remarquable tres significative (p
<0.01) de poids corporel des lapines traitées accompagné par la réduction de la prise alimentaire et
hydrique par rapport aux témoins. Le deuxieme signe toxique est la résorption feetale précoce qui est
survenue autour de J7 a J9 de gestation chez toute les lapines traitées par la forte dose 150 ppm. La
dissection des lapines décédées (autopsie) aprés I’avortement nous a permis de constater un aspect
hémorragique utérine avec la présence des ulcéres et des hémorragies gastriques graves
vraisemblablement responsable du décés. Une véritable feetotoxicité s’est manifestée par un
prolongement anormal de gestation et une hypotrophie feetale avec un changement comportemental
tres remarquable par rapport aux témoins. Concernant les lapines non gravides, nous avons démontré
une toxicité gonadique (atrophie ovarienne) et une hépatotoxicité (hypertrophie du foie avec un aspect
histopathologique), L’implication de I’EGME dans le stress oxydant est confirmée par une
augmentation significative de la MDA témoignant une forte peroxydation lipidique, une réduction
significative de I’activité enzymatique antioxydante de glutathion peroxydase (GSH-Px) et un
effondrement du glutathion réduit (GSH) au niveau des ovaires et le foie. L’hématotoxicité de ce
solvant a été confirmée chez les deux études par la détérioration significative des paramétres
hématologiques : globules rouges (GB), hémoglobines (Hb), globules blancs (GB), plaquettes (PL) et
’altération hautement significative des parameétres biochimiques (ALAT, ASAT, créatinine, urée,
triglycéride, cholestérol et glucose).
En conclusion, la présente étude a montré que I’EGME est capable d’induire une forte reprotoxicité

et altérer le systeme antioxydant.

Mots clés : EGME, lapines, reprotoxicité, hépatotoxicité, hématotoxicité.



Summary

Summary

lycol ethers are a family of a widely use in industrial and household products. They

are known to induce disturbances of a number of physiological functions including

the function of reproduction. This study was carried out to investigate the effect of
ethylene Glycol Mono Methyl Ether (EGME) on embryonic development, reproductive,
biochemical, hematological parameters and antioxidant system in pregnant and non pregnant
rabbits of the species Oryctolagus cuniculus. The solvent has been applied as reason of three
doses: 50ppm, 100ppm and 150ppm throughout the duration of gestation (31 days) in
pregnant rabbits and for four successive weeks in non-pregnant rabbits. 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 ovary
weight in rabbits. The comparison between controls and treated animals showed reproductive
toxicity of EGME (weight reduction rabbits, spontaneous abortions, maternal mortality,
prolongation of gestation, low birth weight), hepatotoxicity (increasing of liver weight with
histopathology), hematotoxicity (significant deterioration in hematological parameters : red
blood cell (RBC), hemoglobin (Hb), white blood cell (WBC), plate (PL)) and highly
significant alteration of biochemical parameters (ALAT, ASAT, urea, creatinin, triglyceride,
cholesterol and glucose). In addition, the involvement of EGME in oxidative stress was
indicated by an increase in MDA level, decrease in glutathione (GSH) level, in glutathione
peroxidase (GSH-Px) in the studied organs.
In conclusion, the present study showed that exposure to EGME has toxic effects on

reproductive parameters, biochemical, hematological and histological findings.

Keywords: EGME, rabbits, reproductive toxicity, hepatotoxicity, hematotoxicity.
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Introduction générale

Introduction Générale

L'EGME est un dérivé des éthers de glycol (EG) dont I’utilisation s’est développée de fagon
importante a partir des années 1960, au plan domestique et professionnel, principalement dans
les produits dits a I’eau (peintures, encres, vernis, produits d’entretien) (Cicolella, 2006).

La pénétration des EGME 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 (Marie,
2002 ; Etiemble, 2003). Ils accedent a tous les compartiments dans les minutes qui suivent
I’absorption, quelle que soit la voie d’administration (Sabourin et al., 1992 ; Ahmed et al.,
1994 ; Johanson, 1994).

La plupart des travaux expérimentaux ont déterminé la toxicité et I’impact de ces produits
sur la santé (Fastier et al., 2005), leurs métabolites semblent étre plus toxiques que leurs
produits initiaux, ’EGME qui appartient a la catégorie éthylénique des EG montre un large
spectre de toxicité chez plusieurs especes animales, il exerce son action aprés sa
métabolisation par 1’alcool et 1’aldéhyde-déhydrogénase en aldéhydes et en acides
alkoxyacétiques (Wang et al., 2000).

Depuis la premiére publication de Nagano en 1979, de nombreuses études réalisées chez
I’animal de laboratoire ont montré que ’EGME présentait des effets adverses sur la
reproduction et le développement. L’EGME est un toxique de la reproduction qui induit une
infertilité et une atteinte de D’appareil génital sur les deux sexes, ainsi qu’une atteinte du
développement embryo-feetal aprés exposition maternelle (malformation et altération du
développement). Les données épidémiologiques publiées a partir de la fin des années 1980
ont confirmé les données animales (malformation, avortement spontané, hypofertilité). Cette
atteinte peut perdurer méme apres retrait de I’exposition (INSERM, 1999).

Les ¢études d’évaluation des risques invitent a penser que I’exposition massive aux EG
reprotoxiques pendant plusieurs décennies peut avoir un impact important sur la santé
reproductive de la population. L’ensemble des études menées a I’échelle internationale se sont
intéressees aux effets des EG sur les paramétres de reproduction y compris la fertilité
féminine (Cicolella, 2006). Il s’agit de I’altération de I’ovogenese ou de la perturbation du
développement embryonnaire. Sa toxicité sur le développement se base sur trois types de
données : des données sur la toxicité chez les femelles gestantes, des données sur la mortalité

feetale et enfin des données sur les malformations (Maldonado et al., 2003).
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Chez I’Humain, des études chez les femmes sont plus ambigués. Elles semblent montrer une
tendance a une baisse de la fertilit¢ sans qu’elle soit statistiquement significative. Des
augmentations du taux d’avortements ont également été observées dans I’industrie des semi-
conducteurs lors de I’exposition aux EG de la famille éthylénique (Cicolella, 2006).

Une étude cas-témoins a mis en évidence, sur 44 patients atteints des malformations
congénitales et souffrants des retards mentaux, un lien avec I’exposition professionnelle des
meres a un mélange d’EGME et d’éthyléne glycol pendant leur grossesse. Les enfants
présentaient des signes et symptémes tels que des anomalies faciales, des retards mentaux, des
anomalies sensorielles et des malformations des muscles squelettiques (Arteaga et al., 2005).

En 2002, EL-ZEIN a étudié 41 bébés nés de 28 femmes exposées professionnellement a
I’EGME six bébés étaient exposées durant leur grossesse. Leurs six enfants présentaient des
aspects dysmorphiques caractéristiques, non observés chez les 35 autres enfants (El-zein et
al., 2002).

Plusieurs études professionnelles et rapports de cas ont indiqué que '’EGME ou son
métabolite (MAA) présentent une toxicité sur la fonction de reproduction chez plusieurs
especes, y compris I’étre humain (Bagchi & Waxman, 2007; Baert, 2007).

La toxicité des EGME sur la fonction de reproduction chez la femelle non gravide a été trés
peu étudiée. Chez ’animal, le seul indicateur recherché a été celui de la fertilité (femelles
exposées et accouplées a des males non exposés).

L’EGME exerce sa toxicité par I’intermédiaire de ces métabolites. 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. Il est connu pour son effet toxique sur
la fonction de la reproduction féminine. Grace a sa propriétée amphiphile, il diffuse dans tous
les tissus et affecte leurs fonctions vitales (Lieber, 2005).

D’autres études ont démontré que 1’administration répétée d’EG produit parfois des
altérations fonctionnelles et/ou histologiques hépatiques. Les effets hépatiques rapportés avec
I’EGME ont été observés pour des doses supérieures a celles susceptibles d’induire des
atteintes hématologiques. Ce solvant est considéré comme produit hémato-immunotoxique:
atteinte des cellules sanguines (INSERM, 1999), neurotoxiques, atteinte du systéme nerveux
(Brashear, 1996), reprotoxiques atteignant la fonction de reproduction (Lorente et al., 2000 ;
Ku et al., 1995; Baert, 2007), hépatotoxique et néphrotoxique (Djebali et al., 2009,
Bendjeddo et al., 2014, Boucif et al., 2015).
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Depuis quelgues années, le monde des sciences biologique et médicale est envahis par un
nouveau concept, celui du « stress oxydant », c’est a dire d’une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence et excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les
chercheurs impliquent dans la plupart des maladies humaine (Favier, 2003). Le stress oxydatif
correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire, induite soit par production de
radicaux libres, soit par diminution de la capacité de défense antioxydants induits par les
xeénobiotiques comme les solvants toxiques (Faigne, 2008).

La toxicité de ’EGME sur la fonction de la reproduction peut s’exprimer au niveau des
gonades (ovaires). La manifestation d’une telle toxicité peuvent inclure des effets déléteres
sur la maturation sexuelle, la production, la qualité et le transport des gameétes, le
comportement sexuel, le déroulement de gestation et sur toutes les autres fonctions

dépendantes de I’intégrité du systéme reproducteur.

C’est dans cet axe que se dirige notre travail de recherche qui consiste en une étude
expérimentale de l'effet de I’exposition de: 1’Ethyléne Glycol Monométhyle Ether (EGME)
sur quelque parametres relatifs a la fonction de la reproduction et certains parametres
biochimiques et hématologiques. De méme, 1’impact de ce solvant sur le systeme antioxydant
chez les lapines (Oryctolagus Cuniculus) a été recherché.
Ce manuscrit se divise en deux parties :
+ Une synthése bibliographique qui comprend trois chapitres
e Chapitre I consacré a des rappels anatomo-physiologiques de la reproduction chez
la lapine et ses particularités reproductive

e Chapitre Il est une étude des caractéres physico-chimiques de I’EGME, son
utilisation et ses effets sur la santé et I'environnement.

e Chapitre Il sur le stress oxydant ses origines et son implication dans les
pathologies et la grossesse.

+ Une partie expérimentale dans laquelle nous présentons les matériels et les méthodes
fournis, le mode de traitement ainsi que I'ensemble de manipulations réalisées in vitro
pour obtenir les résultats souhaités.

Les résultats obtenus apres I'exposition des animaux a I’EGME et enfin, nous essayons
de discuter les résultats obtenus et les comparer avec les données disponibles dans la

littérature.
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Synthése bibliographique CHAPITRE T

I. Anatomie et physiologie de la reproduction chez la lapine

1. Anatomie

1.1. Appareil reproducteur externe et Sexage

Le sexage des lapins avant le développement et la descente des testicules chez le méle est
assez difficile et nécessite un opeérateur expérimenté. Cependant, on peut observer une
distance entre la vulve et I’anus chez la femelle plus grande qu’entre le pénis et I’anus chez le
maéle. De plus, en effectuant une pression délicate de part et d’autre de 1’orifice génital, on
peut mettre en évidence, chez le male un orifice protubérant arrondi en forme de tube
correspondant a I’extériorisation du pénis, alors que chez la femelle on peut observer une

fente a I’extrémité pointue cranialement correspondant a la vulve (Figure 1).

2 Bre . "

5 mois 9 semaines 9 semaines

Figure 1 : Sexage des lapins (HRN. 2012)

La vulve est constituée de deux paires de levres : les grandes lévres, recouvertes de poils sur
leur face latérale et les petites levres internes aux précédentes et plus fines. Leur aspect peut
se modifier au cours du temps : en temps normal, elles sont rose pale mais en période de
réceptivité sexuelle, elles vont avoir tendance a enfler et virer au rouge-violacé.

Les glandes mammaires sont distribuées en deux rangées dans le tissu graisseux ventro-
latéral de la lapine, allant de la région thoracique a la région inguinale (Figure 2). Il en est
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dénombré en général 4 paires : une paire axillaire, une thoracique, une abdominale et une
inguinale. Cependant certaines lapines en ont 5 voire 6 paires, notamment suite a une
sélection génétique sur un critere de prolificité (plus la portée est grande, plus il « faut » de
places pour la tétée de tous les lapereaux). Les variations de nombre portent en général sur les
paires les plus ventrales et donc les plus accessibles lors de la tétée, c’est-a-dire les
abdominales et les thoraciques. Chaque tétine est munie de 5 a 6 canaux évacuateurs et
correspond a une glande mammaire indépendante. Le tissu mammaire est difficilement
palpable en temps normal mais se développe fortement avant la gestation et pendant la
lactation, ou il devient alors bien visible (Barone et al., 1973)

Glande mentonniére

Glande mammaire axillaire

Tétine axillaire Veine thoracique latérale

Glande mammaire thoracique:
Conduit papillaire

Tétine thoracique Ostium papillaire

Tétine abdominale

Glande mammaire abdominale
Ombilic

Glande mammaire inguinale

Tétine inguinale
Veine épigastrique caudale

Glande inguinale

Sinus cutané —ﬁ,,'f
périnéal ou inguinal

Figure 2 : Glandes cutanées et mamelles de la lapine (Barone et al., 1973)

Page 7



Synthése bibliographique CHAPITRE I

1.2. Appareil reproducteur interne

Le vestibule faisant suite a la vulve est assez long, entre 4 et 6 cm selon la taille des lapines.
Le corps du clitoris s’étend sur la face ventrale du vagin, dans son tiers postérieur et son gland
se projette dans 1I’ouverture urogénitale (Figure 3).

Le vagin est également long, entre 4 et 8 cm pour 1 a 1,2 cm de largeur. Sa paroi est fine ce
qui lui donne une forme aplatie. La vessie s’y ins€re au niveau du méat urinaire, situé¢ sur le
plancher vaginal & mi hauteur du vestibule.

L’utérus de la lapine a la particularit¢é de n’étre composé¢ que des deux cornes utérines,
s’abouchant chacune directement dans le vagin, par un col qui lui est propre. Ainsi, en cas de
césarienne, si des feetus sont présents dans les deux cornes, il faudra inciser chacune d’elles
puisqu’une mobilisation de ceux-ci vers un méme endroit (en général le corps de 1’utérus) est
dans le cas de la lapine, impossible.

En regle générale, les cornes utérines mesurent 10 a 12 cm de long pour un diamétre compris
entre 4 et 7 mm selon les lapines. Cependant, de larges variations sont observables selon le
stade physiologique, 1’age, les imprégnations hormonales... Contrairement aux carnivores
domestiques, les artéres utérines ne sont pas accolées a I’appareil génital mais circulent dans
le mésométrium ou ligament large. Celui-ci constitue en outre un lieu important de stockage
des graisses, ce qui peut rendre difficile la visualisation de ces vaisseaux en vue d’une
ligature. Chaque corne est terminée par un oviducte relativement long avec un pavillon tres
développé qui s’enroule latéralement et cranialement autour de I’ovaire.

Les ovaires sont de forme allongée et des follicules sont le plus souvent visibles a leurs
surfaces. lls mesurent entre 1 et 2 cm de long pour 6 a 8 mm de large. Dans la cavité
abdominale, ils sont situés en position dorsale, plus précisément ventro-caudalement aux
reins, a hauteur de la cinquiéme vertébre lombaire. 1ls sont reliés a la paroi abdominale par le
mesovarium, qui est ample et permet donc une mobilisation relativement facile lors des

stérilisations (Barone et al., 1973).
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Rein droit

Glande surrénale droite Aorte abdominale

Artere et Veine rénales droites Artére abdominale craniale

[T Glande surrénale gauche

: Artere et Veine rénales gauches
Veine cave caudale

Rein gauche

Corps adipeux ovarien .
Uretére gauche

Pavillon de la trompe utérine

Ampoule | Trompe

AT Pavillon Utérinhee
kY | lsthme L

Artére et Veine ovariques droites

Ovaire droit

Mésovarium preee \‘: o it
, distal —3— L9 Qvaire gauche
Ligament . Il . i ,
large Bourse ovarique B4 - #e—— Bourse ovarique
" bA . . r’L‘A “!lt\ , .
delutérus | Mésosalpinx —~ / N\ T~Mésosalpinx
Mésométrium —(. ‘.
Gome e drolis—ka , ; ' Ligament utéro-ovarien

Artere et Veine ovariques gauches

S
: { w \j\ j‘>\ Come utérine gauche

N
I

2

Uretére droit

Apex
Vessie < Corps

Cervix

\

A " Uretére gauche

Ligament médian de la vessie

Urétre féminin Vagin
Bulbe vestibulaire
Vestibule vaginal Glande vestibulaire ou de Bartholin gauche

Pilier clitoridien droit et M. ischiocaverneux
M. sub-ischiocaverneux
Commissure labiale ventrale (et ligament suspenseur du clitoris)
Grandes Iévres vulvaires
Vulve < Petites lévres vulvaires

Fente vulvaire ‘

Commissure labiale dorsale -————73' 4
/ Anus

Centre tendineux du périnée

Sinus cutané périnéal ou inguinal

Figure 3 : Organes urinaires et génitales de la lapine (vue ventrale) (Barone et al., 1973)
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Figure 4 : Appareil reproducteur des lapines (Esther, 2006)

2. Différenciation et maturité sexuelle

L’appareil génital se met en place grace a des nombreuses évolutions dés I’embryogenése :
la premiere étape, commune aux males et aux femelles, est la différenciation sexuelle, des le
16eme jour post-fécondation (Delforge, 2003).

Chez les femelles, les divisions ovogoniales commencent au 21éme jour de la vie feetale et
se poursuivent jusqu’a constituer le stock définitif d’ovogonies. A la naissance, ces divisions
cessent et laissent place a I’ovogenése : les premiers follicules primordiaux sont formés dés le
13éme jour aprés la naissance et les premiers follicules a antrum vers 65-70 jours. En
parallele de ces évolutions cellulaires, la croissance des organes sexuels se poursuit, mais
nettement moins vite que celle du reste du corps : les ovaires notamment ne commencent
significativement a se développer qu’a partir de 50 a 60 jours (Lebas, 1996).

C’est en général vers 10-12 semaines que les femelles peuvent accepter 1’accouplement pour
la premiére fois. Cependant cela ne correspond pas réellement a la maturité sexuelle ou
puberté car en général il n’y pas ovulation. En effet, on définit par maturité sexuelle chez la
lapine, le moment ou elle aura la capacité d’ovuler en réponse a I’accouplement. Ce moment
est difficile & définir car il varie selon de nombreux facteurs:

- la race du lapin, les petits formats étant en général les plus précoces
- le développement corporel : il a été observé qu’en moyenne, les lapines sont pubéres
lorsqu’elles atteignent 75 % de leur poids adulte méme s’il est conseillé¢ d’attendre qu’elles

soient a 80 % pour les mettre a la reproduction.
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- la photopériode et le moment de la naissance par rapport au printemps : effectivement, le
temps d’éclairement par jour ou photopériode influe nettement sur la reproduction, avec une
durée optimale au printemps. Ainsi les lapines sont souvent pubéres a ce moment-la qu’elles
soient nées en été ou en automne dernier, celles nées en été ont une maturité sexuelle plus
tardive que celles nées en automne.

- [’alimentation : elle influe directement sur le développement corporel, une lapine sous-
alimentée aura une puberté plus tardive. Pour les lapines de compagnie qui sont en général de
petit ou moyen format, la puberté intervient en général vers 4 a 5 mois. Cependant, compte
tenu des variabilités individuelles, il est conseillé d’isoler les males des femelles dés le

sevrage (vers la 7eme ou 8eme semaine) pour éviter des gestations indésirables (Lebas, 2011).

3. Comportements sexuels

3.1. Réceptivité sexuelle de la lapine

Les lapines, comme les chattes et les furettes, ne présentent pas de cycle cestral net : on
n’observe pas I’apparition de chaleurs a intervalle de temps régulier, au cours desquelles
I’ovulation a lieu spontanément. Chez elles, I’ovulation est provoquée par des stimuli nerveux
et hormonaux lors de I’accouplement. Elles sont donc considérées en cestrus quasipermanent,
c’est-a-dire sexuellement réceptives en quasi-permanence. Cependant il existe une certaine
variation de la réceptivité sexuelle de la lapine. En effet, elle présente des courtes phases ou
elle refuse 1’accouplement : on parle alors de phase de dioestrus et la lapine est dite « non-
réceptive » (Donnelly, 2004).
Au niveau comportement, une lapine réceptive va se caractériser par :
- ’acceptation du male et de I’accouplement
- la position de lordose avec la croupe relevée notamment a la stimulation de 1’arriéretrain qui
est I’un des indicateurs les plus fiables
- le changement d’aspect de la vulve qui devient rouge et humide ; on note d’ailleurs que 90
% des lapines présentant ce caractére acceptent le méle et ovulent, contre seulement 10 % des
femelles ayant la vulve péle et rosée (Lebas, 1996).
- Une certaine hyperactivité et chevauchement entre congénéres du méme sexe

A I’opposé, une femelle non réceptive présentée au male aura tendance a se blottir dans un
coin de la cage ou a essayer de s’échapper, voire a €tre agressive.

I1 est encore difficile de prévoir I’intervalle de temps entre chaque dioestrus et c’est un

élément trés discuté (Patton, 1994).
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L’étude réalisée par Moret en 1980 montre une grande variabilité individuelle entre chaque
lapine. Cette étude a été menée pendant 1 mois sur 15 lapines puberes nullipares. Chaque
jour, un méle a été présenté a la femelle et son comportement sexuel a été noté (réceptivité ou
non-réceptivité) tout en empéchant 1’accouplement le cas échéant afin de pouvoir poursuivre
I’expérience. On peut ainsi noter des lapines réceptives entre 20 et 27 jours d’affilée, comme
des lapines réceptives seulement quelques jours.

A T’opposé, I’étude réalisée par Cheeke en 1987 laisse supposer qu’il existe une certaine
régularité avec une période de réceptivité de 14 a 16 jours, suivie d’une période de non
réceptivité de 1-2 jours.

Il existe également une variation de la réceptivité sexuelle en fonction de la saison et en
particulier du temps d’éclairement et de la température. En effet, dans les conditions
naturelles, les lapines présentent leur plus forte réceptivité au printemps et au contraire leur
plus faible réceptivité en automne. Dans les conditions d’élevage, le temps d’éclairement et la
température sont contrélés, impliquant une absence de saisonnalité. En revanche, pour les
lapins de compagnie, ce phénomene est plus ou moins marqué, notamment selon le mode de

vie proposé (Cheeke et al., 1987).

3.2. Accouplement

Pour I’accouplement, il est conseillé de placer la femelle dans la cage du male, et non
I’inverse : en effet, dans le cas contraire, elle peut se montrer trés agressive sur son domaine et
lui causer de graves blessures. Hors de son territoire, le méle va avoir tendance a passer son
temps a marquer tout ce qui I’entoure au lieu de s’occuper de la femelle. Si I’accouplement
n’a pas lieu dans les dix premiéres minutes, il ne sert a rien de les laisser ensemble, cela peut
méme étre néfaste : la femelle risque de devenir agressive. Dans ces deux cas, si le male est
rejeté continuellement par la femelle, il peut en résulter un traumatisme et un refus a la
reproduction pour les fois suivantes (Donnelly, 2004).

Lorsque la femelle est réceptive, une parade sexuelle est entreprise par le male pour initier
I’accouplement : il va la poursuivre en lui tournant autour, la renifler, notamment en région
périnéale, la lécher et faire sa toilette, se blottir et se frotter a elle. Il va également lui
présenter son arriére-train et émettre des petits jets d’urine dans sa direction. Enfin, il peut
aller, dressé sur ses postérieurs, poser sa queue a plat sur le dos de la femelle. Ces deux
derniéres manifestations de parade sont, pour la lapine, des stimuli visuels et mais surtout

olfactifs, via les glandes périanales avec émission de phéromones sexuelles. Cette initiation

Page

12



Synthése bibliographique CHAPITRE I

dure en général peu de temps pour les males expérimentés mais peut durer davantage chez les
autres (Lebas, 2011).

Ensuite, la femelle se campe sur ses postérieurs, en position de lordose et le maéle la
chevauche, en bloquant son arriére-train entre ses postérieurs. Aprés quelques mouvements
rapides de va-et-vient du bassin, la premiere intromission donne directement lieu a
I’éjaculation et le male se laisse alors tomber en arriére ou sur le c6té, en poussant un petit Cri
caractéristique. Ensuite, si le méale et la femelle réceptive sont laissés ensemble, un nouvel

accouplement peut avoir lieu dans les quelques minutes qui suivent (Patton, 1994).

3.3. Gestation et mise-bas

La gestation chez la lapine dure 31-32 jours (Cheeke, 1987), avec une variation observée
selon la race et selon les individus pouvant aller de 29 a 35 jours (Figure 5). En dessous de 29
jours, les lapereaux ne sont en général pas viables. Au dessus de 33 jours, lorsque la portée est

petite (<4 lapereaux), ils sont souvent mort-nés (Chavatte, 2005).
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Figure 5 : Durées de gestation observées sur 2888 lapines blanches néo-zélandaises (Patton,
1994).
Durant les 2 premiers tiers de la gestation, il n’y aura pas de changements importants chez la
lapine : elle va prendre du poids, mangé éventuellement davantage mais son comportement ne
sera pas changé. De plus, elle va le plus souvent continuer a accepter 1’accouplement,
notamment en fin de gestation ou c’est le comportement le plus fréquent (Figure 6). Cela n’a
pas de conséquence néfaste et il n’a jamais ¢té observé de superfoetation, c’est-a-dire
d'implantation d'une nouvelle gestation dans un utérus qui contient déja une portée en

développement (Donnelly, 2004).

Page

13



Synthése bibliographique CHAPITRE I

14
12
b4 80 % 80 %
@ 10 |
E 66 %
@ 8 —
=]
1]
a b —
§
= 4 33 % L
2 I
13 %
0
J5al9 J10aJ14 J15aJ19 J120a1)24 125a1J30
Période de gestation (J=jour)

Figure 6 : Part des femelles ayant accepté le male selon la période de gestation (Moret, 1980)
A chaque période de 5 jours correspond un lot de 15 lapines gestantes de type blanc Néo-zélandais ; le male est
présenté chaque jour, chaque femelle saillie est dénombrée et retirée de I’étude.

Ces critéres ne sont donc pas utilisables pour le diagnostic de gestation. Il se fera par
différentes méthodes selon le stade de gestation :
- Dés le 10éme jour avec de I’expérience ou a partir de 12-14 jours sinon, on peut
diagnostiquer une gestation grace a la palpation abdominale. Pour cela, d’une main, on
maintient éventuellement la lapine par la peau du cou et on place la seconde sous son ventre,
entre les postérieurs, légérement en avant du pelvis de maniere a palper les cornes utérines :
on sentira alors les feetus sous la forme de petites boules souples et glissantes au toucher.
Cette méthode est déconseillée aprés 20 a 25 jours de gestation car elle présente de forts
risques d’avortement.
- Dés le 11éme jour, on peut réaliser une radiographie: 1’utérus apparait alors élargi et rempli
d’un contenu liquidien. Par la suite, le processus de calcification du squelette se met en place.
Il débute par les clavicules et la mandibule vers le 15 ou 16éme jour de gestation et les os du
crane sont visibles au cours des 18 a 22éme jours de gestation (Danicldon, 1986).
- Dés le 7éme jour, un opérateur expérimenté peut visualiser les ampoules feetales par
échographie abdominale et méme dénombrer la portée des le 9éme jour si elle est inférieure a
6 feetus (Chavatte et al., 2005). Ces deux dernieres méthodes sont assez peu utilisées en
pratique, notamment a cause des artéfacts causés par le gaz intestinal en échographie et du
colt de realisation, autant en élevage que pour les lapins de compagnie. C’est donc la

palpation abdominale qui reste la méthode la plus utilisée.
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Dans le dernier tiers de gestation, des changements de comportement apparaissent et
constituent des indices dans le diagnostic, méme si I’on verra qu’ils n’en sont pas spécifiques.
Leur survenue est trés variable selon les individus : d’une dizaine de jours a quelques heures
avant la mise-bas. La lapine devient plus nerveuse, elle s’alimente en général moins, ses
glandes mammaires se développent rapidement et elle entreprend de construire son nid : pour
cela, elle amasse de grandes quantités de foin et de paille dans sa bouche et s’arrache des poils
par grandes touffes au niveau du ventre, du fanon et des flancs. Si elle est en liberté, elle peut
également aller récupérer des fibres, des tissus... En outre, 1’arrachage des poils au niveau
ventral permet de dégager les mamelles et d’en faciliter I’acces aux lapereaux a la naissance.

La mise-bas a généralement lieu tét le matin : 68 % des naissances arrivent entre 5h et 13h,
contre seulement 8 % entre 21h et 5h (Patton, 1994). Si tout se passe normalement, elle se
déroule assez rapidement, au maximum en 30 min, et indépendamment de la taille de la
portée. Toutes les présentations a 1’expulsion sont possibles : par les antérieurs, par les
postérieurs ou par le siege. De ce fait, les dystocies sont peu fréquentes et la plupart du temps
dues a des lapereaux trop gros. Rarement on peut observer deux temps dans la mise-bas : la
deuxieme partie de la portée nait a quelques heures voire a un ou deux jours d’intervalle de la
premiére partie. Cela n’est pas considéré comme anormal. Cependant si ce délai est de plus de
deux jours, les feetus sont le plus souvent mort-nés et il faudra les extraire le plus vite possible
afin de ne pas compromettre la santé de la lapine et son potentiel reproducteur. Dans le but
d’éviter cette situation, lorsque le délai dépasse 1 ou 2 jours ou lorsque la gestation dépasse 33
jours, il est possible d’induire 1’expulsion des feetus grace a une injection d’ocytocine (1-2
Ul/kg, SC ou IM).

La femelle s’occupe rapidement de chaque petit dés la naissance : elle coupe le cordon
ombilical, léche et nettoie les résidus d'enveloppes feetales qui restent sur leur corps. Puis ils
se réfugient dans le nid et commencent a teter. La lapine consomme également les placentas
dans les minutes qui suivent la mise-bas. Donc l'observation de placenta dans la boite a nid
plus d'une heure aprés peut étre considéré comme une anomalie.

La taille de la portée dépend de la race, de la parité, de 1’age de la lapine et de la saison. En
effet, les races de petit format ont tendance a faire des portées de 4-5 lapereaux alors que les
grandes races peuvent avoir en moyenne entre 8 et 12 lapereaux. Pour la parité, ce sont les
primipares qui présentent en général les portées les plus petites. Les portées les plus

importantes sont observées en 2éme et 3éme gestation puis leur taille diminue aux gestations

Page

15



Synthése bibliographique CHAPITRE I

suivantes. Enfin, pour la saison, ¢’est au cours des mois les plus chauds que sont observées les
portées les plus petites.

Dans les 48 heures qui suivent, I'utérus de la lapine régresse rapidement et son poids
diminue environ de moitié. De plus, elle redevient réceptive et fécondable presque
immédiatement aprés la mise-bas et I’est tout au long de la lactation, avec une certaine
variabilité selon son intensité : le taux de gestation aprés mise-bas chez une lapine ayant eu
une grande portée (forte production laitiére) sera donc moins important que celui d’une lapine
ayant eu une petite portée (production laitiere moindre). Une variation de la réceptivité et du
taux de gestation est observée en fonction de la courbe de lactation de la lapine, avec une

baisse au moment du pic de lactation (environ a 3 semaines) (Cheek, 1987).

3.4. La lactation

Le lapin est une espéce nidicole : les lapereaux naissent nus et aveugles. lls restent donc dans
le nid et sont dépendants de leur mére. lls pésent entre 35 g et 80 g, les poids les plus éleveés
correspondant en général aux portées les plus petites. Au cours des premiers jours, ils passent
la majorité de leur temps a dormir. Un fin duvet pousse deés le deuxiéme jour mais leur
fourrure définitive n’apparait que vers le dixiéme jour. Ensuite ils ouvrent les yeux au bout de
2 semaines et commencent alors & sortir du nid mais ils y restent jusqu’a la 3*™ semaine.

C’est la femelle qui fixe le rythme des tétées : elle vient dans le nid une a deux fois par jour,
en général tot le matin et elle n’y reste pas plus de 5 minutes. Ce comportement est le plus
souvent pris pour un défaut de soins maternels par les propriétaires qui s’en inquiétent. Les
lapereaux retrouvent les mamelles de leur mére tres rapidement grace aux stimuli olfactifs
dégagés par des glandes en région mammaire. Malgré la brieveté de ’allaitement, ils arrivent
a boire jusqu’a 20 % de leur poids afin de couvrir leur besoins quotidiens. Pendant les 2-3
premiers jours, la femelle sécréte du colostrum, important tant pour ses qualités
nutritionnelles qu’immunologiques, bien que les lapereaux recoivent déja un stock
d’immunoglobulines au cours de la gestation, via le liquide amniotique. Ensuite, la
composition du lait change : il est plus riche que celui de vache avec 12,3 % de protéines,
13,1 % de matiére grasse, 1,9 % de lactose et 2,3 % de minéraux. La quantité augmente
également fortement pour atteindre son pic a environ 250 g par jour autour de la 3™ semaine
de lactation. Elle diminue ensuite plus ou moins vite selon la stimulation des lapereaux (retrait

ou non de la portée) et I’état physiologique de la lapine (nouvelle gestation ou non).
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Les lapereaux peuvent commencer a consommer des aliments solides vers 1’dge de 2

semaines et le sevrage peut étre effectué vers 5 semaines (Lebas, 2011).

4. Physiologie de la reproduction : Mécanismes cellulaires et hormonaux

4.1. Cycle cestral

L’ovogenése est achevée en méme temps que la croissance des follicules primordiaux vers 2
semaines de vie. Ces follicules sont alors constitués d’une seule couche de cellules au niveau
de la granulosa. A la puberté, sous 1’action de la FSH (Follicle Stimulating Hormone) sécrétée
par I’adénohypophyse, une vague de 5 a 10 follicules primordiaux entre en croissance sur
chaque ovaire, afin de devenir des follicules secondaires ou antraux, dont le diamétre atteint
alors 0,8 mm. Au cours de cette transformation, la couche extérieure de la theque développe
alors un important réseau vasculaire, dont les capillaires vont progressivement proliférer et
s’hyper-perméabiliser, et les cellules de la granulosa se multiplient largement, en passant
d’une seule couche a plusieurs couches cellulaires (Boiti et al., 2006).

Les cellules de la granulosa et les cellules de la theque interne produisent toutes deux des
oestrogenes via I’aromatisation des molécules de testostérone (Figures 7 et 8) ; en effet, la
testostérone est synthétisée dans la theque interne a partir de progestérone et est utilisée « sur
place » ou importée ensuite dans la granulosa, ses cellules ne possédant pas les enzymes

nécessaires a cette aromatisation.

——+ Cavité folliculaire

+ Ovocyte 1

+ Granulosa

- Theque interne
et externe

Figure 7: Follicule tertiaire ou & antrum de lapine, au microscope optique (Manumanu, 2012)
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Figure 8: Action des hormones gonadotropes sur les deux types cellulaires stéroidogenes de
I’ovaire : les cellules de la theque interne et les cellules de la Granulosa (Gayrard, 2011)

Chol = cholestérol, P = Progestérone, T = Testostérone et E2 = OEstradiol (oestrogéne principal).

L’augmentation du nombre de cellules dans la granulosa au cours de la croissance des
follicules de la vague sélectionnée entraine de ce fait une augmentation importante de la
sécrétion d’cestrogénes et donc de sa concentration sanguine. Ainsi quand le nombre de
follicules matures est suffisant, le taux circulant d’cestrogéne atteint un seuil-signal intégré par
le systéme nerveux central qui agit sur le comportement sexuel de la lapine : c’est alors
qu’elle devient « réceptive » a l’accouplement. Les variabilités de cycle de réceptivité
observées sont donc expliquées par ce phénomeéne, en effet, le taux « suffisant » d’oestrogéne
sanguin pour stimuler le systeme nerveux central peut étre trés différent d’un individu a
I’autre (Moret, 1980).

Une fois ce seuil atteint, la production d’cestrogeéne se poursuit jusqu’a la dégénérescence de
la vague de follicules secondaires, n’ayant pas pu évoluer en follicules de De Graaf en
I’absence d’accouplement. Cette période dure en théorie 7 a 14 jours mais des variations sont
également observées, notamment en fonction des conditions environnementales telles que la
température, 1’éclairement, 1’alimentation, la stimulation sexuelle mais aussi en fonction de
facteurs individuels.

A la dégénération de la vague folliculaire, le taux d’cestrogénes diminue en dessous du seuil,

la lapine n’est alors plus réceptive. Mais en parall¢le, une nouvelle vague de follicule est

sélectionnée et se développe. Elle va a son tour, produire des cestrogénes et débuter un
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nouveau cycle. La phase de « dioestrus » définie précédemment correspond donc a la phase
de dégenération des follicules de la vague (n) suivie de la phase de développement de la
vague (n+1). Elle dure en théorie 1 a 4 jours mais peut également étre trés variable.

Au final, le cycle en absence d’accouplement ou de stimulation similaire, dure donc en
théorie entre 8 et 18 jours : 7 a 14 jours de réceptivité suivis de 1 & 4 jours de non réceptivité a

I’accouplement (Gayrard, 2011).

4.2. Ovulation

Chez les especes a ovulation spontanée, 1’augmentation croissante des oestrogénes, passée
une concentration-seuil, exerce un rétrocontréle positif sur 1’hypothalamus, induisant ainsi
I’ovulation via I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.

Au contraire, chez la lapine qui est une espece a ovulation provoquée, ce rétrocontréle
n’existe pas. La production d’cestrogéne n’agit que sur le comportement sexuel de la lapine et
I’ovulation ne survient donc qu’en présence de stimuli extérieurs, principalement
I’accouplement dans les conditions naturelles. L.’ovulation peut également étre déclenchée par
stimulation mécanique, chevauchement entre femelles ou avec un male stérilisé (Salvetti,
2008).

4.2.1. Activation de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

L’accouplement active de nombreuses zones sensorielles, dont les messages nerveux
convergent le long de la colonne vertébrale en passant par le cervelet, pour finir au niveau du
centre d’intégration de I’hypothalamus. Cette connexion nerveuse entre le coit et la
stimulation de I’hypothalamus semble faire intervenir  principalement deux
neurotransmetteurs : la noradrénaline (NorAd) et [1’acétylcholine (ACh), puisque
I’administration de leurs antagonistes atténue voire bloque le processus ovulatoire. Ainsi il a
été observé une libération de NorAd au niveau de ’hypothalamus médio-ventral en réponse
au coit et juste avant ’ovulation. De plus, I’expression de génes a NorAd est rapportée dans
les cellules nerveuses du tronc cérébral : le tronc cérébral peut donc étre considéré comme un
site extra-hypothalamique ou les stimuli de I’accouplement sont intégrés et convertis en
signaux pre-ovulatoires a destination de [I’hypothalamus. Cependant, d’autres
neurotransmetteurs entrent trés probablement en jeu tels que [D’interleukine 1, les

endorphines... mais n’ont pas encore été étudiés chez le lapin.
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L’arrivée de ces signaux pré-ovulatoires sur 1’hypothalamus déclenche a leur tour une
décharge d’hormones gonadolibérines : la Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH), avec
un pic de concentration 1 a 2h post-coit. Cette hormone est libérée principalement dans le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire (Figure 9) et tres peu dans le systeme sanguin
général afin d’éviter la dilution de ’hormone. Ainsi elle est prise en charge dans le systeme
veineux hypothalamique, qui communique avec le réseau capillaire de 1’adénohypophyse : la
GnRH est donc directement amenée a agir au niveau de 1’éminence médiane de 1’hypophyse

(Furelaud et al., 2012).

Neurone sécréteur

Artére systémique =

Systéme porte
hypothalamo-hypophysaire

Hypophyse antérieure

i : Hypophyse
Veine Pl
systématique D postérieure

®

(1) Les hormones hypophysiotropes (librines et inhibines) gy En cas de stimulation par a ibéring hypothalamique,

produites par des neurones de Ihypothalamus passent 'hormone de [hypophyse antérieure correspondante
dans les capillaires de [hypothalamus. est sécrélée dans les capillaires de celle-ci.

o) Ces capillaires confluent pour former le vaisseau porte (6) Les capilaires de [hypophyse antérieure confluent pour
hypothalamo-hypophysaire qui suit[a tige pituitaire donner naissance & une veine par laquelle les hormones
jusqu'a 'nypophyse antérieure. de I'hypophyse antérieure gagnent la circulation

systémique qui les distribue dans tout 'organisme.
Il donne naissance aux capillaires de I'hypophyse

antérieure. _
A Hormones hypothalamiques
Les hormones hypophysiotropes passent dans le sang hypophysiotropes
des capillaires de Ihypophyse antérieure et tiennent
sous leur dépendance la libération des hormones @ Hormones antéhypophysaires

de celle-ci

Figure 9 : Systeme porte hypothalamo-hypophysaire (Furelaud et al., 2012)
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A I’arrivée de ce signal chimique, 1’adénohypophyse répond par la libération massive de LH
(Luteinizing Hormone) : la concentration sanguine de cette gonadotropine est multipliée par

100 seulement 60 a 90 min apres le coit.
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Figure 10 : Taux plasmatique post-coit en LH et FSH (Lebas, 2011)

La stimulation de I’adénohypophyse engendre également une augmentation de [’autre
gonadotropine, la FSH. Cependant son augmentation est plus modeste, son maximum est
observé environ 120 min aprés I’accouplement et son role est de déclencher la reprise de la
méiose jusqu’au stade métaphase II. Par la suite, autour de 24h post-accouplement, une
nouvelle décharge de FSH est observée chez la lapine : ¢’est une particularité de cette espece.
Elle est probablement responsable du recrutement et du développement d’une nouvelle vague
de follicules primordiaux en follicules antraux, afin de fournir au corps jaune grossissant issu
de I’ovulation, un support trophique nécessaire en oestrogénes. Il a été montré que ce
phénomeéne hormonal est indépendant du déroulement de 1’ovulation mais les conditions le

déclenchant sont encore inconnues.

L’accouplement induit également une augmentation du taux d’ocytocine en paralléle d’une
diminution du taux de prolactine, dans les minutes qui suivent (Figure 11). Cette décharge
hormonale semble avoir comme role de permettre aux spermatozoides de franchir les cols

utérins et de progresser dans 1’utérus (Lebas, 2011).
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Figure 11 : Taux plasmatique post-coit en ocytocine et prolactine (Lebas, 2011)

L’ovulation survient en général 9-10 heures aprés le pic de LH, soit 10-11 heures apres
I’accouplement. Pendant cet intervalle, sous ’action de LH, des changements ont lieu sur les
follicules de la vague sélectionnée et sur les ovocytes qu’ils contiennent : le volume
folliculaire augmente, le flux sanguin arrivant s’accroit, les cellules du cumulus produisent un
dép6t de matrice extracellulaire ce qui engendre une augmentation de volume de cette
structure mais surtout 1’acquisition de sa viscosité nécessaire a 1’ovulation future... Le tout
aboutissant a leur maturation en follicules pré-ovulatoires ou de De Graff. Seuls les follicules
matures ayant produit un nombre suffisant de récepteurs a LH a leur surface, sous 1’action
combinée des hormones FSH et oestrogénes, peuvent capter le signal chimique de LH et donc
ovuler. Alors la fixation de LH sur son récepteur induit la synthese de prostaglandines via
I’AMP cyclique ainsi que la cascade en aval d’événements menant a la lutéinisation des
cellules folliculaires. Les événements cellulaires de 1’ovulation sont parfois assimilés a une
réaction inflammatoire sur les follicules ovariens, causant la rupture de 1’épithélium ovarien

de surface laissant échapper I’ovocyte.

4.2.2. Lutéinisation (formation du corps jaune)

Les corps jaunes, d’environ 2 mm de diamétre, sont formés a partir des follicules ovulés par
I’intermédiaire de mécanismes impliquant I’angiogenese et le remodelage tissulaire des
follicules, sous 1’influence locale de nombreux facteurs venant de 1’endothélium modifié

(facteur de croissance endothélial vasculaire ou VEGF, facteur de croissance transformant ou
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TGF-a, facteur de croissance des fibroblastes...) et de nombreuses hormones lutéotrophiques
(LH, oestradiol 17a). Les corps jaunes deviennent ainsi des glandes endocrines transitoires
sécretant la progestérone nécessaire au maintien des embryons tout au long de la gestation.
Leur évolution et leur durée de vie dépendent d’une balance entre facteurs lutéotrophiques et
lutéolytiques (Furelaud et al., 2012).

4.2.3. Parcours de ’ovocyte / Fécondation

A la rupture des follicules, le pavillon de I’oviducte entoure I’ovaire afin de favoriser la
récupération des ovocytes libérés. La viscosité du cumulus entourant les ovocytes associée a
une activité sécrétoire maximale de 1’épithélium de 1’oviducte autour de 1I’ovulation permet la
progression du complexe cumulus-ovocyte vers le lieu de la fécondation, c¢’est-a-dire vers la
partie distale de I’ampoule, prés de I’isthme.

En parallele, les spermatozoides sont déposés dans la partie supérieure du vagin, prés de
I’entrée des cols utérins. Ils doivent remonter ensuite le long de 1’utérus en passant les
obstacles du col utérin et de la jonction utéro-tubulaire au cours desquels seulement 1% des
spermatozoides de départ survivent et ils subissent alors la phase de maturation appelée
capacitation, qui les rend aptes a féconder les ovocytes. Ensuite seulement une vingtaine par
ovocyte atteint rapidement I’ampoule, en général 1 heure 30 a 2 heures apres 1’émission des
ovocytes. La pénétration d’un spermatozoide entrainant le durcissement de la zone pellucide,

aucune pénétration polyspermique n’est possible (Salvetti, 2008).

4.3. Gestation

Tous les embryons sont présents dans 1’isthme de I’oviducte 24 heures aprés I’accouplement.
Ils vont ensuite évoluer grace a des multiplications mitotiques successives mais également
migrer le long de 1’oviducte pour atteindre leur site d’implantation, dans la corne utérine, 72
heures apres la fécondation.

La survie de I’embryon dépend des deux couches extracellulaires qui I’entourent :
- La zone pellucide, qui est la couche la plus interne. Elle est mise en place pendant la
folliculogenése dans les ovaires, mesure entre 11 et 30 um d’épaisseur et est essentielle a la
nutrition des ovocytes lors de la croissance folliculaire et & la reconnaissance des gametes lors
de la fécondation.
- La couche muqueuse, qui est la couche la plus externe. Elle est mise en place lors de la

migration de I’embryon dans ’oviducte, elle passe alors de 10 pm a 24 heures post-coit dans
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I’isthme a 100 um a 72h post-coit, décuplant ainsi son épaisseur en a peine 48 heures et son
role est ensuite primordial lors de I’implantation de I’embryon sur la paroi utérine.
Parall¢lement a la migration, la paroi utérine commence a se différencier afin d’accueillir les
embryons mais la dentelle utérine nécessaire a leur implantation n’apparait que 5 a 8 jours
apres 1’accouplement, sous I’action de la progestérone sécrétée par les corps jaunes en
croissance. Il existe donc une étroite synchronisation entre ce phénomene et I’implantation
des embryons d’un diamétre de 5 mm au stade blastocyte, survenant en général 5 a 6 jours
apres I’accouplement.

Ensuite, la croissance majeure de 1’utérus et des foetus commence vers le 15¢me jour de
gestation, permettant alors un diagnostic de gestation par palpation abdominale. Dans le
méme temps, des modifications de profils hormonaux ont lieu. Le taux de progestérone ne
cesse d'augmenter (multiplication par 4) entre le 3¢éme et 12eme jour suivant I'accouplement
puis reste relativement stationnaire pour enfin diminuer rapidement dans les jours précédant la
mise bas. Cette secrétion est principalement réalisée par les corps jaunes ovariens qui
perdurent tout au long de la gestation, afin d’assurer son maintien. En effet, méme si une
petite partie est produite par le placenta a partir de la mi-gestation, les lapines sont
considérées comme des animaux «corps jaune dépendants» : une ovariectomie 6tant les corps
jaunes aura systématiquement pour effet I’avortement de la lapine, quelque soit le stade de
gestation, contrairement a d’autres espéces ou le relai pour la sécrétion de progestérone est
pris charge en quantité suffisante par le placenta, passé un certain stade de gestation.

Le taux d’cestrogenes subit des modifications de moindre ampleur. En effet, une part (17-
Boestradiol et oestrone) continue d’étre produit dans les ovaires par la nouvelle vague
folliculaire alors qu’une seconde (oestriol) est alors sécrétée par le placenta.

En fin de gestation, c’est I’interaction entre progestérones et cestrogénes qui permet de
pondérer ’action de la prolactine sécrétée par I’hypophyse et ainsi de stimuler indirectement
le développement de la glande mammaire ainsi que le comportement de construction du nid
(Lebas, 2011).

4.4. Parturition et Post-partum

Le mécanisme de parturition est encore mal défini. Le temps de gestation chez la lapine
correspond a la durée de vie des corps jaunes. Donc le déclenchement de la parturition
coincide avec le phénomene de lutéolyse. Ce phénomeéne est un processus impliquant des

changements fonctionnels et structuraux au niveau des ovaires, aboutissant a la régression et a
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la disparition des corps jaunes par apoptose. Mais les mécanismes, la chronologie de son
induction et les jeux subtils entre facteurs de croissance, cytokines hormones lutéotrophiques
et lutéolytiques chez la lapine sont encore peu connus. Cependant il a été montré que la
prostaglandine F2a (PGF20) était

un facteur lutéolytique majeur d’origine utérine. Elle est, avec la prostaglandine E2 (PGE2), la
principale prostaglandine de la reproduction, toutes deux, synthétisées, essentiellement par la
paroi utérine mais aussi par les corps jaunes et les blastocystes. En effet, une hystérectomie
privant d’apport en PGF20, de méme qu’une endométrite, a pour effet chez la lapine, de
rallonger la phase lutéale. Les mécanismes d’action de ces hormones sur 1a lutéolyse ne sont
pas encore bien définis mais il a été observé que la réceptivité du corps jaune varie selon son
stade d’évolution : il est d’abord réfractaire en phase précoce et le devient peu a peu au cours
de la gestation.

De plus, il semble que le niveau de sécrétion des corticosteroides par les surrénales des
feetus joue un role dans le signal de la parturition, comme c’est le cas dans d’autres espéces.

Au moment de la mise-bas, la dilatation du vagin, du cervix et de I’utérus de la lapine
stimule la production d’ocytocine par la neurohypophyse : cela correspond au réflexe de
Ferguson.

Cette décharge joue alors un rdle dans la contraction utérine et 1’induction de 1’¢jection de
lait, dont la production a commencé avant la parturition sous I’effet de la prolactine. La
sécrétion d’ocytocine permettant la production lactée se poursuit ensuite durant toute la
lactation. En effet, a chaque tétée, les stimuli mécaniques des lapereaux sur les mamelles
tendent a induire une sécrétion immeédiate de 1’hormone. La pression intramammaire
augmente alors, permet 1’¢jection du lait et les lapereaux vident presque en totalité les
mamelles. Puis le taux d’ocytocine diminue, il ne reste élevé (> 20-25 pg/mL de plasma) que
3 a 5 min, c’est-a-dire a peu prés le temps de la tétée. Enfin, une décharge de prolactine (70-
75 ng/mL de plasma) est observée 1 & 5 min apres la fin de la tétée pendant environ 2 a 3
heures, induisant la synthese de lait et son accumulation dans les glandes mammaires, a
vitesse constante, pendant les 23 a 24 heures qui suivent, jusqu’a la prochaine tétée. La durée
de lactation va ensuite dépendre de différents paramétres :

- Du stade physiologique de la mére :

En effet, les lapines ont la particularité d’étre réceptives a la fois pendant la gestation comme

vu précédemment, mais également dés les premiers jours post-partum, la sélection de vagues

folliculaires se poursuivant durant la gestation. Ainsi les lapines sont toutes réceptives dans
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les premiers jours de lactation, puis cette aptitude diminue, avec un niveau au plus bas au pic
de lactation et réaugmente vers le 10eme jour de lactation. C’est d’ailleurs a ce moment-la
qu’elles sont généralement inséminées, dans les élevages cunicoles.
- De la stimulation apportée par les lapereaux :

La synthése de lait va par exemple rapidement s’arréter si les lapereaux ne tetent plus.
- De variations hormonales :
En effet, I’ampleur de la décharge quotidienne de prolactine va naturellement diminuer a

partir du 25eme jour de lactation, ce qui va favoriser la fin de la lactation.

La lapine a la particularité d’étre une espéce a ovulation provoguée. Elle ne présente pas
de cycle estral clairement défini et de grandes variations sont observées selon les individus et
leur mode de vie. Tous ces phénomenes sont connus pour étre sous forte dépendance
hormonale, méme si actuellement il reste encore des zones d’ombre a élucider chez les
lapines. Ainsi "ovulation et la phase lutéale qui en découle ne sont en général déclenchées
que lors de I’'accouplement. Cependant d’autres phénomeénes semblent pouvoir étre source de
stimulation de ce mécanisme et engendrer la formation de corps jaunes sans gestation : la

lapine est dite alors en « pseudo-gestation » (Lebas, 2011).
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I1.L’Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME)

1.Les données générales sur les éthers de glycol

Un solvant est défini comme étant un produit ou un mélange de produits ayant la capacité
de diluer un autre produit. 1l est liquide a température ambiante et non soluble dans I’cau
géneralement sauf pour des exceptions telles que les éthers de glycols (EG). lls se
caractérisent par leur volatilité et leur inflammabilité.

Les solvants organiques sont trés utilisés dans de nombreux secteurs industriels comme les
industries du bois ouvré, graphique, manufacturiere et chimique. lls sont utilisés dans diverses
peintures, colles et lagues, et comme produits nettoyants et anticorrosifs. Les solvants les plus
communs sont les alcools, les éthers, les cétones, les hydrocarbures halogénés et les EG
(Catalina, 2002 ; Gérin, 2002).

Les EG constituent une famille de produits dont ['usage comme solvants s’est largement développé
ces trente derniéres années. En effet, ces composés ont comme principale propriété d’étre a la fois
solubles dans 1’eau et dans d’autres solvants organiques: ils sont amphiphiles (hydrophiles et
lipophiles). lls entrent dans la formulation de nombreux produits a usage industriel ou domestique:
peintures, encres d’imprimerie, vernis, teintures, produits de nettoyage, savons liquides, cosmétiques
et méme certaines formulations pharmaceutiques.

Leurs synthéses s’effectuant principalement par 1’action d’un alcool sur I’oxyde d’éthyléne ou de
propyléne, les EG 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 EG de la
série éthylénique et en particulier I'éthyléne glycol monomethyl éther (EGME) (INSERM,
2006).

2. L’Ethyléne Glycol Monomethyl Ether (EGME)

2.1. Définition

L’EGME fait partie des dérivés de 1I’éthyléne glycol (série E) : R-O-CH2-CH2-OH:
posseéde une fonction alcool primaire qui se métabolise dans I'organisme par voie de l'alcool
déshydrogénase puis de l'aldéhyde déshydrogénase en acides alkoxyacetiques (Etiemble,

2003). Ces acides alkoxyacétiques sont responsables d'effets toxiques sur la reproduction,
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notamment I'acide méthoxyacétique (MAA), métabolite de ’EGME (Lemazurier et al., 2003;
INRS, 2005).

2.2. Identité et propriétés physico-chimiques

L’EGME a pour formule moléculaire empirique C3H802; sa formule développée est
CH3OCH2CH2OH 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) et est un liquide visqueux et incolore,
d’une solubilit¢ de 500 000 mg/L. dans 1I’eau (DMER et AEL, 1996). Son coefficient de
partage entre I’octanol et I’eau (log Koe) est de —0,77 (Hansch et Leo, 1985), il a une tension
de vapeur de 1 300 Pa a 25 °C (Riddick et al., 1986) et une constante de la loi de Henry égale
a 0,198 Pa-m3/mole (valeur théorique) (DMER et AEL, 1996). Son facteur de conversion de
dans I’air correspond a 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.

Tableau 1 : Identification de ’EGME (INRS, 2014)

HI.IMERG- HUMERG NUMERO
FORMULE NOM INDEX SYNONYMES

CqHgOy  2-Méthoxyéthanol 109-86-4  203-713-7  603-011-00-4  Méthylglycol, EGME, Ether
monométhylique de I'éthyléne-glycol

Formule chimique

CHs;-O-CH2-CH2-OH
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Les principales caractéristiques physico-chimiques de ’EGME sont rassemblées dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 2 : Les principales caractéristiques physico-chimiques de 'EGME (INRS, 2014).

NOM SUBSTANCE DETAILS

2-Méthoxyéethanol Formule C3Hg02
N® CAS 109-86-4
Etat Physique Liquide
Masse molaire 76,09
Point de fusion -85°C
Point d'ébullition 123-126°C
Densité 0,963-0,966
Densité gaz / vapeur 2.6
Pression de vapeur 0,82 kPa a4 20°C /1,29 kPa 4 25°C / 8,55 kPa a 60°C
Point d'éclair 37-39°C (coupelle fermée)
Température d'auto- 285 a 325°C ( selon les sources )
inflammation
Limites d'explosivité ou Limite inférieure : 1,8 4 2,4% ( selon les sources )
d'inflammabilite (en Limite supérieure : 14 a 24,5% ( selon les sources )

volume % dans ['air)

2-METHOXYETHANOL

Danger

H226 - Liguide et vapeurs inflammables

H360Fd - Peut nuire a la fertilité. Susceptible de nuire au foetus

H332 - Nocif par inhalation

H312 - Nocif par contact cutané

H302 - Nocif en cas d'ingestion

MNota : Les conseils de prudence P sont sélectionnés selon les critéres de l'annexe 1 du réglement
CE n® 1272/2008.

203-713-7

Selon Ffannexe VI du CLP
ATTENTION : pour fes mentions de danger H332, H312, H302 , se reporter a la section

“Réglementation”.
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2.3. Caractérisation de la pénétration de PEGME dans I’environnement

2.3.1. Production, importation, Utilisations

L’utilisation des éthers de glycol de série éthylénique remonte aux années trente. L’EGME
était utilisé comme solvant sous le nom de méthylcellosove® (Union Carbide). Ce nom
commercial de cellosolve provient d’un des premiers usages des éthers de glycol éthyléniques
comme solvant des nitrocelluloses. Mais c¢’est dans les années soixante, et surtout soixante-
dix, avec le développement des peintures polyoréthannes et époxydiques d’une part et des
peintures a 1’eau (acryliques, vinyliques) d’autre part, que leur emploi va s’amplifier (Donley,

1936 ; Cicolella, 1992 ; ECE-TOC, 1995 ; Venier, 2004).

2.3.1.1. Les principales utilisations des PTEGME
Fabrication des peintures, laques et vernis, des encres d’imprimerie ; industrie des matiéres
plastiques, de la nitrocellulose, des dérivés cellulosiques, de certains colorants...)
-Fluides hydrauliques
-Industrie électronique
-Industrie photographique
-Antigel pour carburants d’aviation.

-Produits de dégraissage et de nettoyage.

Tableau 3: Revue des produits contenant des éthers de glycol, présents sur le marché en
2002 (CSHPF, 2002).

Produits concernés Ethers de glycol contenus

EGME, EGEE(A), EGBE(A), DEGME,
DEGBE(A), DEGEE, 2PGIME(A), 2PG1EE(A),
DPGME

Fluides de coupe EGBE, EGEE, DEGBE, DEGEE

EGBE, DEGBE, 2PGIME(A), 2PG1BE,
DPGME, EGEE(A), DEGME, DEGEE

Peintures, encres, vernis, teintures,
colles et adhésifs

Produits d’entretien

Carburant aéronautique EGMI, DEGML
Produits photographiques DEGBEA
Phytosanitaires EGBE, DEGDME, DEGBE, DPGME, EGME

2PGIME, EGBE, DEGEE, DEGBE, EGPhE,
TPGME, DPGME

Produits de santé DEGEE, EGPhE

Cosmétiques
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L’analyse des données de surveillance recueillies par le ministére du Travail de 1’Ontario
entre 1983 et 1994 (Eckel et al., 1996) révele que la plupart des industries rapportant une
concentration de I’EGME supérieure a la limite de détection dans 1’air ambiant étaient des
imprimeries commerciales ou des fabricants de petits appareils électroménagers, de machines

et d’équipement.

Tableau 04: Principaux produits susceptibles de contenir des éthers de glycol (FIPEC,
2004; INRS, 2006).

Produits Ethers de glycol
Pemtures, encres,  vernis, | EGME, EGEE(A), EGBE(A). DEGME,
temntures, colles et adhésifs DEGBE(A), DEGEE, 2PGIME(A), 2PGIEE(A),
DPGME
Produits d'entretien EGBE, DEGBE, 2PGIME(A), 2PGIBE. DPGME,

EGEEKA), DEGME, DEGEE

Cosmétiques 2PGIME, EGBE, DEGEE. DEGBE, EGPhE,
TPGME, DPGME

Fluides de coupe EGBE, EGEE, DEGBE, DEGEE,
Phytosanitaires EGBE. DEGDME, DEGBE., DPGME, EGME
Carburant aéronautique EGME. DEGME

Produits photographiques DEGBEA

2.3.2. Sources et rejets

e Sources naturelles

L’EGME n’existe pas a 1’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).

e 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 I’origine de ces émissions, toutes atmosphériques de

nature. La méme année, les transferts de ’EGME en vue de leur élimination hors des lieux,
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dans un incinérateur, se chiffraient a 2,12 tonnes. Enfin, 0,07 tonne de ’EGME a servi a la
récupération de 1’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 I’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 ’EGME n’a été signalé a I’Inventaire national
des rejets de polluants en 1996 (INRP, 1998).

2.3.3. Devenir dans I’environnement
2.3.3.1 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 compose entre 5,7 et
57 heures dans 1’atmosphere, d’aprés la constante de vitesse de sa réaction avec les radicaux
hydroxyles.
L’Environmental Protection Agency des Etats-Unis (U.S. EPA, 1986) fixe la demi-vie de
I’EGME a 17,5 heures en fonction de la réaction de ce composé avec les radicaux hydroxyles

présents dans 1’air ambiant.

2.3.3.2.Eaux de surface

L’EGME s’évapore rapidement a la surface de 1’eau. Sa demi-vie est estimée a 2,8 heures
(Lyman et al., 1982).
L’EGME pourrait se biodégrader de manicre sensible dans 1’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.

2.3.3.3.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.

2.3.3.4.50ls
La grande solubilité dans I’eau (U.S. EPA, 1986) de 'EGME devrait permettre a ce

dernier de se deplacer tres facilement dans le sol, mais une grande partie du composé
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s’évaporerait a la surface du sol, 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-méthoxyacétiqgue (MAA) 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).

2.3.4. Distribution dans ’environnement

L’EGME ne devrait pas beaucoup s’adsorber aux solides en suspension ni aux sédiments a
cause de sa grande solubilit¢é dans I’eau (U.S. EPA, 1986). Par ailleurs, son propriétés
physico-chimiques signifient que le composé devrait s’évaporer ou se lixivier rapidement
dans le sol (Howard, 1990).

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

2.4. Toxicocénitique de PEGME
Les EG pénétrent aisément dans 1’organisme, que ce soit par voie orale, pulmonaire ou

cutanée.

2.4.1. Absorption

Du fait de son caracteére amphiphile, ’EGME 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 systemes enzymatiques le transforme
ensuite en composés hydrosolubles plus facilement éliminés ou en métabolites réactifs,

responsables de manifestations toxiques. (INSERM, 1999).
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2.4.1.1. Absorption chez I’animal
L’absorption par voie cutanée est treés efficace pour la plupart d’entre eux. Des mesures

quantitatives ont eté réalisées avec plusieurs EG de la série éthylénique (Barber et al., 1992;
Bartnik et al., 1987; Boatman et al., 1993; Guest et al., 1984; Johanson et Fernstrom,1986,;
Johanson et al., 1988.
La pénétration varie de 20 a 2 800, mg/h/cm2 en fonction inverse du poids moléculaire.
La pénétration cutanée est facilitée lorsque les EG 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’eau (Cooper et Hobson 1989).

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

pénétration cutanée (Stellman, 2004; Sleet et al., 1988; Scott et al., 1989).

2.4.1.2.Absorption chez I’homme

Des travaux sur différents 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; Kezic et al., 1997).
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 I'absorption est plus importante chez les
enfants ou la peau est plus fine.

2.4.2.Distribution

L’EGME gagne toutes les parties de I’organisme ou presque, y compris le foetus en
développement ou la concentration de metabolites peut étre plus éleveée que chez la meére
(Testud, 1998).

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 ’EGME par voie intraveineuse, 24 a 48 h apres
I’administration d’EGME, une forte rémanence de composés est observée dans la carcasse (5

a 10 %) et dans le foie (Bartnick et al., 1987).
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2.4.2.1. Passage placentaire et distribution chez le feetus

L’EGME administres a des souris gravides se retrouve dans les feetus a des concentrations
supérieures aux concentrations sanguines maternelles (Daniel et al.1991). Une étude
comparée rat/souris/singe montre que I’EGME s’accumule dans tous les cas dans le placenta
et I’embryon ainsi que dans le sac vitellin (Sleet et al., 1986; Scott et al., 1989; Clarke et al.,
1991a, 1993; Daniel et al., 1991).

2.4.3. Métabolisme

Les EG sont métabolisés trés 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 les dérivés , de
I'éthyléne,du diéthylene ou du triéthylene glycol ou de la position des substituants portés par
les propylene, 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 premiere
. 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 dérives du diéthylene ou du triéthyléne glycol est
également transformée en aldéhydes et acides du diéthyléne 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 triéthyléne 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.
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Tableau 5: Métabolites acides formés ou supposés étre formés selon la molécule d'EG
(Gijsbers et al., 2004).

Acide alkoxyacétique Ethers de glycol
Acide méthoxvyacétique | EGME, EGDME, DEGME, DEGDME, TEGME,
(MAA) TEGDME

Acide éthoxyacétique (EAA) EGEE, EGDEE, DEGEE, DEGDEE, TEGEE

Acide butoxyacétique (BAA) | EGBE, DEGBE, TEGBE

Acide 1sopropoxyaceétique | EGIPE
(1PAA)
Acide propoxyacétique (PAA) | EGnPE

Acide phénoxyacétique | EGPhE
(PhAA)

Acide  méthoxypropionique | IPGZME
(MPA)

Acide éthoxypropionique | 1PG2EE
(EPA)

2.4.4. Elimination

Le temps de demi-vie plasmatique des molécules méres est court, de I’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 déshydrogénases sont des systémes 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, ’MAA (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 I'urine comprennent 1’éthyléne glycol (surtout chez le rat exposé de facon
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répétitive au composé par 1’eau potable) (Medinsky et al., 1990) et les produits métaboliques
du cycle de Krebs.
L’étre humain élimine le MAA beaucoup plus lentement que le rat, avec des demi-vies dans

le sang de 77 et de 19 heures respectivement (Groeseneken et al., 1989).

2.5. Ecotoxicologie

2.5.1. Organismes terrestres
On ne posseéde 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-

Zélande est ’animal le plus sensible a ’EGME présent dans 1’air (Hanley et al., 1984a,b).

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 I’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).

2.6. Toxicite des éthers de glycol

Selon ’INRS, 2010 ’EGME est classé en catégorie 2 : substances devant étre assimilées a
des substances altérant la fertilit¢ dans I’espéce humaine (phrase de risque R60 : peut
altérer la fertilité) et substances devant étre assimilées a des substances causant des effets
toxiques sur le développement dans I’espéce humaine (phrase de risque R61 : risque

pendant la grossesse d’effets néfastes pour I’enfant) (INRS, 2010).
2.6.1. Toxicité chez I’animal
2.6.1.1. Toxicité aigué :

Selon les cas d'intoxications aigués par ingestion d’EG suivis chez I'hnomme, des études de

toxicité aigué ont été réalisées chez I’animale. L'objectif est alors d'évaluer cette toxicité:
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quantitativement, par la détermination des doses toxiques et doses Iétales, pour mieux cerner
les effets cliniques, biologiques et histologiques de ces produits (Simonet, 2005).

L’EGME se caractérise par une toxicit¢ aigué¢ faible a moyenne chez les animaux de
laboratoire exposés par voir orale, par inhalation ou par pénétration cutanée. La DL50 orale se
situe habituellement autour de 1 000 mg/kg-mc ou plus (Smyth et al., 1941; Carpenter et al.,
1956; ECETOC, 1995).

Des valeurs de DL50 de 2,1 et 3,4 g/kg de poids corporel ont été rapportées apres
administration orale et intrapéritonéale d'EGME chez le rat et la souris respectivement. Ces
valeurs sont de 0,95 chez le porc et 0,9-1,5 g/kg chez le lapin (Johanson, 2000).

Du fait de leur caractére amphiphile, ’EGME traverse facilement les membranes et se
répartissent dans les compartiments aqueux et lipidiques. Absorbé tres 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 les
transforment ensuite en composés hydrosolubles plus facilement éliminés ou en métabolites
réactifs, responsables de manifestations toxiques. La balance entre ces deux devenirs
métaboliques dépend étroitement de la nature des substituants portés sur les fonctions alcool
ou sur le squelette carbone (CSHPF, 2002).

2.6.1.2. Toxicité a court terme

Le thymus, les gonades et le sang du rat restent les organes les plus sensibles a ’EGME ou
a son acétate 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/m3) ou plus du composé dans 1’air (9
jours). Les taux d’exposition supérieurs entrainent des modifications histopathologiques. ou
une réduction du poids des gonades ont aussi été observés chez les rats exposés a environ 88
mg/kg par jour ou 300 ppm (933 mg/m3) 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/m3) ou plus du
composé pendant au moins 5 jours présentaient des anomalies au niveau des parametres

sanguins (Williams et al., 1995).
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2.6.1.3. Administration chronique d’éthers de glycol chez I’animal

En expérimentation animale, les EG sont responsables d'un certain nombre d'effets
systémiques. Leurs principaux effets toxiques a doses répétées sont hématologiques,
gonadiques et tératogenes (INSERM, 1999).

2.6.1.4. Effets des éthers de glycol a dose chronique sur la reproduction

La reprotoxicité des produits chimiques peut s'exprimer a différents niveaux de 1’un ou
I’autre sexe:
Cette toxicité peut s’exprimer au niveau des organes reproducteurs , du systéme endocrinien
associé¢ (I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique) ou des événements qui font suite a la
fécondation. Elles peuvent inclure des effets adverses sur la maturation sexuelle, la production
et le transport des gametes chez 1’adulte, le comportement sexuel et la gestation sur toute

autre fonction dépendante de I’intégrité du systéme reproducteur (Lemazurier et al., 2003).

2.6.1.5. Effets sur les gonades males

Depuis la premiére publication de Nagano en 1979, de nombreuses études réalisées chez
I’animal de laboratoire ont montré des effets délétéres de certains éthers de glycol sur le
fonctionnement testiculaire (Johanson, 2000). Quelle que soit la voie de pénétration dans
I'organisme, ils ont observé une toxicité testiculaire de certains éthers de glycol de maniére
dose-dépendante. Elle est présente sur l'ensemble des espéces animales étudiées, et des
données in vitro ont confirmé la susceptibilité du testicule humain (Cordier et al., 2001).
De nombreux travaux toxicologiques produites dés le début des années 1980 ont confirmé ces
effets et souligné la tres haute sensibilité du testicule a ces composés et la spécificité des
Iésions induites chez le rat, la souris, le chien ou le lapin (Hardin, 1983). Cette toxicité se
manifeste principalement par une dégénérescence de I'épithélium germinal et une atrophie
testiculaire, avec diminution du nombre de spermatozoides, infertilité et anomalies
morphologiques des spermatozoides (Hardin, 1983; OSHA, 1986; Kalf et al., 1987).
L'effet testiculaire des éthers de glycol s’est avéré hautement spécifique pour la lignée des
cellules germinales: un des trois grandes lignees cellulaires qui constituent le testicule
(Multigner, 2002).

Les études disponibles sont de qualité diverses et les effets sont souvent difficiles a
attribuer aux seuls éthers de glycol en raison des co-expositions a d’autres solvants.

Cependant, un ensemble de résultats concordants est en faveur de I’existence d’un lien entre
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I’infertilit¢ masculine (s’entendant par la diminution de la concentration du sperme,
I’oligospermie, la difficulté a concevoir un enfant) et I’exposition professionnelle a ’EGEE,
I’EGME et peut étre a I’un des autres EG présents dans ’industrie des semi-conducteurs
(DEGDME, 2PG1MEA) (Figa et al., 2001).

2.6.1.6. Effets sur les gonades femelles

La toxicité des éthers de glycol sur la fonction de reproduction chez la femelle non gravide a
¢été trés peu étudiée. Chez I’animal, le seul indicateur recherché était celui de la fertilité
(femelles exposées et accouplées a des males non exposés). Au cours de ces derniéres années,

des études se sont intéressés aux effets des EG sur le cycle ovarien (Davis et al., 1997).

Etudes in vivo
Davis et al (1997) ont révélé que I’administration quotidienne de 300 mg/kg/j d’EGME par
voie orale chez des rates adultes supprime, au terme de 3 a 8 jours d’exposition, le rythme du
cycle ovarien sans induire d’autre effet systémique. Cet effet est accompagné d’une
augmentation des taux circulants de progestérone alors que ceux de I’hormone stimulante de
la folliculogénése (FSH), de I’hormone lutéinisante (LH) et de la prolactine restent inchangés.
Une hypertrophie du corps jaune a été observée au niveau histologique. Ces données

combinées suggerent que les cellules lutéales ovariennes sont la cible primaire de ’EGME.

Etudes in vitro
In vitro, des cellules lutéales de la granulosa en culture isolées d’ovaires aprés injection de
gonadotropine chorionique humaine (hCG) ont été exposées au MAA aprés stimulation a la
LH. Ce métabolite de ’EGME maintient la sécrétion de progestérone pendant 24 et 48 h par
rapport au témoin ou la production de progestérone diminue (Davis et al., 1997). Il est connu
que la production de progesterone est stimulée par la LH via la voie adénosine
monophosphate cycliqgue (AMPc) (Richards et al., 1983). Or, dans cette étude le MAA
stimule la production de progestérone dans absence de LH (apres 24 ou 48 h) et la
concentration d’AMPc ne varie pas lors du traitement. Ces travaux montrent que I’EGME (via
le MAA) exerce un effet toxique sur la cellule lutéale et que la production de progestérone qui
en découle est indépendante de la stimulation de I’AMPc par la LH (Davis et al., 1997).
Deux enquétes ont été menées aux Etats-Unis sur des femmes qui travaillent dans I'industrie

des semi-conducteurs, dont I'objectif était d'examiner la fertilité et les issues de grossesse des

Page 41



Synthése bibliographique CHAPITRE IT

employées de ces industries ou des épouses des hommes employés, en relation avec les
nombreuses expositions présentes, parmi lesquelles les EG.

Des anomalies de la durée ou de la régularité des cycles menstruels ainsi qu'une
diminution de la fertilité conduisant a un taux de fécondabilité abaissé ou des difficultés a
concevoir un enfant ont été constatés (INSERM, 1999).

2.6.1.7. Effets des éthers de glycol a doses réepétées sur le développement

Les effets sur le développement ont été classes en 1999 par 1’expertise collective Inserm en
trois types :
-Toxicité chez les femelles gestantes.
-Mortalité feetale.
-Malformations.

Le MAA, le principal métabolite de ’EGME s’avérent constamment toxiques pour le
développement dans maintes études sur diverses espéces d’animaux de laboratoire a qui ces

composes avaient été administrés par voie orale.

2.6.1.7.a Toxicité chez les femelles gestantes

Lors d’une évaluation des études de toxicité sur le développement, la toxicité maternelle
est tenus en compte vu la difficulté de séparer cette toxicité de 1’effet tératogéne. Une toxicité
maternelle chez la femelle gravide est fréquemment rapportée comme c’est le cas pour
I’EGME (Wickramaratne, 1986; Nagano et al., 1981). Dans toutes les études dans lesquelles
une toxicité maternelle a été observée, une diminution de la prise d’aliments par la mere et/ou
une diminution de la prise de poids durant la gestation sont toujours notée (Lemazurier,
2003).

- Mortalité feetale
Des travaux menées par Nagano et al (1981) chez la souris; Nelson & Brightwell (1984)
chez le rat et Scott et al (1989) chez le singe pour une administration journaliéere de 1000
mag/kg/j; 264 mg/kg/j; 35,8 mg/kg/j respectivement pendant la durée de ’organogenése. La
mort de tous les feetus a été constatée. Cette embryofétotoxicité est variable selon les doses et
les espéces utilisées; elle peut se manifester selon la dose par une résorption feetale totale ou
partielle (Lemazurier, 2003).
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- Malformations feetales

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

Aprés I’exposition, des malformations, qui ne témoignent pas d’un simple retard de
croissance in utéro, sont observables. Ces malformations varient en fonction des especes et
touchent de nombreux organes (anomalies digitales, exencéphalie, fente palatine, dysplasie
caudale, malformations craniofaciales, anomalies squelettiques axiales). Avec I’EGME, on
constate que 1I’exencéphalie est induite par une administration précoce chez la souris, alors

que les anomalies des extrémités sont générées plus tardivement.

2.6.1.8. Effets hémato-toxiques des éthers de glycol a doses répétées

La toxicité hématologique des éthers de glycol s'exprime principalement sous trois formes:
hémolyse, déplétion lymphocytaire responsable d'immunosuppression, toxicité sur les
progénitures myéloides de la moelle osseuse. Elle a été largement étudiée sur des modéles
animaux (Simonet, 2005).

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

Les mecanismes de I'némolyse restent mal connus. Les anomalies morphologiques
observées avant I'némolyse évoquent I'existence des lésions induites, des protéines de la
membrane érythrocytaire et d'anomalies du squelette membranaire. Une étude expérimentale
suggérant que la membrane érythrocytaire est probablement le site d'action hémolytique
(Ghanayem et al., 1987).

2.6.1.8.a. Action sur la moelle osseuse
L’exposition de 1’animal a différents EG se manifeste au niveau de la moelle osseuse par

une hypoplasie des lignées erythrocytaire et myéloide, avec dommages des cellules
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endothéliales (Kalf et al., 1987). A l'inverse de I'hémolyse, les dérivés de I'éthyléne glycol a
chaine alkyl courte ont une toxicité élevee sur la moelle osseuse:

I’EGME > EGEE > DEGDME > EGNPE, principalement (EGME) sont susceptibles de
provoquer une hypoplasie médullaire, accompagné d'une leucopénie avec neutropenie et

d'une anémie non régénérative (Ghanayem, 1996).

2.6.1.9.Immunotoxicité

Quelques EG cause une déplétion lymphocytaire et de fagcon moins marquée une altération
fonctionnelle des lymphocytes (Kim & Smialowicz, 1997). Ceci explique en grande partie ses

effets immunosuppresseurs (INSERM, 1999).

2.6.1.10.Effets immunosuppresseurs

Des études réalisées sur des modéles animaux ont constaté une diminution des réponses
humorales a des stimuli antigéniques. L'effet immunosuppresseur est principalement décrit
avec I'EGME, les dérivées a chaine alkyl plus longue ayant peu ou pas d'activité
immunosuppressive (Ghanayem, 1996).

L’exposition a ’EGME ou a l’acétate de ’EGME par voie orale ou cutanée affaiblit
sensiblement la fonction immune du rat. En dépit d’études moins nombreuses, le systéme
immunitaire de la souris parait beaucoup moins sensible a ’EGME. Diverses études signalent
des problémes d’immunosuppression chez le rat male 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 repétitive, pendant 2 a 21 jours; ces problémes se caractérisaient par une modification
de la multiplication des lymphocytes de la rate apres administration de divers mitogenes, par
la réaction des cellules formatrices de plaques aux antigénes et par 1’altération d’autres
paramétres 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).

2.6.1.11.Neurotoxicité

L’EGME induise des effets neurotoxiques apres inhalation d’une dose aigu€ ou inhalation

a court terme. Ces effets comprennent I’inhibition de la réaction d’évitement apres
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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/m3) ou plus, ainsi
qu’une activité enzymatique accrue ou anormale dans I’encéphale, a une concentration de 50
ppm (156 mg/m3) ou plus (Goldberg et al., 1962; Savolainen, 1980). Par ailleurs, I’exposition
répétée de rates gravides a une dose de 25 ppm (78 mg/m3) modifie la réaction d’évitement
conditionné et engendre des altérations neurochimiques chez la progéniture (Nelson et al.,
1984b).

2.6.1.12.Effets génotoxiques in vitro et in vivo et les effets cancérogénes des EG

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

La toxicité de I'EGME sur les cellules germinales et ses effets d'induction in vivo des
échanges de chromatides sceurs ont été confirmé par des études de génotoxicité in vivo sur les
mammifeéres (rat et souris), alors que les effets clastogenes apparaissaient moins constants.

Des dommages a I'ADN des cellules de moelle osseuse et des cellules testiculaires ont été
prouvés par le test des comeétes. Ces altérations génomiques étaient plus marquées sur les

cellules testiculaires mais sont apparues transitoires (Ballantyne & Vergnes, 2001).
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Tableau 6 : Effets genotoxiques des éthers de glycol et de leurs métabolites in vitro (Oh et al.,
2005).

Mutation ECS AC MicroN Aneupl | ICTI | TM

Composé B M

EGME - - =+ - |+ + + -
MAILD + =+ + + | + + - +
(aldehvyde)

MAA (acide) - - + - + + -
EGEE - —+ + + + + _
EALD (aldéhyde) | - - + + | + + - -
EAA (acide) - - - - + + _
EGBE + - +. |- |+ + + -
BALD) - - + + |+ + _ _
BAA (acide) - - - + + _

B : bactérie, M : cellule de mammifere, ECS : échanges de chromatides soeurs, AC : aberrations
chromosomiques, MicroN : micronoyau, Aneupl : aneuploidie, ICI : inhibition des communications
intercellulaires, TM : transformation morphologique.

2.6.2. Toxicité chez ’homme

2.6.2.1. Etudes épidémiologiques

Les études d’évaluation des risques invitent a penser que l’exposition massive aux EG
reprotoxiques pendant plusieurs décennies peut avoir un impact important sur la santé
reproductive de la population.

Plusieurs études réalisees sur des peintres exercant dans des chantiers navals ont tenté
d’évaluer les effets de 1’exposition a ’EGEE et ’EGME sur les facteurs de reproduction. Les
auteurs ont mis en évidence une diminution de la concentration du sperme et une
augmentation du pourcentage d’oligospermies et d’azoospermies chez les hommes exposés
Sparer et al., 1988 ; ECETOC ; 2005).

Dans I’industrie des semi-conducteurs, un ensemble de résultats concordants est en faveur
de I’existence d’un lien entre infertilit¢ masculine (oligospermie, difficulté a concevoir un
enfant) et exposition professionnelle a ’EGEE, ’EGME et leurs acétates (INSERM, 2006).

Un risque ¢€levé de cancer du testicule a ét¢ décrit dans le secteur de 1’aviation au cours d’une
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étude réalisée par la Royal Navy britannique. Une cause possible de cet exces, proposée par
les auteurs, est le contact régulier des méecaniciens avec les carburants d’avion contenant 0,15
% d’EGME (Yamane et al., 2003)

Les études chez les femmes sont plus ambigués. Elles semblent montrer une tendance a
une baisse de la fertilité sans qu’elle soit statistiquement significative Des augmentations du
taux d’avortements ont également été observées dans I’industrie des semi-conducteurs lors
d’exposition a un certain nombre de produits dont des éthers de glycol de la famille
éthylénique (ECETOC ; 2005).

L’ensemble des études menées a 1’échelle internationale se sont intéressées aux effets des
EG sur les paramétres de reproduction y compris la fertilité féminine (Cicolella, 2006). Il
s’agit de I’altération de I’ovogenése ou de la perturbation du développement embryonnaire. Sa
toxicité sur le développement se base sur trois types de données: des données sur la toxicité
chez les femelles gestantes, des données sur la mortalité feetale et enfin des données sur les
malformations (Maldonado et al, 2003).

Une étude cas-témoins a mis en évidence, sur 44 patients atteints des malformations
congénitales et souffrants des retards mentaux, un lien avec I’exposition professionnelle des
meres a un mélange d’EGME et d’éthylene glycol pendant leur grossesse. Les enfants
présentaient des signes et symptémes tels que des anomalies faciales, des retards mentaux, des
anomalies sensorielles et des malformations des muscles squelettiques (Arteaga et al, 2005).
En 2002, EL-ZEIN a étudié 41 bébés nés de 28 femmes exposées professionnellement a
I’EGME du six étaient exposées durant leur grossesse. Leurs six enfants présentaient des
aspects dysmorphiques caractéristiques, non observés chez les 35 autres enfants (El-zein et al,
2002), Un syndrome malformatif particulier a été décrit au Mexique, proche mais différent du
syndrome d'alcoolisme fcetal, qui pourrait étre lié a une forte exposition a 'EGME pendant la
grossesse. Toutefois, la part génétique dans la survenue de ces malformations est difficile a
estimer (Davis et al., 1997).
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Tableau 7 : Synthése de niveau de preuve de danger par période d’exposition par ’EGME

(INRS,2010).
A partir de données humaines A partir de données animales
y Oli te ef difficulté d
Fertilité homme SOSpeLInie ek SRS
conception suspectees
.y _ Inhibition de Iovulation
Fertilité femme Données discutables :
( confirmer)
Période équivalente au Effet malformatif suspects

1% trimestre chez la femme

Feetotoxicite ; pas de donnée
disponible

Période équivalente aux

2% et 3™ frimesfres chez
la femme Effet sur le développement post-

natal : pas de donnée disponible

Allaitement ou exposition

post-natale Pas de donnée disponible

Légende Pas d’effet D Pas d’évaluation Preuves limitées Preuves suffisantes
possible d'un effet dun effet
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I11. Le stress oxydant

1. Définition du stress oxydant
Des composés a fort potentiel oxydant, sont produits constamment en situation
physiologique au sein d’un organisme. Il se met alors en place un systeme antioxydant. En
situation normale, la balance antioxidant/prooxydant est équilibrée. Mais 1’organisme peut
étre confronté a une surexposition a des composés oxydants lorsque la production endogene
d’espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) ou « ROS » en anglais Reactive Oxygen Species),
devient excessive ou suite a 1’exposition a un phénomene toxique exogene. Lorsqu’un
déséquilibre intervient (par surproduction de composés prooxydants ou par déficit en
substances antioxydantes), on parle de stress oxydatif ou stress oxydant (Favier, 2003).
Dans les conditions physiologiques normales la balance oxydants/anti-oxydants est

équilibrée

Pro-oxidants Anti-oxidants

Figure 11 : la balance oxydants/anti-oxydants (Favier, 2003).

2. Origine du stress oxydant

Les causes essentielles de stress oxydant sont d'origine nutritionnelle dans les cas de carences
en vitamines et oligo-éléments, soit d'origine accidentelle : inflammation, exposition a des
Xénobiotiques pro-oxydants (solvants toxiques), etc., ou d'origine génétique. Le plus souvent,
I'association de ces différents facteurs aboutira a la formation des ERO qui méneront aux

mécanismes pathogénes (Bartosz, 2003 ; Favier, 2003).
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3. Les radicaux libres
3.1 Définition des radicaux libres :

Un radical libre est tout atome (Gutteridge et Mitchell, 1999) ou molécule avec un ou
plusieurs électrons non appariés sur 1’orbite extérieure (Deaton et Marlin, 2003). Le point
symbolique a c6té d'une abréviation chimique telle que (*OH) signifie un radical libre
(Scheibmeir et al., 2005). La présence des radicaux libres dans les matiéres biologiques a été
découverte a moins de 50 ans (Droge, 2002). Cette configuration instable crée de I'énergie
qui est libérée par les réactions avec des molécules adjacentes, telles que les protéines, les
lipides, les glucides et les acides nucléiques (Rahman, 2007), ce qui provoque leur inhibition
et accélere leur dégradation (Ratnam et al. , 2006). La réactivité des radicaux libres résulte de

leur désir d'atteindre un électron d’un adverse directeur de spin (Deaton et Marlin, 2003).

(@) EXPOSITION CHRONIQUE [:> Stress oxydant

5 (Altérations lipidigues, protéiques avec perte de

5 fonctions, mutations sur FADN...)

S

= PRODUCTION AIGUE |:> Réle physiologique des ERO

*E ET TRANSITOIRE (Modification transitoire des protéines et signalisation cellulaire)
S

=

Q

(&)

i

1.
»

Temps

Figure 12 : La production d'ERO et ses conséquences cellulaires (Carriere, 2006).

3.2. Les types des radicaux libres

3.2.1. Le radical anion superoxyde (O2--)

Il existe trois voies de génération endogene des anions superoxydes (O2--), a savoir : la
chaine de transfert des électrons située au niveau des mitochondries; la flambée respiratoire des

cellules phagocytaires ; ainsi que 1’activité des enzymes de type oxydase.

- La respiration mitochondriale : la chaine respiratoire mitochondriale constitue la source
principale produisant environ 80 % d’anion superoxyde (O2-—) (Turrens, 2003). Les électrons
sont transférés le long de la chaine respiratoire au cours de réactions d’oxydoréduction jusqu’a

I’accepteur final « I"oxygene », qui est réduit complétement en H20. L’énergie ainsi libérée
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sous forme d’un gradient de protons de part et d’autre de la membrane interne est alors utilisée
par I’ATP synthétase pour donner I’ATP. Dans ces conditions, le fonctionnement de I’ATP
synthétase est couplé a celui de la chaine respiratoire. Lorsque la respiration devient plus
intense (par exemple : effort physique), une proportion significative de 1’oxygeéne (2 a 6 %)
échappe a la réduction complete en H20 et subit une réduction mono-électronique au niveau
des complexes | (NADH/ubiquinone réductase) et Il (ubiquinol/Cytochrome c réductase) de la
chaine respiratoire pour donner I’anion superoxyde (O2--), chef de fil des ERO (Carriere et al.,
2006).

- La poussee respiratoire des polynucléaires neutrophiles (respiratory burst) : est par ailleurs
une source importante de 1’anion superoxyde qui est produit au niveau de la NADPH oxydase,
un complexe enzymatique formé de plusieurs sous unités capables d'utiliser l'oxygéne
moléculaire pour produire de grandes quantités d'anions superoxydes au niveau de la
membrane des cellules phagocytaires activées. Ce mécanisme, lorsqu'il est controlé, est capital
dans la lutte anti-infectieuse car il permet la digestion du matériel phagocyté (Babior et al,
2002 ; Favier, 2003).

- Réaction d’oxydation : le systtme enzymatique xanthine/xanthine oxydase intervient aussi
dans la production du superoxyde au cours de I’oxydation de la xanthine en acide urique selon

la réaction suivante (Terada et al, 1991).

n6BShc

ok
CuZnSOD? c,
GPX__ Hy0,

Citric acid - S0OD2
cycle Oz H0p GPX H0

7 N\

2GSH GSSG

Glutathione Reductase

Figure 13 : Phosphorylation oxydative, production de superoxyde et les voies d'élimination

dans les mitochondries (Nageswara et al, 2007).
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3.2.2. Le peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le peroxyde d’hydrogene (H202) est un dérivé réactif de I"oxygeéne potentiellement
toxique, I’absence de charge a sa surface rend cette ERO peu réactif en milieu aqueux mais trés
lipophile capable de traverser les membranes biologiques et se retrouver distant de son lieu de
synthése. Sa toxicité se traduit par le fait qu’il participe a la formation du radical hydroxyle
(OH-) (Cash et al, 2007). L’H202 se forme par la dismutation du radical superoxyde elle est
soit spontanée ou enzymatique catalysée par la superoxyde dismutase (SOD), ou les oxydases

présentes particulierement dans les peroxysomes (Kohen et nysKa, 2002).

3.2.3. Radical hydroxyle (OHe)

Le radical hydroxyle (OHe) apparait comme [’espece réactive ayant une responsabilité
majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres (Guetteridge, 1993). Parmi les voies
conduisant a la formation de ce radical, on peut citer celle qui implique les métaux de
transition, le cuivre et le fer sous leurs forme réduite par une réaction appelée réaction de
Fenton (Favier, 2003).

L’H202 peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant 1a encore a la

production du OHe, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorg,

2004).

3.2.4. L’anion monoxyde d’azote (NO")

Les systemes enzymatiques nitrique oxyde synthase (NOS) produisent a partir de 1’acide
aminé L-arginine, le monoxyde d’azote a des fins de médiation par les neurones, les cellules
endothéliales ou les macrophages. Rappelons que la production concomitante dans un méme
lieu de NO- et de superoxyde s'avére tres dommageable en donnant naissance au peroxynitrite
(ONOO"), qui peut secondairement se décomposer en d’autres oxydants comme le NO2 et le
OH- (Sorg, 2004).

D’autres sources ou modes de génération exogene des ERO existent de part les interactions
avec le milieu environnant ; par exemple : L’ingestion de toxique (metaux lourds : chrome,
cuivre, vanadium...) (Flora et al, 2008).

L’inhalation de certaines particules comme ’amiante ou la silice qui sont aussi génératrices
de ERO, d'une part parce qu'elles exacerbent la phagocytose, d'autre part parce que leur surface
est tapissée de sels de fer (Favier, 2003).

La fumée de cigarette contient plusieurs millions d'ERO altérant directement le premier
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organe a leur contact : le poumon (Zang et al, 1995).

L’usage mal contr6lé de certains médicaments, comme le paracétamol (Abraham, 2005).

3.3. Potentialité toxique des espéces radicalaires

Le role délétere des radicaux libres est de plus en plus connu. Il a été suggéré pour la
premiéere fois par Harman (1956) qui proposait que les ERO formees peuvent potentiellement
réagir avec chaque composant cellulaire et provoquer son oxydation. Cependant, les cibles
préférentielles des ERO sont les lipides, suivis par les protéines et les bases constitutives du

matériel génétique.

3.3.1. La peroxydation lipidique

L’agression par les ERO déclenche une réaction en chaine « la peroxydation lipidique »,
elle se déroule en trois phases (Oostenbrug et al, 1997 ; Lacolley, 2007).
L’initiation : ’acide gras polyinsaturé est attaqué par un radical hydroxyle (OH-), ce dernier
est capable d'arracher ’hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, position
particulierement fragile pour donner un radical lipidique (R-). Par réarrangement des doubles
liaisons, il se forme un diene conjugué. Cette molécule réagit avec I'oxygéne moléculaire pour
former un radical peroxyde (ROO-).
La propagation : le radical peroxyde (ROOQ-), en arrachant un hydrogéne a une molécule
d'acide polyinsaturée adjacente, devient un hydroperoxyde (ROOH), tandis que le deuxieme
acide gras subit la méme suite de modifications en donnant un autre radical lipidique (R-), ce
dernier peut étre réactivé par réaction de Fenton qui le convertit en radical alKoxyle (RO-) trés
réactif. Les hydroperoxydes (ROOH) peuvent subir plusieurs modes d'évolution : étre réduits
et neutralisés par la glutathion peroxydase (GPx) ou continuer a s'oxyder et a se fragmenter en
aldéhydes acides et alcanes (éthane, éthylene, pentane) qui sont éliminés par voie pulmonaire.
Le radical peroxyde, apres évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut
libérer différents fragments dont le malonaldialdéhyde (MDA) ou [I'hydroxynonenal
représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation lipidique (Kohen et Nyska,
2002).
La terminaison : cette phase consiste a former des composés stables le plus souvent a 1’issue
de la réaction d’un radical avec des molécules antioxydantes dite ‘briseur de chaine’ comme la
vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes.

La peroxydation lipidique est considérée comme une des consequences les plus vulnérables
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des attaques radicalaires. Elle est responsable des altérations cellulaires et diminution de la
fluidité membranaire Elle peut toucher aussi les lipoprotéines circulantes LDL aboutissant a
leurs oxydation qui, une fois captées par de macrophages, formeront le dépot lipidique de la
plaque d'athérome favorisant le développement des maladies cardiovasculaires (Esterbauer et
al, 1992 ; Davies, 2000 ; Favier, 2003).

3.3.3. Oxydation des protéines

Les protéines peuvent subir une oxydation de leurs acides aminés, soit au niveau de la
chaine latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison
peptidique, entrainant la fragmentation de la chaine (Berlette et Stadtman, 1997). Les acides
aminés les plus sensibles aux attaquent radicalaires sont ceux renfermant un atome de soufre et
les acides aminés aromatiques (Dean et al, 1997). L’oxydation de ces acides aminés génére des
groupements hydroxyles et carbonyles sur les protéines et peut également induire des
modifications structurales plus importantes comme des réticulations intra ou intermoléculaires,
ce qui affecte leurs fonctionnements. Ils seront particulierement susceptibles a la protéolyse
afin d’éviter leur accumulation dans le noyau, le cytoplasme ou le réticulum (Jung et al, 2007).
Les protéines dénaturées perdent leurs propriétés biologiques et deviennent incapables de se
fixer correctement sur un récepteur ou fixer spécifiqguement un ligand, altérant ainsi la
signalisation cellulaire. Elles deviennent hydrophobes, et forment des amas anormaux dans ou
autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment les dépdts de lipofuschines

caractéristiques des tissus agés (Favier, 2003).

3.3.2. Dommages oxydatifs de ’ADN

L'ADN est tres sensible aux attaques par les radicaux de I'oxygéne. Cing classes principales
de dommages oxydatifs incités par OH- peuvent étre generées (Hartmann et Niess, 2000 ;
Cadet et al, 2002).

L’attaque directe des bases puriques et pyrimidiques engendre un grand nombre de bases
modifiées, particulierement la guanine qui est transformée en 8-hydroxy- 2’-déoxyguanosine
(8-OHdG). La formation d’un site abasique non fonctionnel suite a I’attaque de la liaison entre
la base et le désoxyribose.

L’oxydation du désoxyribose provoque une coupure de chaine simple brin. L’agression
radicalaire des protéines (histones), qui sont trés nombreuses a entrer en contact avec I'ADN

pour le protéger ou pour le lire (enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription),
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entraine des pontages des protéines. La création d’adduits avec des dérivés de la peroxydation
lipidique, tel que le malonaldialdéhyde-guanine.
Ces altérations du matériel génétique représentent la premiere étape impliquée dans la

mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement (Favier, 2003 ; Valko et al, 2007).

3.4. Implication du stress oxydant dans les pathologies

Plusieurs recherches ont confirmé I’implication du stress oxydant dans une multitude de
maladies, comme le cancer, la cataracte, la sclérose latérale amyotrophique, le syndrome de
détresse pulmonaire aigu, 1’cedéme pulmonaire, le vieillissement accéléré, le diabéte, la
maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Kuloglu et al, 2002 ;
Judge et al, 2005; Haliwell, 2006 ; Pak et al, 2006; Valko et al, 2007; Ng et al, 2008).

3.5. Les systemes de défenses antioxydants

Les cellules sont équipées de divers systemes antioxydants distribués dans tous les
compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires
(Powers et Sen, 2000). Dans leur définition du terme antioxydant, Halliwell et Gutteridge
(1989) désignent au sens large, ’ensemble des molécules dont la teneur diminue lors d’un
stress oxydant, en donnant des dérivés plus stables et bloguant la phase de propagation. Cette
définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances qui agissent en synergie
soit en inhibant la formation des ERO (la séquestration des métaux de transition empéche la
réaction de Fenton et la production de OH-) ou en les métabolisant grace a des enzymes
spécifiques (superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase) ou méme en se sacrifiant

pour piéger 1’électron célibataire du radical libre et le neutraliser.

3.5.1. Les systéemes enzymatiques

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la defense antioxydante. On peut citer : la
superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, les peroxyredoxines, I'héme
oxygénase, la glutathion transférase, les thioredoxines réductases ou les thioredoxines
peroxydases. La plupart des enzymes décrites, utilisent un donneur d’équivalent réducteur, le
NADPH, qui constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense antioxydante
(Favier, 2003).
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- La Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont capables d’accélérer la dismutation de deux anions
superoxydes en une molécule d'oxygeéne et une molécule de peroxyde d'hydrogene (ZelKo et
al, 2002). La superoxyde dismutase existe sous plusieurs isoformes, formé d’un puits
hydrophobe au centre de la protéine dans lequel se glisse 1’anion superoxyde. Le mécanisme
réactionnel est catalysé par un métal situé¢ au cceur de I’enzyme dont la nature permettra de
distinguer les superoxydes dismutases a manganése (MnSOD) protégeant la mitochondrie, des
superoxydes dismutases a cuivre-zinc (cCu-ZnSOD) protégeant le cytosol, la face externe de la
membrane des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-ZnSOD)
(ZelKo et al, 2002 ; Favier, 2006).

- La Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme commune trouvée dans presque tous les organismes aérobies ou
elle fonctionne pour accélérer la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygéne
moléculaire. Une molécule de catalase peut convertir des millions des molécules de peroxyde
d’hydrogéne en eau et oxygene moléculaire par seconde. Chez les mammifeéres la structure de
la catalase est tres complexe. Formée de quatre sous-unités identiques dont chacune a un poids
d’environ 60 KDa, elle est prépondérante dans le foie, les reins, les érythrocytes (Deisseroth et
Dounce, 1970).

- La Glutathion peroxydase (GSH-Px ou GPx)

Le rble principal de cette enzyme est de protéger I'organisme des dégats induits par le
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi des peroxydes organiques formés par oxydation des acides
gras ou du cholestérol. L'activité de ces enzymes est trés dépendante de I'apport nutritionnel en
sélénium, son déficit entraine une diminution de 1’activité enzymatique. Il existe plusieurs
isoformes codés par des génes différents, qui varient dans I'emplacement cellulaire et la
spécificité de substrat (Favier, 2003). GPx-1 est une protéine tétramérique avec quatre sous-
unités identiques, dont chacune contient un résidu seleno-cystéine avec un poids moléculaire
total de 22- 23 KDa. Cette forme de GPx est la plus abondante, trouvée dans le cytoplasme
(Epp et al, 1983). GPx-2 est une glutathion peroxydase gastro-intestinal. Les fonctions de
GPX-2 sont trés spécialisées, elle assure la protection contre les hydro-peroxydes dans la
nourriture et participe particulierement dans la protection contre tous changements promouvant

le cancer gastro-intestinal (Bermano et al, 1995). GPx-3 est une glycoprotéine purifiée du
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plasma humain, agit contre la peroxydation des phospholipides ce qui lui donne un réle direct
dans la protection des membranes cellulaires. De plus, dans la thyroide GPX-3 peut controler
les niveaux de peroxyde d’hydrogéne nécessaire a la synthése d'hormone thyroidienne (Howie
et al, 1995). GPx-4 est une protéine de poids moléculaire environ 20-22 KDa. Cette protéine
est caractérisée par une structure monomérique, associée des fois aux membranes cellulaires et
agit en synergie avec la vitamine E pour prévenir la peroxydation lipidique (Maiorino et al,
1989).

- La Glutathion réductase (GSH-R)
La GR a pour rdle de régénérer le glutathion réduit (GSH) a partir du glutathion oxyde
(GSSG) tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur. Cette activité enzymatique dépend

des apports alimentaires de riboflavine (Sorg, 2004).

3.5.2. Systéeme non enzymatique

Le glutathion (GSH) : dans des cellules vivantes, le plus abondant thiol de faible poids
moléculaire est le glutathion (Sugiyama, 1992). Il est un antioxydant multifactoriel
intracellulaire et il est considéré comme le majeur thiol disulfure représentant la solution
tampon du redox de la cellule (Rahman, 2007). Le GSH est synthétisé a partir de L-glutamate,
L-cysteine, et la glycine. Le foie est la principale source de la synthése du glutathion (Sies,
1999), il est également abondant dans le cytosol, les noyaux et les mitochondries. Il est le
principal antioxydant soluble dans ces compartiments cellulaires (Rahman, 2007). Le
groupement actif de glutathion est le sulfhydrile (-SH) de la cystéine (Sies, 1999 ; Deaton et
Marlin, 2003) et qui peut aisément accommaoder la perte de 1’électron unique (Rahman, 2007).
Le glutathion disulfure ou oxydé (GSSG) est formé par 1’oxydation de GSH (Sies, 1999), il
est accumulé a I'intérieur de la cellule et le rapport de GSH/GSSG représente un bon indice du
stress oxydant d'un organisme.

Les roles principaux de protection de glutathion contre le stress oxydant sont :
- Il peut agir comme cofacteur de plusieurs enzymes de détoxification
- Il participe dans le transport des acides aminés a travers la membrane plasmatique

- Il piége les radicaux hydroxyles et l'oxygene singulet directement, et régénere les

vitamines (C et E) a leurs formes actives (Rahman, 2007).
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La glutathion peroxydase catalyse I'oxydation du glutathion dans laquelle deux molécules de
glutathion sont reliées par leurs groupements sulfhydriles en formant un pont disulfure. Ce
dernier est ensuite réduit par la glutathion réductase avec l'utilisation de NADPH+H+ (Deaton
et Marlin, 2003).

Tableau 5: Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées

(Koechlin—ramonatxo, 2006).

Nutriments antioxydants Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, Kiwi, chou, poivron
Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, ceufs, noix
R-carotene Légumes et fruits orangés et vert foncés

Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain, légumes verts, huitres, produits laitiers
Flavonoides Fruits, Iégumes, thé vert

Acides phénoliques Ceréales compleétes, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins

3.6. Stress oxydant et grossesse

La grossesse est associée a une altération des fonctions physiologiques et métaboligues.
Par conséquent, les événements remarquables et spectaculaires se produisent au cours de la
période pour soutenir et favoriser la croissance et le maintien du foetus (Idonije et al., 2011).
La grossesse est un état physiologique qui s'accompagne d'une forte demande énergétique et
d'une exigence accrue en oxygéne a l'origine d'un stress oxydatif (Desai et al.,
2003).L'intensité du stress oxydatif s'ajuste a la physiologie dynamique, le poids corporel de
la mere et les changements des concentrations sanguines en lipides (Oeraitiene et al., 2005).
L'état de stress oxydatif pendant la grossesse est aussi dd a lI'activité mitochondriale accrue et
a la réduction du potentiel du piégeage (Kressig et al., 2008) et (Arikan et al., 2001) ont
rapporté qu'il y a une augmentation significative des taux en MDA pendant la grossesse
normale. Les peroxydes lipidiques se forment lorsque les lipides interagissent avec les
radicaux d'oxygene. Le placenta humain produit des peroxydes lipidiques qui sont sécrétés

principalement du c6té maternel du placenta (Walsh et Wang, 1993) et les marqueurs de la
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peroxydation lipidique accrue sont observés pendant la grossesse normale (Morris et al.,
1998). Plusieurs études ont montré que le systeme de défense antioxydante est modifié
pendant la grossesse. Wisdom et son équipes (1991) ont montré que l'activité d'une
importante famille d'enzymes antioxydantes, la superoxyde dismutase (SOD), est réduite dans
le sang des femmes enceintes. En outre, Walsh et Wang. (1993) ont signalé un déficit dans
une autre enzyme antioxydante, la glutathion peroxydase (GPx) pendant la grossesse. Compte
tenu de ces constatations, on peut s'attendre a ce qu'une carence en ces enzymes conduirait a
la peroxydation lipidique accrue pendant la grossesse. Les taux sériques réduits en vitamine C
et en vitamine E ont été observés pendant toute la grossesse (Hassan et Onu, 2006).

3.6.1. Stress oxydatif et faetus

L'embryon nécessite de I'énergie sous la forme de I'ATP, de NADPH, et de I'oxygene pour
se développer d'une maniére adéquate. Ces composés sont générés a partir de la chaine de
transport d'électrons mitochondriale et sont étroitement régulés. Une conséquence inévitable
de la respiration aérobie est la génération d'especes réactives de I'oxygene (ROS), qui si elles
sont produites a des niveaux élevés, peuvent activer une variété de voies de signalisation et
affecter négativement le développement. Au cours du développement, il ya un équilibre
délicat entre les fonctions de ROS et des antioxydants pour maintenir I'noméostasie. La
perturbation de cet équilibre entraine des anomalies qui peuvent avoir un impact sur les
cellules germinales, I'embryon et le foetus et peut avoir a long terme des conséquences sur
I'organisme mature (Dennery, 2010). Les modéles animaux ont été tres utiles pour démontrer
que l'augmentation des especes réactives de l'oxygéne, associée a une augmentation des
especes réactives de 1’azote, sont clairement liées a 1'induction des malformations chez le
foetus (Lappas et al., 2011). Des souris gestantes traitées avec des antioxydants tels que le
butylhydroxytoluéne, la vitamine E, la vitamine C, ou I’acide lipoique ont moins de
descendants avec des malformations, alors que la perturbation de la superoxyde dismutase
conduit a des anomalies congénitales mineures et majeures qui sont associées a une
augmentation de 1’oxydation de I'ADN par les ROS (Eriksson, 1999).

En ce qui concerne les études animales, I'exposition du foetus aux ROS peut altérer de
facon permanente la fonction des cellules pancreatiques, ce qui conduit au diabete.
Récemment, beaucoup de données épidémiologiques suggérent que les influences indésirables

pendant le développement humain précoce et dans la vie foetale augmentent le risque de
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maladies de I'adulte, c'est ce qu'on appelle la programmation foetale pour le développement
des maladies chez I'adulte (Barker et al., 1993).

3.6.2. Stress oxydatif et placenta

Le placenta est un organe unique et transitoire, indispensable a I'établissement de la
grossesse, a son bon déroulement, a la croissance embryonnaire et feetale. Il est de plus
impliqué dans les mécanismes du développement et de I'accouchement a terme (Caron,2007).
Le placenta régule la croissance et le développement feetal a travers le transport des
nutriments et de gaz, la synthése et la sécrétion d'hormones stéroidiennes et peptidiques. Ces
fonctions sont déterminées par le développement vasculaire et la circulation sanguine et par la
croissance et la différenciation du trophoblaste, qui contient des récepteurs, des transporteurs
et des enzymes. Le placenta génere des espéces réactives de I'oxygéne qui peuvent contribuer
au stress oxydatif observé, méme dans la grossesse normale. Ce stress est trés important dans
la grossesse compliquée par une prééclampsie, une restriction de croissance intra-utérine
(RCIU) et un diabéte pré gestationnel. Le stress nitratif est la modification covalente des
protéines et d'ADN par le peroxynitrite formé par l'interaction du superoxyde et du monoxyde
d'azote (Myatt, 2010). Le stress nitratif est tres important au cours des grossesses
compliquees. Le stress oxydatif et nitratif perturbe la fonction placentaire conduisant a des

perturbations de la croissance foetale et du développement (Lappas et al., 2011).
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Objectif du travalil

Ce travail est consacré a évaluer 1’effet reprotoxique, feetotoxique et hématotoxique de
I’EGME sur les lapines gravides et non gravides en essayant d’approfondir les données des
études menées a I’échelle internationale et d’évaluer sa potentialité toxicologique a induire un

stress oxydatif en évaluant son pouvoir oxydant in vitro.

1. Matériels

1.1. Mateériel biologique
Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé des lapines de I'espéce Oryctolagus
cuniculus, largement utilisées dans divers domaines de recherche.
Classification de ’animal
- Régne animal
- Embranchement des vertébrés
- Classe des mammiféeres
- Super ordre des glires
- Ordre des lagomorphes
- Famille des Iéporidés
- Genre Oryctolagus

- Espece oryctolagus cuniculus

Les animaux qui ont servi a cette étude sont composés de 40 lapines non gravides
agées entre 6 et 8 mois dont le poids corporel moyen est de 3518 + 172 g et 40 lapines
femelles gravides de la méme espece, nullipares agées entre 6 a 9 mois dont le poids corporel
moyen est de 3402 + 121 g.

1.1.1. Le choix de I’animal

Nous avons choisi le lapin comme model animal de I’expérimentation a cause d’une

forte sensibilité a ce genre de solvant et pour son rapprochement phylogénétique avec

I’homme.

1.2. Matériel chimique
Le solvant utilisé dans cette experimentation est 1’Ethyléne Glycol Monométhyl Ether
(EGME) qui fait partie de la catégorie «E» des éthers de glycol ou la catégorie des dérivés de

I’Ethyléne glycol.
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L'EGME principalement utilisé comme solvant pour la fabrication de peintures, vernis,
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, 2010 comme suite :
T : Toxique
R60 : Peut altérer la fertilité.

R61 : Risques pendant la grossesse d’effets néfastes chez I’enfant.

CH;-0-CH;-CH-OH
Alcool déshydrogénase
HO-CH-CH;-OH CH;-0-CH;-COH
Alcool MALD
«— Aldéhyde déshydrogénase
Aldéhyde déshydrogénase —p
cb, CH:-0-CH,-CO0H
Acide MAA

Figure 14 : Formule développée et métabolisme de ’EGME
(Paul et al., 1986 ; Lemazurier et al., 2003).

1.2.1. Le choix de la dose
En se basant sur la bibliographie, les trois doses de I’EGME administrées sont : 50,

100, et 150ppm (mg/kg de poids corporel des animaux) ont été choisies.

Figure 15: Le solvant utilisé dans I’expérimentation
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1.3. Conditions d’élevages

1.3.1. Les expérimentations sur les lapines gravides

Se sont déroulées entre octobre 2013 et juin 2014 au niveau de I’atelier d’élevage
cunicole du centre de formation professionnelle et d’apprentissage d’OULED MIMOUNE-
TLEMCEN (Ouest algérien).

Les parametres d’ambiance du batiment d’¢levage: la ventilation, I’humidité relative,
la température ainsi que 1’éclairage (16h de lumiere/j) sont contrélés. L'un des batiments sert a
la reproduction et l'autre & I'engraissement. Les animaux sont logés individuellement dans des
cages grillagées galvanisées de type Flat Deck, munies d’une trémie, d’une tétine
d’abreuvement et de boites a nid, fixées a 1’extérieur. Ils sont nourris ad libitum a base d’un

aliment granulé constitué de mais et d’orge fabriqué a Ain-Fezza (TLEMCEN).

Figure 16 : le batiment d’élevage cunicole au niveau de CFPA d’Ouled Mimoune —
TLEMCEN

1.3.2. Les expérimentations sur les lapines non gravides

Se sont déroulées entre janvier 2015 et février 2016 au niveau de la réserve de chasse
de Sig-MASCARA (Ouest algérien) et dans I’animalerie de [I’institut supérieur de
biotechnologie de Béja - TUNISIE.
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LAPINEN 04
DOSE100PPM

Figure 17: le batiment de I’expérimentation au niveau de la réserve de chasse de Sig-
MASCARA

2. Principe et protocole expérimental
2.1.Etude de Deffet de '’EGME sur les lapines gravides

L'expérimentation consiste a administrer aux lapines apres la saillie (femelle exposée
avec un male non exposé a ’EGME), trois doses croissantes de solvant: 50, 100, et 150ppm.
Pour cela nous avons répartis 40 lapines en quatre groupes, chacun comprend dix lapines
(n=10), il s'agit du :

Groupe témoin n’ayant regu aucun traitement
Groupe traité par 'EGME a raison de 50 ppm
Groupe traité par 'EGME a raison de 100ppm
Groupe traité par 'EGME a raison de 150ppm

2.1.1. Lé déroulement de I’expérimentation

Comme nous avons déja mentionné, cette étude s’est déroulée dans un batiment
d’élevage cunicole, nous avons essayé d’acheter des lapines puberes nullipares qui ont
presque le méme age, méme taille, méme poids et dépourvu des maladies afin de ne pas
fausser les résultats souhaités et elles sont déja adaptées aux conditions du batiment.

La lapine a la particularité sexuelle d’étre une espéce a ovulation provoquée. De ce
fait nous avons respecté les démarches suivantes pour confirmer la réussite de I’accouplement

afin de mettre en évidence I’effet toxique sur ’EGME.
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2.1.2. La détermination de I’état d’cestrus des lapines

La lapine ne présente pas de cycle cestral avec apparition réguliere d’cestrus. On parle
plut6t de période de réceptivité ou de non réceptivité. Pour savoir si la lapine est réceptive, on
peut regarder la couleur de la vulve qui devient rouge et humide, ce dernier est le seul critére

fiable de I'acceptation de lI'accouplement.

Figure 18 : L’observation de la couleur de la vulve (état d'cestrus).

2.1.3. La saillie (Accouplement)

Pour I’accouplement, nous avons placé les femelles réceptives dans la cage du male,
et non I’inverse : en effet, dans le cas contraire, elle peut se montrer trés agressive sur son

domaine et lui causer de graves blessures.

Figure 19: L’accouplement des lapines
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2.1.4. L’administration de PEGME par voie orale

Apres un jour d’accouplement, le produit est administré par voie de gavage a 1’aide
d’un pistolet de gavage une fois par jour (1 mL), 6 jours par semaine, pendant toute la durée
de la gestation (31 jours).

Nous avons pris la précaution de manipuler nos animaux quotidiennement, a la méme
heure, afin d’éviter tout stress le jour du sacrifice. En effet, d’aprés loybert et al., 1997, les
animaux d’expérimentation manipulés chaque jour présentent des teneurs en corticostérone

plasmatique et surrénalienne plus faibles que celles des animaux non manipulés.

Figure 20 : Le gavage de la lapine par ’EGME a I’aide d’un pistolet

2.1.5. Les pesées des lapines
Un suivi pondéral des lapines gestantes a été réalisé de facon hebdomadaire dés le

premier jour de gavage a 1’aide d’une balance électronique de marque SCOUT PRO pour

noter les variations pondérales causées par le solvant.

Figure 21. Un suivi pondéral régulier des lapines gestantes
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2.1.6. Diagnostic de gestation

Se fait grace a la palpation abdominale pour confirmer une éventuelle présence de
gestation chez toutes les lapines, la détection des feetus se fait sentir par la présence de petites
boules souples et glissantes au toucher. Cette méthode est déconseillée apres 20 a 25 jours de

gestation car elle présente de forts risques d’avortement.

Figure 22 : Diagnostic de la gestation par palpation abdominale

2.1.7. La preparation de la boite a nid
Avant environ 5 jours de la date présumée de la mise bas, nous avons placé les boites a
nid. Les lapines ont commencé de construire leur nid dans une boite, on s’arrachant des poils

par grandes touffes au niveau de leur ventre, et elles deviennent plus nerveuses.

2.1.8. La mise bas
La mise-bas a généralement lieu tot le matin dans la boite a nid : 68 % des naissances
arrivent entre 5h et 13h, contre seulement 8 % entre 21h et 5h. Si tout se passe normalement,

elle se déroule assez rapidement, au maximum en 30 min (Lebas, 2011).
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Figure23 : Observation d’une lapine témoin apres sa mise bas

2.1.9. Prélevement de sang

A la fin de I’expérimentation, Nous avons prélevé le sang a 1’aide une aiguille
épicranienne dans la veine marginale des oreilles. Le sang recueilli dans des tubes contenant
de ’EDTA pour le comptage des cellules sanguines (globules blancs, lymphocytes, globules
rouges, hémoglobine, plaquettes). Trois autres fractions de sang sont récoltées dans des tubes
héparinés, puis centrifugées (1000 tours pendant 3 min), le plasma obtenu est aliquoté et
conservé & une température de -20° C pour le dosage des différents paramétres biochimiques :

ASAT, ALAT, créatinine, urée, glucose, cholestérol, triglycérides.

2.1.10. Prélévement des organes

La pesée du foie et des ovaires a 1’aide d’une balance de précision a été effectuée
apres la dissection des animaux témoins et traités par la faible dose d’EGME (50 ppm) ayant
accompli leur mise bas et celles des lapines décédées aprés un avortement spontané précoce
ou tardif suite a leur exposition a de forte dose d’EGME (100 et 150 ppm).

L’ensemble des démarches expérimentales réalisées sur les lapines gravides sont

indiqué en dessous dans la figure 24
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<Lapines gravides (nD
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Figure 24: Schéma récapitulatif du protocole expérimental effectué chez les lapines gravides.
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2.1. Effet de PEGME sur les lapines non gravides
La premiére partie de I’expérience a été faite dans le laboratoire de la réserve de

chasse de Sig-MASCARA. L'expérimentation consiste a administrer aux lapines trois doses
croissantes de I'éthyléne glycol monométhyl éther (EGME): 50, 100, et 150ppm. Pour cela
nous avons répartis 40 lapine en quatre groupes, chaque groupe comprend dix lapines (n=10),
il sagit du :

- Groupe témoin n’ayant regu aucun traitement,

- Groupe traité par 'EGME a raison de 50 ppm,

- Groupe traité par 'EGME a raison de 100ppm,

- Groupe traité par 'EGME a raison de 150ppm

Le produit est administré par voie de gavage a ’aide d’un pistolet une fois par jour

(ImL), 6 jours par semaine pendant quatre semaines successives.

Figure 25 : Le gavage de I’EGME par voie orale chez des lapines non gravides

2.2.1. Le suivi pondéral des lapines non gravides
Les lapines ont été pesées et suivies quotidiennement dés le premier jour de gavage
avec une balance électronique de marque SCOUT PRO en notant toutes les variations

pondérales et physiologiques causées par ’EGME.
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2.2.2. Prélevement du sang

Nous avons prélevé le sang de la veine marginale des oreilles a I’aide une aiguille
épicranienne apres avoir rasé et désinfecté la région, Le sang recueilli dans des tubes EDTA
pour le comptage des cellules sanguines (globules blancs, lymphocytes, globules rouges,
hémoglobines, plaquettes). Trois autres fractions de sang sont récoltées dans des tubes
héparinés puis centrifugees, le plasma obtenu est aliquoté et conservé a une température de -
20° C pour le dosage des différents paramétres biochimiques : ASAT, ALAT, créatinine, urée,

glucose, cholestérol, triglycérides.

Figure 26: Technique de prélevement de sang a partir de la veine marginale.

2.2.3. Les sacrifices

A T’issue des 4 semaines de traitement, nous avons procédé a la dissection apres la
décapitation des animaux (a jeun depuis au minimum 12 heures) au niveau de laboratoire dans
la réserve da chasse de Sig-MASCARA afin de prélever et peser le foie et les ovaires qui ont
été immédiatement plongés dans le sérum physiologique (0,9%) maintenus a 2°C, afin

d’arréter toute activité catabolique.

2.2.4. Les dosages des parametres de stress oxydant
Une deuxiéme partie de I’expérience a été réalisée dans les laboratoires de ’institut
supérieur de biotechnologie de Béja-TUNISIE, nous avons gardé la méme espéce des

animaux et respecté toutes les conditions de traitement.
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Le dosage des paramétres de stress oxydatif a été fait aux niveaux tissulaire, hépatique
et ovarien. 0,4g de chaque organe (foie et ovaire) sont prélevés et homogénéisés dans 4mL de
PBS (phosphate Buffer Saline, pH=7,4) et broyés a 1’aide d’un Potter. On a procédé ensuite a
une centrifugation a 1000 tours pendant 15 min. Le surnageant ainsi obtenu est fractionné en
aliquotes dans des tubes Eppendorfs numérotés et conservé a -80°C. Il a servi aux dosages
des différents paramétres du stress oxydant : le dosage des enzymes antioxydants (GPx), bio
marqueurs de la peroxydation lipidique (MDA) et du glutathion (GSH) et une autre partie du

foie conservée dans le formol pour I'étude histologique.

Figure 27 : la dissection et le prélévement des organes chez les lapines.

L’ensemble des démarches expérimentales réalisées sur les lapines non gravides sont

indiquées en dessous dans la figure 25.
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@es non gravides (@

Groupe témoin Groupe 50 ppm Groupe 100 ppm Groupe 150 ppm
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

| et s st
|

Décapitation et dissection de I’animal
Récupération du sang Prélevement des organes
9 (Fois, ovaire)

/ \ 4 N

Tubes héparinés Tubes EDTA

Dosage Dosage

Dosage des enzymes Etude
antioxydants (GPx, histologique

MDA, GSH)

biochimique hématologique

Figure 25: Schéma récapitulatif du protocole expérimental chez les lapines non gravides.
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2.2. Méthodes de dosage des parametres biochimiques

2.3.1. Dosage du glucose plasmatique

Principe

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

d’indicateur coloré, selon les réactions suivantes (Trinder, 1969).

Glucose oxydase
Glucose + 02 + H20 » H202 + acide gluconique

Péroxydase
2H202 + phénol + aminophénazone » quinonéimine + H20

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

La préparation de réactifs utilisés (Voir annexe, tableau 1)

Préparation des réactifs de travail (RT)

Le contenu de R2 a été dissous dans la fiole de R1 le tout a été bien mélangé et avec douceur
jusqu'a la dissolution compléte. Ce réactif de travail est stable pendant 4 mois a 2-8, ou 40
jours a 15-25 C°.

Mode opératoire

Ajouter 10 puL. de I’echantillion et 10 uL. de I’étalon dans le RT

Agiter bien par le vortex et incuber pendant 5 min a 37° C.

Mesurer 1’absorbance (DO) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur

est stable apres 30 min.

Calcul de la concentration: la concentration du glucose dans 1’échantillon est calculée par la
formule suivante :

DO échantillon
[C] (g/L) = X concentration du 1’étalon
DO étalon
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2.3.2. Dosage des triglycérides plasmatiques
Principe
Les triglycérides présents dans 1I’échantillon forment un complexe coloré selon la réaction

Suivante (Kaplan et al., 1984) :

lipoprotéine lipase
Les triglycérides + H20 »  Glycérol + acide gras libres

Glycérol + ATP Glycérol kinase Glycérol 3 phosphate + ADP

peroxydase
2H202 + P Chlorophénol +4- Aminophenazone » Quinone H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans

L’échantillon.

Réactifs utilisés (Voir annexe I, tableau 2 )

Préparation de réactif de travail (RT)

Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution complete.

Ce réactif de travail est stable 6 semaines a 2-8 C° ou une semaine a 15-25 C°.

Mode opératoire

Ajouter 10 uL de I’échantillon et 10 uL de 1’étalon dans le RT .

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

est stable apres 30 min.

Calcul de la concentration

DO échantillon
[C] (g/L) = X concentration du 1’étalon
DO étalon

2.3.3. Dosage des protéines totales
Les proteines 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 (Burtis et al., 1999).
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pH alcalin
Protéines + Cu+2 ——» Cu - Complexe protéinique
Réactifs utilisés (Voir annexes |, tableau 3)
Mode opératoire
M¢langer 25 pL de I’échantillon et 25 uL de I’étalon dans 1 mL de RT, agiter bien et incuber
pendant 5 min a 37C°, ou 10 min a la température de 25C°.
Mesurer 1’absorbance (A) de I’échantillon a 540 nm et de I’étalon contre le blanc. La couleur
est stable apres 30 min.

Concentration de 1’échantillon

Concentration des protéines (g/L ) = *7

Concentration de 1’étalon
2.3.4. Dosage du cholestérol plasmatique
Principe
Le cholestérol est mesuré apres hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur
quinonéimine est formé a partir du péroxyde d’hydrogéne et du amino-4- antipyrine en

présence de phénol et de péroxydase, selon les réactions suivantes (Naito, 1984).

Cholestérol estérase
Cholestérol esters + H20 » cholestérol + acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + 02 » cholestérol -4 one + H202

peroxydase
2H202 + Phénol + 4- Aminophenazone » Quinonimine + 4H202

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

dans I’échantillon.

Réactifs utilisés (Voir annexes I, tableau 4)

Préparation de réactif de travail (RT)

Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compete. Ce reactif de travail est stable 1

mois & 2-8 C° a I’abri de la lumieére.
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Mode opératoire:

Ajouter 10 uL de I’échantillon et 10 pL de I’étalon dans le RT

Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min & la température de 25C°.

Mesurer I’absorbance (DO) de 1’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur

est stable apres 30 min.

Calcul de la concentration

DO échantillon
[C] (o/L) = x concentration du 1’étalon
DO étalon

2.3.5. Dosage de créatinine plasmatique
Principe
La créatinine présente dans le sérum forme en milieu alcalin un complexe coloré avec

I’acide principal. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la

concentration de créatinine (Murray et al., 1984).

Réactifs utilisés (Voir annexe I, tableau 5)

Préparation et stabilité

Les réactifs sont a I’emploi stable a température ambiante.
Réactif du travail : mélanger a parts égales R1 et R2.

Stabilité : 10 jours a 15-25 C°,

Mode opératoire

Ajouter 100 pL de I’échantillion et 100 puL de 1’étalon dans le RT
Mélanger et lire la densité optique DO1 apres 30 sec, a 492 nm.
Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

Calcul de la concentration

Calcul de (A DO = DO1 - DO2) pour I’étalon et les échantillons.

A DO échantillon
[C] (mg/L) = X2
A DO étalon
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2.3.6. Dosage de I’urée plasmatique
Principe

Les ions d’ammonium peuvent réagir avec le salicylate et le dihypochlorite de sodium pour
donner un complexe coloré en vert, L’intensit¢ de couleur est proportionnelle a la
concentration de 1’urée présentée dans 1’échantillon.
La technique utilisée pour la détermination du taux de I’urée est la méthode enzymatique

par I’utilisation de I’uréase selon la réaction suivante (kaplan et al., 1984) :

uréase
Urée + H2O—— (NH4)2 + CO2

Nitroprusside
NH4"+ Salicylate + NaCLO » indophenols

Réactifs utilisés (Voir annexe I, tableau 6)

Préparation de réactif de travail (RT)

Dissoudre un comprimé de R3 Enzyme dans la fiole de R1.

Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif de travail est stable

4 semaines a 2-8 C° ou une semaine a 15-25C°.

Mode opératoire

Ajouter 1 mL de I’échantillon et 1 mL de I’étalon dans le RT

Mélanger et incuber pendant 5 min a 37C°, ou 10 min températures de 25C°.

Mesurer 1’absorbance (DO) de 1’échantillon a 580 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur

est stable aprés 30 min a 15-25C°.

Calcul de la concentration

La concentration est calculée par la formule suivante :

DO échantillon
[C] (mg/L) = x 50
DO étalon
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2.3.7. Dosage d’Aspertate-Aminotransférase (ASAT/TGO)
Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a- cétoglutarate
formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate
déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+, Le taux de diminution de la concentration en NADH
est directement proportionnel a I’activité de 1’aspartate aminotransférase dans 1’échantillon
(sérum) (Murray, 1984)

Détermination cinétique de I’ASAT selon la réaction suivante (Bergmyer, 1980)

TGO
2-oxoglutarate + Aspartate ——— Glutamate + oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH + H+——» L- Malate + NAD+

Réactifs utilisés (Voir annexe, tableau 7)

Préparation de réactif de travail (RT) et stabilité

Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.

Agiter bien et doucement.

Mode opératoire

Ajouter 50 ul dans 3 mL de RT, melanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°.
Mesurer la diminution de la DO par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activité (ASAT/TGO) Ul/l = ADO x 175

A DO : C est la valeur moyenne des trois lectures.

2.3.8. Dosage de I’Alanine-Aminotransférase (ALAT/GPT)
Principe
Détermination cinétique de I’activité d’ALAT selon le schéma réactionnel suivant :

GPT
2-oxoglutarate + L-Alanine ———Glutamate + pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H+ ——» | actate + NAD+

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

I’activité alanine-aminotransférase dans 1’échantillon
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Réactifs utilisés (Voir annexe I, tableau 8)

Préparation de réactif de travail (RT) et stabilité :

Reconstituer chaque R2 par un flacon R1. Cette solution de travail est stable 7 jours & 2-8 C°
24 heures a 20-25 C°.

Mode opératoire :

Ajouter 50 pl de I’échantillon dans 3 mL de RT, Mélanger et incuber les tubes préparés 1
minute & 37 C°. Mesurer la diminution de la DO par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activité (ALAT/GPT) Ul/l = A DO x 1750

2.4. Evaluation de la toxicité hématologique
Principe

Utilisé pour le comptage des cellules sanguines par 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 électrique
d’intensité constante. Ce courant est fourni par 1’¢lectrode de platine a I’antérieur de la
chambre de comptage. Cette variation de la différance de potentiel entre les deux électrodes,
proportionnelle au volume de la cellule traversant 1’orifice microscopique ; mesurées triées et
numeérisées en fonction de leurs volume et de leurs temps de passage.

La toxicologie hématologique a été mise en évidence a travers la détermination de la
formule numérique sanguine (FNS) qui a été effectuée en utilisant un automate d’hématologie
(Marque : ERMA INC).

Le tube a EDTA contenant le sang est placé dans 1’automate, et la mesure de la FNS
commence. Au bout de 2 minutes les résultats s’affichent sur 1’écran, et en suite on les
imprime.

Les paramétres hématologiques mesures sont : Globule Rouge (GR), Globule Blanc
(GB), Hémoglobine (Hb), Plaquettes (PL).
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2.5. Dosage des biomarqueurs du stress oxydant dans le foie et les ovaires
1. Détermination du taux de MDA
Principe

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I'attaque des lipides polyinsaturés par des espéces réactives de I'oxygene générées par certains
contaminants. Dans notre étude, les taux du MDA hépatique et ovarien ont été évalués selon la
méthode d’Ohkawa et al en 1979.

Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (80 °C) entre le MDA et I’acide
thiobarbiturique (TBA).

Dans la réaction de dosage du MDA, deux molécules TBA réagissent avec une
molécule de MDA pour former un pigment rose possédant une absorbance maximale entre
530 nm
L’absorbance est directement proportionnelle a la quantit¢ de MDA formée, donnant ainsi une

évaluation précise de la lipoperoxydation.

Préparation de I’homogénat
500 mg de foie ou des ovaires des différents groupes sont broyés a froid a 1’aide d’un
homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une solution de tampon phosphate (0,1M, pH

7.4) pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire

-Prélever 0,5 mL de I'homogénat,

-Ajouter 0,5 mL d acide trichloracétique (TCA) 20 %,

-Ajouter 1 mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %,

-Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80 °C pendant 15 minutes,
-Refroidir et additionner de 4 mL de n-butanol,

-Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min,

-Récupérer le surnageant, et lire la DO a 530 nm contre le blanc,

La quantité du MDA dans | échantillon est exprimée en nm/gramme de tissu (foie ou ovaires).
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2. Détermination de Glutathion réduit (GSH)

Principe

La plupart des protéines possédent des groupements thiols (-SH) qui réagissent tres
facilement avec les espéces oxygenees activées.
Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique par spectrophotomeétre
de I’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acide 5-5’-dithio-
bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion.
Une fois préparé, le surnageant doit subir une déprotéinisation (par 1’acide sulfosalycilique

50.25%) afin de protéger les groupements (—SH) du glutathion (Weckbecker & Cory, 1988).

Préparation de I'homogénat

200 mg de foie et des ovaires ont été mis en présence de 8 mL d'une solution d’Acide
Ethyléne Diamine Tétra Acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyés a froid a 1’aide d’un
homogénéisateur ultrason pour obtenir un homogénat. Centrifuger I’homogénat obtenu a 5000
tours/mn pendant 15 minutes et récupérer le surnageant pour le dosage des protéines
tissulaires et le glutathion GSH.

Mode opératoire
1.Dosage des protéines tissulaires
Le dosage des protéines se fait selon la méthode de Bradford (1976).
- Prélever 0.05 ml de I’homogénat.
- Ajouter 4 ml de BBC.
- Agiter pendant 5 minutes.
- Lire les absorbances a 595 nm contre un blanc qui correspond a 1’eau distillée.

- Evaluer la concentration des protéines selon une courbe d’étalonnage préalablement tracée.

2. Dosage du GSH tissulaire :

- Prélever 0.8 mL du surnageant,

- Ajouter 0.2 mL d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) 0.25%,

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

- Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 minutes,

- Récupérer le surnageant pour le dosage des proteines tissulaires et le glutathion GSH.
- Ajouter 1 mL du tampon Tris-EDTA, pH = 9.6,
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- Mélanger et ajouter 0.025 mL de 1’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01 M
(dissous dans le méthanol absolu 99%),

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

- Lire I’absorbance optique a 412 nm.

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

[GSH] = (DO x 1 x 1.525) / (13100 x 0.8 x 0.5 mg protéines) = nM GSH/mg des protéinés
DO: densité optique,

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

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

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

0.8 : le volume de I’homogénat trouvé dans 1 mL,

0.5 : le volume du surnageant trouvé dans 1.525 mL.

3. Détermination de activité de la glutathion peroxydase (GPx)
Principe

L'activité de peroxydase de glutathion a été mesurée par la méthode de Flohé et de Gunzler
(1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H202) en

présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous | influence de

la GPx selon la réaction suivante :

H202 + 2GSH — GSSG + 2H20

Préparation de I'homogénat
500 mg de foie ou des ovaires des différents groupes sont broyés a froid a I’aide d’un
homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150

mM, pH 7.4) pour obtenir un homogénat.
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Mode opératoire

-Prélever 0.2 mL de I'hnomogénat,

-Ajouter 0.4 mL de GSH (0.1 mm),

-Ajouter 0.2 mL de la solution tampon TBS (Tris 50 mm, NaCl 150 mm pH 7.4),
-Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min,

-Ajouter 0.2 mL de H202 (1,3 mm) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes,
-Ajouter 1 mL de TCA (1 %) pour arréter la réaction,

-Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes,

-Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes,

-Prélever 0,48 mL du surnageant,

-Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS,

-Ajouter 0,32 mL de DTNB,

-Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

(DO échantillon - DO étalon) x 0.04

DO étalon

Q : Quantité de GSH disparue (oxydée)

DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
DO étalon : Densité optique de 1’étalon.

0.04 : Concentration du substrat (GSH).

Qx5

L’activité de la GPx (mmole de GSH oxydées/mg de protéines) =
1 mg de protéines

3. Etude histologique
Les coupes histologiques du foie et des ovaires ont été réalisées dans le centre
hospitalo-universitaire (CHU) de Sidi-Bel-Abbes au niveau du service d’anatomo-pathologie.
Les préparations des coupes histologiques ont été effectuées selon la méthode de Marjota et
al en 1967, elle comporte plusieurs étapes : la fixation, déshydratation, inclusion, réalisation

des blocs, confection des coupes, coloration.
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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
¢chantillon n’est petit, plus la pénétration des déférents milieux se fera facilement. On a
réaliser des prelévements avec surface de 1 & 2 cm2 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 (1967) de laisser séjourner les piéces plus de 48h dans
ce fixateur.

2. Déshydratation

La paraffine n’est pas miscible a I’eau, la piéce anatomique doit étre entierement 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 pieces dans :
07 bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 90%, 95%, 100%).

03 bains de Xyléne.

02 bains 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 piece a couper ne contient ni eau ni solvant
intermédiaire (alcool). Les piéces sont immergées dans de la paraffine qui a été fondue dans

une ¢étuve pendant 8 heures (étape de I’enrobage).

4. Realisation des blocs

Les piéeces induites de paraffine sont passées a 1’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.
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5. Confection des coupes

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 p. 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. Aprés refroidissement, on procéde 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 ammoniacale : - 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 suit les étapes suivantes :
- Déparaffiner et hydrater les lames a 1’eau du robinet puis rincer a 1’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 plongées) : déposer ensuite la lame dans un
bain d’eau du robinet et vérifier au microscope la différenciation.
- Bleuir dans I’eau ammoniacale et laver a I’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
I’acidophile des divers éléments.
- Déshydrater sur une lame, éclaircir, monter les lames a 1I’Eukitt.
Enfin on passe a 1’observation au microscope photonique lequel est équipé d’un

appareil photographique
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Fixation dans le Bouin Coupe transversale Cassette

Circulateur

o

Moule Leukart Réalisation d’un bloc Plaque réfrigérée
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Solidification du bloc Dégrossir un bloc Réalisation d'un ruban

Lames sur plaque chauffante

Bacs de coloration Lame colorée

Figure 29 : Le protocole des techniques histologiques
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6. Etude statistique
La saisie des données et I’exploitation statistique ont été réalisées par le logiciel SPSS
version 18, les paramétres quantitatifs et qualitatifs sont respectivement exprimés en

moyenne + écart type et en pourcentage (%).
Les différences sont considérées comme significatives comparativement au témoin
lorsque : *P < 0,05, trés significative ; **P < 0,01, hautement significative et ***P < 0,001

(Test ANOVA).

Calcul de coefficient de détermination R? qui est un indicateur qui permet de juger la

qualité d’une régression linéaire

La détermination de covariance (positive ou négative).
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Partie expérimental e Chapitre V: Résultals et discussion

I. Résultats
1. Effet de PEGME sur les lapines gravides

Article : L’effet Adverse de L’éthyléne Glycol Monométhyl Ether (EGME) sur la
Reproduction chez les Lapines de Race Locale Algérienne: Etude Biochimique et

Hématologique (Annexe I1).

1.1 Effet sur le poids corporels

Le traitement des lapines gravides pendant 32 jours par la dose 50 ppm d’EGME a
entrainé une diminution pondérale non significative (p=0,12) en comparaison avec les lapines
témoins, elles n’ont pas présenté des changements importants et ont continué de prendre du
poids, manger éventuellement davantage et leur comportement n’a pas changé non plus. Par
contre, elles ont présenté un fort taux de réceptivité (acceptation du male pour
I’accouplement). En revanche, les lapines traitées par les doses 100 et 150 ppm ont présentées
une diminution tres significative (p <0.01) et remarquable du poids corporel aprés seulement
deux jours de traitement accompagné par la réduction de la prise alimentaire et hydrique par

rapport aux lapines témoins.

4000 -
3500
3000
2500
< 2000 ¥ Témoin
1500
1000
500

0

¥ 50 ppm
& 100 ppm
150 ppm

Poids corporels des lapines gestantes

J1 J7 J14 121 130
Jours de gestation

Figure 30 : Effet de ’EGME sur le poids corporel des lapines gestantes (g)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P < 0,001).
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1.2 Effet de PEGME sur la survenue de ’avortement

Le deuxiéme signe toxique de ’EGME est la perte précoce de gestation ou ce qu’on
appelle I’avortement spontané précoce qui est survenu aux alentours de J7 & J9 chez toutes les
lapines traitées par la forte dose 150 ppm entrainant une embryotoxicité (figure 31).

La résorption feetale se manifeste par un avortement plus tardif autour de J17 a J 19
chez les lapines traitées par la dose 100 ppm par rapport au groupe de 150 ppm. Ces
observations indiquent un effet dose dépendant. Nous avons mentionné également une
apparition des saignements hémorragiques quelques jours précédant I’avortement (figures 32,
33).

- W Avortement tardif
B Avortement précoce

[a—
_h
1

Jours de survenu de
1I"avortement (.J)
=t
L]
3
S
kL

A
1

Témoin 50 ppm 100ppm 150 ppm

Doses

Figure 31 : Effet de ’EGME sur la survenue de I’avortement (j)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P < 0,001).
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Figure 32 : Observation du début des saignements hémorragiques chez les lapines traitées par

la forte dose ’EGME.
B 59

A%

Figure 33 : Les traces d’avortement spontané chez les lapines exposeées a la forte dose
d’EGME

1.3 La mortalité des lapines causée par PEGME

Deux jours apres 1’avortement précoce ou tardif, nous avons enregistré une mortalité chez
toutes les lapines exposées a de fortes doses d’EGME, ce phénoméne est trés
significativement dose dépendante (p< 0,01) (figure 34).
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Figure 34 : Mortalité des lapines aprées de 1’avortement spontané (j)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P <0,001).
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Figure 35 : Observation d’une lapine décédée aprés un avortement

La dissection des lapines décédées suite a un avortement spontané précoce ou tardif
nous a permis de constater un aspect hémorragique utérin avec la présence de feetus morts in
utero dans les deux cornes utérines chez presque 20% des lapines. De méme, la présence des

ulcéres et des hémorragies gastriques graves a été également signalée chez ces lapines (figures
36- 37).
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R —

Figure 36 : observation de feetus morts in utéro dans les deux cornes utérines des lapines qui

ont fait un avortement partiel

Figure 37 : Présence d’hémorragie digestive grave chez les lapines décédées

suite a un avortement

1.4 Durée de gestation
La gestation chez la lapine dure en moyenne 31-32 jours, avec une variation observée
selon la race pouvant aller de 29 a 34 jours. En dessous de 29 jours, les lapereaux ne sont en
géneral pas viables et au dessus de 33 jours ils sont souvent mort-nés (Chavatte et al., 2005)..
Les résultats de notre étude démontrent un prolongement significatif (P<0,05) de la durée
(plus 5 jours) de gestation (35j) chez le groupe 50 ppm par rapport aux témoins (J30). Ces
derniers, ont fait leur mise bas dans la boite a nid et a la date habituelle (figure 38).
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Figure 38 : Délai de la mise bas (J) chez les lapines témoins et celles traitées par ’EGME

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P < 0,01), hautement significative (***P < 0,001).

1.5 Effet ’EGME sur les poids feetaux

Les lapereaux morts nés sont pesés des la naissance, les résultats ont révélé une
hypotrophie tres significative de leur poids corporels (p<0.01) par rapport au groupe témoin
ce qui confirme la feetotoxicité causée par ’EGME (figure 39). Ceci était le point commun
observé dans de nombreux travaux portant sur des animaux de laboratoire.

Par ailleurs, nous avons noté I’absence de comportement de construction de nid chez les
lapines traitées par la dose 50 ppm qui ont fait leur mise bas directement a I’intérieur des
cages (figure 40).
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Figure 39 : Evaluation du poids corporel des feetus apres la mise bas

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P < 0,001).
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Figure 40 : Naissance de lapereaux morts nés issus des lapines traitées par 50 ppm d’EGME.

1.6. Effet de PEGME sur les paramétres biochimiques du sang

Les résultats des analyses biochimiques montrent une augmentation tres significative
d’ALAT, d’ASAT, de créatinine, d’urée et des triglycerides, a I’opposé, une diminution trés
significative de glucose et de cholestérol a été détectée chez les groupes exposés a ’EGME
par rapport aux témoins (p<0,01).

1.6.1. Dosage de glucose plasmatique

Le dosage de la glycémie nous a permis d’enregistrer une diminution significative de
taux de glucose chez le groupe traité par la faible dose 50 ppm d'EGME (P <0,05), cette
baisse du glucose est observéee chez la femelle juste avant la mise bas. Cette constatation a été
notée chez toutes les lapines gestantes. Par ailleurs, cette chute du taux de glucose est

hautement significative chez les groupes traités par les fortes doses 100 et 150 ppm (figure 41)
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Figure 41: Evaluation du taux plasmatique de glucose (g/L) chez lapines exposées a ’EGME

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P < 0,001).

1.6.2. Dosage de cholestérol plasmatique

Les résultats du dosage du cholestérol plasmatique chez les lapines gravides traitées
par 'EGME comparativement aux témoins montrent une diminution trés significative du taux
du cholestérol chez tous les groupes traités, cette réduction est notamment hautement

significative aprés une exposition a une forte dose 150 ppm (figures 42).
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Figure 42 : Evaluation de taux plasmatique du cholestérol (g/L) aprés I’exposition a ’EGME

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).
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1.6.3. Dosage des triglycérides plasmatiques
Les résultats obtenus révelent qu'il existe une augmentation statistiquement significative et
trés significative et hautement significative respectivement dans le taux des triglycérides chez

les groupes traités comparativement aux témoins (figure 43).
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Figure 43 : Evaluation de taux plasmatique des triglycérides (g/L) aprés traitement a ’EGME

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P <0,001).

1.6.4. Evaluation de taux des protéines totales plasmatiques
La concentration sérique des protéines totales chez les lapines gestantes présente une
augmentation trés hautement significative (0,001) chez les groupes traités par les différentes

doses de ’EGME par rapport aux témoins (figure 44).
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Figure 44 : Evaluation de taux plasmatique des protéines totales (g/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), trés significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

1.6.4. Taux sérique d’Aspertate-Aminotransférase (ASAT/TGO)

Les substances dosées en clinique et qui permettent d’apprécier 1’existence et 1’intensité de
la cytolyse hépatique sont les transaminases : ALAT et ASAT.

Le dosage d’ASAT a montré une augmentation hautement significative de fagon dose

dépendante et progressive chez les lapines fortement exposées a ’EGME (figure 45).
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Figure 45 : Evaluation de taux plasmatique d’ASAT (UI/L) apr¢s traitement a ’EGME

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <0,05), trés
significative (**P <0,01), hautement significative (***P < 0,001).
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1.6.5. Taux sérique de I’Alanine-Aminotransférase (ALAT/GPT)

Nous avons enregistré une augmentation hautement significative de taux d’ALAT dans les
groupes traitées par rapport aux témoins ce qui confirme la destruction des hépatocytes
(figure 46).
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Figure 46 : Evaluation de taux plasmatique d’ALAT (UI/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

1.6.6. Taux plasmatique de la créatinine plasmatique

L’analyse de taux de la créatinine chez les lapines gestantes exposées aux différentes
doses d’EGME montre qu’il y a une augmentation progressive trés significative (p<0,01) et
hautement significative (p<0,001), elle est deux fois plus élevée chez les lapines exposées a la
faible dose comparativement aux témoins (6,23 mg/L vs 12,6 mg/L). Cette augmentation est
encore plus accentuée avec 1’exposition aux fortes doses (6,23 mg/L vs 16,88 mg/L, 23,3
mg/L) (figure 47).
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Figure 47: Evaluation de taux plasmatique de créatinine (mg/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

1.6.7. Taux plasmatique de I’urée plasmatique

La méme constatation a été enregistrée pour le dosage de I’urée dont la valeur moyenne
des témoins est de 0,23 g/L. En effet, nous avons enregistré une augmentation trés
significative de taux de I’urée par rapport aux témoins (p<0,01) (0,2 VS 0,35 g/L)
Ce taux est presque deux a trois fois plus élevés chez lapines exposées a différentes doses 50,
100 et 150 ppm respectivement (0,23 g/L vs 0,35 g/L, 0,41 g/L et 0,47 g/L) (figure 48).
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Figure 48: Evaluation de taux plasmatique de 1’urée (g/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).
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1.7. Effet sur les parametres hématologiques

Quant & I’analyse de I’hémogramme chez les lapines gestantes, Une diminution trés
significative et hautement significative du nombre des cellules sanguines : (GR), (GB) et (PL)
a été révélée respectivement chez les groupes exposés a de forte doses (p<0,01 ; p<0,001)
Concernant le dosage de 1’hémoglobine (Hb), le groupe de 150 ppm objective une diminution

statistiquement tres significative de ce dernier (p<0,01) (Tableau 18).

Tableau 18 : Evaluation des parametres sanguins chez les lapines

Parametres Témoin 50 ppm 100 ppm 150 ppm
GR (106 /L) 5,5+1,12 4,52+1,10 3,63+0,10* 3,400 ,21*
GB (10%/L) 10,42+0,23 7,8440,13 4,80+0,08** 3,3040,15**
Hb (g/dL) 15,88+0,12 9,24+0,15* 8,33+0,18* 5,80£0,30**
PL (103/L) 463+19,00 352+35,01 139+15,02** 5713,90***

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), trés significative (**P <0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2. Effet de PEGME sur les lapines non gravides

2.1 Effet de PEGME sur le poids corporels
Les résultats de 1’analyse du poids corporel des lapines non gravides ont mis en évidence
une réduction considérable de poids chez les groupes traités a ’EGME en comparaison avec
le groupe témoin (p<0,05)
Toutes les lapines exposées a ’EGME ¢étaient dans 1’état d’ancestrus (absence de 1’cestrus)
accompagnées par une forte diarrhée ce qui explique cette perte pondérale (figure 49). .
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Figure 49 : Effet de ’EGME sur le poids corporel des lapines non gravides (g)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), trés significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.2 Effet de PEGME sur les poids hépatiques

L’évaluation de la variation de poids hépatique chez les lapines non gravides traitées par les
trois doses d’EGME est indiquée dans la figure 50. Une augmentation trés significative et
hautement significative (p< 0,01), (p< 0,001) est objectivée chez les groupes traités par les

différentes doses d’EGME respectivement.
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Figure 50: Effet de ’EGME sur le poids hépatique (g)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), trés significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.3 Effet de PEGME sur le poids des ovaires

Concernant les résultats de la mesure de poids des ovaires, une diminution significative
(P< 0,05) a été révélée chez le groupe traité a la dose de 50 ppm d’EGME par rapport au
groupe témoin. L’analyse montre aussi qu’en présence d’une dose élevée (100,150 ppm) le
poids des ovaires diminue d’une maniére hautement significative (P< 0,01) toujours par
rapport au groupe témoin (figure 51).
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Figure 51 : Effet de ’EGME sur le poids ovarien ()

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2.4. Effets sur le taux du glutathion (GSH) :

2.4.1 Evaluation du taux du glutathion hépatique
Les résultats obtenus montrent qu'il existe une réduction significative (p<0.05) et trés
significative (p<0.01) du taux de glutathion dans le foie chez les groupes traités par
différentes doses d'EGME comparativement aux témoins (62,4 nmol/mg vs 55,4 nmol/mg,

47,26 nmol/mg, 43,1 nmol/mg) respectivement (figure 52).
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Figure 52 : Evaluation du taux de glutathion hépatique (nmol/mg prot)

Les résultats sont exprimes en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.4.2 Evaluation du taux du glutathion dans les ovaires

Le dosage du glutathion dans les ovaires montre qu'il existe une diminution significative
chez les lapines exposées a la dose 50 ppm d’EGME (p<0.05) et une diminution trés
significative (p<0.01) chez les lapines traitées par les dose de ce solvant en comparaison avec
les témoins (figure 53)
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Figure 53: Evaluation du taux de glutathion ovarien (nmol/mg prot)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.5 Effets sur le taux du malondialdéhyde (MDA)
2.5.1 Evaluation du taux du MDA hépatique
Les résultats obtenus montrent une augmentation trés significative (p < 0,01) et
significative du taux de MDA dans le foie chez les lapines exposées aux fortes doses
d‘EGME par rapport aux témoins (3,46 nmol/g vs 4,11 nmol/g, 4,47nmol/g, 4,89 nmol/g)
respectivement (figure 54).
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Figure 54 : Evaluation du taux de MDA dans le foie (nmol/g)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P <0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2.5.2 Evaluation du taux du MDA dans les ovaires

Les résultats du dosage du MDA dans les ovaires ont montré une différence significative
chez les lapines traitées par la faible dose ’EGME 50 ppm (2,11 nmol/g vs 3,31 nmol/g).
Cette différence est tres significative et dose dépendante (P< 0,01) dans les groupes traitées
par les fortes doses 100 ppm (2,11 nmol/g vs 5,29 nmol/g) et 150 ppm (2,11 nmol/g vs 5,78
nmol/g) (figure 55).
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Figure 55: Evaluation du taux de MDA dans les ovaires (nmol/g)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.6 Taux du glutathion peroxydase (GSH-px)
2.6.1 Evaluation de taux de GSH-px hépatique

L’évaluation de I’enzyme antioxydant (GPx) dans le fois montre une diminution
significative (p < 0.05) chez les lapines exposées a la faible dose du solvant, 50 ppm (0,35
Ul/g vs 0,26 Ul/g ) et trés hautement significative (p < 0.001) chez les lapines traitées par les
fortes doses d’EGME, 100 ppm (0,35 Ul/g vs 0,2 Ul/g) et 150 ppm (0,35 Ul/g vs 0,14 Ul/g)

en comparaison avec le groupe témoin (figure 56).

Page

110



Partie expérimental e Chapitre V: Résultals et discussion

=
LA
]

0.45 -

-
FES
]

0.35 -

-
Lid
]

0.2

|

FEE

L]
]
]

0.1

&~
[
1

0,05 A
|:| -

Taux de G Px hépatique (Ul/g
prot)

Témoin 30 ppm 100 ppm 130 ppm

Doses

Figure 56 : Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-PX)
dans le foie (Ul/g prot)
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.6.2 Evaluation de taux de GSH-pX dans les ovaires
Quant a I’étude du GPx dans les ovaires, cet antioxydant montre une diminution trés
significative (P< 0.01) et hautement significative du taux de GSH-px chez les lapines traitées

par les trois doses croissantes de I’EGME par rapport au groupe témoin (figure 57).
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Figures 57 : Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-PX)
dans les ovaires (Ul/g prot)
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P <0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2.7. Effet sur les parametres biochimiques du sang

Les résultats des analyses biochimiques montrent une augmentation tres significative
d’ALAT, d’ASAT, de créatinine et d’urée (p<0,01) et une augmentation significative des
triglycerides (p<0,05) chez les groupes traités par rapport aux témoins avec une augmentation

hautement significative de glucose et de cholestérol (p<0,01).

2.7.2. Dosage de glucose plasmatique

Contrairement, aux résultats obtenus chez les lapines gravides, le dosage de glucose
plasmatique montre une augmentation hautement significative (p<0.001) de la glycémie chez les
lapines non gestantes exposées a des fortes doses d’EGME (100 et 150 ppm) comparativement

aux témoins (figure 58).
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Figure 58: Evaluation du Taux de glucose plasmatique (g/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.7.3. Dosage de cholestérol plasmatique

Les résultats présentés dans la figure 59 montrent une diminution progressive et hautement
significative dans le taux du cholestérol chez toutes les lapines non gravides traitées par ’EGME
comparativement aux témoins, c’est le cas par rapport aux lapines gravides exposées aux mémes
doses d’EGME.
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Figure 59: Taux plasmatique du cholestérol (g/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.7.4. Dosage des triglycerides plasmatiques
Les résultats obtenus révélent qu'il existe une augmentation significative (p<0.05) dans le
taux des triglycérides chez les groupes traités en comparaison aux témoins (figure 60), cette

augmentation est semblable a celle obtenue chez les lapines gravides.
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Figure 60: Taux plasmatique des triglycérides (g/L).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2.7.5. Evaluation de taux des protéines totales plasmatiques
Aprés le dosage des protéines totales chez les lapines non gestantes, nous avons
mentionné une augmentation hautement significative (0,001) chez les tous groupes traités a

I’EGME par rapport aux témoins (figure 61).
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Figure 61: Taux plasmatique des protéines totales (g/L).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.7.5. Dosage de taux sérique d’Aspertate-Aminotransférase (ASAT/TGO)

Les résultats obtenus révélent une augmentation hautement significative d’ASAT chez les
lapines non gravides traitées en comparaison avec les témoins (22,15 VS 41,8 UI/L), (22,15
VS 80,8 UI/L) et (22,15 VS 93,13 UI/L) respectivement (figure 62). La méme observation a
été mentionnée chez les lapines gravides.
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Figure 62: Evaluation de taux plasmatique d’ASAT (UI/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2.7.6. Evaluation de taux sérique de I’Alanine-Aminotransférase(ALAT/GPT)

Nous avons enregistré une augmentation trés significative et hautement significative du
taux d’ASAT dans les groupes traitées par rapport au témoin (p<0,001) (42,3 VS 45,7 UI/L),
(42,3 VS 53,5 UI/L), (42,3 VS 71,05 UI/L) respectivement (figure 63).
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Figure 63: Evaluation de taux plasmatique d’ALAT (UI/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), trés significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001).

2.7.7. Taux plasmatique de la créatinine
Le dosage biochimique de la créatinine montre une augmentation hautement significative

chez les lapines gestantes par rapport aux témoins (p<0,001) (figure 64).
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Figure 64: Evaluation de taux plasmatique de créatinine (g/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), tres significative (**P <0,01), hautement significative (***P <0,001).
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2.7.8. Taux plasmatique de I’urée
Le taux plasmatique de 1I’'urée montre une augmentation hautement significative chez les

lapines non gestantes exposées aux de doses fortes de ’EGME par rapport au témoin
(p<0,001) figure 65).
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Figure 65: Taux plasmatique de 1’urée (g/L) chez les lapines

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, Les différences : significatives lorsque (*P <
0,05), trés significative (**P < 0,01), hautement significative (***P <0,001)

11.8. Effet sur les parametres hématologiques

Sur le plan hématologique, les résultats des parametres de sang mentionnés dans le
tableau 19 révelent une diminution hautement significative des (GR), (Hb) et (GB) dans le
groupe traités par la forte dose d’EGME (100 ppm et 150 ppm) (p<0,01), cette variation et
dose dépendante.
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Tableau 19 : L’évaluation des parameétres sanguins chez les lapines non gravides

Parametres Témoin 50 ppm 100 ppm 150 ppm
GR (10°/L) 6,514 + 0,61 6,31 £ 0,53 3,21 +0,27* 2,73+ 0,20***
Hb (g/dL) 17,30+ 0,10 10,2+ 0,80* 8,70£0,20**  8,110,22%**
GB (10%/L) 12,29+0,41 12,738 £ 0,54 12, 22+0,56 12,018 + 0,64**
PL (103/L) 432,8+62,4 0 433,6+63,60* 433,8+60,80* 434,4+62,80**

11.9.Resultats de I’étude histologique
1. Etude histologique du foie

L’évaluation histologique du foie chez les animaux témoins et traités par les différentes
doses 50, 100 et 150 ppm d’EGME est motionnée dans la figure 66.

L’observation microscopique des coupes histologiques hépatiques chez les lapines non
gravides montre une apparence normale des hépatocytes chez les témoins (A) avec un aspect
histologique normal chez les lapines traitées par la dose 50 ppm (B)

L'exposition des lapines a la forte dose du solvant (100 ppm) a induit des modifications
dégénératives dans le foie. En fait, TEGME a provoqué une dilatation du parenchyme
hépatique (C)

Les observations microscopiques du foie des lapines traitées a ’EGME (C, D) révelent une
modification cellulaire bien visible versus témoin.

En effet, une vacuolisation des hépatocytes ainsi qu’un  phénoméne de nécrose
hépatocytaire étaient également bien mis en évidence dans le groupe traité par les forte doses
(C, D).
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Figure 66: Observations microscopique des coupes histologiques du foie chez les lapines
témoin (A) et traitées soit par 50 ppm (B) soit par 100 ppm (C) soit par 150 ppm (D) ’EGME
pendant les 4 semaines expérimentales. Les photomicrographies ont été prises a grossissement

de X400 suite a une coloration d’hématoxyline et d’éosine. Dans les Figures A et B, aucun
changement de signes de Iésion hépatique dans le groupe témoin et le groupe traité a n’a été
observé. Par contre, dans les figures C et D, une dilatation des parenchymes hépatiques, une
fibrose, une superficie accrue de vacuolisation et une Iésion tissulaire dans les échantillons ont
été notées.

— Dilatation des parenchymes hépatiques  ==—=@ Nécrose hépatique
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Discussion

Les reprotoxiques affectent la fécondité et/ou la fertilité, soit par une toxicité directe pour
les gonades ou le systéme reproducteur, soit en induisant un comportement ne permettant plus
la reproduction. Ces produits peuvent dans le cas des perturbateurs endocriniens agir a tres
faible dose. Ils peuvent parfois aussi agir in utero en bloquant le développement normal des
organes sexuels ou de glandes les contrélant, bien avant la naissance de l'individu ; on les dits
alors embryotoxiques ou foetotoxiques (Cicollela et al., 2006).

Pendant ces dix derniéres années, la diminution de la fertilité féminine en particulier a été
I’une des majeures préoccupations de la santé publique. C'est pour cela nous avons tenté, dans
le cadre de cette étude, d’évaluer I’'impact de ’EGME (polluant chimique de la famille des
solvants) sur la reproduction des lapines gravides et non gravides de 1’espéce locale
Oryctolagus Cuniculus, le deuxieme objectif visait a identifier les effets de ce polluant sur
certains parametres hématologiques et biochimiques.

Les résultats obtenus chez les lapines gravides ont montré une diminution significative des
poids corporels des lapines gestantes traitées par ’EGME par rapport aux témoins. Cette
diminution est semblable aux observations de Hanley qui démontre que la toxicité maternelle
n'a été observée que chez les lapines exposées a 50 ppm EGME.

Dans toutes les études pour lesquelles une toxicité maternelle a été observée, il est toujours
noté une restriction de 1’alimentation maternelle et/ou une diminution de la prise de poids

durant la gestation (Hanley et al, 1984).

La foetotoxicité se traduit par la survenu d’avortement spontané qui a été constatée
particulierement chez les groupes exposés a 100pp et 150 ppm. Elle est plus précoce chez le
dernier groupe (premiére semaine de gestation). Nos résultats rejoignent ceux de Nelson en
1989 qui révélaient une létalité embryonnaire totale chez les groupes de rats exposés a une
concentration supérieure ou égale a 73 ppm (Nelson et al, 1989). Une mortalité embryonnaire
a eté également rapportée dans un groupe de rats exposés a 250 ppm /j, et augmente en
fonction des doses d’exposition pour atteindre 100 % a la plus forte dose (500 ppm) (Nagano,
1984).
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Dans notre série, nous avons constaté que la mortalité est totale chez toutes les lapines
traitées par les fortes doses d’EGME (100 ppm et 150 ppm) suite a un avortement précoce ou
tardif..

Nous sommes en accord avec les résultats observés chez Wickramaratne qui a montré que
I’exposition a la dose la plus élevée a conduit a la mort de toutes les rates en gestation,
I’apparition de signes séveéres témoignant d’une forte toxicité maternelle (Wickramaratne,
1986).

Suite a une forte mortalité a la dose la plus élevée (150 ppm), les animaux ont été sacrifiés
et 1’on a observé chez eux une grande fréquence d’ulcéres gastriques, probablement
responsable de la mortalité.

Par ailleurs, nos résultats signalent un prolongement dans le délai de gestation chez le
groupe 50 ppm, Le prolongement de gestation est d souvent a la mort feetale in utero qui est
vraisemblablement due a 1’effet toxique de ’EGME qui est responsable de la feetotoxicité.

Par ailleurs, nous avons noté 1’absence de comportement de construction de nid chez les
lapines traitées par la dose 50 ppm qui ont fait leur mise bas directement a 1’intérieur des
cages

La méme observation a été rapportée par Hardin en 1983 chez les rates femelles (Hardin,
1983).

Il a été rapporté que ’EGME et ’EGEE augmentaient le temps de gestation chez la rate et
la souris en absence de toxicité maternelle. Marty et Loch-caruso ont testé I’hypothése que cet
effet pourrait étre la conséquence d’une inhibition des jonctions communicantes de la
musculature lisse du myometre (Marty et al, 1998).

L’étude de 1’évaluation de poids corporels des feetus montre une diminution trés
significative (p<0.01) de poids corporel de ces feetus traités par ’EGME par rapport aux
témoins.

Ces résultats sont en corrélation avec les travaux de Cicollela en 2000 et Hardin en 1983
qui ont prouvé que I’embryotoxicité a €té également traduite par une réduction du poids

corporel des foetus issus des rates exposées a la dose 100 ppm de ’EGME.

L’EGME est un solvant foetotoxique et tératogéne méme a des concentrations inférieures a
ce qui est nécessaire pour induire une toxicité maternelle. Hanley et al en 1984 ont exposé des
rats, des souris et des lapines gestantes a 3, 10 et 50 ppm d’EGME pendant 6 heures/jour (6-

15 jours de gestation chez les rats et les souris), (6-18 jours de gestation chez les lapines), leur
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résultats démontrent une baisse transitoire du gain de poids corporel maternel chez les rats, les
souris et les lapines exposees a 50 ppm, les seuls signes cohérents d'effets maternels. Une
augmentation statistiquement significative de l'incidence des variations du squelette a été
observée chez les rats et les souris apres une exposition maternelle a 50 ppm d’EGME

En outre, une diminution significative du poids du feetus a été observée chez les lapines
apres exposition maternelle a 50 ppm d’EGME et une augmentation significative du taux de
résorption feetale a été observée dans le groupe d'exposition a 10 ppm (Hanley et al., 1984).

Sur le plan biochimique, les résultats ont également mis en évidence une perturbation des
produits du métabolisme physiologique notamment, chez les groupes des lapines traitées a
raison de 100 et 150 ppm d’EGME, nous avons remarqué l'augmentation hautement
significative du taux d’ALAT, d’ASAT, des triglycérides et les protéines totales ainsi qu'une
diminution du taux du cholestérol. Par contre, le taux de glucose varie selon 1’état
physiologique des lapines. En effet, chez les lapines gestantes nous avons remarqué une
réduction tres significative de glucose, contrairement, les lapines non gravides ont présenté
une augmentation remarquable de la glycémie. Selon Mitra et Metcalf en 2009, la propriété
glucogénique du foie est habituellement la derniere fonction qui pourrait étre perdue suite a la
défaillance hépatique (Mitra et Metcalf, 2009).

L'ensemble de ces perturbations sont dues a l'altération des fonctions du foie par les
métabolites de I'EGME (a fonction aldéhyde) qui peuvent inhiber la phosphorylation
oxydative, le métabolisme du glucose (glycolyse et cycle de Krebs, principaux producteurs
d'ATP), la synthése des protéines, la réplication du DNA et le RNA ribosomal (Marie, 2002).

Concernant 1’évaluation de la toxicité hématologique, I’administration d’EGME a entrainer
une diminution des globules rouges, de 1’hémoglobine, des plaquettes et des globules blancs.

Des études effectuées sur des animaux de laboratoire 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
progénitures en particulier granulocytaires et érythrocytaires. Ces effets sont responsables de

leucopénie avec neutropénie et une anémie (Ghanayem, 1996).

La toxicité des EG sur la fonction de reproduction chez la femelle non gravide a été trées

peu étudiée. Chez 1’animal, le seul indicateur recherché a été celui de la fertilité (femelles

Page 121



Partie expérimentale Chapitre VI : Résultats Discussion

exposées et accouplées a des males non exposés). Au cours de ces derniéres années, des

travaux se sont intéressés aux effets des EG sur le cycle ovarien.

De ce fait, il nous a semblé important d’explorer les effets du ’EGME a différentes doses

sur les lapines non gestantes et mettre en évidence son impact sur le systéme antioxydant.

L’analyse des résultats obtenus ont tout d’abord mis en évidence une réduction
considérable du poids corporel chez les groupes traités a ’EGME en comparaison avec le
groupe témoin, Cet effet, peut étre expliqué par 1’action de ’EGME sur le transport des
éléments nutritifs (les acides aminés, le glucose, et les minéraux essentiels comme le zinc,
magnésium et le fer...) par le sang et par conséquence, ils peuvent induire une mauvaise
assimilation des aliments par le corps. On a remarqué aussi que la ration alimentaire a changé
et les lapines ont perdu leur appétit accompagné par une forte diarrhée ce qui a provoqué une
diminution du poids.

Ces constatations sont en accord avec celles rapportées par Miller et al., 1983; Rao et al.,
1983; Hanley et al., 1984a qui ont observé une perte pondérale chez la femelle exposée a 100
ppm (311 mg/m3) d’EGME. nos résultats sont également similaires avec les travaux de
Hobson et al., 1986 qui ont constaté que I’exposition par voie cutanée des cobayes a 1 000
mg/kg-mc de ’EGME par jour pendant 13 semaines engendre une réduction du poids des

gonades et une perte pondérale.

Plusieurs études menées a 1’échelle internationale ont confirmé I’effet reprotoxique des
solvants et ont démontré que les gonades sont des organes cibles aux produits toxiques
déversés dans I’environnement (Samuels et al., 1984; Fort et al., 2001).

Les effets de ce solvant sont hautement spécifiques sur la structure et le fonctionnement
des ovaires provoquant la diminution du poids ovarien chez tous les groupes traités. Cette
diminution est due a I’action des métabolites de ces produits sur les tissus induisant des
lesions cellulaires qui vont conduire a une atrophie ovarienne soulignant que la toxicité est de

maniere dose- dépendante (Lee et Kinney, 1989).

En ce qui concerne le poids des organes, nous remarquons une augmentation tres
significative (p<0,01) du poids du foie chez les lapines traitées a ’EGME, par rapport aux

témoins. Ceci est explicable, d’une part, par I’hypertrophie tissulaire de cet organe causé par
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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 en 2009, Bendjeddou en 2014
et Boucif en 2015 qui ont exposé des lapins méles a des doses croissantes (50, 100, 150, 200
et 300 ppm) de ’EGME par différentes voies d’administration soit par ingestion, soit par
inhalation soit par voie sous cutané.

En effet, I’administration répétée d’EG produit 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 plut6t une réponse

métabolique adaptative qu’un effet toxique hépatique (Kawamoto et al, 1991).

Concernant I'évaluation de la toxicité hématologique, nous avons enregistré une
diminution significative dans le taux d’hémoglobine (Hb) et celui des globules rouges (GR),
cette diminution est non significative au niveau de taux des globules blancs (GB). Certains
¢études ont indiqué que ’EGME est toxique pour les cellules sanguines a cause de sa propriété
amphiphile qui peut diffuser dans tous les cellules sanguines et affecter leur fluidité
membranaire par changement de la perméabilité, en augmentant la solubilité lipidique des
membranes (Gulati et al., 1985) qui peut permettre a plusieurs xénobiotiques d’atteindre
différents organes.

Les effets sur la moelle osseuse, principale manufacture des globules rouges, sont
dangereux. Il a été montré que I’EGME a un effet gravissime sur le développement des

globules rouges et peut les attaquer directement engendrant 1’hémolyse (Boiron et al., 1994).

D’autres études ont indiqué que I’exposition a un solvant toxique conduit a une perte de
I'intégrité structurale et fonctionnelle au niveau de la membrane des cellules sanguines, par
augmentation de la peroxydation des lipides entrainant une modification dans le
fonctionnement des protéines membranaires, ainsi que les acides nucléiques et les protéines
cytoplasmiques (Moller et Wallin, 1998) et peut induire une modification de la composition
de la membrane par changement dans le cholestérol, les phospholipides et les acides gras, ce

qui provoque la modulation de la fluidité membranaire (Berrettini et al., 2004).

Ces changements dans la fluidité de la membrane peuvent également survenir a la suite de

I'interaction des radicaux libres avec les protéines et les lipides dans la bicouche. La
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conséquence de cette interaction est la modification de I'état physique des lipides et des
protéines dans la membrane plasmique (Borst et al., 2000).

Deux études expérimentales ont confirmé que la toxicit¢ de ’EGME pour la moelle osseuse
et pour les organes lymphoides était médiée par ses deux principaux métabolites, 1’acide
méthoxyacétiqgue (MAA) et surtout, le méthoxyacétaldehyde (MALD) ; elles ont apporté des
arguments en faveur d’un mécanisme apoptotique de I’atteinte des cellules souches

(INSERM, 2005).

Nous avons tenté également dans le cadre de cette étude, d’évaluer I’impact de ’EGME
sur la fonction hépatique et rénale.

Le foie est impliqué dans de nombreux processus métaboliques et physiologiques
indispensables dans 1’organisme. Parmi les principales fonctions du foie figurent les fonctions
biliaire, glycogénique, uréopoiétique, antitoxique et martiale. 1l joue un réle fondamental
également dans le métabolisme des lipides, de l'acide urique, des protides et en particulier de
la sérine, de la prothrombine et du fibrinogéne, ainsi que dans la désamination (Alliot, 1950 ;
Mitra et Metcalf, 2009). 1l est aussi le site privilégié du métabolisme de plusieurs substances y
compris ’EGME. Cette substance est largement utilisée dans 1’industrie (Alliot, 1950 ; Mitra
et Metcalf, 2009).

A long terme, 1’exposition de cette substance endommage le foie, elle provoque la stéatose
qui est caractérisée par l'accumulation des triglycérides et de graisse dans le foie ce qui

explique I’augmentation hautement significative des triglycérides chez les lapines traitées.

Le syndrome de cytolyse traduit une atteinte de la membrane hépatocytaire. Cette atteinte
peut étre une destruction de la membrane qui définit la nécrose hépatocytaire ou une
augmentation de la perméabilité membranaire. Par conséquent, les substances normalement
contenues dans 1’hépatocyte vont étre relarguées dans les sinusoides et leur concentration
dans le sang périphérique va augmenter. Les substances dosées en clinique et qui permettent
d’apprécier I’existence et I’intensité de la cytolyse sont les transaminases.

Les transaminases (ou amino transférases) sont des enzymes hépatocytaires dont la fonction
est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha-aminé a un
acide alpha-cétonique. Il existe 2 transaminases dont le coenzyme est la vitamine B6
(phosphate de pyridoxal) : L’ALAT (Alanine Amino Transferase) et I’ASAT (Aspartate

Page 124



Partie expérimentale Chapitre VI : Résultats Discussion

Amino Transferase) qui ne sont pas spécifiquement hépatocytaires. D’autres cellules

contiennent des ASAT, en quantité toutefois inférieure a celle contenue dans les hépatocytes.

11 s’agit surtout des cellules musculaires, notamment myocardiques. Il faut donc savoir
évoquer la nature musculaire d’une cytolyse lors des élévations modérées des transaminases

qui prédominent en ASAT.

Le taux des transaminases revient rapidement a la normale lorsque la cause de I’atteinte
hépatocytaire est supprimée. La demi-vie de I’ASAT est plus courte que celle de I’ALAT.
Ces atteintes hépatocytaires ont été retrouvées dans notre série et ont été confirmées lors de
I’analyse des résultats du taux de transaminases hépatiques (ASAT, ALAT) qui a montré une
augmentation tres significative et dose dépendante chez les groupes exposés par rapport au

groupe témoin.

Chez I’homme, Il a été rapporté qu’un patient 4gé de 40 ans a été hospitalisé plusieurs
heures apres avoir ingéré environ 250 mL de ’EGME. A T’arrivée en milieu hospitalier, il
était comateux et on notait une hyperventilation. 1l est décédé 5 heures plus tard, sans avoir
repris connaissance. L’autopsie a montré une gastrite et une pancréatite hémorragiques, une

stéatose hépatique et une atteinte tubulaire rénale (INSERM, 1999).

Les reins jouent le role de filtre. Ils permettent d’éliminer les déchets qui proviennent du
fonctionnement de I’organisme et maintiennent 1'équilibre chimique du sang. Si les reins ne
fonctionnent plus, ces déchets s'accumulent dans le sang et deviennent toxiques.

D’aprés les résultats obtenus dans notre séries , le traitement des lapins pendant 4
semaines a provoqué une réduction du poids des reins accompagnée d’une augmentation
significative et dose dépendante du taux de ’urée et de la créatinine chez les groupes traités
par rapport au groupe témoin, ces deux parametres sont essentiels pour évaluer la fonction
rénale et la filtration glomérulaire (Finco, 1997). L’augmentation de ces deux parameétres
dans note série d’étude peut étre expliquée par une lésion tissulaire au niveau des reins chez
les lapines traitées par ’EGME.

La quantité d’urée produite chaque jour varie avec I’état de nutrition, elle augmente avec
une situation de catabolisme ou un apport protéique important et baisse par conséquent sous
un régime pauvre en protéines (Tsinalis et Binet, 2006). Et comme ’urée est soumise a une
réabsorption tubulaire importante, dépendant pour [’essentiel de la quantité d’eau libre

présente dans le néphron, son excrétion est de plus irréguliére. 1l est donc impossible d’en
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tirer des conclusions précises sur la fonction rénale (Levey, 1990). Cependant, son dosage est

moins fiable que celui de la créatinine pour évaluer la fonction rénale.

La créatinine est un produit de dégradation du phosphate de créatine dans le muscle. Elle
est généralement produite par le corps a un taux constant, en fonction de la masse musculaire,
pour un individu donné. Cette molécule est éliminée dans sa totalité par le rein. Le glomérule
en filtre une trés grande partie, le reste étant sécrété par les tubules. Elle n'est, par contre, pas
réabsorbée dans le sang au niveau du rein (Rabb, 1998 ; Traynor et al., 2006).

La teneur du sang en créatinine est la mesure la plus répandue de la fonction rénale par
comparaison avec ’urée et I’acide urique car la créatinémie n’est pas affectée par le repas,
I’exercice ou les hormones (Bauer et al., 1982 ; Choudhary et al., 2003 ; Levey, 1990 ; Suc et
Legrain, 1995; Teeter et Franciscus, 2004).

Ces résultats peuvent étre expliqués par les effets toxiques de ’EGME sur la fonction
rénale. Différentes études montrent que ce produit est néphrotoxique (Thurman et al., 1999,
Bendjeddo et al., 2014, Boucif et al., 2015).

Le métabolisme cellulaire normal produit en permanence des especes oxygénées réactives,
les fameux radicaux libres ou oxyradicaux. Lorsqu'ils restent a un niveau normal, les radicaux
libres seront utilisés par I'organisme pour différentes fonctions, comme par exemple étre
synthétisées par les globules blancs pour détruire les bactéries nuisibles. Mais lorsqu'ils sont
en exces, ils entrainent des dommages a notre organisme (CPSN, 2014).

Face au dommage oxydatif causé par les dérivés actifs de I'oxygene (les radicaux libres) et a
I'effet toxique provoqué par les métabolites actifs des xénobiotiques, la cellule vivante peut se
défendre grace a plusieurs systemes de détoxification (Kaplowitz & Awy-Okhtens, 1985).

Le stress oxydant est une circonstance anormale dans laquelle sont placés les tissus de
notre organisme lorsqu'ils sont face a un flux accru de radicaux libres, et qu'ils n'arrivent plus
a piéger ou a détruire. Evaluer le stress oxydant consiste donc a estimer les mécanismes de
défense et analyser les produits secondaires qui peuvent en résulter.

Le malondialdéhyde (MDA) est I'un des plus importants marqueurs du stress oxydatif. Il a été
mesuré dans le foie et les reins pour refléter le degré de la peroxydation lipidique. Impliquant

principalement les acides gras polyinsaturés, ce processus endommage la structure et la
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fonction cellulaire responsable de la perte de I’intégrité membranaire, et la lyse cellulaire
(Romero et al, 1998 ; Stark, 2005).

Dans notre étude, le gavage par ’EGME a entrainé une augmentation significative du
taux d’MDA dans le foie et les ovaires, expliquant que la peroxydation lipidique a eu lieu au

niveau des tissus incriminés (Ogur, 2005).

L’organisme se protége en permanence contre la formation et 1’agression de ces oxydants
grace a divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques (Halliwell,
1994). Parmi ces derniers, on retrouve principalement le glutathion réduit (GSH), il permet a
I’organisme de se débarrasser des toxines et polluants indésirables, en formant avec eux un
composé hydrosoluble susceptible d’étre excrété dans 1’urine ou la bile. Lorsque le glutathion
est oxydé sous forme (GSe) il peut réagir avec un autre anion de glutathion pour former la
molécule oxydée (GS-SG). Par la suite, elle peut étre réduite en GSH de nouveau par la
glutathion réductase NADPH dépendante (Valko et al., 2007). Il est donc intéressant d’étudier
le niveau de GSH dans le foie et les ovaires.

Lors du traitement des lapines avec ’EGME, les taux de GSH sont nettement diminués.
Cet effondrement est peut étre d a sa conjugaison directe avec les especes radicalaires
produites par ce xénobiotique et/ou en raison de l'inhibition des enzymes antioxydantes qui
sont impliquées dans sa régénération. Nos résultats corroborent avec ceux de Djebbali et al.,
2009, Bendjeddo et al., 2014 et Boucif et al., 2015).

Le glutathion (GSH) exerce son rble en synergie avec les enzymes antioxydantes, parmi
lesquelles figure la glutathion peroxydase (GSH-Px). Dans cette étude, nous avons dosé la
GSH-Px qui a besoin de glutathion et de sélénium pour fonctionner correctement, en plus son
role principal d’éliminer les peroxydes lipidiques (Valko et al, 2007).

L’analyse des résultats a mis en évidence une diminution de la teneur hépatique et
ovarienne en glutathion chez les lapines traitées par la faible et les fortes dose de I’EGME par
rapport aux témoins. Cette diminution est expliquée par la participation du foie et des ovaires
dans 1’élimination des différents métabolites toxiques reésultant de la dégradation des
xénobiotiques 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 a divers niveaux dans la lutte contre les

substances chimiques toxiques (Masella et al., 2005).
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A P’issue de touts ces analyses nos résultats démontrent, que ’EGME a la capacité d’altérer
le statut antioxydant dans chez les lapines traitées.

Sur le plan statistique, on utilise le coefficient de détermination R® qui est un indicateur qui
permet de juger la qualité d’une régression liné¢aire de I'effet des différentes concentrations si
elle est forte ou faible. Nous avons obtenu dans notre étude des R? égalent environ a 1, donc
la relation entre la concentration du solvant introduit aux lapines et le taux de parametres

biochimiques et hématologique est tres forte.

Nous avons calculé les covariances pour chaque essai :

1. Chez les lapines gravides

La covariance est positive donc il existe une corrélation positive, a chaque augmentation de
la concentration du solvant, le taux de certains paramétres augmente (I’ASAT, I’ALAT, la

créatinine, I’urée, les protéines totales, les triglycérides).

Si la covariance est négative donc la corrélation est négative, a chaque augmentation de la
concentration du solvant, le taux de certains paramétres diminue (poids corporels, poids des

feetus, cholestérol, globules rouges, globules blancs, hémoglobine et plaquettes).

2. Chez les lapines non gravides

La covariance est positive il existe une corrélation positive dans les parametres suivants
(poids de foie, I’ASAT, ’ALAT, la créatinine, 1’urée, les protéines totales, les triglycérides, le
glucose et le MDA.

Si la covariance est négative donc la corrélation est négative, a chaque augmentation de la
concentration du solvant, le taux de certains parametres diminue (poids corporels, poids des

ovaires, cholestérol, GSH, GPx, globule rouge, globule blanc, hémoglobine et plaquettes).
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Conclusion et perspectives

L'administration de I'Ethylene Glycol Monométhyl Ether (EGME) de trois doses a raison de
50, 100 et 150 ppm aux lapines gravides pendant la durée de gestation et les lapines non
gravides pendant quatre semaines expérimentales par voie orale a provoqué des perturbations

de plusieurs fonctions de I'organisme.

Les principaux résultats obtenus ont confirmés

+ Chez les lapines gravides

> Latoxicitée maternelle : Une baisse transitoire du gain de poids corporel maternel.

» Embrytoxicité : 1étalité embryonnaire totale chez les lapines traitées par une forte dose
de ’EGME se traduit par un avortement spontané.

» Prolongement de la durée de gestation.

> Feetotoxicité : hypotrophie feetale et une mortinatalité.

» Hématotoxicité : traduite par une diminution dans le taux d'hémoglobine, des globules
rouges, des globules blancs et des plaquettes.

» Hepatotoxicité : hypertrophie de foie accompagné par une altération significative des
parameétres biochimiques.

> Neéphrotoxicité : atteinte rénale avec une augmentation de taux de créatinine et d’urée.

+ Chez les lapines non gravides:

» Une diminution du poids corporel des lapines durant la période du traitement par
I’EGME.

» Une atrophie des ovaires et une hypertrophie de foie.

> Hépatotoxicité et néphrotoxicité se traduisant par une augmentation trés significative
du bilan hépatique et rénal.

» Quant a I'étude biochimique et hématologique ont confirmé de nouveau l'effet toxique
de FTEGME.

» En ce qui concerne 1’étude de quelques paramétres du stress oxydatif, nos résultats

montrent que le traitement par ’EGME induit :
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Une diminution de I’activité enzymatique de glutathion peroxydase (GSH-Px) au
niveau des ovaires et de foie.

Une augmentation significative des taux de péroxydation lipidique (MDA).

un effondrement du taux de glutathion (GSH) hépatique et ovarien ce qui confirme
que ’EGME peut minimiser le potentiel détoxifiant.

Sur le plan histologique, nous avons remarqué une altération structurale du foie avec
une hyperplasie. En effet, nos résultats illustrent la dégenérescence hépatocellulaire
Ceci témoigne de I’effet cytotoxique local de ’EGME sur les hépatocytes.

A partir de ces résultats, il serait important de dégager les perspectives suivantes

v

v

v

Etude de I'effet I’EGME sur 1’axe hypothalamo-hypophysaires-ovarien.

Compléter I’étude des effets génotoxiques des éthers de glycol de la série éthylénique,

en particulier des effets d’inhibition des communications intercellulaires.

S'intéresser a la caractérisation de la toxicité du produit chez I'hnomme a travers la

réalisation des enquétes épidémiologiques dans les milieux professionnels.

Appliquer et essayer de diffuser les résultats des travaux d’identification des effets
toxiques des éthers de glycol et d’évaluation de I’exposition des populations a ces

substances chimiques.
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l. Les réactifs utilisés dans le dosage des parameétres biochimiques
1. Réactifs utilisés pour le dosage plasmatique du glucose

Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon TrispH 7.4 92 m mol/L
Phénol 0.3 m mol/L
R2 enzymes Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Peroxydase (POD) 1000 U/L
4- Aminophenazone (4-AP) 0.6 m mol/L
Glucose cal Etalon de glucose aqueux primaire 100 mg/dL

2. Réactifs utiliseés pour le dosage plasmatique des triglycérides

Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon GOOD PH 7.5 50 m mol/L
P-Chlorophénol 2 m mol/L

R2 enzymes Lipoprotéine lipase 15000 U/L
Glycérol kinase 500 U /L
Glycérol 3 phosphate Peroxydase (POD) 2500 m mol/L
4-Amin antipyrine (4-AP) 440 U/l m mol/L
ATP 0.1 m mol/L

Triglycérides cal Etalon de Triglycérides aqueux primaire 200 mg/dL
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3. Réactifs utilisés pour le dosage plasmatique des proteines totales

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 m mol/L
Reactif étalon Sérum Bovine albumine 7 g/dL

4. Reéactifs utilisés pour le dosage plasmatique du cholestérol

Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon PIPES PH 6.9 90 m mol/L
Phénol 26 m mol/L
R2 enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L
Cholestérol oxydase (CHOD) 300U /L
Peroxydase (POD) 1250 m mol/L
4- Aminophenazone (4- AP) 0.4 m mol/L
Cholesteérol cal Etalon de cholestérol aqueux primaire 200 mg/dL

5. Réactifs utilisés pour le dosage plasmatique de créatinine

Les réactifs Composition Concentration
R1 Acide picrique 17.5 mol/L
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/L

R3 Etalon de la créatinine aqueux primaire 2 mg/dL
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6. Réactifs utilisés pour le dosage plasmatique de ’urée

Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon phosphate 50 mol/L
EDTA 2 m mol/L
Salicylate de sodium 60 m mol/L
Nitroprusside de sodium 3.2m mol/L
R2 NaCLO Hypochlorite de sodium 140 m mol/L
Hydroxyde de sodium 150 m mol/L
R3 Enzyme Urease 3000 U/L
R4 Etalon Etalon de ’urée aqueux primaire 50 mg/dL

7. Réactifs utilisés pour le dosage plasmatique d’ASAT

Les réactifs Composition Concentration

R1 solution tampon Tampon Tris pH 7.8 @ 30C 80 m mol/ L-Asperate

200 m mol/L

R2 substrat et enzymes NADH 0.18 m mol/L
LDH 800 U/L
MDH 600 U/L

Oxoglutarate 12 m mol/L
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8. Réactifs utilisés pour le dosage plasmatique d’ALAT

Les réactifs

Composition

Concentration

R1 solution tampon

R2 substrat et

Enzymes

Tampon Tris pH 7.5 &4 30C°
Alanine
NADH
LDH

Oxoglutarate

100 m mol/L
500 m mol/L
0.18 m mol/L
1200 U/L

15 m mol/L
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10.Les normes biochimiques

I11.1. Les constantes biochimiques usuelles du lapin, d’apreés Boussarie

(2003), Stein et Walshaw (1996).

Parametre Unité Valleurs usuelles

Urée g/L 0,15-0,30
Creatinine mg /L 5-25
Glucose g/L 0,5-1,6
Protéines totales g/L 54 - 80
ALAT Ul/L 48 - 80
PAL Ul/L 4-16
Bilirubine totale mg /L 2-7
Albumine g/L 24 - 46
Cholesteérol g/L 0,1-0,8
Ca™ mg /L 55 - 125
K* mmol / L 3,7-10,0
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I11.2. Valeurs de référence de biochimie clinique (Kaneko, 1989).

Parameétres e’t unité Valeurs Parametres et unité Valeurs

- Glucose (mmol/]) 73£0,6 | Chlore (mmol/) 100+3

Aspartate aminotransférase

- Triglycérides (mmol/l) 10.75+0.04 | 185+3.2
Ul
_ | Alanine  aminotransferase
-Magnésium (mmol/l) |1.01+0.,01 | 255£6.5
Ul

-Sodium (mmol/l) 144 +5 - Lactate déshydrogénase (UI1) [220 £ 27

-Potasstum (mmoll)  ¥,5+£04
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Résumé

Les éthers de glycol (EG) sont des solvants organiques ont de nombreuses
applications industrielles, domestiques et cosmétiques, ils sont connus pour induire des
perturbations de la fonction de reproduction.

Ce travail est consacré 2 évaluer I’effet toxique d’un solvant: 1’Ethylene glycol
monométhyl éther (EGME) sur les parametres de la reproduction, les parametres
hématologiques et biochimiques chez les lapines de race locale Algérienne.

Trois lots d’animaux ont été traités a 'EGME par gavage quotidien de 1 mL de
solutions (50 ppm, 100 ppm et 150 ppm) pendant toute la durée de la gestation (31 jours).
Un suivi journalier des lapines gestantes (poids corporel, déroulement de la gestation) a été
effectué.

Un dosage de certains parametres biochimiques (ALAT, ASAT, créatinine et urée)
et hématologiques: globules rouges (GB), hémoglobines (Hb), globules blancs (GB),
plaquettes (PL) a été réalisé.

Le poids du foie a été mesuré apres dissection des animaux morts des groupes 100
et 150 ppm apres avortement et de ceux des groupes 50 ppm et t€émoin apres la mise bas.

La comparaison entre les animaux témoins et traités montre la reprotoxicité de
I’EGME (réduction du poids des lapines, avortement spontané, mortalité maternelle,
prolongement de la gestation, hypotrophie feetale), 1’hépatotoxicité (augmentation du poids
du foie), I’hématotoxicité (détérioration significative des parametres hématologiques) et
I’altération hautement significative des parametres biochimiques.

Motsclés: EGME, lapines, reprotoxicité, hépatotoxicité, hématotoxicité.
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Abstract

Glycol ethers are a family of a widely use in industrial and household products
substances. They are known to induce disturbances of a number of physiological functions
including the function of reproduction.

The aim of this work is to assess the toxic effect of a solvent: Ethylene glycol
monomethyl ether (EGME) on reproductive, hematological and biochemical parameters
among local breed Algerian rabbit.

Three groups of animals are treated daily by gavage EGME 1 mL of solutions (50
ppm, 100 ppm and 150 ppm) for the duration of gestation (31 days). A daily monitoring of
pregnant rabbits (body weight, course of gestation) was performed.

The determination of certain biochemical parameters (ALAT, ASAT, urea and
creatinin) and hematological: red blood cell (RBC), hemoglobin (Hb), white blood cell
(WBC), plate (PL) has been carried out, the liver weight was mesured after dissection of
dead animals of groups 100 and 150 ppm after abortion and those of groups 50 ppm and
controls after calving.

The comparison between controls and treated animals showed reproductive toxicity
of EGME (weight reduction rabbits, spontaneous abortions, maternal mortality,
prolongation of gestation, low birth weight), hepatotoxicity (increasing of liver weight),
hematotoxicity (significant deterioration in hematological parameters) and highly
significant alteration of biochemical parameters.

Keywords: EGME, rabbits, reproductive toxicity, hepatotoxicity, hematotoxicity.

1. Introduction

L’un des problemes majeurs de ce siecle 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 I'un des plus importants facteurs de
dégradation de la biosphere par I’homme. L’une des caractéristiques de la pollution d’origine humaine
consiste en la dispersion, volontaire ou non volontaire, de substances (pesticides, solvants, etc.) qui
sont susceptibles de contaminer divers compartiments de la biosphere (Lagadic et al, 1997).

Les EG forment une famille de solvants dont I’utilisation s’est développée de facon importante
a partir des années 1960, au plan domestique et professionnel, principalement dans les produits dits a
I’eau (peintures, encres, vernis, produits d’entretien). Il existe deux sous- groupes: la série E et la série
P. Dans la série E, ’EGME, la molécule la plus étudiée sert de référence (Cicolella, 2006).

La pénétration des EG dans l'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 (Marie, 2002; Etiemble, 2003).

Ils accedent a tous les compartiments dans les minutes qui suivent 1’absorption, quelle que soit
la voie d’administration (Sabourin et al, 1992., Ahmed et al, 1994., Johanson, 1994).

La plupart des travaux expérimentaux ont déterminé la toxicité et I’impact de ces produits sur la
santé (Fastier et al, 2005), leurs métabolites semblent €tre plus toxiques que leurs produits initiaux,
I’EGME qui appartient a la catégorie éthylénique des EG montre un large spectre de toxicité chez
plusieurs especes animales, il exerce son action apres sa métabolisation par 1’alcool et 1’aldéhyde-
déhydrogénase en aldéhydes et en acides alkoxyacétiques (Wang et al, 2000).

Depuis la premiere publication de Nagano en 1979, de nombreuses études réalisées chez
I’animal de laboratoire ont montré que des EG dérivés de 1’éthylene glycol ’EGME présentaient des
effets adverses sur la reproduction et le développement (Inserm, 1999).
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L’EGME est un toxique de la reproduction qui induit une infertilité et une atteinte de 1’appareil
génital sur les deux sexes, ainsi qu’une atteinte du développement embryo-foetal apres exposition
maternelle (malformation et altération du développement). Les données €pidémiologiques publiées a
partir de la fin des années 1980 ont confirmé les données animales (malformation, avortement
spontané, hypofertilité). Cette atteinte peut perdurer méme apres retrait de 1’exposition.

Les études d’évaluation des risques invitent a penser que l’exposition massive aux EG
reprotoxiques pendant plusieurs décennies peut avoir un impact important sur la santé reproductive de
la population. L’ensemble des études menées a 1’échelle internationale se sont intéressées aux effets
des EG sur les parametres de reproduction y compris la fertilité féminine (Cicolella, 2006). Il s’agit de
I’altération de 1’ovogenese ou de la perturbation du développement embryonnaire. Sa toxicité sur le
développement se base sur trois types de données: des données sur la toxicité chez les femelles
gestantes, des données sur la mortalité feetale et enfin des données sur les malformations (Maldonado
et al, 2003).

Chez I’Humain, des études chez les femmes sont plus ambigués. Elles semblent montrer une
tendance a une baisse de la fertilité sans qu’elle soit statistiquement significative. Des augmentations
du taux d’avortements ont également été observées dans I’industrie des semi-conducteurs lors de
I’exposition aux EG de la famille éthylénique (Cicolella, 2006).

Une étude cas-témoins a mis en évidence, sur 44 patients atteints des malformations
congénitales et souffrants des retards mentaux, un lien avec I’exposition professionnelle des meres a un
mélange d’EGME et d’éthylene glycol pendant leur grossesse. Les enfants présentaient des signes et
symptOomes tels que des anomalies faciales, des retards mentaux, des anomalies sensorielles et des
malformations des muscles squelettiques (Arteaga et al, 2005).

En 2002, EL-ZEIN a étudié¢ 41 bébés nés de 28 femmes exposées professionnellement a
I’EGME du six étaient exposées durant leur grossesse. Leurs six enfants présentaient des aspects
dysmorphiques caractéristiques, non observés chez les 35 autres enfants (El-zein et al, 2002)

La toxicité des EG sur la fonction de reproduction chez la femelle gravide a été tres peu
étudiée. Chez I’animal, le seul indicateur recherché a été celui de la fertilité (femelles exposées et
accouplées a des males non exposés).).

L’objectif de ce travail réalisé au niveau de I’atelier d’élevage cunicole du centre de formation
professionnelle et d’apprentissage d’OULED MIMOUNE- TLEMCEN (Ouest algérien) est de mettre
en évidence I'impact de L’EGME administré par voie orale sur la reproduction des lapines.
L’évaluation de la toxicité du solvant se fait par un suivi quotidien des lapines gestantes pendant 31
jours (poids corporel des femelles et des feetus) et par la réalisation des dosages biochimiques et
hématologiques.

2. Matériels et Méthodes
Notre étude a concerné un groupe de 40 lapines multipares agées de neuf mois et matures sexuellement
de poids corporel moyen de 3367,1 + 30,47g.

Les parametres d’ambiance du batiment d’élevage: la ventilation, I’humidité relative, la
température ainsi que 1’éclairage (16h de Iumiere/j) sont controlés. Les animaux sont logés
individuellement dans des cages grillagées galvanisées de type Flat Deck, munies d’une trémie, d’une
tétine d’abreuvement et de boites a nid, fixées a ’extérieur. Ils sont nourris ad libitum a base d’un
aliment granulé constitué de mais et d’orge fabriqué a Bouzaréah (Alger).

L'expérimentation consiste a administrer aux lapines trois doses croissantes d’EGME: 50, 100,
et 150ppm. Pour cela nous avons réparti les lapines en quatre groupes comprenant chacun dix lapines,
il s'agit du: groupe 01 ou témoin; groupe 02 traités par 'EGME a raison de 50 ppm; groupe 03 traité
par I'EGME a raison de 100ppm et groupe 04 traités par 'EGME a raison de 150ppm.

Les lapines sont accouplées avec des males non exposés puis retirées une fois 1’accouplement
accompli.
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Le produit est administré par voie de gavage une fois par jour (Iml), six jours par semaine
pendant toute la durée de gestation a 1’aide d’un pistolet.

Un suivi pondéral des lapines a été réalisé de facon hebdomadaire en prenant en considération
plusieurs parametres de la reproduction a savoir: I’avortement spontané, la mortalité maternelle, la
mortalité post natale des foetus et I’hypotrophie feetale.

A la fin de I’expérimentation, Nous avons prélevé, centrifugé le sang pour faire 1’analyse
biochimique et hématologique

Le poids du foie a été noté apres dissection des animaux morts des groupes 03 et 04 apres
avortement et de ceux des groupes 01 et 02 apres la mise bas.

La saisie des données et I’exploitation statistique ont été€ réalisées par le logiciel SPSS version
18, les parametres quantitatifs et qualitatifs sont respectivement exprimés en moyenne + écart type et
en pourcentage (%), Les différences sont considérées comme significatives lorsque (*P < 0,05), tres
significative comparant au témoin (**P < 0,01), hautement significative comparant au t€émoin (***P <
0,001) (Test ANOVA).

3. Résultats
3.1 Effet de PEGME sur les Poids Corporels des Lapines Durant la Gestation

Nos résultats (Figure 1) montrent que I'intoxication a I’EGME durant la gestation affecte les poids
corporels (groupes 02, 03 et 04). Elle entraine une diminution significative de ceux-ci (p<0.05).

Figure 1: Variations moyennes (X+SD) du poids corporels (g)
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3.2 Effet de PTEGME sur les Poids Hépatiques

Ils sont indiqués dans la figure 2. Une augmentation hautement significative est objectivée chez les
groupes trait€s a ’EGME (P <0,001).
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Figure 2: Variations moyennes (X£SD) du poids de foie (g)
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3.3 Effet de PEGME sur la Survenue D’avortement

LEGME a entrainé un avortement chez la totalité des lapines de groupe 03 et 04 celui-ci est précoce
car il survient des la premiere semaine de gestation.
En revanche, les lapines de groupe 02 n’ont pas présenté d’avortement

Figure 3: Variations moyennes (X+SD) de délai de survenue de I’avortement
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3.4 Mortalité des Lapines

Une mortalité de toutes les lapines soumises aux doses 100 et 150 ppm apres deux jours d’avortement
a été constatée.
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Figure 4: Variations moyennes (X+SD) de la mortalité des lapines
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3.5 Durée de Gestation

Les résultats montrent un prolongement de la durée de gestation chez le groupe 02 par rapport aux
témoins (P<0,01).

Figure 5: Variations moyennes (X£SD) du délai de mise bas (jours) entre le groupe témoin et groupe 02
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3.6 Effet ’EGME sur les Poids Fetaux

Le solvant a entrainé une diminution tres significative des poids corporels des feetus (p<0.01).
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Figure 6: Variations moyennes (X+SD) du poids des feetus (g) entre le groupe témoin et groupe 02
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3.7 Analyses Biochimiques
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Les résultats des analyses biochimiques montrent une augmentation tres significative d’ALT, AST,
créatinine, urée chez les groupes traités par rapport aux témoins.

Tableau 01:

Effet de 'EGME sur ’ASAT, ALAT, créatinine et urée

Table 01: Effect of EGME in the ASAT, ALAT, creatinin and urea

Parametres Groupes 01 Groupes 02 Groupes 03 Groupes 04
ASAT (UVL) 26+ 1 35+ 0,8%* 40,35+ 1,6%%* 61+ Q,7%**
ALAT (UVL) 42 £0,7 4541,3%** 58+ 2,6%%* T2+ 1,5%5%*
Créatinine (mg/l) 6,8+0,1 9,5+0.25* 10,1+0,4%* 11,840,227
Urée (g/1) 0.48+0.52 0.57+0.03* 0.62+0.04* 0.74+0.02%**

(M£SD, n=10; Degrés de signification: * P< 0.05. ** P< 0.01. *** P< 0.001).

3.8 Analyses Hématologiques

Une diminution tres significative et hautement significative des nombres des (GR) de (GB) et (PL) a
été révélée chez les groupes 03 et 04 respectivement (p<0,01; p<0,001)
Le groupe 04 objective une diminution significative d’Hb (p<0,05).

Tableau 02:

Effet de ’EGME sur les GR, GB, Hb et PL

Table 02: Effect of EGME in RBC, WBC, Hb and PL

Parametres Groupes 01 Groupes 02 Groupes 03 Groupes 04
GR (10° /1) 5,5+1,12 4,52+1,1 4,1+0,99* 3,440 ,8*
GB (10°/1) 10,4+0,23 7,840,13 3,8+0,18** 3,30, 1%*
Hb (g/dl) 15,9+0,12 10,91+0,15%* 8,33+0,18* 5,8+0,3**
PL (10°/1) 463+£19 352+35,01 139+15,02%%%* 5743,9%%*

(M=SD, n=10; Degrés de signification: * P< 0.05. ** P <0.01. *** P <0.001).

4. Discussion

La fonction de reproduction est un processus biologique essentiel. Malheureusement, pendant ces
dernieres années, le monde a connu une large utilisation de produits chimiques comme les éthers de
glycol qui constituent un grand danger pour la reproduction.
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Nous avons tenté, dans le cadre de cette étude, d’évaluer I’'impact d’un solvant toxique,
I’(EGME), sur la reproduction des lapines de race locale Algérienne.

Nous avons constaté une diminution significative des poids corporels des lapines gestantes
traitées par I’EGME par rapport au groupe témoin. Cette diminution est semblable aux observations de
Hanley qui démontre que la toxicité maternelle n'a été observée que chez des lapins exposés a 50 ppm
EGME.

Dans toutes les études pour lesquelles une toxicité maternelle a été observée, il est toujours noté
une diminution de la prise d’aliments par la mere et/ou une diminution de la prise de poids durant la
gestation (Hanley et al, 1984).

Apres dissection des lapines une augmentation tres significative (p<0,01) des poids du foie est
notée selon les doses d’EGME.

En effet, 1’administration répétée d’EG produit 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. Les effets hépatiques rapportés avec I’'EGME
ont été observés pour des doses supérieures a celles susceptibles d’induire des atteintes hématologiques
(Kawamoto et al, 1991).

La survenu d’avortement a été constatée chez les groupes 03 et 04. Elle est plus précoce chez le
dernier groupe (premiere semaine de gestation). Nos résultats rejoignent ceux de Nelson et al qui
révélaient une létalité embryonnaire totale chez des groupes des rats exposés a une concentration
supérieure ou égale a 73 ppm (Nelson et al, 1989).

Une mortalité embryonnaire est visible dans le groupe d’animaux exposés a 250 ppm /j, et
augmente en fonction des doses d’exposition pour atteindre 100 % a la plus forte dose (Nagano, 1984).
Nous avons constaté que la mortalité est totale de toutes les lapines de la dose 100 ppm et 150 ppm
suite a un avortement. Nous sommes en accord avec les résultats observés chez Wickramaratne qui a
enregistré que les applications de la dose la plus €élevée ont conduit a la mort de toutes les rates en
gestation, I’apparition de signes séveres témoignant d’une forte toxicité maternelle (Wickramaratne,
1986).

Nos résultats montrent un prolongement de gestation chez le groupe 50 ppm. La méme
observation a été observée chez les rates femelles (Hardin, 1983).

Il avait été rapporté que ’EGME et ’EGEE augmentaient le temps de gestation chez la rate et
la souris en absence de toxicité maternelle Marty et Loch-caruso ont testé 1’hypothese que cet effet
pourrait étre la conséquence d’une inhibition des jonctions communicantes de la musculature lisse du
myometre (Marty et al, 1998).

Le solvant a entrainé une diminution tres significatif (p<0.01) de poids corporel des feetus traité
par ’EGME par rapport aux témoins.

Ces résultats sont corrélés avec les travaux de Cicollela en 2000 et Hardin en 1983 qui prouvent
que I’embryotoxicité a également traduit par une réduction du poids corporel des feetus.

Ces effets sont retrouvés chez toutes les especes traitées: souris, rat, lapin et singe quelle que
soit la voie d’exposition (gavage, eau de boisson, inhalation, cutanée).

Sur le plan biochimique, nos résultats ont montré une perturbation au niveau des parametres
biochimiques, notamment chez les groupes des lapines traitées a raison de 100 et 150 ppm, L analyse
de nos résultats, montre une augmentation d’ALAT, ASAT, créatinine et I’urée.

Différentes études montrent que ce produit provoque une altération des parametres
biochimiques (Inserm, 1999).

Concernant I’évaluation de la toxicité hématologique, I’administration d’EGME a entrainer une
diminution des globules rouges, hémoglobine, plaquettes et des globules blancs.

Des études effectuées sur des animaux de laboratoire ont montré que les dérivés de 1'éthylene
glycol, principalement ceux qui ont une chaine alkyl courte (EGME) sont responsables d'une
hypocellularité (une diminution des lignes sanguines), une diminution des progénitures en particulier
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granulocytaires et érythrocytaires. Ces effets sont responsables de leucopénie avec neutropénie et une
anémie (Ghanayem, 1996).

5. Conclusion
EGME est I’éther de glycol le plus testé et sert en quelque sorte de molécule de référence pour les
autres EG.

Sur toutes les especes animales (souris, rat, lapin), EGME induit une atteinte du développement
en cas d’exposition maternelle de nature reprotoxique chez la femelle.

Chez I'animal, ’EGME et ses métabolites passent la barriere placentaire dont ses effets
toxiques sur le développement semblent dépendre de la formation d’acide méthoxyacétique (MAA), un
de ses métabolites lui-méme classé reprotoxique catégorie 2 (R60-R61).

Nous avons montré que 1I’administration d’EGME a 50, 100 et 150 ppm par voie orale chez les
lapines gestantes pendant 31 jours provoque divers effets reprotoxiques (réduction du poids des
lapines, les avortements spontanés, mortalité maternelle, prolongement de la gestation, hypotrophie
feetale), hépatotoxique (augmentation du poids du foie), hématotoxique (détérioration significative des
parametres hématologiques, GR, Hb, GB, PL) et altération hautement significative des parametres
biochimiques (ALAT,ASAT, Créatinine, urée).

Ces résultats ouvrent la voie a d’autres recherches qui peuvent comprendre plus d’échantillons
et d’autres parametres pour évaluer 1’embryo-foetotoxicité de 'EGME.
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Resumne

Résumé

es éthers de glycol sont des solvants organiques ayant de nombreuses applications
industrielles, domestiques et cosmétiques, ils sont connus pour induire des perturbations de
la fonction de reproduction. Cette étude a pour objectif de mettre en évidence I’effet
reprotoxique, embryo-foetotoxique et hématotoxique de 1’Ethyléne Glycol Monométhyl Ether
(EGME) et d’évaluer son stress oxydatif en évaluant son pouvoir oxydant in vitro chez les lapines
gravides et non gravides de 1’espéce Oryctolagus cuniculus. Pour cela, dans la premiére partie de
1’étude, trois groupes des lapines gravides (n=10) ont recus par gavage trois doses croissantes de
I’EGME a raison de 50, 100 et 150 ppm pendant (32 jours). Un suivi journalier du poids corporel et du
déroulement de la gestation des lapines gestantes a été effectué. La deuxiéme partie a concerné 1’étude
de trois groupes de lapines non gravides (n=10) traitées par les mémes doses précédentes pendant
guatre semaines successives. Les résultats de 1’exposition a ’EGME des lapines gravides indiquent
I’existence d’un signe de toxicité maternelle traduit par une réduction remarquable tres significative (p
<0.01) de poids corporel des lapines traitées accompagné par la réduction de la prise alimentaire et
hydrique par rapport aux témoins. Le deuxieme signe toxique est la résorption feetale précoce qui est
survenue autour de J7 a J9 de gestation chez toute les lapines traitées par la forte dose 150 ppm. La
dissection des lapines décédées (autopsie) aprés I’avortement nous a permis de constater un aspect
hémorragique utérine avec la présence des ulcéres et des hémorragies gastriques graves
vraisemblablement responsable du décés. Une véritable feetotoxicité s’est manifestée par un
prolongement anormal de gestation et une hypotrophie feetale avec un changement comportemental
tres remarquable par rapport aux témoins. Concernant les lapines non gravides, nous avons démontré
une toxicité gonadique (atrophie ovarienne) et une hépatotoxicité (hypertrophie du foie avec un aspect
histopathologique), L’implication de I’EGME dans le stress oxydant est confirmée par une
augmentation significative de la MDA témoignant une forte peroxydation lipidique, une réduction
significative de I’activité enzymatique antioxydante de glutathion peroxydase (GSH-Px) et un
effondrement du glutathion réduit (GSH) au niveau des ovaires et le foie. L’hématotoxicité de ce
solvant a été confirmée chez les deux études par la détérioration significative des paramétres
hématologiques : globules rouges (GB), hémoglobines (Hb), globules blancs (GB), plaquettes (PL) et
’altération hautement significative des parameétres biochimiques (ALAT, ASAT, créatinine, urée,
triglycéride, cholestérol et glucose).
En conclusion, la présente étude a montré que I’EGME est capable d’induire une forte reprotoxicité

et altérer le systeme antioxydant.

Mots clés : EGME, lapines, reprotoxicité, hépatotoxicité, hématotoxicité.
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