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Introduction

Introduction

L’utilisation de modeles animaux est essentielle pour décrypter le vivant. Aucune
alternative a ce jour ne peut s'y substituer totalement. Méme si les méthodes in vitro (sur
cellule) ou in silico (modélisation informatique) jouent un réle important dans de nombreux
projets de recherche comme les activités biologiques de molécules, la génomique etc... Mais
elles ne permettent pas, seules, de comprendre et de reproduire les interactions multiples des

préparations ou de leurs principes actifs au sein d’un organisme vivant.

L'une des propriétés biologiques les plus importantes des produits de consommation, ainsi que
de nombreuses matieres premiéres, est la compatibilité locale avec les muqueuses. Jusqu'a
présent, les tests in vivo normalisés sont acceptés par les autorités de santé publiqgue comme
valides pour estimer le potentiel d'irritation des produits chimiques et adaptés a I'évaluation
des risques. Néanmoins, la discussion controversée sur les tests sur les animaux, et en
particulier sur le test oculaire de lapin de Draize, s'intensifie dans le domaine public et
scientifique. Des efforts ont donc été faits pour valider des tests in vitro efficaces et
appropriés dans les industries internationales des cosmétiques au cours de la derniere
décennie. L'un des tests in vitro les plus importants est le HET — CAM, le test sur la

membrane chorioallantoique des ceufs de poule fécondés.

Dans ce mémoire nous avons choisi de faire un apercu sur les techniques in vitro les plus
utilisés, des progres récents dans les alternatives au test d'irritation oculaire de Draize, avec la
mise en lumiere du test de la membrane chorioallantoique (HET-CAM), une des méthodes in
vitro représentatives pour évaluer lirritation oculaire et la corrosion, nous parlerons de ses
criteres d'évaluation, mais aussi de sa méthodologie, les détails du protocole, les applications
et leur statut de validation. Au vu de la situation sanitaire actuelle du pays et donc
I’impossibilité de réaliser nous-mémes ce test, nous nous contenterons donc de discuter les
résultats de test HET-CAM obtenus pour 6 produits cosmétiques, réalisé au niveau du CHU
de Constantine, et de les comparer aux classifications de ces mémes produits, obtenus cette

fois-ci par le test de Draize.
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. Généralité
1.1. Toxicologie
La toxicologie est la science qui étudie les effets néfastes sur les organismes vivants
des poisons et de différentes substances chimiques et leurs différentes caractéristiques. Elle
fait appel a plusieurs domaines scientifiques et s'intéresse & un grand nombre de secteurs de
l'activité humaine : l'agriculture, l'alimentation, l'industrie pharmaceutique, I'environnement,
les milieux de travail, etc. (CSST, 2005)

1.2. Toxicité
La toxicité c'est I'ensemble des effets nocifs qu'un toxique peut provoquer a un
organisme vivant. D'une autre expression c'est la capacité d'une substance chimique a
produire des effets néfastes chez un organisme vivant. Ce qui fait de cette substance
dangereuse. La toxicité d'une substance est en relation direct a la voie et la dose absorbé, le
temps entre absorption et apparition des effets néfastes, l'organe cible, etc. (CSST, 2005)
Il existe 4 formes de toxicité : toxicité aigué, toxicité subaigué, toxicité sub-chronique et la

toxicité chronique.

1.2.1. Toxicité aigle
La toxicité aigué est la toxicité¢ induite lors d’une exposition unique a une substance

toxique dans une durée qui ne dépasse pas les 24 heures. (CSST, 2005)

1.2.2. Toxicité subaigte
La toxicité subaigué est la toxicité induite lors d’une exposition répétée a une
substance toxique dans une durée qui ne dépasse pas un mois et supérieur a 24 heures.
(CSST, 2005)

1.2.2. Toxicité sub-chronique

La toxicité sub-chronique est la toxicité induite lors d’une exposition a une substance

toxique d’une fagon répétée dans une durée de un et trois mois. (CSST, 2005)



l. Généralité

1.2.2.4. Toxicité chronique
La toxicité chronique est la toxicité induite lors d’une exposition répétée pour une

durée supérieure a trois mois a une substance toxique. (CSST, 2005)

Tableau I: Les formes d'intoxication

FORME FREQUENCE DUREE DE
D’INTOXICATION D’ADMINISTRATION L’EXPOSITION
AIGUE Unique < 24 heures
SUBAIGUE Répétée < 1 mois
SUBCHRONIQUE Répétée de 1 a 3 mois
CHRONIQUE Repeétée > 3 mois

1.3. La définition de la cytotoxicité

Une substance cytotoxique est toute substances nocives pour les cellules, donc c'est
celle ayant la propriété de les détruire (exemple : un médicament cytotoxique), et donc
elle est capable d'altérer les structures et / ou les processus fondamental pour la survie
cellulaire, la prolifération et / ou la fonction. (EKWALL, 1983).

I.4. Irritation oculaire
L’irritation oculaire désigne 1’ensemble des dommages qui peuvent arriver lors de
I'application de la substance d'essai a la surface antérieure de I'eeil, elle est habituellement
réversible aprés 21 jours. La corrosion des yeux est associée a I’apparition de ’ensemble
des dommages irréversibles affectant 1I’ceil. (OECD. Test N°. 405, 2012).

1.4.1. Aspect Clinique

Plusieurs composés chimiques peuvent causer des troubles et des irritations oculaires
suite a une projection (exposition) directe ou par émanation de vapeurs. L'intensité de
l'atteinte oculaire est relative aux propriétés physico-chimiques de l'agent et la durée de

contact.

La symptomatologie est tres variable d'un simple tableau clinique : de corps étranger,
sensation de brulure, de sécheresse, photophobie, larmoiement, vision fluctuante, rougeur
3
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oculaire. Vers une corrosion de la surface oculaire dont le pronostic est tres défavorable
(GILLION et al. 2012).

Au début, une rougeur de la conjonctive peut apparaitre a cause de l'injection
vasculaire et des larmes apparaissent. Si l'irritation est sévere, une congestion et un cedéme du
tissu conjonctif apparaitront par la suit. L'endothélium et I'épithélium, qui sont responsables

du maintien de I'hydratation du stroma vont essayer de garder I'exces d'eau.

L'atteinte de la cornée, quant a elle proportionnelle a celle de I'épithélium cornéen : si
elle est partielle, sa régénération se fera en quelques jours et sans séquelles. C'est souvent le
cas apres l'action de solvants organiques. Par contre si I'endothélium coréen est touché, il peut

y avoir une perte définitive de la vue.

1.4.2. Mécanisme étiopathologiques
Les substances chimiques agressives agissent sur I’ceil selon des mécanismes
différents qui dépendent du toxique. Les predominants mécanismes physiopathologiques

sont :

1.4.2.1. Effet des produits tensio-actifs ou détergents

Ces produits sont capable d'altérer la tension de surface des membranes cellulaires et
s'insérent au sein de la bicouche phospholipidique ou les composants présentent les mémes
propriétés biochimiques. Les composés tensioactifs sont des molécules amphiphiles, c'est-a-
dire qu'elles présentent deux parties de polarité différente, I'une lipophile (soluble dans les
matiéres grasses) et apolaire, l'autre hydrophile (soluble dans I'eau) et polaire. Les détergents
les plus agressifs peuvent affecter I'ensemble de la cornée jusqu'a lI'endothélium et provoquer
un descemetocéle dans de rares cas (MAURER et PARKER, 2000).

1.4.2.2. Altérations du film lacrymal

Les toxiques sont capables de dissoudre la couche lipidique du film lacrymal par des
intensités différentes suite a leurs propriétés physico-chimiques. Cela conduit a une rupture

rapide du film lacrymal facilitant 1’évaporation de 1’eau et produisant une sécheresse oculaire.

1.4.2.3. Cytotoxicité cornéen

Des changements morphologiques de la cornée telle qu’une disparition totale ou
partielle des microvillosités ou la coupure des jonctions intercellulaire accroit la perméabilité
et la pénétration des solutions ioniques, des substances lipophiles et des

4
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microorganismes. Les résultats peuvent étre sérieux : épaississement de la cornée, atteinte

de I’endothélium, opacité cornéenne.

1.4.2.4. Les médiateurs de ’inflammation oculaire

Plusieurs cytokines inflammatoires sont retrouvees dans les larmes, dans les deux états

pathologiques et normaux :

L'IL-6 et I'L-8 sont présent dans les larmes normales (NAKAMURA et al, 1998). L'IL-6
a aussi été retrouvée a des niveaux plus élevés dans les larmes de patients avec un

syndrome de Sjogren par rapport aux yeux normaux.

Les cytokines pro-inflammatoires IL-1a et IL-1B sont retrouvées a des niveaux élevés
dans l'eeil sec, comme la MMP-9 matricielle, une enzyme qui clive le précurseur de I'lL-

1B en sa forme active.

Ces médiateurs sont corrélés avec la prise de fluorescéine mais ne peuvent pas
discriminer entre les maladies des glandes de Meibomius et le syndrome de Sjogren,
probablement parce qu'ils ont pour origine, au moins pour une partie, I'épithélium
conjonctival (SOLOMON et al, 2001).

Une activité élevée des plasmines a aussi été retrouvée dans les larmes de patients avec
un syndrome de Sjogren, suggérant une activité protéolytiqgue importante probablement
associée aux réactions inflammatoires dans les glandes lacrymales et/ou les cellules de la
surface oculaire (VIRTANEN et al, 1997).

L.5. Anatomie de I’ceuf
La poule possede des cellules reproductrices trés complexes qui peuvent mener a la création
d’une vie. L'albumen inclus par les membranes de la coquille entoure le jaune d'ceuf et
protege cette vie potentielle. Un ceuf est une cellule unique jusqu'a ce qu'elle soit fécondée.
L’ceuf est composé de :
1.5.1. Coquille d'ceuf
La surface extérieure dure de I'ceuf est la coquille offre une protection a la partie
intérieure de 1'ceuf.
1.5.2. Matrice de la coquille
Structure vésiculaire protéinée semi-transparente entre la cuticule et les membranes de
la coquille, qui s'appelle matrice de coquille d'ceuf.
5
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1.5.3. Membrane de la coquille
Les membranes de la coquille se trouvent entre la coquille d'ceuf et le blanc d'ceuf.
Protegent I'embryon et toutes les structures qui le soutiennent.

1.5.4. Chambre & air
C’est l'espace entre I'extérieur et les membranes internes de la coquille a I'extrémité
émoussée de I'ceuf, ou la coquille est la plus poreuse et l'air peut facilement pénétrer.

1.5.5. Chalaze
Le jaune de I’ceuf est suspendu dans le blanc d’ceuf par deux tissus en spirale appelées
chalaze. Les chalazes maintiennent fermement le jaune dans le centre de I'ceuf.

1.5.6. Membrane vitelline
L’espace qui renferme le jaune est appelé membrane vitelline .Cette membrane a des
couches intérieure et extérieure. La couche intérieure est transparent, encercle le
blastodisque avec du jaune. La couche extérieure est blanchatre.

1.5.7. Disque germinal
Au niveau de la surface du jaune, le disque germinal est entouré d'une membrane
vitelline interne. Ceci est un petit disque cytoplasmique contenant I'ADN et des
molécules de I'ovule. Le disque germinal ou blastodisque est visible a I'ceil nu,
apparaissant en surface du jaune comme un point blanc.

1.5.8. Blanc d’ceeuf (albumen)

Liquide cytoplasmique transparent contenu dans 1I’ceuf.
1.5.9. Jaune d'ceuf

C’est la partie qui sert de source de nourriture pour le développement embryonnaire.

(Md. Anisur Rahman , 2013)

Shell
Membranes Air Cell

Perivitelline
Membrane
Shell

Germinal Disc

Yolk
Thin Albumen

Thick Alburnen Chalaza

Figure 1: Constitution d’un ceuf. (Teshager Dubie et al , 2014).
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1.6. Anatomie de I’ceil :
L'ceil humain normal mesure environ 22 a 27 mm de diamétre antéropostérieur et 69 a 85 mm
de circonférence. Le globe oculaire humain se compose de trois couches primaires, chacune
de ces trois couches étant sub-divisable. Les trois couches primaires et leurs subdivisions
respectives comprennent:
1. la couche de support la plus externe de I'eeil, qui consiste en une cornée claire, une
sclére opaque et leur zone d'interdigitation, désignée sous le nom de limbe.
2. la couche uvéale moyenne de I'eeil, constituant la couche vasculaire centrale du globe,
qui englobe I'iris, le corps ciliaire et la choroide.

3. la couche intérieure de 1'eeil, communément appelée rétine. (Barry D. Kels, 2015)

Figure 2: Anatomie de I’eeil. (Barry D. Kels et al , 2015).
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Il. Les facteurs influencant la toxicité

La quantité du toxique, la durée d'exposition et les différents facteurs physiologiques,
environnementaux et pathologique affect la toxicité d'une substance. Comme a travers
I'ADME (absorption, distribution, métabolisation et I'élimination) elle peut modifier son effet
toxique. La toxicité et l'effet toxique sont influencé par plusieurs facteur comme:
(BENSAKHRIA, 2018)

I.1. La toxicité

Le degré de toxicité n'est pas le méme pour toute les substances. Certains sont
largement plus toxiques que d'autres, cette variation de toxicité peut étre expliquée en partie
par les différences qui existent entre la structure chimique des substances. Ces différences
peuvent affecter la capacité des substances a perturber le fonctionnement de l'organisme
(exemple figure 1). (CSST, 2005)

CH,

Benzéne =
cancer du sang Toluéne =

aucune cancérogénicité connue

Figure 3: Structure chimique et effet

D'autre partie elle peut étre expliqué par les caractéristiques physico-chimiques (la

grosseur des poussieres, la volatilité et la solubilité dans I'eau, pH,... etc.)

I11.2. La biotransformation

Le terme "biotransformation” représente I'ensemble des modifications chimiques que
subissent les xénobiotiques (toxiques, médicaments,... etc.) dans l'organisme pour donner
naissance a des métabolites. Les biotransformations sont principalement effectuées par
réactions enzymatiques. Un xénobiotique peut subir multiples biotransformations qui

aboutissent a la formation de plusieurs métabolites. (MENNIER, 2020)
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Il. Les facteurs influencant la toxicité

11.3. L’individu

Il existe une grande variabilité entre les individus vu que la population humaine est un
group hétérogene. Ce qui veut dire que I'effet toxique pour une méme dose d'un toxique peut
étre différent selon I'hdte exposée a ce dernier. La nature et l'intensité de ces effets toxiques
est due a deux principales catégories. (CSST, 2005 .BENSAKHRIA, 2018)

11.3.1. Facteurs génétiques

Cette variation dans l'activité pharmacologique et toxicologique est en générale due a
la variabilité de I'emplacement physique du géne (l'allele) ce qui provoque un changement
dans les protéines impliquées dans le devenir des substances (enzymes métaboliques —
proteines de transport) (BENSAKHRIA, 2018).

11.3.2. Facteurs physiologiques
a. Le sexe

Concernant la métabolisation des toxiques il y a une différence entre les femelles et les
males. (CSST, 2005) Comme dans le cas du Paraoxon (métabolite du Parathion) on trouve
que les rats sont moins sensibles que les rates (BENSAKHRIA, 2018).

b. L’age

Communément les personnes agees et les enfants sont plus sensibles aux effets
toxiques que le reste des tranches d'age. Par exemple on observe une absorption plus facile
chez les jeunes enfants que les adultes (jusqu'a 40 fois de plus pour le cadmium) (CSST,
2005), (BENSAKHRIA, 2018).

C. La grossesse

Au cours de la grossesse des modifications de l'activité métabolique se produit chez la
femme ce qui résulte que le processus de métabolisation des toxiques sera affecté (CSST,
2005).



Il. Les facteurs influencant la toxicité

d. L’état de santé général

Les individus qui souffrent de maladies hépatiques ou rénales résistent moins que ceux
qui sont en bonne santé, car ils métabolisent et éliminent les toxiques plus facilement (CSST,
2005).

e. L’environnement

Les facteurs environnementaux, ce sont les éléments extérieurs a l'individu qui
peuvent modifier les effets d'un toxique et méme avoir un effet sur sa toxicité comme la

lumiere, la température, l'altitude. .. etc.

L'exposition aux mélanges de produits chimiques en milieu professionnel est un des

problemes les plus importants qu'il faut prendre en considération.

L'exposition simultanée a ces mélanges de produits qui sont souvent complexes et
formé de produits de transformation, de composés similaires, de produits de réaction ou de
résidus (déchets) peut entrainer des réponses inattendues qui peuvent différer de la réponse

causées par chacun des composants du mélange administré séparément (CSST, 2005).

f. Les interactions

Plusieurs termes existent pour décrire les interactions toxicologiques qui sont:
I'addition, la potentialisation, la synergie et I'antagonisme (CSST, 2005), (BENSAKHRIA,
2018).

» Addition

Il n'y a pas dinteraction, la somme des réponses des substances prises
individuellement est égale a la réponse obtenue lors d'une administration simultanée des
substances (toxique) (CSST, 2005).

Addition
[Al+[B| = | AB

Figure 4: L'addition
10




Il. Les facteurs influencant la toxicité

* Synergie
La somme des réponses des substances prises individuellement est inférieure a la

réponse obtenue quand les substances sont prises au méme temps (CSST, 2005).

Synergie

+|B AB

Figure 5: La synergie

* Potentialisation
Elle se produit lorsque la réponse de la substance (le toxique) sera augmentée par une

autre substance qui n'est pas forcément toxique (peu ou pas toxique) (BENSAKHRIA, 2018).

Potentialisation

[E] = [E

. Toxique Plus toxigue

Peu ou pas toxique

Figure 6: La potentialisation
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e Antagonisme
La somme des réponses obtenue lors d’une administration individuelle des substances
est supérieure a la réponse obtenue dans une administration simultanée (CSST, 2005).

Antagonisme

IAl+[B| = |AB

Figure 7: L'antagonisme
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1II. Méthodes d’évaluation de la toxicité in vitro

I11. Méthodes d’évaluation de la toxicité in vitro

La recherche animale étudie des organismes vivants. Elle a permis les progrés de la
connaissance et de la médecine et reste indispensable pour protéger la santé des hommes et
des animaux. Elle est utilisée en recherche fondamentale, dans la recherche sur les maladies et
sur les médicaments. Cela dit, 1'é¢thique est au cceur des préoccupations en recherche. Elle
utilise les connaissances et les compétences pour augmenter l'information obtenue et pour
diminuer le nombre d'animaux utilisés, les contraintes et ccuvre pour la mise en place dans la
mesure du possible, d’'un maximum de méthodes basées sur des tests in-vitro. Elle s'appuie

sur le principe des 3R et sur les comités d'éthique.

Régle des 3R: Réduire, Raffiner, Remplacer

Comme son nom l'indique elle est constitué de 3 élements : Réduire, Raffiner,
Remplacer, ces appellations ont été utilisées par Russell W.M.S et Burch R.L en 1959. C'est
I'une des principales formes de I'éthiques qui représente les bonnes pratiques qu'on doit
respecter en expérimentation animale et dans la recherche scientifique (ACADEMIE
NATIONAL DE PHARMACIE, 2017).

Elle est anticipée par les scientifiques eux-mémes, qui illustrent en cela la phrase de
Jean-Bernard : " Tout ce qui n'est pas scientifique n'est pas éthique "(ACADEMIE
NATIONAL DE PHARMACIE, 2017).

A. Réduire

C'est la réduction du nombre d'animaux utilisé dans I'expérimentation, ceci peut étre réalisé

par différentes méthodes :
- Utilisé le maximum d'informations collecté depuis des expérimentations similaire

- Utilisé les animaux seulement quand il en est nécessaire c'est-a-dire dans les expériences qui

sont jugé importantes.

- Elaboration d'un protocole expérimental pour but d'obtention de résultats satisfaisant qui

conduisent a une conclusion valable et évité la répétition des expérimentations déja faite.

- Utilisation des méthodes statistique pour déterminer le nombre d'animaux nécessaire a
I'obtention des résultats désiré (MICHAEL et FESTING, 1994).
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1II. Méthodes d’évaluation de la toxicité in vitro

B. Raffiner

Ce qu'on veut dire par raffiner c'est diminuer ou éviter la douleur et la souffrance
infliger aux animaux par les manipulations expérimentales et obtenir d'avantage
d'informations convenable a la recherche effectuée sans faire souffrir I'animal (La régle des 3
R, INSERM, 2020). L'administration d'analgésiques est nécessaire lorsque I'expérimentateur
effectue une manceuvre qui va certainement mettre l'animal en détresse et en douleur

(FLECKNELL, 1994).

Optimiser la méthodologie appliquée aux animaux, notamment les conditions de

transport, élevage, hébergement, utilisation (INERIS, 2011).

C. Remplacer

C’est I’action de remplacer a chaque fois que cela est possible le modele in vivo par
des modeéles in vitro ou "in silico” modeles mathématiques, bioinformatique. Les masses et
plusieurs organisations de protection des animaux sont entrains d'encourager ces techniques
alternatives pour limiter voir méme mettre un terme a l'utilisation des animaux dans la
recherche scientifique (La regle des 3 R, INSERM, 2020).
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IV.  Les alternatives aux tests d’irritabilité
IV.1. Test d’Irritation cutanée sur épiderme humain reconstitué (OCDE n°439)

L’irritation cutanée est une forme de Iésions qui apparait aprés exposition a une
substance chimique, des manifestations sous formes d'cedéme et érythéme sont constaté, une
forte exposition conduit a la pénétration du composant chimique a travers la premiére couche
de la peau ou ce dernier exerce des effets toxiques qui mene a la lésions des kératinocytes et
plusieurs effets cytotoxiques au niveau de la peau (OCDE N° 439, 2013).

e Principe du test

Le produit chimique est appliqué sur un modeéle tridimensionnel d'épiderme humain
reconstitue, forme a partir de kératinocytes non transformés préleves sur épiderme humain et

mis en culture pour donner un modele multicouche tres différencié d'épiderme humain.

Ce modele est constitue de couches organisées (basale, épineuse et granuleuse), ainsi
que d'un stratum corneum multicouche qui contient des couches lipidiques lamellaires
intercellulaires qui représentent les principales classes de lipides, la méme que l'on observe in
vivo, les cellules mourantes a cause des effets toxique peuvent soit rejeter des médiateurs de
I'inflammation ou induire la cascade inflammatoire qui agit aussi sur les cellules du derme, en
particulier les cellules stromales et endothéliales des vaisseaux sanguins. C'est la dilatation et
la perméabilité accrue des cellules endothéliales qui sont responsables des érythemes et des
cedémes observés Les produits chimiques irritants sont mis en évidence par leur capacité a
faire chuter la viabilité cellulaire sous un seuil prédéterminé (< 50 %, pour la catégorie 2 du
SGH de I'ONU). En fonction du cadre législatif et de l'applicabilité de la présente Ligne
directrice, les produits chimiques testés produisant une viabilité cellulaire supérieure au seuil
défini peuvent étre considérés comme non irritants (> 50 %, sans catégorie) (OCDE N° 439,
2013).

IV.2. Test de fixation du rouge neutre : Test de phototoxicité (OCDE n° 432)

La phototoxicité est une réaction a effets toxiques causée par des produits chimiques
photoréactifs administrés par voie topique ou systémique, apres exposition du corps a la
lumiéere. Le test de phototoxicité in vitro « fixation du colorant vital rouge neutre » permet de
déterminer le pouvoir phototoxique d’un produit chimique qui survient a cause de 1’excitation

apres exposition a la lumiére (OCDE N° 432, 2004).

15


https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#1
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#2
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#2
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#2
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#2
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#2
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#3
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#3
https://freeplagiarismchecker.pro/en/report#3

1V. Les alternatives aux tests d’irritabilité

e Principe du test

La comparaison de la cytotoxicité d'un produit chimique avec et sans exposition a une
dose non cytotoxique de lumiere solaire est sur quoi se base le test de phototoxicité in vitro,
Dans ce test, la cytotoxicité est exprimée comme la diminution, en fonction de Ila
concentration, de la fixation du colorant vital rouge neutre 24 heures aprés traitement par le
produit chimique mis a l'essai et irradiation. Le rouge neutre est un colorant cationique faible
qui a la capacité de pénétré facilement dans les membranes cellulaires par non-diffusion, et
peut s'accumuler a l'intérieur de la cellule dans les lysosomes. Si la membrane cellulaire ou les
lysosomes sont endommagés par une substance chimique irritante, la teinture s'‘échappe par
les membranes perméables (OCDE N° 432, 2004).

IV.3. Tests d'Eyetex

Le systeme de test EYETEX est un test in vitro qui est base sur la turbidité produite
dans un tube d'essai. Il ne nécessite pas d'animaux ou une culture de tissu, bien que le matériel

soit d'origine biologique.

Les échantillons sont incubées avec un Réactif EYETEX qui lie les produits chimiques
qui sont potentiellement toxiques pour les yeux. Le réactif est une poudre lyophilisée
contenant des proteines, des glycoprotéines, des mucopolysaccharides, des sels et un tampon ;
la composition exacte de ce réactif est exclusive. La poudre est reconstituée par addition d'eau
distillée a 0,1 % (poids par volume) d'Azoture de sodium comme conservateur pour produire
un reactif concentré. Les irritants chimiques entrainent une agrégation et l'irritation chimique
de l'échantillon d'essai peut étre classé selon le degré d'opacité produite. Cela peut étre
comparé aux opacités produites par les irritants connus avec irritation légére, modérée et
sévere (ANDERSON, 1990).

IV.4. Test sur il de poulet isolé (OPI) (OCDE n° 438)

Le comité de coordination inter-agences pour la validation des méthodes alternatives
(ICCVAM) des Etats-Unis avec l'aide du centre européen pour la validation de méthodes
alternatives (ECVAM) et le centre japonais pour la validation de méthodes alternatives
(JaCVAM) ont mis on ceuvre une méthode pour dépister les produits chimique qui ont la
capacité de provoquer des lésions oculaires. Le test OPI exhibe une précision de 83 % et un

taux de faux positifs de 7 % et aussi un taux de faux négatifs de 47 % (OCDE N° 438, 2013).
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1V. Les alternatives aux tests d’irritabilité

e Principe du test

La détermination du gonflement, de l'opacité et de la rétention de fluorescéine de la
cornée est la maniére de déterminé les dégats causes par le produit chimique testé. On utilise
dans cet essai des yeux prélevés sur des poulets tués en abattoirs pour la consommation
humaine, et les animaux de laboratoire sont donc inutiles. On utilise uniquement des yeux
d'animaux sains dont I'entrée dans la chaine alimentaire humaine est autorisée. Le gonflement
de la cornée est une mesure quantitative, tandis que l'opacité, la rétention de fluorescéine et
les changements histopathologiques sont des examens qualitatifs. Chaque mesure est reportée
sous forme d'un score quantitatif utilisé pour assigner une catégorie OPI (1 a 4), ou associée a
une catégorie qualitative utilisée pour assigner une catégorie de produit chimique dangereux
pour I'ceil in vitro (OCDE N° 438, 2013).
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V. Autres exemples de tests in vitro

V. Autres exemples de tests in vitro

Les méthodes in vitro ne se limitent pas qu’aux tests de I’irritabilité, il existe aussi des

techniques permettant d’étudier la mutagénécité des produits, en voici quelques exemples.
V.1. Test d’Ames mutation reverse sur bactéries (OCDE n° 471)

Les tests de mutation réverse sur les bactéries sont pratiqués sur les souches
d’Escherichia coli et de Salmonella typhimurium auxotrophes a I'égard d'un acide
amingé. Leurs but est de détecter des mutations ponctuelles issu de la substitution, I'addition ou
délétion des bases de 'ADN. Les mutations ponctuelles sont la cause de plusieurs maladies
génétiques humaines. Les tests de mutation réverse sur les bactéries sont rapides, pas chere et
faciles a realiser (OCDE N° 471, 1997).

e Principe du test

La substance de l'essai est ajoutée dans une boite pétrie ou les bactéries sont en
suspension en présence et aussi en l'absence d'un activateur métabolique exogéne. Dans la
méthode par étalement (incorporation directe) les bactéries sont émergées avec une couche
d'agar de surface et sont ensuite déposées sur un milieu défini. Quand a la méthode de pre-
incubation, le mélange de traitement est incubé et ensuite fusionne avec une couche d'agar de
surface avant I'étalement sur un milieu défini. Dans les deux cas, aprés deux ou trois jours
d'incubation, les colonies revenantes sont comptées et leur nombre est comparé a celui des

revenants spontanés dans les boftes témoins traités avec le solvant (OCDE N° 471, 1997).
V.2. Test de mutation génique sur cellules de mammifére (OCDE n° 476)

Le test de mutation génétique sur les cellules de mammiféeres a pour but de détecter
des mutations induites par des produits chimiques. Les cellules employées nous permettent de
mesurer les mutations directes sur les genes hypoxanthine guanine phosphoribosyl transférase
" test HPRT " et le transgene de la xanthine-guanine phosphoribosyl transférase (GPT) aussi
nommé " test XPRT ", les deux tests détectent différentes catégories d'effets génétiques. Test
XPRT est moins utilisé que le test HPRT a des fins réglementaires (OCDE N° 476, 1997).

e Principe du test

Des cellules mutantes qui ont un mangque en HPRT dans le test HPRT ou en XPRT

dans le test XPRT peuvent résister aux effets cytostatiques de la 6-thioguanine " TG " un
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V. Autres exemples de tests in vitro

analogue de la purine. Les cellules munies de GPT (dans le test XPRT) sont sensibles a la TG.
Ceci résulte a l'inhibition du métabolisme et arrét de la division cellulaire, les cellules
mutantes proliférent grace a la TG alors que les cellules non mutantes ne proliferent pas. La

cytotoxicité est déterminée par la mesure de la survie relative (OCDE N° 476, 1997).

V.3. Test de synthese non programmeé de I'ADN (OCDE n° 482)

Ce test permet la détection in vitro de synthése d’/ADN de réparation dans des cellules
primaires ou des lignées cellulaires établies. L'effet est mesuré par le taux d'incorporation d'un
nucléotide tritié par exemple 3 H-TdR, a l'aide de techniques d'autoradiographie ou de
comptage en scintillation liquide (LCS). L'UDS peut également étre mesuré en utilisant des
systémes in vivo (OCDE N° 482, 1986).

e Principe du test

Le test de synthese non programmeée de I'ADN détermine le volume de la synthése de
réparation de I'ADN apres excision et élimination d'un fragment d'/ADN contenant la région
Iésée par des éléments chimiques ou physiques. Ce test repose sur l'incorporation du 3 H-TdR
« thymidine tritiee » dans I'ADN des cellules de mammiferes qui ne sont pas dans la phase S
du cycle cellulaire. On peut définir Il'incorporation de 3 H-TdR en examinant, par
autoradiographie ou par comptage en scintillation liquide, 'ADN provenant de cellules
traitées (OCDE N° 482, 1986).

V.3. Test d'échange de chromatides—sceurs

Le test d'échange de chromatides-sceurs a pour but de détecter les échanges
réciproques d'ADN entre deux chromatides sceurs d'un chromosome en phase de
dédoublement. Le test représente I'échange réciproque de produits de réplication de 'ADN a
des locus homologues. L'échange implique une réunion et une cassure de I'ADN. Pour
détecter des échanges de chromatides sceurs, il est nécessaire de marquer differemment les
chromatides sceurs ; c'est faisable par l'incorporation de bromodéoxyuridine " BrdU " dans
I'ADN chromosomique pendant deux cycles cellulaires. L'échange de chromatides sceurs peut
étre détecté dans des cellules de mammifére et dans des systemes de non-mammiféeres
(OCDE N° 479, 1986).
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e Principe du test

Les cellules de mammifére in vitro sont exposées a la substance a étudier en présence
et en l'absence d'un systeme d'activation métabolique exogene de mammifére et mises en
culture durant deux cycles de réplication dans un milieu contenant de la BrdU. Apres
traitement avec un inhibiteur du fuseau (par ex. colchicine) pour le simple but d'accumuler les
cellules en phase de mitose de type métaphasique (c-métaphase), les cellules sont réunies et
les chromosomes sont préparés (OCDE N° 479, 1986).

V.6. Test d'aberration chromosomique in vitro sur cellules de mammifére

Ce test detecte les substances qui provoquent des aberrations chromosomiques
structurales dans des cellules de mammifeére cultivées. 11 existe deux types d’aberrations
structurales : chromosomiques ou chromatidiques. Le test est pratiqué sur des cultures de
lignées cellulaires €tablies ou des cultures cellulaires d’origine humaine ou d’origine animale
(rongeur). Les cellules employées sont choisies selon leur potentiel de croissance, la stabilité
de leur caryotype (notamment leur nombre de chromosomes) et de la fréquence spontanée des
aberrations chromosomiques (OCDE N° 473, 2014).

e Principe du test

Des cultures cellulaires d’origine humaine ou animal sont exposé al’é¢lément chimique
que l’on désire tester, ceci est fait en présence et en absence d’une source exogene
d’activation métabolique. Aprés I’exposition a 1'élément chimique testé les cellules sont traité
par un agent qui blogue la métaphase (exemple : colchicine ou le Colcemid), récoltées et
teintées, les cellules sont observées par microscope pour détecter les aberrations
chromatidiques et chromosomiques (OCDE N° 473, 2014).
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VI. Testde HET-CAM

Le HEN'S EGG TEST (HET) ou test de I'ceuf de poule est bien connu comme test de
base pour l'embryotoxicité et pour les aspects spéciaux de la toxicité systémique et de
I'immunopathologie, le test d'embryotoxicité HET a été étendu et normalisé en tant que test de
membrane HET-chorioallantoique (CAM) pour l'irritation des membranes. La CAM des ceufs
fertiles incubés pendant 10 jours est une membrane vasculaire vitale, dans laquelle des effets
irritants peuvent étre observés aprés une exposition a des matériaux d'essai liquides ou
solides. Les effets HET CAM sont notés et classés pour donner des évaluations des risques
analogues a celles du test de I'ceil de lapin de Draize. Il existe une bonne corrélation entre les
classifications basées sur les observations HET-CAM (y compris la microscopie électronique)
et les données rapportées des tests de Draize (LUEPKE et KEMPER, 1986).

La variété croissante et le grand nombre de produits chimiques introduits sur le marché
et également dans I'environnement chaque année, et les exigences qui en résultent pour la
protection de la santé humaine et de I'environnement humain, ont nécessité la surveillance des
matériaux environnementaux et des banques de spécimens ainsi que la mise au point de
méthodes rapides et fiables d'évaluation de la toxicité et de [I'évaluation des risques.
Néanmoins, les obligations éthiques et légales, telles que les lois sur la protection des
animaux, doivent également étre prises en compte. Les modeles d'embryons de poulet sont
bien connus et sont recommandés pour les enquétes de dépistage dans les tests de
développement embryonnaire et d'embryotoxicité. lls présentent de nombreux avantages,
mais il existe également des inconvénients qui doivent étre reconnus. Les avantages de base
ont été standardisés et étendus dans notre laboratoire ces derniéres années, grace au
développement du Hen's Egg Test (LUEPKE et KEMPER, 1986).

Le HET fournit des informations sur I'embryolétalité, la croissance et le
développement embryonnaire, la tératogénicité et la toxicité systémique, y compris les aspects
immunopathologiques et les voies métaboliques. Le HET a maintenant été étendu, par le
développement du test de membrane chorioallantoide HET (test HET-CAM), comme une
alternative au test oculaire de lapin Draize in vivo pour la détection des irritants
membranaires. En considérant la "réduction, le raffinement et le remplacement " de
I'expérimentation animale, il est tres important de reconnaitre que le test des ceufs de poule
incubés est un cas limite entre les systémes in vivo et in vitro et n'entre pas en conflit avec les
aspects éthiques et juridiques, en particulier les lois sur la protection des animaux (LUEPKE
et KEMPER, 1986).
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VI.1. Testin OVO

Des modeles d'ceufs aviaires ont été¢ développés comme alternatives aux tests de
génotoxicité in vivo utilisés pour étudier le potentiel genotoxique ou cancérogene des produits
chimiques qui se sont avérés positifs dans les tests de génotoxicité in vitro. Les tests
Iésions pré-néoplasiques hépatiques dans les ceufs de dinde ; le test de HEN'S EGG (HET-
MN) pour surveiller I'induction du micronoyau érythrocytaire par des produits chimiques; le
test de génotoxicité des ceufs de dinde (TEGA) et le test de génotoxicité des ceufs de poule

(CEGA) connexe, qui mesurent les dommages a I'ADN du foie (KOBESTA et al, 2018).
VI1.2. Propriétés de la membrane chorio-allontoide

Cette membrane est un tissu complet comprenant des artéres, des capillaires et des
veines, et il est techniquement facile a étudier. Grace a cette méthode, les produits chimiques
sont placés en contact direct avec la membrane chorio-allontoide de I'ccuf de poule. Les
modifications des lésions vasculaires (hémorragie, lyse ou coagulation) sont des indications

du potentiel du produit chimique a endommager les muqueuses in vivo (BUDAI et al, 2010).

La membrane chorio-allontoide est capable de démontrer les puissances irritantes des

substances chimiques sur les muqueuses des membranes de 1'ceuf (LEUPKE, 1985).
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VIL.

Avantages et limites des méthodes in vitro

VII.1. Avantages

La capacite d'expose les cellules directement aux produit chimiques.

La capacite de manipulé les conditions environnementale pour augmenter, bloquer ou
moduler les réponses cellulaire.

Evaluation de la réponse intrinséque des cellules aux produits chimiques.
suivre avec précision les phénomeénes dans le temps.

Explique le mécanisme d'action.

Multiplier les essais

Limité le nombre d'animaux d'expériences: avantage éthique

Les essais sur des cellules humaines permettent d'éviter la différence d'espéce
(FRANK, 1991 , HARRY et al, 1998)

VII.2. Limites

Effet des propriétés chimiques sur la biodisponibilité (solubilité, volatilité,
précipitation).

Altération des paramétres du milieu de culture par I'interaction direct avec les produits
chimique (pH, osmolarité, liaison protéique).

Absence des mécanismes de filtrage in vivo.

Les cellules en cultures ne rendent pas compte de la complexité de l'organisation du
vivant dans sa globalité, donc elles ne refléetent pas la réalité physiologique.
L’incapacité d'établir une corrélation précise entre dose et toxicité (FRANK, 1991
HARRY et al, 1998).

23



VIII. Mise au point sur la méthode HET-CAM
VIIIl. Mise au point sur la méthode HET-CAM

Etant donné la situation sanitaire difficile qu’a traversée le pays, nous étions
malheureusement dans I’incapacité totale de mener nous-mémes nos expérimentations,
face a ce dilemme, nous avons choisi de faire une mise au point sur cette technique,
mettre en lumiere les différentes étapes de sa réalisation, mais aussi, en se basant sur les
résultats de tests HET-CAM, réalisés au niveau du CHU de Constantine (service de
toxicologie) dont il est propriétaire, sur plusieurs produits cosmétiques, nous en avons

sélectionné 6 afin de les discuter .

VIIL.1. Protocole HET-CAM (Arrété Officielle., 1996)
Nous tenons a préciser que ce protocole est le fruit des nombreux travaux dirigés par
Pr.Belmahi, chef du service Toxicologie. CHU Constantine, nous ne sommes en aucun cas
propriétaires des résultats qui vont suivre, ils appartiennent a leurs auteurs respectifs.
Partie 1: Incubation des ceufs
les ccufs fecondés peuvent étre conservés a 13 ° C jusqu'a une semaine apres les avoir
recus.
e Les ceufs sont incubés pendant 72 heures, couchés horizontalement dans un incubateur
avec un plateau mobile, en faisant tourner les ceufs 12 fois par jour en continu.
e L'humidité est maintenue a 60 - 62%, la temperature d'incubation a 37,5 ° C.
Remarque : Avant de commencer l'incubation, les saletés, les plumes et les excréments
sont soigneusement ¢liminés des coquilles d'ceufs mécaniquement par un essuyage a
sec avec des essuie-tout en zigzag gris ordinaires, qui ont une structure de surface
rugueuse plutét que douce. Cependant, essuyer les ceufs avec de I'éthanol ou un

désinfectant pourrait réduire considérablement le taux de survie des embryons.

Partie 2: Culture ex ovo

Les ceufs sont mirés au dixieme jour et les ceufs défectueux sont rejetés.
Durant le test, il est important d’utiliser une lumieére d'une intensité suffisante qui ne dégage
pas de chaleur pour éviter le dessechement du MCA, les différentes étapes du test sont
réalisées rapidement. Sinon, utilisez, par exemple, de la brume (brumificateur) pour

humidifier l'air.
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Mise en évidence de la membrane CAM
L'ceuf étant placé verticalement sur un support (poche dair vers le haut), la coquille est
entaillée au niveau de la poche d'air en prenant soin de ne pas léser la MCA. A l'aide d'une

pince ou d'une paire de ciseaux a bouts ronds, la coquille est enlevée jusqu'au niveau de la
membrane coquilliere.

Figure 8: Indication de la chambre a air (Laboratoire LIMSA)

A T’aide d’une solution isotonique de chlorure de sodium tiédi a 37 °C ,on va procéder

a I’humidification de la surface de la membrane coquillaire.

La membrane coquilliére est décollée délicatement a 1’aide d’une pince, la membrane

chorio-allantoidienne est juste en dessous (sous-jacente).

Figure 9: Préparation de la CAM (Semantic scholar)
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Les ceufs présentant une membrane altéré et/ou avec des vessaux abimé ne sont pas

conforme a la réalisation du test.

> L'effet irritant du produit a I'essai (ou de chacune de ses dilutions) est évalué sur trois

ceufs.

La substance d’essai
- 0,30 ml du produit a l'essai (pur ou dilué), maintenu a 37°C, sont alors déposés délicatement
sur la MCA a l'aide d'une seringue ou d'une pipette.
- 0,3g en cas d’une substance solide (aprés transformation en une fine poudre), ou dans le cas
de produits pateux ou de crémes.
- a la fin de I’application, le chronomeétre est déclenché apres 20 secondes de contact, la
membrane est rincée avec 5 ml de soluté isotonique de chlorure de sodium (maintenu a 37 °C)
a l'aide d'une seringue en évitant toute projection brutale.
- Le liquide de rincage est éliminé par inclinaison de I'ceuf.
- Les éventuels phénoménes d'irritation sont observés pendant 5 minutes selon la procédure
décrite ci-apres.

- Le temps exact d'apparition de chaque phénomene est relevé.

Lecture

Les observations prises en compte pour la notation du produit doivent étre réalisées a
I'ceil nu.

Les phénomenes observés (hyperémie, hémorragie, coagulation) ne sont pas retenus en
fonction de leur intensité mais en fonction de leur présence : il s'agit d'une réponse de type

tout ou rien.

Le temps est noté a I'apparition de chacun des phénomenes.
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VII1. Mise au point sur la méthode HET-CAM

Tableau I1I:

Les phénomeénes observés pendant les essais de HET-CAM

Phenomens

Description

Phénoméns observé : des capillares non visibles
avant l'ajout du prodwt deviennent visibles, alors
que les capillawes visibles se dilatent et deviennent
plus rouges. Ce phénomene peut ezalement affecter
les vaisseanx de diamétre supéneur.

Hemorrazie

Phénomens observe : libération de sang s'échappant
des vaisseaux et'ou des camllaires, powvant se
présenter sous différents zspects, et notamment en «
chou-fleur », en nappe, en voile diffus, en piquete
(le sang s'echappe ponctuellement a differents
endroits de la membrane).

I est 3 poter que -

- lThemorragie peut présenter un caractérs

compte ;

- l'observation, dans les 30 premmeéres secondes,
dune hemorragie massive impose la prise en compte
de I'hyperemue masquae.

Coagulation

(opacite
et'on
thrombaoze)

Opacite :

Phénomens observe : appantion sur tout ou partie de
la membrane, soit d'un voile epalescent evoluant
eventusllement vers une opacification, soit d'une
opacification directe.

I est nécessaire de venfier que le phénomeénes n'est
pas hié au comportement physicochinmque du
produit en mubien aqueux (par exemple formation
d'un colloide, d'un précipité, ...).

Thrombaose :

Phénomeéns observé : mpture du flux sangwin dans
les vaisseaux e traduizant par un aspect segments
(alternance detranzlements of de zones fwgescentes
plus ou moins sombres).

1 est 3 moter que les observations ne doivent pas
prendre en compte les modifications intervernes au
mivean des capillaires.

Evaluation numérique des lésions
Les phénomenes observés sont quantifiés selon le tableau ci-apreés, en fonction de leur
délai d'apparition :
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Tableau I11: Les phénomeénes observé et leurs scores selon le temps d’apparition

Phénoméne Temps Score
t inférieure ou égal 3 30 s 3
o t supérievre a 30 s et inférieur ou égal a2 3
Hyperémie min
t supérieure 3 2 min et inférieure ou égale a 5 1
min
t inférieure ou égal 3 30 s 7
t supérievnre a 30 s et inférieur ou égal a2 5
Heémorragie min
t supérievre a 2 min et inféneure ou égale 4 5 3
niin
t inférieure ou égal 3 30 s o
t supérienre 4 30 s et inférieur ou égal a2 7
Coagulation min
t supérievre a 2 min et inféreure ou égale 3 5 5
niin

Détermination du score

Le score pour chaque ceuf est la somme des notes d'hyperémie, d'hémorragie et de
coagulation.

La notation du produit testé est la moyenne arithmétique, arrondie a une décimale des
scores obtenus sur trois ceufs. La notation maximum est de 21.

Le potentiel irritant sur la membrane chorio-allantoidienne du produit a I'essai (pur ou
dilué) est donné par I'échelle suivante :

Expression des résultats
Tableau IV: Expression des résultats selon la notation

Notation (V) Classification
N mférieura 1. Pratiquement non irritant.
N supérieur ou égal 4 1 et inférieur a 3. Faiblement irmitant
N supérieur ou égal 4 5 et inférieur a 9. Modérément irmtant.
N supérieur ou égala 9. Irritant.
Résultats

Présentation des scores obtenus

Le tableau ci-dessous représente les scores obtenus selon le degré d’irritation des

produits testés (Boughedda et Bendjaber.,2015)
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Tableau V: Résultats des tests HET-CAM

N° Phénomenes Temps Score Score des ceufs
d’apparition
Hypérémie 00 min 10 sec 5
El Coagulation 00 min 30 sec 9 19
1 Hémorragie 01 min 00 sec 5
Hypérémie 00 min 07 sec 5
E2 Coagulation 00 min 30 sec 9 19
Hémorragie 01 min 30 sec 5
Hypérémie 00 min 20 sec 5
E3 Coagulation 00 min 45 sec 7 17
Hémorragie 01 min 13sec 5
Hypérémie 00 min 43 sec 3
El Coagulation 02 min 10 sec 5 8
2 Hémorragie /
Hypérémie 00 min 45 sec 3
E2 Coagulation 02 min 30 sec 5 8
Hémorragie /
Hypérémie 01 min 00 sec 3
E3 Coagulation 01 min 50 sec 7 10
Hémorragie /
Hypérémie 00 min 40 sec 3
El Coagulation / 3
3 Hémorragie /
Hypérémie 00 min 40 sec 3
E2 Coagulation / 3
Hémorragie /
Hypérémie 00 min 40 sec 3
E3 Coagulation / 3
Hémorragie /
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VIII. Mise au point sur la méthode HET-CAM

Hypérémie 00 min 30 sec
El Coagulation 01 min 30 sec 12

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 25 sec
E2 Coagulation 01 min 35 sec 12

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 25 sec
E3 Coagulation 00 min 40 sec 12

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 40 sec 12
El Coagulation 02 min 00 sec

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 30 sec 10
E2 Coagulation 01 min 40 sec

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 20 sec 12
E3 Coagulation 01 min 20 sec

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 40 sec 3
El Coagulation /

Hémorragie /

Hypérémie 01 min 00 sec 3
E2 Coagulation /

Hémorragie /

Hypérémie 00 min 47 sec 3
£3 Coagulation /

Hémorragie /
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Les figures 8-9 qui vont suivre montrent la répartition des produits testés selon I’apparition
des trois phénomenes étudiés :

' 66.66%

B Pas de coagulation Coagulation

Figure 10 : Répartition des produits cosmétiques testés par le HET-CAM selon
le Phénomeéne de coagulation

B Hémorragie M Pas d'hémorragie

Figure 11: Répartition des produits cosmétiques testés par le HET-CAM selon le
phénomeéne d’hémorragie

» En ce qui concerne le phénomeéne d’hypérémie nous remarquons qu’il est toujours
observé, accompagné d’une coagulation seule ou bien d’une coagulation et une
hémorragie.

Calcul des notations et classification des produits

e Le tableau ci-dessous représente la notation des produits ainsi que leur classification
selon le potentiel d’irritation.
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Tableau VI: Classification des produits testés selon le potentiel d’irritation.

N° Notation Classification

1 18.33 Irritant

2 8.66 Modérément irritant
3 3 Faiblement irritant
4 12 Irritant

5 11.33 Irritant

6 3 Faiblement irritant

Selon les scores obtenus lors du test, on constate que parmi les 6 produits testés il y’a :

3 produits irritants.

2 produits faiblementirritants.
1 produit modérément irritant.
Aucun produit non irritant.

La figure 10 présente les produits testés selon leur classification :

M [rritants
M Faiblement irritant

Modérément irritants

Figure 12: Répartition des produits testés selon le degré d’irritation

» Parmi les 3 produits irritants, 1 produit est un produit d’hygiéne corporelle et 2 sont
des produits de beauté.

» Le produit d’hygiéne corporelle en question est un shampoing.

» Les 2 produits de beauté sont un nettoyant de visage et un gommage.

» Cette étude a démontré que parmi les produits d’hygiéne corporelle, seule les apres-

shampoings sont classés comme faiblement irritants.
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> Cette méme étude a aussi démontré que parmi les produits de beauté, seules les

cremes de jour sont classées comme faiblement irritants.

Etude comparative au test de Draize

Le tableau ci-dessous représente une comparaison entre les produits retenus dans notre
mise au point, testés par HET-CAM et d’autres résultats de Draize obtenus lors de tests au
CHU de Constantine sur ces mémes produits.

Tableau VI1: Comparaison entre les produits.

N° Nature Résultat HET-CAM Résultats DRAIZE
1 Shampoing Irritant Modérément irritant
2 Nettoyant visage Modérément irritant Non irritant

3 Aprés Shampoing Faiblement irritant Non irritant

4 Savon liquide irritant Irritant

5 Gommage irritant Non irritant

6 Creme de jour Faiblement irritant Faiblement irritant

» 2 produits des 6 que nous avons sélectionné et qui ont fait [ ’objet des tests HET-CAM
ont donné une conformité avec le test de DRAIZE sur animaux.

» 4 produits des 6 que nous avons sélectionné et qui ont fait [ ’objet des tests HET-CAM
ont donne des resultats différents par rapport au test de DRAIZE sur animaux.

» 2 produits des 6 que nous avons sélectionné et qui ont fait l’objet des tests HET-CAM
sont irritants, alors que ce n’est pas le cas avec le test de DRAIZE sur animaux
(résultats négatifs).

Il est admis que l'expérimentation animale devrait étre réduite, raffinée ou remplacée dans
la mesure du possible. Il existe également une grande variété de modeles in vitro, qui sont
utilisés comme études de dépistage et d’enquétes mécanistes. La capacité d'un test in vitro a
étre fiable sur le plan de la recherche est essentielle dans le développement de plusieurs
sciences. Ce faisant, les chercheurs prennent en compte les agents chimiques évalués et les
stratégies intégrées des tests in vitro, il y a un transfert des données toxicologiques et

pharmacologique important qui se base sur ce type d’études (Combrisson.,2017).

Les produits chimiques doivent subir de nombreux tests toxicologiques avant d'étre

enregistrés. L'une de ces expériences est I'examen du potentiel d'irritation oculaire. Pour
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connaitre l'irritation oculaire, seul le test de Draize in vivo est accepté récemment, qui est I'une

des méthodes les plus critiquées en raison des blessures infligées aux animaux d'essai.

Plusieurs méthodes in vitro ont été utilisées pour étudier la toxicité d'irritants oculaires
potentiels en vue de remplacer les tests d'irritation oculaire in vivo. Dans le test HET-CAM,
des produits chimiques sont placés en contact direct avec la membrane chorioallantoique de
I'ceuf de poule. La survenue d'une lésion vasculaire ou d'une coagulation en réponse a un
composé est a la base de l'utilisation de cette techniqgue comme indication de la probabilité
qu'un produit chimique endommage les muqueuses (en particulier 1'ceil) in vivo (Steiling et
al.,1999). Dans cette mise au point, un criblage comparatif a été réalisé avec un ensemble de
produits pour établir des données paralléles sur les résultats in vitro (HET-CAM) et in vivo
(Draize) dans le cas de 6 produits Cosmétiques.

Le test HET-CAM présente plusieurs avantages, notamment sa rapidité, sa simplicité,
sa sensibilité, sa facilité de performance et son bon marché relatif. Les inconvénients du test
HET-CAM sont la nature subjective de I'évaluation des résultats. Les résultats de cette
méthode sont généralement bien corrélés avec les résultats in vivo dans le cas des irritants
forts, mais semblent moins corrects lorsque des agents légérement irritants sont testés (Deb
Basch et al., 2005). L'évaluation ne peut pas étre faite dans le cas de produits chimiques
opaques, car ces matériaux recouvrent la membrane. Pour tester les formulations en poudre ou
en granulés, la méthode de rincage du test HET-CAM peut étre utilisée, mais elle est plus
compliquée que la méthode simple en raison des dommages causés par le ringage (Budai et
al., 2010)..

Dans plusieurs expériences, une bonne corrélation a été trouvée entre les résultats du
test HET-CAM in vitro et ceux du test d'irritation oculaire in vivo de Draize (Budai et al.
2010). Ce test est un test alternatif approprié pour évaluer Il'irritation oculaire des substances
chimiques ou de formulations (Vinardell et Mitjans, 2006 ; Lima Sa et Gaspar., 2016 ;
Kapoor., 2019). De méme, un autre test utilisant la membrane chorioallantoique (BECAM,
CAM-TBS) est également utile pour la prédiction de l'irritation de la peau et des yeux comme
test in vitro au lieu d'expérimentations animales (Gubbels-van Hal et al. 2005; Lagarto et al.
., 2006). Depuis 1992, les autorités allemandes ont accepté l'utilisation des données HET-
CAM pour la classification des produits chimiques R41 dans la notification de nouveaux
produits chimiques industriels (Balls et al. 1999 ; Barroso et al., 2016).

Dans les résultats pris pour la réalisation de cette mise au point, une similarité a été
observée entre les données des méthodes in vitro et in vivo (tableau VII). Sur la base des
résultats, le test HET-CAM a donné la méme catégorie d'irritation pour deux produits (Savon
liquide et créme de jour). Sur la base de la comparaison des tests in vitro et in vivo, le test
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HET-CAM a montré un potentiel d'irritation plus fort pour 3 produits (gommage, aprés

Shampoing, nettoyant visage) et un potentiel d'irritation plus sévére pour un produit
(Shampoing).

Le test HET-CAM ne pouvait pas remplacer le test toxicologique d'irritation oculaire
Draize actuellement utilisé. Des tests in vitro plus parfaits ou plus complets doivent étre
développés pour remplacer I'ensemble du test animal. Le test HET-CAM peut étre utile dans
le cadre d'une batterie de tests pour réduire I'expérimentation sur les mammiferes et pour

limiter ou éliminer la douleur et les blessures infligées aux animaux de laboratoire.
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Conclusion

L’oeil est un organe sensitif extrémement important. Tout produit chimique entrant en
contact intentionnellement ou non avec la muqueuse oculaire peut entrainer des troubles allant
de la simple géne a des lésions graves entrainant la perte de la vision. Draize a mis au point
une méthode d’évaluation de la tolérance oculaire des produits chimiques sur des lapins qui
est devenue la technique de référence pour de nombreuses organisations (OCDE, ONU, UE).
Néanmoins, I'utilisation de mammiféres pour ces expérimentations pose de nombreux

problemes éthiques.

Le développement de méthodes alternatives est donc un sujet d’importance majeure en
toxicologie actuellement et cela d’autant plus qu’a titre d’exemple, I’'UE a interdit toute
expérimentation sur les mammiferes pour 1’évaluation des produits cosmétiques depuis juillet
2013. Tout ceci a accéléré le développement d’une politique dite des 3 R (réduction,
raffinement, remplacement) dont le but est de réduire les expérimentations sur ces

mammiferes au strict minimum.

Dans ce scénario, de nombreux criblages ont été effectués par des scientifiques sur
diverses catégories de produits chimiques d'essai tels que les produits cosmétiques, de toilette
et de parfumerie (Jones et al 2001). Divers irritants oculaires a large spectre, classes
chimiques, structures chimiques, y compris les alcools, les amines, I'acide carboxylique ont
également été évalués depuis bien longtemps (Gettings et al. 1991 ; Gilleron et al. 1996,
1997).

Par conséquent, avec I'avenement du test HET-CAM in vitro, un travail considérable a
été effectué. Cependant, les données sur certaines autres catégories comme les pesticides sont
plutét rares par rapport a d'autres produits et le potentiel d'irritation oculaire des pesticides est
régulierement évalué a l'aide d'un modéle animal entier, faute de techniques in vitro validées
(Budai et al. 2010).

Pour finir, nous remarquons une forte augmentation et une tendance continue a la
hausse dans le développement et I'adoption d'alternatives in vitro a lI'expérimentation animale
dans le secteur pharmaceutiques et cosmétique, offrant de nouvelles opportunités pour
améliorer les taux de réussite, associées a un engagement fort en faveur des 3R. Cependant,
malgré la tendance encourageante, il reste encore beaucoup a faire; il y a un besoin pressant
d'améliorer les taux de réussite de ces techniques et aussi de rendre I'échec moins codteux,

peut-étre via le développement et la validation d'autres tests de laboratoire in silico et in vitro
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qui pourraient résoudre les principales raisons de I'échec: toxicité inattendue et / ou manque

d'efficacité.
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Résumé

De nos jours, il est impératif que les produits chimiques et préparations subissent des tests toxicologiques pour évaluer leur
potentiel & provoquer une irritation oculaire, par ex. pour la sécurité au travail, ou avant leur commercialisation. L'irritation
oculaire a traditionnellement été examinée en utilisant le test d'irritation oculaire chez le lapin et ses variantes, et est évaluée
conformément a la ligne directrice 405 de I'OCDE. Ces résultats sont nécessaires pour la classification chimique selon le
systéme de I'Union européenne (UE) et le Systéme général harmonisé. Pour des raisons éthiques et économiques, et
également en raison des contraintes imposées par les nouvelles lois sur la protection des animaux, des méthodes alternatives
puissantes doivent étre développées, pour réduire, affiner et remplacer les expériences sur les animaux. Plusieurs méthodes in
vitro ont été proposées comme alternatives au test oculaire chez le lapin, qui comprennent des systémes de culture cellulaire
et l'utilisation de tissus reconstruits, parmi ces techniques nous trouvons le test HET-CAM.

Le test HET-CAM a été largement validé au niveau inter-laboratoires. Cette méthode est connue pour étre d'une sensibilité,
d'une reproductibilité, d'une simplicité et d'une économie appropriée pour une utilisation courante. Dans ce mémoire, nous
avons choisi de faire un apercu sur les techniques in vitro les plus utilisés, des progres récents dans les alternatives au test
d'irritation oculaire de Draize, avec la mise en lumiére du test de la membrane chorioallantoique (HET-CAM).

Mots clés : HET-CAM, Draize, Inflamation oculaire, Tests alternatives, In Vitro

Abstract

Nowadays, it is imperative that chemicals and preparations generally undergo toxicological testing to assess their potential to
cause eye irritation, eg, for safety at work, or before they are marketed. Eye irritation has traditionally been examined using
the rabbit eye irritation test and its variants, and is assessed in accordance with OECD Guideline 405. These results are
required for chemical classification according to the European Union (EU) system and the Globally Harmonized System. For
ethical and economic reasons, and because of the constraints imposed by new animal welfare laws, powerful alternative
methods must be developed, to reduce, refine and replace animal experiments. Several in vitro methods have been proposed
as alternatives to the eye test in rabbits, which include cell culture systems and the use of reconstructed tissues, among these
techniques we find the HET-CAM test.

The HET-CAM test has been widely validated at the inter-laboratory level. This method is known to be of sensitivity,
reproducibility, simplicity and economy suitable for current use. In this dissertation, we have chosen to provide an overview
on the most used in vitro techniques, recent progress in alternatives to the Draize eye irritation test, with the highlighting of
the chorioallantoic membrane test (HET-CAM).

Key words: HET-CAM, Draize, Eye inflammation, Alternative tests, In Vitro
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