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Résumé

L'utilisation répétée de produits chimiques dans la vie quotidienne a conduit a
l'apparition de nombreux problémes de santé différents, tels que la perturbation de la fonction
thyroidienne, la provoque d'un stress oxydatif, I'apoptose et l'inflammation. Le Triclosan est
un agent antimicrobien, antifongique synthétique a large spectre présent dans une multitude
des produits de soins personnels et industriels. Il est possible que le Triclosan effectué le
systeme endocrinien, le but de cette étude est d'évaluer I'effet subchronique de TCS chez les
rats femelles, les rates ont été soumis pendant 25 jours par voie sous-cutané a des
concentrations déférents du TCS 1 mg/kg/jour,5 mg/kg/jour et 10 mg/kg/jour et par voie orale
a l'eau filtrée collectée a la station d'épuration (STEP) de Guelma, Divers parametres ont été

évalué pour comprendre les conséquences néfastes potentielles.

Les résultats des biomarqueurs cellulaires du stress oxydatif ont montré des altérations
physiologiques significatives chez les rats femelles exposés a la dose moyenne de TCS. Une
augmentation des niveaux de GSH, GSH-Px, AOPP, CAT et MDA a ¢té observée dans les
organes (foie, eins et ovaires), accompagnée d'une atteinte hépatique et ovarienne notable
confirmée par I'analyse histopathologique. Cette toxicité subchronique suggére que
l'exposition au TCS peut avoir des effets néfastes sur la santé reproductive et générale des rats
femelles via le mécanisme de stress oxydatif. Ces résultats enrichissent notre compréhension
des risques potentiels associés a 1'exposition au TCS et soulignent l'importance de continuer
les recherches et de mettre en ceuvre des mesures préventives pour réduire 1'exposition

humaine.

Mots clés : perturbateur endocrinien, Triclosan, toxicité subchronique, station d'épuration,

stress oxydatif, foie, rein, ovaire.



Abstract

The repeated use of chemical products in everyday life has led to the emergence of
various health problems, such as disruption of thyroid function, oxidative stress, apoptosis,
and inflammation. Triclosan is a synthetic broad-spectrum antimicrobial and antifungal agent
found in many personal care and industrial products. Triclosan may affect the endocrine
system. The aim of this study is to evaluate the subchronic effect of TCS on female rats. The
rats were subjected to subcutaneous administration of different concentrations of TCS (1
mg/kg/day, 5 mg/kg/day, and 10 mg/kg/day) for 25 days, as well as oral administration of
filtered water collected from the Guelma WWTP. Various parameters were assessed to

understand the potential adverse consequences.

The results of cellular biomarkers of oxidative stress showed significant physiological
alterations in female rats exposed to a moderate dose of TCS. An increase in levels of GSH,
GSH-Px, AOPP, CAT, and MDA was observed in the organs (liver, kidneys, and ovaries),
accompanied by notable hepatic and ovarian damage confirmed by histopathological analysis.
This subchronic toxicity suggests that exposure to TCS may have adverse effects on the
reproductive and overall health of female rats through the mechanism of oxidative stress.
These findings enhance our understanding of the potential risks associated with TCS exposure
and underscore the importance of continuing research and implementing preventive measures

to reduce human exposure.

Keywords: Endocrine disruptor, Triclosan, Subchronic toxicity, WWTP, oxidative stress,

liver, kidney, ovary.
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Introduction

L'industrialisation mondiale accrue a exposé les humains a une variété de produits
chimiques industriels susceptibles d'interférer avec le systéme endocrinien. Ainsi, ils ont été
définis comme des perturbateurs endocriniens, €galement connus sous le nom de produits

chimiques perturbateurs endocriniens (EDCs) (Srnovrs$nik et al., 2023).

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont définis comme des substances ou mélanges
externes qui altérent la ou les fonctions du systéme endocrinien et entrainent par conséquent
des effets néfastes sur la santé d'un organisme intact, de sa descendance ou de
populations(Milanovi¢ et al., 2023), tels que des troubles de la fertilité, des anomalies du
développement, cancer, des effets thyroidiens, neuroendocriniens sur l'obésité et le

métabolisme sur l'insuline et 'homéostasie du glucose...(Cicolella, 2011).

Ces PEs sont partout présents : dans les aliments, les matériaux en contact avec les
aliments, les textiles, les appareils électroniques, les plastiques, les dispositifs médicaux, les

cosmétiques et les produits de soins personnels...etc(Milanovi¢ et al., 2023).

Le Triclosan, un agent antimicrobien synthétique a large spectre, en est un exemple. Il
a pu gagner en popularité en raison de son efficacité. Il a été introduit pour la premiére fois
dans 1'industrie des soins de santé en 1972 et dans le dentifrice en Europe en 1985. En 1997,
la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis a approuvé l'utilisation du Triclosan
(0,3 %) dans le dentifrice Colgate Total pour prévenir la gingivite et les caries(Fang et al.,

2010).

Malgré ses avantages apparents, ce produit a suscit¢ de nombreuses préoccupations
quant a sa sécurité et son impact sur la santé humaine et I’environnement. Plusieurs études ont
suggéré que le triclosan peut agir comme un perturbateur endocrinien, interférant avec le
systéme hormonal et potentiellement contribuant a divers problémes de santé (Srnovrsnik et

al., 2023).

Cependant, les résultats quant a son effet restent incertains et conflictuels. D’ou
découle I'importance de ce travail qui vise a étudier les mécanismes sous-jacents aux effets
toxiques du TCS suite une exposition subchronique de 25 jours d’une gamme de dose

croissantes rangeant de 1 mg/kg/jour jusqu’a 10 mg/kg/jour chez les rats femelles Wistar.

Ce mémoire de master est organis¢ en plusieurs parties principales. La premiére
section introduit le sujet, incluant une revue de la littérature sur le systeme endocrinien et ses

perturbateurs, en particulier le TCS, leurs effets toxiques et leur impact. La deuxiéme section

1
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présente la méthodologie utilisée pour collecter et analyser les données, décrivant le design
expérimental et les procédures de collecte de données. La troisiéme section présente les
résultats obtenus de 1'analyse, ainsi que leur interprétation et discussion. Enfin, la conclusion
résume les principales conclusions, discute de leur importance et suggere des pistes pour de

futures recherches.
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Chapitre I Perturbateurs endocriniennes

I.1. Systéme endocrinien

Tous les mammiferes, les oiseaux, les poissons et de nombreuses autres especes
possédent des systémes endocriniens, €galement connus sous le nom de systémes
hormonaux(US EPA, 2014).Le systéme endocrinien est composé¢ d'une multitude de
glandes dispersées dans tout le corps, qui fabriquent et sécrétent des hormones pour
controler de multiples processus physiologiques(Garcia-Reyero, 2018).Le cerveau est
responsable de la régulation du systéeme endocrinien, qui est structuré de maniére

hiérarchique (Sung, 2022).

I.2.Glandes endocrines

Malgré la présence de multiples sites de production d'hormones, le systeme
endocrinien est constitué¢ de glandes endocrines principales, des organes qui réagissent a
des signaux internes précis et qui produisent des hormones de manicre prévisible. Les
glandes endocrines, également connues sous le nom de glandes a sécrétion interne, sont
présentés dans la figure (1). Ces glandes produisent des hormones dans le sang ou la
lymphe, et sont habituellement équipées d'un drainage vasculaire abondant. L'épiphyse,
I'hypophyse, la thyroide, les parathyroides, les surrénales, le pancréas et les gonades sont

les glandes endocrines les plus importantes (Ludwig, 2011).

Brair

Firmmal

Figure 1: Localisation des glandes endocrines dans le corps (Gore et al., 2014).
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I.3.Hormones et leurs types

Un messager chimique appelé hormone (de hormao, j'excite je stimule) est produit
par une glande endocrine, Selon sa composition chimique, il influence les récepteurs
spécifiques de la cellule cible, entrainant une série d'événements biochimiques qui
entrainent une réponse particuliere. Ces hormones circulent dans le sang et ont une action a
distance de l'endroit ou elles sont produites. Les hormones agissent de maniere lente et ont
une durée d'action prolongée. Ils ne sont sensibles qu'aux cellules cibles qui renferment
des récepteurs (Tortora and Derrickson, 2018). Le tableau (1) présente trois catégories
distinctes d’hormones : hormones peptidiques, les hormones fabriquées a partir d'un seul

acide aminé et les hormones stéroides.

Tableau 1:Les différentes hormones et leurs fonctions principales (Ludwig, 2011).

Systéme endocrinien Hormones sécrétées Effets
Hypothalamus | Dopamine (DA) Inhibe la sécrétion de PRL au
niveau de I’hypophyse.
Hormone de croissance | Stimule la croissance et la
(GH) reproduction cellulaire.
Prolactine (PRL) Stimule la lactation.
Axe Hormone folliculo- | Stimule la maturation des
Anté- stimulante(FSH) follicules chez la femelle et
Hypothalamo- Hypophyse régule IAa spermatogénese
) chez le male.
Hypophysaire
Hormone lutéinisante | Stimule la sécrétion
(LH) d'cestrogenes et induit
l'ovulation chez la femelle.
Stimule la sécrétion de
testostérone chez le male.
Thyréostimuline (TSH) | Stimule la sécrétion
d'hormones thyroidiennes.
Post- Vasopressine (ADH) Inhibe la sécrétion d'urine et
Hyvponhyse maintient 'équilibre
ypophy ¢lectrolytique.
Surrénales Cortex Cortisol Régule le métabolisme, la
croissance et la maturation
des tissus de I'organisme.
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Medulla

Adrénaline

Accélére le rythme cardiaque
suite a4 un stress ou une

activité physique

Thyroides

Thyroide

Triiodothyronine (T3)

Thyroxine T4

Calcitonine

Stimule la production de
I'ARN polymérase I et II, la
fréquence cardiaque et la
force de contraction, Ia
production de my¢line, les
neurotransmetteurs et la
croissance axonale.

Régule la  vitesse du
métabolisme et des processus
de croissance et de
différenciation des tissus.

Régule le métabolisme du
phosphore et du calcium.

Parathyroides

Parathormone (PTH)

Régule le  métabolisme
phospho-calcique du sang.

Gonades

Testicules

Testostérone

Inhibine

Intervient dans la virilisation
(voix, poils, développement
musculaire), dans le désir
sexuel (la libido), dans la
production de
spermatozoides.

Inhibe la synthése de la FSH
hypophysaire.

Ovaires

Oestrogenes (E1, E2
ou E3)

Progestérone (P4)

Inhibine

Stimule le développement
des organes reproducteurs et
des caractéres secondaires
féminins, régule le cycle
ovarien.

Prépare 'endometre a
I'implantation de 'ceuf
fécondé, maintient le col de
I'utérus fermé, intervient dans
le développement des glandes
mammaires.

Inhibe la synthese de la FSH
hypophysaire

Pancréas

Glucagon

Insuline

Régule la glycémie.

Régule les substrats
énergétiques comme le
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glucose, les acides gras et les
corps cétoniques.

Autres glandes | Placenta

Somatostatine Inhibe la sécrétion de GH, de
TSH, d'insuline et du
glucagon.

Estriol (E3) Forme principale
d'cestrogenes produite

pendant la grossesse.

endocrines
Progestérone (P4) Maintien de la grossesse.
Epiphyse M¢élatonine Agit sur la reproduction, le
systtme immunitaire et en
tant qu'antioxydant.
Thymuline Stimule l'immunocompétence
Thymus des lymphocytes T
Thymopoiétine Agit  sur les  cellules

nourricieres des

prothymocytes

I.4.Fonction du systéme endocrinien

Le systeme endocrinien, €galement appelé systéme hormonal, joue un rdle

important en assurant la communication entre les cellules, les tissus et les organes via les

voies endocrines et en maintenant I'homéostasie de 1'organisme. Le systéme endocrinien

joue son rdle par l'intermédiaire des glandes endocrines qui sont I'hypothalamus,

I'hypophyse, la thyroide, les glandes parathyroides, les glandes surrénales, le pancréas, les

ovaires et les testicules (Kaya et al., 2020).

Les processus de base tels que le métabolisme, la croissance et la reproduction sont

régulés par le systtme endocrinien, qui est un systeme de rétroaction de signalisation a

plusieurs facettes (Jacobs et al., 2017).
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Figure 2:Ensemble des cibles spécifiques des glandes endocrines et de 1'axe hypothalamo-
adenohypophysaire(Graceli et al., 2020).

II. Les perturbateurs endocriniens

En 1991, 2 Wingspread (Wisconsin, Etats-Unis), 21 chercheurs se sont rassemblés
sous I'¢égide de Théo Colborn, scientifique américaine, pour définir le concept de
perturbateur endocrinien. En croisant les données de divers domaines scientifiques et
médicaux, ils ont conclu que les perturbateurs endocriniens sont des substances chimiques
relachées dans l'environnement, affectant le systéme endocrinien et ayant des répercussions
sur la santé ainsi que le développement embryonnaire. De cette maniere, la notion de «

perturbateur endocrinien » a été créée (Habert and Chevalier, 2021).

IL.1. Définition

Les perturbateurs endocriniens sont des ¢éléments extérieurs qui perturbent les
fonctions endocriniennes, entrainant des conséquences néfastes sur celles-ci et démontrant
une corrélation directe entre les individus, la progéniture ou les sous-populations exposées.
Le placenta et 1'allaitement exposent le feetus aux perturbateurs endocriniens, tandis qu’on
est expos¢€ quotidiennement par l'alimentation, 1'inhalation et le contact avec la peau a ce
type de substances (Guarnotta et al., 2022).

D'apres 1'Organisation mondiale de la santé¢ (OMS), la définition la plus concise,
émise en 2002, stipule que « les perturbateurs endocriniens sont des substances chimiques
extérieures a l'organisme capables d'altérer le fonctionnement du systéme endocrinien,
entrainant ainsi des conséquences néfastes pour cet organisme ou sa

descendance »(Habert and Chevalier, 2021). Cette définition comprend trois éléments :
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1) Ces substances sont étrangeres ou constituées d'un mélange de substances

susceptibles de perturber le systéme endocrinien.

2) Ces substances doivent avoir un effet toxique.

3) Il est nécessaire qu'il y ait une corrélation entre la perturbation du systéme

endocrinien et l'effet toxique (Barouki, 2017).

I1.2.0rigines des perturbateurs endocriniens

En fonction de leurs origines et de leurs modes d’actions, on peut définir 3 classes

de PEs : naturelle, synthétique et anthropique.

Tableau 2:Différentes classes de perturbateurs endocriniens et leurs principales sources

(Fenichel et al., 2016)
Origine Classe Molécule Environnement Voie
domestique d'exposition
Naturelle | Phyto-estrogénes | Genestine Plantes/épices/ Voie alimentaire
chaine alimentaire
Myco-estrogenes | Zéaralenone Céréales Voie alimentaire
De Estrogénes  de | DES Thérapeutique
synthése | synthése
Ethinyl-estradiol | Contraception Voie alimentaire
Polluants Zeranol Usage vétérinaire | Voie alimentaire
chimiques
Agricoles | Pesticides DDT/DDE Nappes phréatiques | Voie alimentaire
Organochlorés Méthoxychlore Légumes/fruits Voie alimentaire
Chlordane,
chlordécone
Organophosphorés | Chlorpyrifos Légumes/fruits Voie alimentaire
Industriels | Plastiques Bisphenylspolych | Isolant électrique Voie alimentaire

lorés (PCB)

Bisphénol A
(BPA)

Plastiques,
contenant, résines

dentaires, PVC

Voie  aérienne,
cutanée et
alimentaire/
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Perfusion
Phtalates Plastiques Voie
alimentaire/perfu
sion
Retardateurs de | Bisphénylspolybr | Jouets, tapis, textile | Voie alimentaire,
flamme omés (PBB, percutanée
PBDE)
Solvants Hexachlorobenze | Produits ménagers | Voie
ne (HCH) alimentaire/percu
tanée
Conservateurs Parabéne Cosmétiques Voie alimentaire,
percutanée
Déchets Dioxine Incinérateur Voie aérienne
industriels Benzopyréne Fumée/tabac Voie aérienne
Hydrocarbures Voie aérienne
aromatiques
polycycliques
(PAH)
M¢étaux lourds Cadmium Tabac Voie aérienne

I1.3.Sources et voix d’exposition

L'air, l'eau, le sol et les aliments peuvent tous étre des sources potentielles
d'exposition aux perturbateurs endocriniens pour 'homme. En les ingérant, en les inhalant
ou en entrant en contact avec la peau, ces produits chimiques peuvent traverser les

membranes cellulaires et pénétrer dans le corps (Pi et al., 2017).

L’homme est exposé a ces différents polluants a activité de PE par ingestion,
inhalation ou par voie transdermique. Il accumule et concentre ces substances organiques
dans le tissu adipeux surtout lorsqu’elles sont lipophiles ; elles circulent dans le sang, li¢es
a des protéines porteuses comme la SHBG, mais avec une moindre affinité que les
stéroides sexuels physiologiques. Elles sont retrouvées dans le plasma, le liquide
céphalorachidien, le sperme et dans la plupart des organes (Fenichel et al., 2016).

Une voie fréquente d'exposition humaine aux perturbateurs endocriniens (PE) est

par l'ingestion alimentaire, ce qui peut entrainer une bioaccumulation et une
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biomagnification. L'exposition alimentaire a des effets variables en fonction des choix
alimentaires, de la position dans la chaine alimentaire, de l'espéce et de la quantité ingérée

(Muncke, 2011).

I1.4.Mode d’action et effets concus sur ’homme

Les perturbateurs endocriniens ont la capacité de perturber la régulation hormonale
en s'attachant de mani¢re non naturelle aux récepteurs membranaires et nucléaires
normalement occupés par les hormones naturelles. Ils imitent ou perturbent ainsi l'action
de certaines hormones sur des organes tels que le tissu adipeux, le foie, le pancréas et les
muscles squelettiques(Nalbone et al., 2013).

Les PEs peuvent se lier aux récepteurs pour imiter les hormones endogeénes, mais
ils agissent également de diverses autres manieres en modifiant la signalisation hormonale.
Les perturbateurs endocriniens peuvent interagir avec plusieurs récepteurs, y compris les
récepteurs non nucléaires, en tant qu'agonistes, c'est-a-dire qu'ils facilitent les interactions
génomiques, ou en tant qu'antagonistes, c'est-a-dire qu'ils modifient la conformation du
récepteur pour l'empécher d'agir. Ils ont également la capacité de produire une signalisation
non génomique qui ne dépend pas des récepteurs nucléaires.

Une substance peut perturber le fonctionnement endocrinien de trois fagons :

> Effet agoniste : En imitant I'action d'une hormone naturelle : elle se fixe sur le
récepteur cellulaire et provoque une réponse normale
> Effet antagoniste : En se liant au récepteur hormonal, elle bloque I'émission d'un
signal et entrave l'action des hormones.
> En génant ou bloquant le mécanisme de production ou de régulation des
hormones ou des récepteurs, elle modifie les concentrations d'hormones naturellement
présentes dans I'organisme.
En conséquence, la perturbation endocrinienne ne se caractérise pas par un effet toxique,
mais par une modification du systéme endocrinien susceptible d'entrainer un effet toxique
lorsque les régulations homéostatiques sont perturbées. Ainsi, un perturbateur endocrinien
est défini par son mécanisme d'action plutdt que par ses propriétés physico-chimiques ou
toxicocinétiques(Planchon, 2014). La figure 03 présentele mécanisme d'action des

perturbateurs endocriniens (PE).

10
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Figure 3:Mécanismes d'action des perturbateurs endocriniens (Combarnous, 2017).

A. Interaction directe du PE avec un récepteur nucléaire hormonal entrainant la stimulation (agonisme) ou
l'inhibition (antagonisme) de son activité transcriptionnelle.B. Stimulation ou inhibition de la biosynthése des
hormones endogenes.C. Stimulation ou inhibition de la dégradation des hormones endogenes. D. Stimulation

ou inhibition des protéines de liaison aux hormones endogenes, entrainant une disponibilité hormonale

circulante diminuée ou accrue.

I1.5.Les différentsPEs

De nombreux composés ont été reconnus comme des (PEs), tels que les pesticides
organophosphorés, les pesticides organochlorés, les retardateurs de flamme bromés
(comme les éthers diphényliquespolybromés), les phénols environnementaux (comme les
alkylphénols, les bisphénols, les parabénes et les TCS), les Phtalates, et bien d'autres
encore (Lu et al., 2018).

I1.5.1.Bisphénol A

Le bisphénol A (BPA) est une substance chimique utilisée dans l'industrie de la
fabrication de plastiques en polycarbonate, de résines époxy et de papier thermique qui est
connue pour perturber l'équilibre hormonal en agissant comme un cestrogeéne. Il est
synthétis¢ au début du vingtiéme siécle a partir de deux molécules de phénol (bisphénol)
liées par une molécule d'acétone (A), comme indiqué dans la figure(4) (Delfosse et al.,
2012). Cette substance est largement utilisée dans. En raison de sa présence omniprésente
dans l'environnement, il entraine une exposition humaine étendue et continue, ce qui a été
li¢ a des effets néfastes sur la santé (Legeay and Faure, 2017).

Le BPA présente des effets perturbateurs sur le systeme endocrinien chez les

humains en interagissant avec divers récepteurs biologiques, notamment les récepteurs des

11
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cestrogénes (ER), des androgeénes (AR) et des hormones thyroidiennes (THR). Ces effets
perturbateurs peuvent entrainer des risques pour la santé, notamment pour le systeme
reproducteur, le systéme nerveux, la fonction métabolique, le systéme immunitaire, ainsi

que pour la croissance et le développement des enfants (Ma et al., 2019).

CH,

CH,

Figure 4: structure chimique du Bisphénol A (Ma et al., 2019).

I1.5.2.Phtalates

Les Phtalates sont des plastifiants essentiellement utilisés pour rendre les plastiques
souples et flexibles, surtout le polychlorure de vinyle (PVC). Leur utilisation s'étend a
divers produits, tels que les peintures, les vernis, les encres d'imprimerie, les parfums, les
revétements de sol, les garnitures de véhicules et de fenétres, les conduites, ainsi que les
isolants pour cébles électriques.

Ils sont largement utilisés comme agents plastifiants et sont des contaminants
omniprésents dans I'environnement, exposant réguli¢rement la population générale.
Certains de ces composés présentent des effets perturbateurs sur le systéme endocrinien et
sont toxiques pour la reproduction chez les rongeurs males. L'Agence européenne des
produits chimiques (ECHA) a classé plusieurs Phtalates dans la catégorie des substances
présumées toxiques pour la reproduction humaine (CMR catégorie 1B) et a établi des

valeurs de référence, notamment pour les expositions professionnelles (Saillenfait, 2015).

I1.5.3.Pesticides

Ils sont regroupés en quatre classes principales comme le sont détaillés dans la
figure 5. Les pesticides organophosphorés sont les insecticides les plus couramment
utilisés, et le chloropyrifos est un exemple unique de cette classe de pesticides. Ce produit
est utilisé a la fois dans les secteurs domestique et agricole pour lutter contre les nuisibles
tels que les cafards, les mouches, les termites, les fourmis rouges, les moustiques.
Cependant, des études ont confirmé que ce composé est hautement toxique car il a un effet
considérable sur les systémes nerveux.

Le DDT est un insecticide organochloré largement utilisé dans les années 1940,

1950 et 1960 pour controler les insectes dans l'agriculture, les habitations et les lieux

12
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publics. En raison de sa toxicité pour la faune et de sa persistance, de nombreux pays l'ont
interdit dans les années 1970. Cependant, il est toujours largement utilisé¢ en Inde et en
Afrique pour lutter contre les vecteurs de maladies telles que le paludisme. La Convention
de Stockholm sur les polluants organiques persistants, adoptée en 2001, vise a limiter son
utilisation aux seuls cas de controle des vecteurs de maladies conformément aux directives

de 'OMS, mais son utilisation mondiale reste stable malgré cela (Gore et al., 2014).
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Figure S: les principales classes des pesticides (Girard et al., 2020).

I1.5.4. Parabénes

Les parabeénes sont un groupe d'esters alkyles de l'acide p-hydroxybenzoique, et
présentent un large spectre d'activités antimicrobiennes. Ils peuvent étre largement ajoutés
en tant que conservateurs synthétiques idéaux aux produits pharmaceutiques, alimentaires
et cosmétiques pour prolonger leur durée de conservation. Le méthylparabéne (MeP),
I'éthylparabéne (EtP), le propylparabéne (PrP) et le butylparabéne (BuP) sont les parabénes
les plus couramment utilisés, présentant des avantages de grande stabilité, d'activité
antimicrobienne et de solubilité dans I'eau.

Les données toxicologiques actuellement disponibles ont montré que les parabénes
ont le potentiel d'induire de multiples toxicités chez les organismes. L'exposition aux
parabénes pourrait augmenter significativement la production d'espéces réactives de
I'oxygene et induire des dommages oxydatifs a 'ADN des spermatozoides humains. Les
concentrations relativement plus ¢élevées de parabenes dans les tissus tumoraux ovariens
malins par rapport a celles dans les échantillons de tissus tumoraux bénins pourraient
suggérer la carcinogenese de ce type de produits chimiques. En tant que perturbateurs
endocriniens, les parabénes ont également été trouvés pour perturber le systéme

endocrinien thyroidien chez les larves de poisson zebre, entrainant ainsi des toxicités
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développementales importantes, notamment une diminution du taux d'éclosion, de la
longueur du corps et du rythme cardiaque, ainsi qu'une augmentation du taux de

malformations chez les embryons/larves de poisson zebre (Liang et al., 2023).

I1.5.5.Distilbéne

Le Distilbéne (diéthylstilbestrol, DES), un composé synthétique ayant une forte
affinit¢ pour le récepteur aux cestrogénes o (ERa), a été¢ le premier perturbateur
endocrinien carcinogene prouvé chez I'homme. L'exposition in utero au DES, administré
aux meres pour traiter la stérilité hormonale causée par un déficit en cestrogénes, a entrainé
des cancers gynécologiques chez les filles et les petites-filles. Le risque accru de cancer du
sein et de l'endometre était difficile a établir en raison de leur fréquence élevée.
L'apparition d'un adénocarcinome a cellules claires du vagin, un cancer trés rare, a
démontré un lien de causalité entre le cancer et le traitement au Distilbéne des meres. Des
1971 aux Etats-Unis, cela a conduit & l'interdiction de l'utilisation du Distilbéne pendant la

grossesse (Rochefort, 2017).

I1.5.6.Les RFB (retardateurs de flamme bromés)

Les retardateurs de flamme bromés (RFB) sont aujourd'hui largement utilisés dans
divers produits de notre quotidien, tels que les ordinateurs, les appareils électroniques, les
textiles, les meubles en mousse, les isolants et autres matériaux de construction. Ils posent
un risque en tant que perturbateurs endocriniens, car ils sont facilement libérés dans
'environnement, n'étant pas liés aux produits dans lesquels ils sont utilisés. Malgré les
interdictions dans de nombreux pays, leur longue demi-vie les rend persistants, les

maintenant comme une source de préoccupation environnementale (Kabir et al., 2015).

I1.5.7. Triclosan

Le TCS [5-chloro-2-(2,4-dichlorophénoxy) phénol] est un biocide qui pose une
menace sérieuse pour les €écosystémes aquatiques et la santé humaine en raison de sa forte
lipophilicité et de sa capacité de bioaccumulation dans les organismes. On le trouve dans le
dentifrice, le savon antimicrobien, les détergents ménagers, les produits de désinfection, les
décolorants, les crémes pour la peau. Dans les milieux aquatiques, la concentration de TCS
varie considérablement, allant de niveaux nanogrammiques a des concentrations jusqu'a
10000 fois supérieures. Le TCS a causé des perturbations endocriniennes et des effets
néfastes sur la reproduction, le systéme immunitaire, des altérations de la fonction

musculaire et des génotoxicités chez les poissons et les vertébrés supérieurs. Le quotient de
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risque pour le TCS varie de 1 a 10, ce qui signifie un risque élevé pour la biote

aquatique(Kumar et al., 2021).

I1.6. Effets des perturbateurs endocriniens

En général, les PEs peuvent étre a 1’origine de pathologies graves a effets
immédiats ou a effets graves retardés (générations suivantes). Les principales
conséquences sanitaires potentielles, suite a 1’exposition aux PEs, dans I’espéce humaine et
chez les animaux sont : la reproduction, le métabolisme, le systéme nerveux, le systéme

immunitaire, le systéme cardiovasculaire et la fonction thyroidienne(Chaussinand, 2015).

I1.6.1. Effets sur la reproduction

L'exposition a divers perturbateurs endocriniens peut avoir des conséquences
néfastes sur le systeme reproducteur féminin, principalement en perturbant la formation
des follicules ovariens, un processus appelé folliculogenése. Des substances comme le
bisphénol A (BPA), le 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), le méthoxychlore
(MTX) et les phtalates sont des exemples de ces perturbateurs. Leur toxicité peut
compromettre le développement des follicules antraux et conduire a I'infertilité. De plus,
ces perturbateurs ont été¢ associés a des troubles de la reproduction féminine tels que
I'endométriose, ainsi qu'a une diminution du nombre d'ovocytes et de follicules antraux
chez les femmes suivant des traitements de fertilité(Dutta et al., 2023).

Les recherches expérimentales sur les animaux ont confirmé les découvertes chez
I'homme, démontrant que I'exposition aux perturbateurs endocriniens réduit le réservoir de

follicules primordiaux et entraine une insuffisance ovarienne précoce (Wang et al., 2014).

| BPA, MXC, TCDD, Phthalates, Genistein |

I norillal | —_— | Frimary | T 5 IP\'e-mmal —_—

|

Infertility

Figure 6:Les effets des perturbateurs endocriniens sur la folliculogenese ovarienne (Patel
etal., 2015)
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I1.6.2.Effets sur le systéme nerveux

L’exposition prénatale de souris au BPA (20 et 200 pg.kg-1.j-1 ; VO) a été associée
a une mise en place anormale des différentes couches cellulaires corticales. Une
accélération de la différenciation et de la migration neuronale a ét¢ observée dans le

cortex de souris exposées pendant la gestation (20 pg.kg-1.j-1 ; SC) (Fini et al., 2021).

I1.6.3.Effets épigénétiques transgénérationnels

Indéniablement, 1'un des défis majeurs posés par les perturbateurs endocriniens
(PE) réside dans la transmission de leurs effets aux générations futures par le biais de
modifications épigénétiques. Cette nouvelle perspective a été pour la premicre fois prise en
considération par I'ANSES (Agence nationale de Sécurité sanitaire de 1'Alimentation, de
I'Environnement et du Travail) dans son dernier rapport sur le BPA, suivi par I'Académie
de Médecine francaise. Ces modes de transmission font 1'objet de recherches et peuvent
étre résumés comme suit : L’existence de mécanismes non génétiques, non culturels,
assurant le transfert de la mémoire de l'exposition a divers environnements des parents et
conditionnant la réactivité des générations suivantes a divers environnements au cours de
leur vie. En conséquence, les erreurs de gestion actuelles pourraient avoir un impact sur la
santé de nos descendants et de leurs descendants. Cela représente une menace majeure

pour l'espéce humaine (Pauluis, 2019).

I1.6.4.Effet cocktail

Dés 1939, Bliss a soulevé la question de la toxicité des mélanges de substances
chimiques, connue sous le nom d'"effet cocktail". Cette problématique majeure entrave
notre capacité a évaluer les perturbateurs endocriniens. Les études de biosurveillance ont
révélé que les populations humaines et animales sont exposées a de multiples produits
chimiques tels que des résidus de pesticides, des métaux lourds, des PCB, des dioxines, des
retardateurs de flamme, des hydrocarbures aromatiques polycycliques, des Phtalates, et
bien d'autres. Cependant, la plupart des recherches scientifiques se concentrent sur 1'étude
des substances individuellement, négligeant les effets additifs ou synergiques possibles.
Des études ont démontré des interactions synergiques entre différents produits chimiques,
méme a des doses individuellement non toxiques. Par exemple, la combinaison d'un
pesticide persistant et d'un estrogéne pharmaceutique peut entrainer des effets toxiques
synergiques imprévisibles. En conclusion, la compréhension des effets des mélanges de
produits chimiques sur la santé humaine nécessite une approche plus globale, prenant en

compte les interactions entre les différentes substances (Ravel and Kah, 2018).
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II. Triclosan

I1.1. Généralités sur le Triclosan

Le Triclosan (2,4,4'-trichloro-2'-hydroxydiphényléther, TCS) est un agent
antimicrobien phénolique chloré efficace contre divers types de bactéries et certains types de
champignons. TCS a été développé dans les années 1960 et introduit dans le savon chirurgical
aux Etats-Unis dans les années 1970. Généralement, le TCS est bien toléré et a été utilisé dans
le monde entier pendant plus de 50 ans. Cet antimicrobien est couramment utilis¢é comme
ingrédient actif dans de nombreux produits de consommation, y compris les produits de soins
personnels (savons pour les mains, dentifrices, déodorants et shampooings), les produits
ménagers (emballages, ustensiles de cuisine, tissus et plastiques) et les jouets (Ena et al.,
2018). 11 est commercialisé sous plusieurs noms différents, notamment Irgasan DP- 300,
Microban, lexol-300, Cloxifenolum et Biofresh(Welsch and Gillock, 2011).

Le Triclosan posséde des propriétés antibiotiques et antimycotiques. Il bloque
également la syntheése des acides gras en inhibant I'enzyme enoyl réductase. Le TCS est
catégoris¢ comme un hydrocarbure aromatique halogéné, ayant des sous-structures
phénoliques, diphényléther et polychlorobiphényles (PCB)(Dhillon et al., 2015).

Ce perturbateur est un antimicrobien a base d’éther diphénylique trichloré avec un
groupe hydroxyle, (figure 1). Il a une activité a large spectre a de faibles concentrations pour
inhiber les bactéries a gram positif et a gram négatif ainsi que de nombreux virus et

champignons.

Cl OH

Cl Cl

Figure 7:la structure chimique du Triclosan (TCS) (Gonkowski et al., 2022).

Le TCS existe sous forme de poudre cristalline blanche avec un point de fusion de 54
a 57 °C et une température de décomposition supérieure a 280 °C.

Le Triclosan est non polaire en tant que molécule peu soluble dans I’eau a 0,001
g/100 g d’eau (10 5 g/ml) et soluble dans la plupart des solvants organiques. Les propriétés
non polaires du Triclosan se reflétent dans une solubilité¢ de 40 g /100 g d’acide oléique qui
est un acide gras commun comme constituant des membranes cellulaires phospholipides. De

plus, le Triclosan résiste a I’hydrolyse et est tres stable dans les acides (Petersen, 2016).
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Tableau 3:Principales caractéristiques physicochimiques du TCS (Lee et al., 2019).

Propriétés Valeurs et condition
Nom Triclosan

N°CAS 3380-34-5

Formule chimique CI12H7CI302

Structure chimique

Etat physique et odeur

Masse molaire
Point de fusion
Point d’ébullition
Densité

Solubilité dans I’eau

Synonymes

Poudre cristalline blanche a blanc cassé
légere, faible odeur aromatique

289.54 g/mol

55-57° C

280-290° C (décomposer)

1.49 g/cm3

0.012 g/L en 20° C

2, 4,4’-Trichloro-2'-hydroxy-diphenyl ether

I1.2. Utilisation du Triclosan

Le TCS (Triclosan) est un ingrédient présent dans les produits de soins personnels
depuis la fin des années 1960. Ces produits incluent des dentifrices, des bains de bouche, des
déodorants et des savons antibactériens, des anti-sudorifiques et des cosmétiques, ainsi que
des antiseptiques. Le TCS est également présent dans d'autres produits de consommation tels
que des sacs poubelles, des vétements, de la literie, des jouets et des ustensiles de

cuisine(Witorsch, 2014).

Il est utilis¢ comme ingrédient actif dans les produits dentaires depuis les années 1980
en Europe et au milieu des années 1990 aux Etats-Unis, aprés son approbation par la (Food
and Drug Administration) (Dhillon et al., 2015).

Le TCS est présent aussi dans des produits industriels variés tels que les bandes
transporteuses, les équipements de fabrication de glace, les adhésifs, les tissus, les textiles et
les moquettes (Sanidad et al., 2022).

Il a été détecté dans I'urine, le sérum et le lait maternel humains, avec des
concentrations urinaires allant d’environ 2 a 4 ng/L selon les Enquétes nationales sur la santé
et la nutrition. Une estimation de I’apport quotidien se situait entre 50 et 75 ug/kg/jour en

fonction d’une utilisation combinée de produits de consommation (Louis et al., 2017).
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La concentration de TCS recommandée par divers organismes gouvernementaux pour

étre utilisée dans divers produits de consommation est indiquée dans le (tableau 4).

Tableau 4:Teneurs recommandées en TCS dans divers produits de consommation (Dhillon et

al., 2015)
Type de produit a base de TCS concentration de TCS%
Produits de soins bucco-dentaires
Dentiftrice 0.3
Solution de bains de bouche 0.03
Produits appliqués par voie cutanée (ringage)

Nettoyants pour la peau 0.3

Savon liquide pour les mains 0,1-0,45
Détergent pour lave-vaisselle 0,1

Produits appliqués par voie cutanée (sans ringage)

Lotion pour le corps 0,3
Hydratant pour le visage 0.3
Déodorants/anti-transpirants 0,3

I1.3.Sources et voies d'exposition aux TCS

Les sources possibles d'exposition humaine au Triclosan sont présentées dans la figure
8. Plus de 80 % de I'utilisation des TCS provient des cosmétiques, de divers produits de soins
personnels et de produits de nettoyage domestique, qui contiennent généralement entre 0,1 et
0,3 % de TCS.

Cependant, les produits de soins personnels contenant du TCS sont considérés comme
la principale source de cette substance (Milanovi¢ et al., 2023). En plus de I'utilisation directe
des produits contenant du TCS, il est possible d'étre expos¢ au TCS par l'air, les eaux de
surface, I'eau potable et le sol, ce qui pourrait entrainer une exposition a long terme a cette

substance (Huang et al., 2014).
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Figure 8:Sources et voies d'exposition humaine au Triclosan (Milanovi¢ et al., 2023).

I1.4. Mécanismes d’action du Triclosan

Le Triclosan agit comme un agent bactériostatique a des faibles concentrations
(généralement entre 0,1 et 1 mg/l), ce qui inhibe la croissance des bactéries. Il est
bactériostatique, ce qui signifie qu'il limite la capacit¢ de reproduction des bactéries.
Cependant, a des concentrations plus élevées, il peut étre bactéricide(Bodle, 2016)

Il montre un type d’adsorption en forme de Z, ce qui indique la décomposition d'une
structure, probablement la membrane, et la génération de nouveaux sites d'adsorption. Comme
d'autres agents biocides, le Triclosan posséde plus d’un type d’action, ce qui permet de
distinguer ses effets inhibiteurs de croissance de ses effets 1étaux (Russell, 2004).

A des concentrations plus élevées, le Triclosan (TCS) agit de maniére plus rapide et
affecte toutes les phases de croissance bactérienne. De plus, des disparités significatives en
termes de mortalité ont été observées. Cette mortalité peut étre en partie attribuée a
l'inhibition de voies métaboliques et de synthése cruciales. Concrétement, le TCS bloque la
synthése des acides gras en inhibant l'enzyme énol réductase. Cependant, selon certaines
études, la létalité induite par le TCS ne peut étre enticrement expliquée par le simple blocage
des voies de synthése des acides gras, mais également par les dommages infligés aux
membranes des bactéries. Les effets du TCS sur les membranes bactériennes entrainent une
déstabilisation des structures membranaires, compromettant ainsi l'intégrité fonctionnelle de
la membrane sans nécessairement provoquer de lyse bactérienne(Gomez et al., 2016).

Le Triclosan inhibe également 1'homologue humain Fabl, qui est généralement
exprimé a de trés faibles niveaux, mais qui est fortement surexprimé dans les cellules
cancéreuses. Cela suggére que le Triclosan pourrait servir de base a de nouveaux

médicaments anticancéreux (Poger and Mark, 2019).
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I1.5.Toxicocinétique du Triclosan
I1.5.1.Absorption

Le Triclosan peut pénétrer dans la circulation sanguine en passant a travers la
muqueuse de la bouche, la peau par exposition directe et le systéme digestif apres ingestion.
En raison de ses propriétés lipophiles, le Triclosan est aisément absorbé par la peau, que ce
soit chez le cobaye, la souris, le rat ou I'homme. L'absorption cutanée du Triclosan chez
I'hnomme peut se situer dans la plage des millimoles, correspondant aux niveaux retrouvés
dans les produits de consommation courante. Une application directe de 1,6 mg de Triclosan
sur la peau de la souris conduit a une absorption rapide, avec des concentrations maximales
atteintes entre 12 et 18 heures apres 1'exposition. Des études ont montré que le TCS pénétre
plus rapidement a travers la peau des rats que celle des humains in vitro, suggérant une
exposition prolongée chez les humains. Environ 12% de la dose de Triclosan est retrouvée
dans la peau humaine in vitro aprés 24 heures, tandis que 26% sont détectés dans la couche
cornée chez les rats in vivo. De plus, le Triclosan peut étre absorbé par la muqueuse buccale,
entrainant une rétention dans la bouche et sur la plaque dentaire, ainsi que la détection de
métabolites de Triclosan dans le plasma. Apres ingestion, le Triclosan est également absorbé
par le systéme digestif, avec des concentrations plasmatiques maximales atteintes entre 1 et 3
heures apres l'exposition (Weatherly and Gosse, 2017).

Suite a I’application cutanée d’une créme contenant 2 % de Triclosan chez six
volontaires, 1'absorption du Triclosan, calculée a partir de 1'excrétion urinaire, a été estimée a
moins de 10 %. Une étude d'absorption in vitro a montré que le Triclosan pénétre la peau de
rat plus profondément que la peau humaine. En 24 heures, 23 % de la dose pénétré
complétement a travers la peau de rat dans liquide récepteur, tandis que la pénétration a

travers la peau humaine n'était que de 6,3 % de la dose appliquée ( Fang et al., 2016).

I1.5.2.Distribution

Une fois absorbé, le triclosan est distribué dans divers tissus et organes. Les études
montrent que le triclosan peut étre détecté dans le plasma, le foie, les reins, et le tissu adipeux.
Le foie et les reins sont des sites de distribution majeurs en raison de leur réle dans le
métabolisme et I'excrétion.

Apres ’administration orale ou topique de Triclosan radiomarqué, la radioactivité est
largement distribuée aux organes et les tissus. Les niveaux les plus élevés sont observés dans
la vésicule biliaire, le foie, la graisse corporelle, les poumons et les reins (J. Fang et al., 2016).

Le Triclosan a été détecté dans presque tous les échantillons de foie, dans la plupart

des tissus adipeux et dans un seul échantillon de cerveau. Des traces de triclosan peuvent
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¢galement étre trouvées dans le lait maternel et le sang, ce qui indique qu'il peut traverser les
barriéres biologiques(Geens et al., 2012).
I1.5.2.Métabolisme du TCS

Le métabolisme d'un produit chimique s'effectue par la phase I ou la phase 1I ; 1a phase
I rend le composé d'origine plus polaire et augmente la réactivité pour le métabolisme de la
phase II. Le TCS subit un métabolisme d'hydroxylation de phase I, tandis que la
glucuronidation et la sulfonation sont les principales voies de phase II de son métabolisme.
L'acide glucuronique et le sulfate sont ajoutés au groupe hydroxyle du TCS, détruisant sa
nature ionophore et ajoutant un groupe fortement chargé/polaire au TCS.

Dans une étude impliquant 46 participants, le sulfate et le glucuronide de TCS ont été
trouvés dans des échantillons d'urine. Le TCS-glucuronide était le principal métabolite
découvert. Apres 21 jours d'utilisation d'un ringage oral contenant 4,5 mg de TCS, la
concentration plasmatique moyenne de TCS glucuronide était de 220 a 300 uM et celle de
TCS-sulfate de 0,028-0,062 uM chez les participants humains. La principale voie du
métabolisme est influencée par la concentration de TCS. Aprés 30 minutes d'exposition a 1-5
uM de TCS dans les fractions hépatiques humaines, le sulfate de TCS et le glucuronide de
TCS ont été produits de maniére égale. Cependant, la glucuronidation prédominait apres des
dosages de TCS supérieurs a 20 uM, tandis que les dosages inférieurs a 1 uM conduisaient a

la sulfonation(Weatherly and Gosse, 2017).

I1.5.3.Elimination

Chez I'homme, l'urine est la principale voie d'¢limination du Triclosan, tandis que
I'¢limination fécale est la voie secondaire. L'antimicrobien est principalement excrété par ses
conjugués. Dans les 24 heures suivant une exposition orale, I'excrétion urinaire chez 'homme
augmente. Entre 24 et 83 % du TCS consommé est excrétée au cours des 4 premiers jours
suivant l'exposition, et aprés 8 jours, l'excrétion se rapproche des niveaux de base. Apres
exposition orale, le TCS a une demi-vie de 21 heures. Une dose antimicrobienne de 12 % a
été excrétée dans les feces et 1 % dans l'urine apres une exposition topique chez le rat
(Weatherly and Gosse, 2017) .

Pour les babouins, les hamsters, les singes et les lapins, la principale voie d'excrétion
est l'urine (24-83%), la majorité du composé apparaissant sous forme de glucuronide
conjugué. L'excrétion du Triclosan dans les féces représente une plus petite partie de la dose
administrée (10-30%), et le Triclosan est présent sous forme de composé libre inchangé. Les
données relatives a la voie orale et a la voie cutanée chez 'homme ne fournissent aucune

preuve d'un potentiel de bioaccumulation(Autrup et al., 2009).
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I1.5.4. Dégradation du Triclosan

Le TCS peut subir a la fois une dégradation biotique et abiotique. L’un des produits de
dégradation, le m TCS est formé par biotransformation. Dans I’environnement, le méthyle
TCS est produit dans des conditions aérobies par o-méthylation, ou un groupe méthyle se fixe
au groupe hydroxyle de la molécule de TCS. Ce processus est facilité¢ par des bactéries telles
que Rhodococcus, Acinetobacter et Mycobacteruim dans d’autre composés
chlorophénoliques. De plus, la dégradation du TCS en mTCS se produit dans les stations de
traitements des eaux usées (STEP) (Weatherly and Gosse, 2017).

Plusieurs études ont examiné la photodégradation du Triclosan. Certaines indiquent
qu'elle se produit seulement a un pH proche du pKa, tandis que d'autres suggerent qu'elle se
déroule lentement a un pH inférieur. Une étude récente montre que la formation de 2,8-
DCDD est indépendante du pH et que la photodégradation du triclosan se produit facilement

sous les rayons solaires et UV, produisant six composés différents(Geara-Matta, 2012).
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Figure 9:Mécanismes supposés de dégradation du Triclosan(Geara-Matta, 2012).

Le Triclosan en solution aqueuse sous conditions controlées (pH > 8 et diverses
radiations UV) produit la 2,8-dichlorodibenzo-p-dioxine (2,8-DCDD). La présence de 2,7/2,8-
dichlorodibenzo-p-dioxine dans les eaux usées est probablement due a la photodégradation du
Triclosan, bien que celle-ci soit difficile dans des eaux trés turbides. En présence
d'hypochlorite de sodium, le Triclosan forme facilement des dérivés chlorés qui peuvent se
convertir en dioxine a des températures élevées et sous irradiation UV. A faibles
concentrations en chlorures, le Triclosan produit du 2,4-dichlorophénol et 2.4,6-

trichlorophenol(Geara-Matta, 2012).
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I1.6. Effets du Triclosan
I1.6.1. Effet sur la santé humaine

L'absorption et la circulation systémique chroniques du Triclosan chez 'homme sont
causées par l'utilisation répétée de produits contenant du Triclosan et 1'exposition de la peau et
des muqueuses a ces produits. Plusieurs études in vitro et in vivo ont montré que le Triclosan
peut perturber les processus métaboliques et I'homéostasie hormonale (Allmyr et al., 2008).

La premiére mention d'une réaction indésirable aux TCS chez les hommes est
probablement le résultat d'un rapport de cas de deux patients qui ont développé une dermatite
de contact suite a l'utilisation de déodorants contenant respectivement 0,12 % et 0,2 % de
TCS. Jusqu'a présent, plusieurs rapports de cas de la méme maladie ont été concordants
(Alfhili and Lee, 2019).

Il a été démontré que l'exposition au TCS peut perturber la fonction thyroidienne,
provoquer un stress oxydatif, 1'apoptose, l'inflammation et le cancer (Ruszkiewicz et al.,
2017) , et augmenter le risque de diabéte de type 2 chez les femmes (Xie et al., 2020).

Lorsque le TCS pénetre a travers la peau, il est suspecté d'interférer avec le systeme
hormonal. Selon les chercheurs du Centre américain de lutte et de prévention des maladies,
Presque 75 % des échantillons collectés chez 2 517 personnes dgées de six ans ou plus ont
conduit a la découverte du Triclosan dans ’urine. L'UE I'a classé comme irritant pour la peau
et les yeux (Halden et al., 2017).

Le Triclosan (TCS) perturbe le fonctionnement normal des kératinocytes et des
mastocytes humains en provoquant un découplage mitochondrial, ce qui entraine une
augmentation du calcium cytosolique. L'exposition au TCS conduit a l'activation de la
caspase-1 et a la sécrétion d'interleukine-1p (IL-1P) dans les ganglions lymphatiques drainants
et dans la peau (Weatherly et al., 2020).

I a ¢ét¢ démontré que le Triclosan posséde des propriétés de perturbation
endocrinienne et plus particulierement qu'il interfére avec l'action des cestrogeénes dans un
modele de rongeur invivo. Les cestrogénes sont un facteur de risque important pour le
développement du cancer du sein, et les propriétés cestrogéniques du Triclosan peuvent
contribuer a la charge cestrogénique du sein humain (Farasani and Darbre, 2021).

Une étude menée par des toxicologues de 1'Université de Californie - Davis aux Etats-
Unis a révélé que le Triclosan pouvait avoir des effets néfastes sur les fonctions musculaires,
en particulier celles du cceur. Les chercheurs ont exposé des petits poissons et des souris a des
doses similaires a celles recues quotidiennement par les humains. Ils ont constaté que ces
souris avaient plus de difficultés a contracter les muscles, y compris le muscle cardiaque.

Aprés seulement quelques minutes, les rongeurs présentaient une réduction de 25 % de leur
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fonction cardiaque et de 18 % de leur force de préhension. L'étude suggere que le Triclosan
peut avoir des effets significatifs chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque en raison

de son utilisation répandue (Planchon, 2014).

I1.6.2.Effet sur I’animal

L'exposition au TCS a provoqué des dommages oxydatifs dans les cellules de rats et
un dysfonctionnement mitochondrial dans les cellules de mammiféres ; le TCS peut donc
également affecter le développement embryonnaire (Kim et al., 2020).

Le TCS est extrémement toxique pour les algues et affecte le développement et la
reproduction de certains poissons. Des recherches récentes ont révélé qu'il peut perturber les
systemes endocriniens des especes aquatiques, diminuer la production de spermatozoides chez
les rats males traités et augmenter la production de testostérone induite par la LH dans les

cellules testiculaires de Leydig des rats (Bedoux et al., 2012).

I1.6.3.Effet sur I'environnement aquatique

Le Triclosan présente un risque environnemental pour la vie aquatique lorsqu'il
pénetre dans I'écosystéme par le biais des eaux usées. Une étude australienne réalisée en 2005
a trouvé du Triclosan dans des échantillons d'eau de surface provenant de rivicres situées a
proximité des stations d'épuration des eaux usées. Le Triclosan a été trouvé a des
concentrations allant de 14 a 60 ng/L dans ces rivieres. Une étude de 2003 a montré que le
Triclosan est trés toxique pour la vie aquatique, en particulier pour les algues. Le Triclosan
affecte une enzyme spécifique, 'ENR ; cette enzyme est présente dans les bactéries, les
champignons et certaines plantes. Les algues sont affectées par le Triclosan de manicre
indirecte, le Triclosan est hautement toxique pour les bactéries qui interagissent avec les
algues dans le biofilm. L'absence de bactéries inhibe le processus de photosynthése des algues
entrainant sa disparition. Ce phénomeéne est particulierement néfaste car les algues sont un
"producteur de premiére étape", ce qui signifie que toute perturbation de la vie des algues

affectera le reste de 'écosysteme(Butler et al., 2012).
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Chapitre III Matériel et méthodes

Cette étude vise a examiner I’implication du stress oxydatif dans la toxicité
subchronique induite chez les rats Wistar femelles suite a une supplémentation quotidienne,
d’une gamme de trois doses du triclosan (TCS). Le travail expérimental a été mené
exclusivement au sein de I’animalerie et du laboratoire de biochimie de 1'Universit¢ 8§ Mai
1945, pour étre ensuite complété au niveau du département anatomopathologique de 1'hopital

Ibn Zohr de Guelma.

1. Matériel
1.1. Les animaux

L'é¢tude a été réalisée sur des rates albinos Wistar obtenues de I’institut Pasteur
d’Alger. Pendant la période d'acclimatation, les rats pesaient entre 130 et 150 grammes, et au
moment de l'expérience, leur poids moyen variait de 145 a 200 grammes. Les tests sur les
animaux ont été effectués selon les normes éthiques approuvées par la Directive du Conseil de
la Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86-609/CEE) et le Décret du 20 octobre
1987 (87-848/CEE).

1.2. Conditions d’hébergement

Les rats étaient logés dans des cages métalliques tapissées de litiere composée de
copeaux de bois. Les cages étaient nettoyées et la litiere remplacée quotidiennement.
L'environnement dans l'animalerie était maintenu a une température de 25°C, avec une
humidité naturelle, et une photopériode semblable au printemps. Les rats étaient nourris avec
un régime de granulés de mais et d'orge, et de I'eau potable était fournie dans des bouteilles

adaptées aux cages.

1.3. Traitements des animaux

Apres la période d'adaptation, les rongeurs ont été répartis en cinq groupes :

v" Groupe 1 (témoin véhicule n=5) : 5 % d'éthanol et 95 % d'huile de mais (0,3 cc/jour)
ont été administrés par voie sous-cutanée pendant 25 jours consécutifs.

v Groupe 2 (TCS a faible dose n=8) : Le TCS a 1 mg/kg/jour a été administré par voie
sous-cutanée pendant 25 jours consécutifs (Montagnini et al., 2018).

v" Groupe 3(TCS a moyenne dose, n = 6) : TCS a 5 mg/kg/jour a été administré par voie
sous-cutanée pendant 25 jours consécutifs.

v Groupe 4 (TCS a haute dose, n = 10) : TCS a 10 mg/kg/jour a été administré par voie
sous-cutanée pendant 25 jours consécutifs (Montagnini et al., 2018).

v" Groupe 05 (STEP, n=5) : Les rats ont regu ad libitum de 1'eau traitée prélevée de la

STEP, pendant 25 jours. Ce groupe a ¢été intégré dans I’étude afin d’évaluer I’efficacité
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des méthodes de traitement des eaux usées de la willaya de Guelma en comparant
I’éventuel effet toxique induit aprés ingestion de cette eau traitée avec les autres

groupes traités par la gamme de triclosan.

1.4. Poids relatif de I'organe par rapport au corps

Le poids relatif des organes, qui évalue la proportion du poids d'un organe par rapport
au poids corporel total, est calculé en divisant le poids de chaque organe par le poids corporel
de l'animal. Ce calcul fournit des informations sur le développement des organes et les effets
potentiels de I'exposition subchronique au TCS sur la taille des organes. La formule pour

calculer le poids relatif des organes peut étre exprimée comme suit :
Poids relatif des organes = Poids absolu de I'organe / Poids corporel.

1.5. Sacrifice et collecte de sang et d'organes

Apres le sacrifice, le sang a été prélevé du cceur par ponction cardiaque et conservé
dans un congélateur a -20°C pour les analyses biochimiques et hormonales. Ensuite, les
organes (foies, reins et ovaires) ont été extraits et homogénéisés dans un tampon phosphate
salin (0,1 M, pH 7,4). L’homogénat a été utilisé pour évaluer les marqueurs de stress oxydatif,
y compris le malondialdéhyde (MDA), le glutathion réduit (GSH), les produits protéiques
d'oxydation avancée (AOPP), l'activité de la catalase (CAT) et de la glutathion peroxydase

(GSH Px) et les niveaux de protéines tissulaires.

2. Méthode d'analyse
2.1. Niveau de glucose dans le sang
Deux heures avant le sacrifice, des échantillons de sang ont été prélevés de la queue du

rat et utilisés pour déterminer I'activité du glucose sérique a 1'aide d'un glucometre.

2.2. Préparation de la fraction cytosolique

Apres le sacrifice, un segment du foie, des reins et des ovaires a été excisé pour
I’examen anatomohistopathologique. Les tissus restants de ces organes ont été pesés,
fragmentés en petits morceaux et immergés dans neuf volumes de tampon phosphate (0,1 M,
pH 7.4 a 4°C) contenant du KCl (1,17%). L'homogénéisation a été réalisée a l'aide d'un
homogénéisateur ULTRA-TURRAX. A ce homogénat, 0,5 mL d'acide trichloroacétique
(TCA a 5%) a été ajouté en volume égal, puis centrifugé a 4°C pendant 10 minutes a 4000

tr/min. Le surnageant obtenu a été utilisé pour le dosage du glutathion réduit.
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Une partie de ce surnageant a été réservée pour le dosage du MDA, tandis que le reste
a été centrifugé a 4°C pendant 45 minutes a 10 000rpm. Le surnageant résultant a ensuite été

utilisé pour I'évaluation de l'activité des enzymes antioxydantes.

2.2.1. Evaluation de la peroxydation lipidique (MDA)

La peroxydation lipidique est un mécanisme bien établi de Iésion cellulaire chez les
animaux ; elle est utilisée comme indicateur de stress oxydatif dans les cellules et les tissus.
Dans ce test, la réaction des peroxydes lipidiques avec I'acide thiobarbiturique (TBA) forme
un complexe déterminé par spectrophotométrie, et la peroxydation lipidique est évaluée en
termes de substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS) produites.

Le niveau de malondialdéhyde (MDA), considéré comme un produit final de la
peroxydation lipidique, a été quantifié¢ selon la méthode colorimétrique décrite par Ohkawa et
al., 1979.

Dans cette méthode, 0,25 ml du surnageant contenant du MDA réagit avec 500 puL de
solution d'acide thiobarbiturique (TBA a 0,67%) en présence de 0,25 ml d'acide
trichloroacétique (TCA a 20%). Le mélange réactionnel a été incubé a 100°C pendant 15
minutes, suivi d'un refroidissement. La formation d'un composé rose a eu lieu, qui a ensuite
¢été extrait en ajoutant 2 ml de n-butanol. Ensuite, la phase organique contenant le complexe
formé entre le MDA et le TBA a été séparée par centrifugation a 3000 tr/min pendant 15
minutes. L'absorbance de la solution obtenue a été mesurée a 532 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV/visible Jenway 6305. La concentration de TBARS de I'échantillon a
été calculée en utilisant 1,56 x 10”5 M”-1 x cm”-1 comme coefficient d'extinction du MDA

(puisque 99% des TBARS existent sous forme de MDA).

2.2.2. Evaluation de I'oxydation des protéines

Le niveau d'oxydation des protéines dans les trois tissus a été évalué¢ en mesurant les
produits d'oxydation avancée des protéines (AOPP) quantifiés par une méthode
spectrophotométrique décrite par (Witko-Sarsat et al., 1996).

Pour évaluer la teneur en AOPP, 0,2 mL du surnageant a été dilué dans 0,4 mL de
tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) et combiné avec 50 uL d'iodure de potassium (1,16 M).
Apreés deux minutes, 0,1 mL d'acide acétique glacial a été ajouté, et le mélange a été
centrifugé a 3500 x g pendant 15 minutes a 4°C. L'absorbance de I'échantillon en dessous de
la phase lipidique a ensuite été mesurée a 340 nm.

La teneur en AOPP des trois tissus a été calculée en utilisant le coefficient d'extinction

et exprimée en nmol/mg de protéine. Elle est déterminée en utilisant la formule suivante :
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Fd

= X —
AOPP rat = DO = <L < CP

DO : densité optique de 1'échantillon a 340 nm.

At : intervalle de temps en minutes.

Fd : Facteur de dilution (Vt/Vs) ou Vt: Volume total du milieu réactionnel, Vs:
Volume du surnageant.

€ : Coefficient d'extinction molaire des AOPP (261 mM-1 cm-1).

L : Longueur du réservoir utilisé (L = 1 cm).

CP : Concentration protéique (mg/g de tissu).

2.2.3. Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode d'Ellman a été utilisée pour évaluer les niveaux de glutathion cytosolique
hépatique (Ellman, 1959). Cette méthode repose sur 1'oxydation du glutathion réduit (GSH)
par l'acide 5,5-dithio-2-nitrobenzoique (DTNB), entrainant la libération de l'acide 2-nitro-5-
mercaptobenzoique. Ce composé présente une absorbance a 412 nm en milieu alcalin.

850 uL de tampon phosphate (pH 7,4, 0,1 M) sont ajoutés a 100 uL. du surnageant.
Ensuite, 50 uL d'une solution de DTNB (0,01 M préparée dans le tampon phosphate) sont
ajoutés. Apres agitation et incubation pendant 5 minutes a température ambiante, la densité
optique du surnageant résultant est mesuré a I'aide d'un spectrophotométre a 412 nm contre un
blanc préparé dans les mémes conditions avec de I'eau distillée.

Le niveau de GSH est déterminé a l'aide d'une courbe standard préparée avec du GSH
a des concentrations croissantes allant de 0,2 a 1 mM. Les résultats sont exprimés en

micromoles par gramme de tissu.

2.2.4. Activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

L'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée selon la
méthode de Flohé et Giinzler (1984). Cette méthode repose sur la réduction du peroxyde
d'hydrogeéne (H,O,) en présence de glutathion réduit (GSH). Le GSH est transformé en sa

forme oxydée (GSSQG) sous l'influence de la GSH-Px selon la réaction suivante :

GSH-Px
GSH + H,0,— GSSG + HIJO

L'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px) a ét¢ mesurée en
utilisant la méthode décrite par Flohé et Gilinzler (1984). Cette méthode repose sur la
réduction du peroxyde d'hydrogene (H,O;) en présence de glutathion réduit (GSH),
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transformant le GSH en sa forme oxydée (GSSG) sous l'influence de la GSH-Px. Pour
mesurer l'activité enzymatique, 400 puL de glutathion réduit (GSH) a une concentration de 0,1
mM ont été ajoutés a 200 pL du surnageant. Ensuite, 200 pL d'une solution tampon TBS
contenant du Tris (50 mM) et du NaCl (150 mM) a pH 7,4 ont été ajoutés. Le mélange a été
incubé pendant 5 minutes dans un bain-marie a 25°C. Apres l'incubation, 200 pL de peroxyde
d'hydrogéne (H,O;) a une concentration de 1,3 mM ont été ajoutés pour initier la réaction, et
le mélange a été laissé réagir pendant 10 minutes.

Apres la réaction, 1 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a une concentration de 1 % a
été ajouté pour arréter la réaction. Le mélange a ensuite été placé sur de la glace pendant 30
minutes. Aprés incubation sur glace, le mélange a été centrifugé pendant 10 minutes a 3000
tr/min. Ensuite, 2,2 mL de solution tampon TBS ont été ajoutés a 480 pul. du surnageant.
Enfin, 0,32 mL de DTNB (1,0 mM) ont été mélangés, et les densités optiques ont été

mesurées a 412 nm aprés 5 minutes.

DO ec X DO et X DF
GSH — Px = 0.04
DO et X cp

2.2.5. Evaluation de ’activité enzymatique de la catalase

La mesure de I’activité de la catalase (CAT) a été réalisée en utilisant la méthode de
Clairborne qui repose sur la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H,0O,) mesurée a 240 nm
(Greenwald, 2018).
A 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, PH 7.4), 950ul de la solution de H,O, (0.019M)
fraichement préparée ont été ajoutés. 25 ul d’homogénat ont été ajoutés en dernier, le mélange
ainsi préparé dans une cuve en quartz est mis dans le spectrophotometre pour un suivi
cinétique (pendant 2 min) de la disparition du H,O, a 240 nm.Le résultat de [’activité

enzymatique est exprimé en Ul/g de protéines/g de tissu, et obtenu par la formule ci-dessous :

Activité de la CAT = (AT x log 222 ) x—_F¢

D02 eXLXC protéines

DOL1 : L’absorbance a 0 min.

DO2 : L’absorbance a 1 min.

AT : L’intervalle de temps en min.

Fd : Facteur de dilution (Vt/Vs) ou Vt: Volume total de milieu réactionnel, Vs : Volume du
surnageant.

& : Coefficient d’extinction molaire du H202 (43.6 M-1 cm-1).

L : Longueur de la cuve utilisée (L= 1 cm).
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2.2.6. Dosage protéique des tissus

La teneur en protéines des échantillons provenant de trois organes différents a été
déterminée en utilisant la méthode du biuret. Cette méthode, reconnue pour sa sensibilité et sa
rapidité, mesure la quantité de liaisons peptidiques par 1'absorption d'un colorant (Gornall et
al., 1949).

Pour le dosage, 1 mL de réactif de biuret est ajouté a 20 pL de chaque échantillon de
surnageant. Le mélange est agité puis incubé pendant 5 minutes a 37°C. La densité optique du
mélange réactionnel est ensuite mesurée a 540 nm par rapport a un blanc préparé avec le
réactif. Une solution standard contenant 7 g/dL. de BSA est utilisée comme référence.

La concentration en protéines, exprimée en g/dL dans les échantillons, est calculée a

partir des lectures d'absorbance avec la formule suivante.

A Echantillon

g/dL De proteine totale = AStandard X C Standard

2.3. Analyse histopathologique

A cette phase de 1'étude, les échantillons ont été fixés dans une solution contenante
10% de formaldéhyde pour préserver leur intégrité structurelle. Par la suite, ils ont été
imprégnés et inclus dans des blocs de paraffine pour faciliter la coupe en sections minces.
Apres inclusion, des sections de 5 pum d'épaisseur ont ¢été obtenues et colorées a
I'hématoxyline-¢osine (H&E) pour mettre en évidence les structures cellulaires. L'examen
visuel des Iésions affectant les tissus des trois organes a été effectué a l'aide d'un microscope
optique, spécifiquement le modele Olympus C41. Les sections histologiques ont été observées
a deux grossissements (10x et 40x), permettant une analyse détaillée de toute anomalie

présente.

2.4. Analyse statistique

Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard de la
moyenne (E.S.M.). L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel GraphPad Prism
version 10.2.3 (403). Les différences entre les groupes ont été évaluées par analyse de
variance a un facteur (ANOVA) suivie du test post hoc de comparaison multiple de Tukey.
Un niveau de signification de p < 0,05 a été considéré comme statistiquement significatif pour

interpréter les différences dans les résultats des parametres biochimiques.
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Chapitre V Discussion

Le Triclosan est Couramment utilisé dans les produits de soins personnels, les articles
ménagers, les textiles, les plastiques et les dispositifs médicaux. le Triclosan a démontré un
potentiel perturbateur endocrinien capable d'interférer avec les hormones essentielles pour le
développement et la reproduction normaux(J.-L. Fang et al., 2016).Une étude toxicologique a
démontré que le TCS perturbe les réponses médiées par l'cestrogéne, augmentant ainsi le
risque de cancer du sein, et qu'il supprime les hormones thyroidiennes chez les rats,
confirmant son réle en tant que perturbateur endocrinien puissant(Mohammed et al., 2017).

L’objectif du présent travail était d'évaluer les effets toxiques potentiels de I'exposition
quotidienne a ce perturbateur a des doses croissantes rangeant de 1 mg jusqu’a 10 mg/kg/jour
pendant 25 jours consécutifs chez des rats femelles de type Wistar, en examinant I’implication
du stress oxydatif dans I’induction décés effets toxique au niveau du foie, des reins et des
ovaires.

Notre analyse a commencé par mesurer le poids relatif des organes, un paramétre
crucial pour évaluer les effets toxicologiques potentiels, car les changements de poids des
organes peuvent indiquer une toxicité spécifique aux tissus ou un stress systémique. D'apres
les résultats obtenus, le poids relatif des organes des groupes traités a été diminué¢ notamment
dans le foie et I’ovaire par rapport au groupe témoin. ces résultats s’alignant avec les résultats
de I’équipe de Kumar et al., (2009)qui ont observé que I'administration de doses élevées de
TCS induirait un changement significatif dans le poids relatif des testicules et les tissus
sexuels avec une diminution de 20 a 50% avec 10 mg/kg/jour et de 35 a 49% avec 20
mg/kg/jour. Aussi, Zhuang et al., (2024)ont trouvé que 1’administration subchronique par
gavage 50 mg/kg/jours TCS a diminué le poids corporel et relatif des reins chez les souris par
rapport au groupe témoin. Cependant, 1’étude de Louis et al., (2017)menée sur des rats
femelle Wistar a montré que les poids moyens de I’hypophyse, des ovaires, des reins et du
foie (absolus ou relatifs au poids corporel) n’étaient pas significativement différents entre le
groupe témoin et le groupe traité au TCS.

Ensuite, la variation de la glycémie chez les animaux traités a été évaluée afin de
vérifier si des perturbateurs endocriniens tels que le triclosan (TCS) peuvent interférer avec la
régulation hormonale du métabolisme du glucose. Dans notre étude, 'administration de ces
composés a des niveaux subaigus a entrainé des variations significatives de la glycémie
uniquement chez les rates Wistar traitées avec la dose moyenne (5 mg/kg/jour).Cela suggere
que l'exposition au TCS pourrait perturber la fonction endocrinienne normale, affectant
notamment des hormones telles que l'insuline et le glucagon, cruciales pour maintenir
I'homéostasie du glucose. Les variations observées de la glycémie soulignent le potentiel de

ces produits chimiques a induire des troubles métaboliques, mettant en lumiére davantage les
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effets toxiques subaigus de ces perturbateurs endocriniens. En revanche, une étude réalisée
par Hua et al., (2017)contredit nos résultats. Ces chercheurs ont étudié I’effet de I’exposition
a 8 mg de triclosan sur des rates afin d’examiner son impact sur I’homéostasie du glucose et la
sensibilité a I’insuline. Leurs résultats ont montré une augmentation significative des niveaux
de glucose a jeun dans le plasma (hyperglycémie), ainsi que des niveaux d’insuline dans le
sérum et du contenu en insuline dans les cellules béta du pancréas.

En ce qui concerne l'implication du stress oxydatif, les résultats de diverses études
soulignent de maniere cohérente 1'impact significatif des produits chimiques perturbateurs
endocriniens sur le stress oxydatif et la peroxydation lipidique chez les rats. La peroxydation
des lipides est un processus qui est détecté¢ par l'étendue du mécanisme de formation de
peroxydes par les radicaux libres et du systéeme antioxydant éliminant les peroxydes.
L’augmentation significative du MDA dans le foie et I’ovaire des groupe exposé a la dose
moyenne du TCS et I’absence d’effet significatif dans les reins du méme groupe, est
cohérente avec d'autres études qui montrent les susceptibilités variables des organes au stress
oxydatif induit par des composés similaires(Wang et al., 2018).

Une autre étude sur I’effet de triclosan chez les rats Sprague Dawley, a révélé une
augmentation du MDA sérique dans les groupes traités par voie orale avec 185mg/kg/j de
TCS. (Mohammed et al., 2017).

Ces études soulignent collectivement que la peroxydation lipidique, marquée par une
augmentation du MDA, constitue une voie biochimique commune a travers laquelle divers
perturbateurs endocriniens exercent leurs effets néfastes, bien que les organes présentent des
variations spécifiques dans leur susceptibilité et leur réponse.

L’augmentation des taux de I’AOPP, indicateurs cruciaux du stress oxydatif, est venue
consolider I’hypothése de I’implication du stress dans la toxicité du triclosan avec une dose de
5 mg par jour et peuvent fournir des informations sur 1'état oxydatif de I’organisme. Ils sont
générés lors de conditions de stress oxydatif, ou il existe un déséquilibre entre la production
de espéces réactives de I'oxygene (ROS) et les défenses antioxydantes du corps(Kalousova et
al., 2005). A notre connaissance, aucune ¢étude antérieure n’a examiné spécifiquement la
variation des AOPP de maniére comparable a notre recherche. Par conséquent, nos résultats
représentent une contribution nouvelle et unique.

Les niveaux ¢élevés de MDA et d'AOPP observés dans notre étude soulignent le stress
oxydatif significatif induit par 1'exposition au TCS. Ce stress oxydatif refléte un déséquilibre
entre la production d'espéces réactives de 1'oxygene (ROS) et la capacité du corps a détoxifier

ces intermédiaires réactifs ou a réparer les dommages résultants.
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La défense antioxydante chez un étre vivant est liée a une série d'enzymes
antioxydantes intracellulaires et a des systémes antioxydants non enzymatiques, dont le role
est d'intercepter et d'inactiver les ROS(J and Es, 2001). La catalase est 1'une des enzymes
importantes dans le systétme antioxydant, pouvant éliminer le H,O, produit avec les ROS
catalysés par la SOD, atténuant ainsi les dommages aux organismes(Ventura-Aguilar et al.,
2013). Nos résultats ont montré une augmentation significative et importante de I’activité de
catalase dans le foie et I’ovaire dans un pattern dose-dépendante. Des résultats semblables ont
été rapportés par Wang et al., (2018)dans leur travail sur les poissons rouges. Dans une autre
étude sur les rats, la CAT a été surexprimée dans le groupe traité par TSC (Riad et al., 2018).
Cette activation de la CAT est cruciale pour métaboliser le peroxyde d’hydrogene et le
convertir en en molécules d'eau et d'oxygene inoffensives, ce qui est essentiel pour maintenir
I'équilibre redox intracellulaire.

Pour mieux comprendre l'impact du TCS sur le systéme de défense antioxydant, nous
avons examiné le niveau du tripeptide antioxydant non enzymatique (GSH) et l'activité de
I'enzyme antioxydante glutathion peroxydase (GSH-Px). La GSH-Px joue un réle crucial dans
la défense cellulaire contre les espeéces réactives de l'oxygéne (ROS) en catalysant la
conversion de 'anion superoxyde (O[1” ) en peroxyde d'hydrogéne (H[1O[1), qui est ensuite
réduit en eau, atténuant ainsi le stress oxydatif (Hassan et al., 2014).

Dans la présente étude, les résultats de la teneur en glutathion et 1’activité de la
peroxydase dans les trois organes de groupes traités par les doses croissantes du triclosan
n’avaient aucune signification statistique. Nos résultats pourraient suggérer que la
disponibilit¢ de GSH pour soutenir l'activité de la GSH-PX est comparable dans tous les
groupes. En conséquence, l'activité de la GSH-PX n’a également pas pu montrer de différence
significative entre les groupes traités par TCS.A I'inverse des travaux de Alfhili and Lee,
(2019), ou les dommages oxydatifs causés par le TCS sur le poisson rouge (Carassiusauratus)
se manifestaient par une augmentation des niveaux de MDA, de CAT et de GSH. Une autre
¢tude menée sur les rats exposées a des concentrations 100mg/kg/jour par voie orale, a révélé
une diminution significative de la capacité antioxydante totale, des niveaux de GSH et une
¢lévation significative des niveaux de MDA par rapport au témoin (Ne et al., 2021).

Les résultats de la présente étude sur 'effet toxique du triclosan montrent une réponse
dose-dépendante complexe, caractérisée par des effets hormétiques a des doses croissantes.
Les parametres du stress oxydatif évalués n'ont pas montré d'effet marqué a des doses €levées,
ce qui suggere une possible réponse hormétique. Selon la théorie de 1'hormese, cette réponse
est définie par une stimulation a faible dose et une inhibition a forte dose. Dans notre étude,

bien que nous ayons observé des effets a faibles doses, les effets inhibiteurs a doses élevées
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n'ont pas ¢été clairement démontrés. Ainsi, il est crucial de reconnaitre que l'évaluation
compléte du spectre dose-réponse est nécessaire pour valider pleinement la présence d'une
réponse hormétique dans le contexte de la toxicologie, comme 1'ont souligné (Calabrese and
Baldwin, 2002)

Il aussi important de noter que le Triclosan est considéré comme un perturbateur
endocrinien peu efficace car des études ont montré qu'il se lie aux récepteurs des androgénes
et des cestrogenes, entrainant a la fois des effets agonistes et antagonistes(Kim et al., 2018).

Les marqueurs biochimiques du stress oxydatif et les modifications de 1'activité des
enzymes antioxydantes observées dans nos résultats fournissent des preuves solides des
dommages oxydatifs induits par I'exposition au TCS, notamment a la dose moyenne Smg/kg.
Pour étayer davantage ces conclusions, il était crucial d'examiner les changements structuraux
dans les tissus, souvent une conséquence directe du stress oxydatif. L'analyse
histopathologique offre une vue d'ensemble de l'intégrité tissulaire et peut révéler 1'étendue
des dommages cellulaires et subcellulaires. En examinant le foie, les reins et les ovaires des
rates Wistar traitées, nous avons cherché a confirmer la présence de dommages oxydatifs.

Le foie étant un organe associ¢ a la détoxification et a la biotransformation des
substances toxique, et il est également I’'un des organes les plus exposés aux substances
toxiques. Lors de I’examen des tissus pour déterminer la toxicité induite par le TCS, les
résultats histopathologiques étaient en accord avec nos résultats de recherche concernant
I’étendue de 1’état oxydatif dans les explorés, avec des dommages plus marqués dans le foie et
I’ovaire des animaux traités en sous cutanée par 5 mg/kg de TCS. Les résultats obtenus était
cohérents avec les résultats des études précédentes (Yueh et al., 2014;Yueh and Tukey,
2016). Ces enquétes ont proposé que 1’exposition au triclosan pourrait entrainer une hépato
toxicité chez les rats. Les changements enregistrés associés a 1’hépato toxicité induite par une
dose de triclosan comprennent : fibrose hépatique, perturbation de I’architecture du foie.

Les reins jouent un rdle crucial dans 1'élimination des toxines, tandis que les effets du
TCS sur les reins ne sont pas encore bien caractérisés. Dans cette étude, nous avons constaté
que l'exposition subchronique au TCS pouvait induire des Iésions de la structure et de la
fonction rénales. Par exemple, la présence d’une hémorragie, des dommages tissulaire, de
fibrose dans les reins des rongeurs femelles était cohérente avec des études précédemment
publiées par (Zhuang et al., 2024). Les résultats histopathologiques ont montré des
changements histologiques marqués, se manifestant sous forme de vacuoles, d'atrophie
tubulaire, de mort cellulaire dans les cellules épithéliales tubulaires rénales, et d'atrophie

glomérulaire dans les reins de souris apres exposition au TCS.
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Dans une étude sur des rats albinos males, 1'examen du groupe traité par TCS a révélé
des altérations rénales significatives, incluant une augmentation de la cellularité glomérulaire
et l'oblitération de I'espace de Bowman dans certains corpuscules. Des glomérules détruits,
une desquamation des cellules épithéliales tubulaires, une désorganisation cellulaire, ainsi que
des vacuoles intracellulaires et des cylindres dans les tubules ont été observés. Des tubules
dilatés avec un épithélium aplati, de nombreuses cellules inflammatoires et des vaisseaux
sanguins congestifs ont également été détectés (Hassan et al., 2014).

Les résultats de 1’analyse histopathologique des ovaires ont montré des changements
se manifestant par des dégénérescences folliculaires, congestion vasculaire, des kystes et
vacuolisation de cellules théques. Ces résultats étaient en accord avec les recherches
scientifiques précédentes de Abd-Elhakim et al., (2018). Dans le groupe exposé au TCS, les
ovaires ont présenté¢ une vacuolisation sévere et une pyknose marquée des cellules granulosa
entourant les follicules de Graaf, accompagnées d'une absence d'ovocytes et d'un antrum
dilaté.

Concernant 1’évaluation de la qualité des eaux collectées de la STEP, notre étude
indique que les rats abreuvés avec ces eaux n'ont pas montré de stress oxydatif significatif,
comme en témoignent les marqueurs biochimiques tels que les niveaux de MDA, AOPP et
GSH, ainsi que l'activité de la glutathion peroxydase, soutenus par l'analyse histopathologique
de trois organes. Ces résultats suggerent que le traitement n'a pas induit de dommages
notables aux organes, probablement en raison de la présence minimale de triclosan dans les
eaux usées provenant de la station de traitement. Dans leurs travaux, (Ruszkiewicz et al.,
2017)ont trouvé que méme si les stations de traitement des eaux usées éliminent une partie du
TCS, de petites quantités entrent encore dans les masses d'eau ; par conséquent, le TCS et ses
sous-produits nocifs, tels que le méthyl triclosan, les dioxines et les chlorophénols, se trouvent
fréquemment dans les environnements aquatiques, les sédiments, les sols et les organismes.
Malgré cela, nos résultats indiquent que les concentrations dans les eaux usées traitées sont
insuffisantes pour induire un stress oxydatif significatif ou des dommages aux organes chez

les rats.
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Conclusion

Bien que le triclosan ait été largement utilisé pour ses propriétés antimicrobiennes, ses
effets potentiellement néfastes sur la santé humaine et l'environnement ont conduit a une
réévaluation critique de son utilisation. La recherche continue et les avancées réglementaires
jouent un role crucial dans la transition vers des alternatives plus stires et durables, assurant
ainsi la protection de la santé publique et de I'environnement.

Cette étude a révélé des résultats inquiétants quant aux effets de I'exposition
subchronique au triclosan sur les femelles rats Wistar. Les données recueillies ont mis en
évidence des variations significatives de la glycémie et une altération significative dans les
parametres du statut oxydatif appuyé par des profils histopathologiques du foie et des ovaires
alarmants, notamment a des doses moyennes (5 mg de TCS/kg/jour). Cependant, les doses
¢levées de TCS n'ont pas exacerbé le stress oxydatif, suggérant une possible réponse
hormétique. Nos observations démontrent clairement que I'exposition prolongée a ce composé
entraine une augmentation notable des marqueurs de stress oxydatif dans les tissus des rats.

Pour approfondir ces résultats, il serait pertinent de :

. Etudier les mécanismes de réponse hormétique pour mieux comprendre
'absence d'effet a des doses ¢€levées de TCS.

. Explorer les effets a long terme de 1'exposition au TCS sur la santé métabolique
et la régulation du glucose.

. Evaluer les interactions avec d'autres EDCs pour comprendre les effets
synergiques potentiels.

. Développer des stratégies de mitigation pour réduire 1'exposition au TCS dans
I'environnement et les produits de consommation.

Ces perspectives aideront a mieux évaluer les risques liés au TCS et a informer les

politiques de santé publique.
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Annexe 1 : liste des produits chimiques et du matériel de laboratoire
1. Triclosan : [>99,0%]

e Nom [UPAC : 5-chloro-2-(2,4-dichlorophénoxy)phénol
e Formule : C12H7CI302

e Masse molaire : 289,5 g/mol

e Point de fusion : 120 °C

e Solubilité : Ethanol, huile de mais

e Haut du formulaire

e Bas du formulaire
2. Réactifs et produits utilisés

e Chlorure d'hydrogene (HCI)

e Méthanol, Ethanol

e Chlorure de sodium (NaCl), chlorure de potassium (KCI)
e Albumine sérique bovine (BSA)

e Acide trichloroacétique (TCA)

e 5,5'-Dithiodi-2-nitrobenzoique (DTNB)

e GSH (Glutathion réduit)

e Formaline

e FEau distillée

e 1-Chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB)

e Réactif de Gornall

e Peroxyde d'hydrogéne (H,O,)

e Acide thiobarbiturique (TBA)

e n-Butanol

e Solution saline tamponnée phosphate (PBS)
e Tampon phosphate (0,1 M pH=7,4)

e Jodure de potassium (KI)

e Acide acétique glacial

e Tris
e FEthanol
e Xyléne

e FEosine
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Réactif de Mayer (chlorure mercurique (1,36 g) et iodure de potassium (5,00 g))

Acétone

3. Matériel de laboratoire utilisé

D.O A 412 NM

Dessiccateur

Kit de dissection

Centrifugeuse horizontale SIGMA

Spectrophotometre a transmission moléculaire SP-UV 2005
Homogénéisateur de type basique IKA T18

Bain-marie de laboratoire

Balance électrique type KERN EMB 2200-O

Agitateur magnétique avec plaque chauffante

Micropipette, spatule

Boites de conservation

Boites de Pétri

Verrerie (bécher, erlenmeyer, cristallisoir, tube a essai, tube a essai sec, pipette
graduée, cuve en quartz)

Vortex

Annexes 2 : Courbes d'étalonnage

A / Courbe d'étalonnage du glutathion (GSH)

0,054
15
y =1,184x + 0,020
1 R2=.0,998
0,5 0,054
0 Linéaire (0,054)
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[GSH] EN MM

Figure 01 : Courbe d'étalonnage du GSH
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Annexes 3 : fiche technique du kit de dosage des protéines

ToTALPROTEIN (€

LiINEAR

REF 1153005 REF 1153010 REF 1153020
2 x50 mL 4 x 100 mL 4 x 250 mL PROTEINES
TOTALES
CONTENU CONTENU CONTENU

i ) i Méthode Colorimétrique
Réactif R1. 2 x 50 mL Réactif R1. 4 x 100 mL | Réactif R1.4 x 250 mL
Standard CAL.1 x3mL | Standard CAL.1 x 3 mL | Standard CAL.1 x 3 mL POINT FINAL

Uniquement pour diagnostic in vitro
PRINCIPE PROCEDURE

Dans la réaction de Biuret, un chélate est formé entre l'ion Cu®* et les
liaisons peptidiques des protéines en milieu alcalin pour former un
complexe viclet, dont I'absorbance est mesurée par photométrie.
L'intensité de la coloration produite est proportionnelle a la
concentration de la protéine dans I'échantillon.’?
pH >12
Cu?* + Sérum protéine ——— Complexe Cuivre-protéine
25-37°C

COMPOSITION DES REACTIFS

Réactif de Biuret Sulfate cuprigue 6 mmollL, sodium
potassium-tartrate 21 mmol/L, fodure de potassium 6 mmol/L
hydroxyde de sodium 0,75 moliL. C R:34

Standard Protéine. Sérum albumine bovine 7 g/dL (70 g/L).
La valeur de la concentration est tragable au Matériel
Standard de Référence 927.

CONSERVATION ET STABILITE

v-lJ Conserver a 2-8°C.

Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péremption

indiquée sur I'étiquette. Ne pas utiliser les réactifs au-dela de cette date

de péremption.

Conserver les flacons hermétiquement fermés, protégés de la lumiére

et hors des contaminations pendant l'usage.

Se débarrasser des réactifs s'il apparait des signes de détérioration:

- Présence de particules et d'une turbidité.

- Absorbance du blanc réactif (A) &4 540 nm > 0,150 dans une cuve
de 1 cm d'épaisseur.

PREPARATION DES REACTIFS
Les réactifs et standard sont préts a I'emploi.

ECHANTILLONS

Sérum ou plasma hépariné.

La protéine totale est stable dans le sérum et le plasma pendant 1
semaine a la température ambiante, pendant au moins pendant 1
mois §'il est réfrigéré a 2-8°C, et jusqu’a 2 mois a —20°C.

INTERFERENCES

— Lipémie (intralipides) peut affecter les résultats.

= La Bilirubine (20 mg/dL) n'interfére pas.

= L'Hémoglobine peut affecter les résultats.

- D'autres médicaments et substances peuvent interférer ®.

= Le Dextrine utilisé pour augmenter le volume du plasma dans le
traitement de la pression artérielle, complexe avec le Cuivre et le
tartrate formant un précipité.

MATERIEL AUXILIAIRE

- Photométre or colorimétre capable de lire labsorbance a 540 + 20 nm.
= Incubateur réglée a température constante de 37°C.
- Pipettes pour mesure et distribution des réactifs et échantillons.

QUALITY SYSTEM CERTIFIED u
1SO 9001 1SO 13485

1. Pipeter dans les tubes & centrifuge étiquetés:

i i Standard
TUBES Blanc Echantillon CAL.
Réactif de Biuret R1. 1,0 mL 1,0mL 1.0 mL
Echantillon - 20 L =
Standard CAL. - - 20 L

2. Mélanger et incuber les tubes pendant 5 minutes & 37°C.
3. Lire I'absorbance (A) des échantillons et du standard a 540 nm
contre |e blanc réactif.

La coloration est stable pendant au moins pendant 1 heure,

CALCULS

A Echantilion
x C standard = g/dL de protéine totale
A standard

Les échantillons dont les concentrations sont supérieures a 12 g/dL
doivent étre dilués a la proportion de 1:2 avec de l'eau physiologique
et testés de nouveau. Multiplier les résultats par 2.

Pour exprimer les résultats en unités S|, appliquer: g/dL x 10 = giL.

VALEURS DE REFERENCE *

Sérum, plasma

Adultes 6,6 - 8,7 g/dL (66 - 87 g/L)

Prématurés 3,6 - 6.0 g/dL (36 - 60 giL)

MNouveaux-nés 53-89g/dL(53-8aglL)

Grossesse Concentration abaissée de 69 4 61 g/L

Les protéines totales sériques sont élevées de 4 & 8 g/L chez le
sujet couché que chez le sujet en mouvement.

Plasma

Les protéines plasmatiques sont élevées de 2 4 4 g/l 4 cause de la
présence du fibrinogéne dans I'échantillon.

Il est recommandé que chaque laboratoire établisse sa propre
plage de valeurs de référence.

LINEAR CHEMICALS, S.L.U. Joaquim Costa 18 2* planta. 08390 Montgat (Barcelona) SPAIN
Telf. (+#34) 934 694 990; E-mail: info@linear.es ; website: www linear.es NIF-VAT:B80485687
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CONTROLE DE QUALITE NOTES
L'usage d'un standard pour calculer les résultats permet d'obtenir 1. Cette méthode peut étre utilisée avec nimporte quel appareil.
une précision indépendante du systéme ou de l'instrument utilisé. Toute application sur un appareil devrait étre validée par une
Pour assurer un contrble de qualité (QC) approprié, chaque test démonstration de la concordance des résultats avec les
doit inclure un ensemble de contrbles (normal et anormal), traités caractéristigues analytigues de la méthode. Il est recommandé
comme ayant des valeurs inconnues. de valider péricdiguement [l'appareil. Veuillez contacter le
distributeur pour toutes questions relatives a I'application de la
1980005 HUMAN MULTISERA NORMAL méthode.
Evalué comme niveau normal de protéines totales. 2. Le diagnostic clinique ne devrait pas se limiter sur les seuls
résultats du test, mais intégrer corrélativement les données
1985005 HUMAN MULTISERA ABNORMAL cliniques et de laboratoire.
Evalué comme niveau élevé de protéines totales.
Si les valeurs sont en dehors de la plage définie, vérifiez BIBLIOGRAPHIE
linstrument, les réactifs et la procédure.
Chaque laboratoire doit établir ses propres plans de contrble de 1. Gornall, A.G., Bardawill, C.S., and David, M.M. J. Biol. Chem.
qualité interne el les mesures correclives, dans le cas ol les 177 : 751 (1949).
résultats des confrbles sont en hors des lolérances acceptables. 2. Falkner, W.R., and Meites, S. Selected Methods of Clinical
Chemistry, 9, 319, AACC., Washington, D.C. {1982).
INTERPRETATION CLINIQUE 3. Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory tests, 5th ed.

AACC Press, 2000.
4. Tietz. N.W. Fundamentals of Clinical Chemistry, p. 940. W.B.

Le sérum contient des protéines solubles, qui circulent dans les Saunders Co. Philadelphia, PA. (1967).

liquides extracellulaires et intracellulaires, et utilisées comme
marqueurs pour aider le diagnostic clinique. Les principaux tests
diagnostic sont ceux qui mesurent les protéines totales sériques et
I'albumine sérigue.

Collectivement, toutes les protéines sérigues |'albumine y comprise
sont principalement impliquées dans le maintient de la distribution
normale de l'eau entre les tissus et le sang, et sont responsables
du maintient de la pression osmotique du plasma, et transportent
beaucoup de substances ainsi gue les macromolécules.

Hyper protéinémie ou hyper albuminémie survient généralement
dans le myélome multiple & cause d'une augmentation des
immunoglobulines monoclonales, dans la déshydratation, et les
pertes excessives d'eau telles dans les vomissements et les
diarrhées sévéres, dans la maladie d'Addison ou dans I'acidose
diabétique. L’hémoconcentration, diminution du volume d'eau
plasmatique, est reflétée par une relative hyper protéinémie
puisque les concentrations de l'ensemble de protéines sont
élevées au méme degré.

Hypo protéinémie ou hypo albuminémie survivent généralement
dans l'cedéme, la malnutriton, le syndrome néphrotique, la
malabsorption et la cirrhose sévére de foie. Puisgue quantitativement
l'albumine est la protéine la plus importante du sérum, des petites
baisses de celte seule protéine peuvent aussi causer une hypo
protéinémie.

CARACTERISTIQUES ANALYTIQUES

- Limite de détection : 0,31 g/dL
- Linéarité : Jusqu'a 12 g/dL

- Précision:
g/dL Intra-série Inter-série
Moyenne 4,33 8,99 4,33 8,99
SD 0,05 0,14 0,07 0,24
CV% 1,20 1,59 1,58 2,65
N 10 10 10 10

- Sensibilité: 0.05 A/ g/dL de protéines.

- Corrélation. Ce test (y) a été comparé avec une méthode
commerciale similaire (x). Les résultats suivants ont été
obtenus:

N=64 r=095 y=099x+0,20

Ces caractéristiques analytiques ont été obtenues en utilisant des

équipements automatiques. Les résultats peuvent varier en B1153--2/0901
fonction de I'équipement. RLfr
QUALITY SYSTEM CERTIFIED LINEAR CHEMICALS, S.L.U. Joaquim Costa 18 2* planta. 08390 Montgat (Barcelona) SPAIN

1SO 9001 1SO 13485 Telf. (+34) 934 694 990; E-mail: info@linear.es ; website: www.lineares NIF-VAT:B60485687
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