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Résumé

Les éthers de glycol sont des solvants amphiphiles largement utilisés poapplie
cations industrielles ou domestiques. Leurs effets toxiques sur la reproduction et le-dévelop
pement des mammiféres a été largement étudiés et des recommandatiodssvaiterdic-
tions concernant leur utilisation ont été édictées. Cependant, cette famille désgroekente
des différences structurales importantes entrainant des comportements vamiés dgur
métabolisme et leurs effets toxiques. Nous nous proposons dans cette réaite ute point
sur les connaissances des effets délétéres sur la reproduction et le développement des Mammi-
feres de deux éthers de glycol de générations différéttther méthylique de 1'éthyléne gly-
col (EGME), appartenant a la série éthylénique (ancienne) des éthers dieagliyisomeéren
de I'éther méthylique du propyléne glycol (PGME), appartenant a uneelteodamille

d'éthers propyléniqued\lors que I’altération de la spermatogenese I’effet tératogeéne de

I’EGME sont bien établis, les effets du PGME réclament un certain nombre d’études com-
‘ plémentaires, notamment en ce qui concerne les différences entre l'isoh@isomerep.
Summary
Glycol ethers are amphiphilic solvents widely used in industrial and domegficadions.
Their toxicological effects on mammal reproduction and development hare \bielely
‘ studied, and advises or even prohibitions concerning their used havepligeshed. This
family of products shows large structural differences leading to differ¢tetrps of metabo-
‘ lism and toxicity. We review here the disruption effects of two glytoérs of different
generations on reproduction and development: ethylene glycol mondratiby (EGME),
part of the older ethylenic series of glycol ethers, and propylenelgilyonomethyl ether
(PGME), part of the newer propylenic series. While spermatogenesis alteratideratod
genic effects of EGME are well established, the effects of PGME as&ofoplementary

studies, particularly on the differences betwaemdf isomers.



Introduction

Les éthers de glycol sont des solvants oxygénés dont [’usage s’est largement
développé ces trente dernieres années. Ils constituent une famille variée de plus de 30
substances différentes réparties entre ceux dérives de 1’éthyléne glycol et ceux dérivés du
propyléne glycol. Leur caractére amphiphile leur confére une grande miscibilité¢ dans I’eau et
dans de nombreux solvants organiques. De plus, leur faible toxicité aigué, comparée a celle de
la plupart des solvants organiques, a favorisé leur présence dans de nombreuses préparations a
usage industriel ou domestique tels que les peintures, encres, vernis, teintures, produits de
nettoyage, savons liquides, cosmétiques ou certaines formulations pharmaceutiques.

Depuis la premiére publication de Nagano en 1979 [1], de nombreuses études réalisées
chez I’animal de laboratoire ont montré que des éthers de glycol dérivés de I’éthyléne glycol
(principalement I’éther méthylique ou EGME) présentaient des effets adverses sur la
reproduction et le développement (revues dans [2]). Cependant, tout les éthsotae
présentent pas le méme niveau de toxicité, celle-ci étant liée au netaholui-méme

variable selon I’éther de glycol considéré.

Les éthers de glycol sont modérément volatiles mais possédent un excellent pouvoir de
pénétration cutanée. La publication dans les années mille neuf cent quatre-vingt de travaux
expérimentaux montrant la toxicit¢ de deux éthers de glycol dérivés de I’éthyléne glycol
(’éther méthylique ou EGME et I’éther ¢thylique ou EGEE) a conduit le Conseil des
Communautés Européenngarréter une directive imposant des restrictions d’usage et de
marché pour ces deux éthers de glycol et leurs acétates. En Francesrétéis et deux
décisions de 1997, 1998, et 1999 ont interdit leur utilisation dans les produits a usage
domestique, dans les cosmeétiques et les meédicaments. D'autres éthers de glycol on
récemment été classés comme toxique pour la reproduction. C'est le cas ldad'alygol

diméthyl éther (EGDME, catégorie 2), du diéthylene glycol monométhyl éDEGME,



catégorie 3), du diéthyléene glycol diméthyl éther (DEGDME, catégorie 2), du triegghylen
glycol diméthyl éther (TEGDME, catégorie 2) et également de lisorfeds PGME
(Catégorie 2).

Nous présentons ici un point sur les connaissances de la takidtEGME et du
2PG1ME vis-a-vis de la reproduction et du développement. Le premiee pa'il est
aujourd'hui interdit dans les produits a usage domestique, dans les cosmétiques et les
médicaments mais qu'il reste, avec I'EGEE, une référence comme toxigueepgeoduction
et le développement [3].4Le second parce qu'en se substituant a 'EGME, il est devenu le
produit phare de a®?°génération des éthers de glycol et de la série propylénique, mais aussi
parce qu'il posséde une toxicité sur la reproduction et le développement des Mammmiféres [5]
certes plus faibles que 'EGME et I'EGEE. Ceci s’explique par une différence structurale qui
est la clé de la toxicité des éthers de glycol sur la reproduction et le développéiea
longueur de la cline carbonée (inversement liée a la toxicité), et (2) la présence d’un résidu
alcool primaire (Figure 1). Les éthers de glycol qui possedent un résidli @licoaire, sont
métabolisés par des alcool-désydrogénases en leur alkoxy-acidgpoodant 9., EGME
donne l'acide méthoxy acétiqgue, MAA; EGEE donne l'acide éthoxyacétique, HAW)gae
ceux possédant un résidu alcool secondairg, PGME) sont des substrats peu affines pour
les alcools déshydrogénases et donc, ne forment pas de quantité suffisante de métabolites sous
forme d'alkoxy-acide [6] (Figure)lCes métabolites de 'EGME et de ’EGEE ont été
montrés comme les vrais toxiques du développement et de la reproductictessiisylene
glycols éthers de faible poids moléculaire [3; 4]. Cependant, bien que |esnegst
enzymatiques des différentes especes étudiées et de I’homme soient qualitativement proches,

il existe des différences quantitatives des activités enzymatiques tissulaires d’une espece a

I’autre [7]. A la différence des testicules de rat, les testicules humains ne préseqtéumte



faible activité alcool déshydrogénase et ne produisent ni aldéhiydeide a partir des éthers

de glycol.

EGME : effets sur la reproduction et le développement

La toxicité sur la fonction deeproduction est la survenue d’effets adverses sur le
systtme de reproduction de I'un ou D’autre sexe résultant d’une exposition a des agents
extérieurs. Cette toxicité peut s’exprimer au niveau des organes reproducteurs (au premier
chef, les gonades), du systeme endocrinien assdtige (hypothalamo-hypophyso-
gonadique)u des événements qui font suite a la fécondation. Les manifestations d’une telle
toxicité peuvent inclure des effets délétéres sur la maturation sexuelle, la odeicte
transport ds gameétes a 1’age adulte, le comportement sexuel, la gestation, et sur toutes autres
fonctions dépendantes de I’intégrité du systeme reproducteur.

Effets de 'TEGME sur la fertilité chez le méle

L’EGME fait partie des toxiques testiculaires unanimement reconnus. Une littérature
riche lui est consacrée, aussi bien sur la description des effets testiculairesr qgom s
mécanisme d’action (revue dans [8]). La haute spécificité de ’effet testiculaire de ’'EGME
fait qu’il peut étre utilisé dans des modéles expérimentauxn vivo etin vitro pour obtenir une
déplétion de la lignée germinale et étudier ainsi les interactions paracriti@ss(dces a une
hormone synthétisée par une cellule et agissant localement sur les celisilessy entre les

différentes composantes cellulaires du testicule.

Etudesn vivo
L’ensemble des études toxicologiques réalisées in vivo chez I’animal de laboratoire montre,
de manicére cohérente, les conséquences déléteéres de 'EGME (et de son acétate) sur la
fonction testiculaire, pouvant entrainer une diminution significative de la fertilité.

Dés 1979, Naganet al [1] puis en Milleret al[9] ont montré que I'exposition de rats

ou de souris a ’EGME par inhalation conduit a une atrophie testiculaire accompagnée d’une



atteinte préférentielle des tubules séminiferes (Figure 2) chez ces 2 mauciébesix. Le
poids du testicule et de 1’épididyme de rats Sprague Dawley notamment sont diminués
significativement, qu'ils soient traités pendant 2 semaines avec 200 mg/kgéndanp 4
semaines avec 100 mg/kg/j d’EGME [3]. Dans le premier groupe, une atrophie du tubule
séminifere et la présence de cellules géantes multinuclées au niveau diletesticété
observées. Par la suite, d’autres travaux ont montré, chez le rat adulte ou prépubeére, 1’atteinte
spécifique de la lignée germinale a I’intérieur des tubules séminiféres. Ces 1ésions impliquent

une altération de la spermatogenése (Figure 3), entrainant une diminutaoproeéuction de
spermatozoides [10; 11].

Dans la lignée germinale, la cible initiale et préférentielle concerne les spgimstoc
au stade pachyténe [13: 15]. En fonction de I’intensité de I’exposition, les spermatocytes
leptoténes et zygoténes ainsi que les spermatides jeunes (a noyaux ronds)uistaatest s
finaux de la méiose, vont, par un effet cascade, étre atteints a leur tougqu€des cellules
souches de la spermatogené&germatogonies) ne sont pas atteintes, un arrét de 1’exposition
au stade pachyténe conduit a une réversibilité des lésions [16]. Cependantnéveaux
d’expositions plus élevés, lorsque les spermatogonies ainsi que les spermatides plus vieilles (a
noyaux allongés) sont touchées [10; 17], la réversibilité des |ésions est compromiseren ra
d’une réduction du nombre des cellules souches tandis que 1’atteinte des spermatides a noyaux
allongés se traduit par une réduction de la mobilité des spermatozdidesiveau
ultrastructural, les spermatocytes et les cellules de Sertoli présententtteinée ades
mitochondries, une dissolution de la membrane cellulaire, une fragmentatiorsewu ré
microtubulaire ou une condensation périphérique de la chromatine nucléaire ctignsede
cytotoxicité. La dégénérescence des spermatides semble quant asdlutiva a’hltération
de I’association entre les cellules germinales et les cellules de Sertoli [17]. Cette cytotoxicité

apparait fortement dépendante du métabolisme de I’EGME puisque le pré-traitement par un



inhibiteur de D’alcool déshydrogénase de rats exposés a I’EGME prévient les effets
testiculaires [18] suggérant un réle des alkoxy-acides dans la genese des lésions tasticulaire
Le MAA, principal métabolite de I’EGME, reproduit d’ailleurs, chez le rat, les effets de la
substance mere (atrophie des tubules séminiferes, atteinte spécifique npedf des
spermatocytes pachytenes

Etudesn vitro

Les étudesn vitro apportent des éclaircissements quant au métabolite impliqué dans
cette cytotoxicité. Elles ont montré que le MAA, et non ’EGME lui-méme induit une
cytotoxicité vis a vis des spermatocytes pachyténes identique a cebstoliservée chez
I’animal entier [19]. Li et al [20] ont confirmé sur des cultures primaires humaines la
spécificité et la sensibilité des spermatocytes pachytenes au MAA. Le MALD
(méthoxyaldéhydealdéhyde dérivé de ’EGME, Figure 1) génére les mémes effets mais
semble plus efficace que le MAA [R1
Effets de ’EGME sur la fertilité chez la femelle

La toxicité des éthers de glycol sur la fonction de reproduction chezrellé non
gravide a été trés peu étudiée. Chez I’animal, le seul indicateur recherché a été celui de la
fertilité (femelles exposées et accouplées a des males non exposeés). Au coslidedei&es

anneées, des travaux se sont intéressés aux effets des éthers de glycol sur le cycle ovarien [22].

Etudesn vivo

Daviset al[22] ont montré que I’administration quotidienne de 300 mg/kg/j d’EGME
par voie orale chez des rates adultes supprime, au terme de 3 a 8 jours d’exposition, le rythme
du cycle ovakn sans induire d’autre effet systémique. Cet effet est accompagné d’une
augmentation des taux circulants de progestérone alors que ceux de ’hormone stimulante de

la folliculogenes&FSH), de I’hormone lutéinisante (LH) et de la prolactine restent inchangeés.



Au niveau histologique, une hypertrophie du corps jaune a été obs@egedonnées

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

Etudesn vitro

In vitro, des cellules lutéales de la granulosa en cultisdges d’ovaires apres
injection de gonadotropine chorionique humaine (hCG) ont été exposées auapAs
stimulation a la LH. Ce métabolite de I’EGME maintient la sécrétion de progestérone pendant
24 et 48 h par rapport au témoin ou la production de progestérone diminuié §22fkonnu
que la production de progestérone est stimulée par la LH via la voie adEnosi
monophosphate cyclique (AMPc) [R®r, dans cette étude le MAA stimule la production de
progestérone en absence de LH (aprés 248dy) et la concentration d’AMPc ne varie pas
lors du traitement. Ces travaux montrent que I’EGME (via le MAA) exerce un effet toxique
sur la cellule lutéale et que la production de progestérone qui en découle estdadépde
la stimulation de I’AMPc par la LH [22]. Bolonet al [24] ont observé chez la souris que
I’EGME et le MAA réduisent de manicre significative le nombre de follicules ovariens et
Bergeret al [25] ont montré une diminution des ovocytes ovulés avec le méme traitement

chez le rat.

Effets de PEGME sur le développement

Notons dés a présent que les études de toxicité sur le développement doivewmintpter c
d’une éventuelle toxicité maternelle pour ne pas entrainer d’erreurs dans I’interprétation des
résultats car il est diffiail de dissocier cette toxicité de I’effet tératogéne. D’ailleurs, une
toxicité maternelle chez la femelle gravide est fréquemment rapportée comme c’est le cas

pour ’EGME [26; 27]. Dans toutes les études pour lesquelles une toxicité maternelle a été
observé, il est toujours noté une diminution de la prise d’aliments par la mére et/ou une
diminution de la prise de poids durant la gestation. La toxicologie du dévelogpdmen

I’EGME a été étudiée selon deux types de protocoles :



Administration journaliee pendant la durée de [’'organogenése (ou du moins dans sa
plus grande partie) dans ces travaux les doses élevées entrainent invariablement la mort de
tous les feetus : 1000 mg/kg/j chez la souris selon Nagata@l [27] ; 264 mg/kg/] pour le rat
selon Nelsonet al [28]; 35,8 mg/kg/j chez le singe selon Scett al [29]. Cette
embryofétotoxicité est variable selon les doses et les espéces utilisées ;tedempanifester
selon la dose par une résorption foetale totale ou partielle.

Administration de dws uniques ou pendant un temps trés court de ’embryogenése
cette approche a pour but d’étudier les phases sensibles du développement. L’exencéphalie est
induite par une administration précoce d’EGME entre G7 et G10 chez la souris [30]. Au
contraire, les anomalies des extrémités sont générées par des adminigtiaicasdives
avec un maximum d’efficacité a G11 [31]. Ce fait ttmoigne de données classiques concernant
la formation du systeme nerveux et des membres.
Les malformations observées dans la plupart des études, selon des protocoledissianda
(coupe de Wilson), sont des anomalies des doigts des pattes antérieures pastéarieires
et une exencéphalie, surtout a partir de la dose de 250 mg/kg/j chez la souris [28].

Dans ce type de protocole, le groupe de Nelson [28] a exposé deSpedgsie
Dawley gestantes a de ’EGME par inhalation (25 ppm, soit 33 mg/kg/j, 7 heures par jour de
G7 a G13 ou de G14 a G20). Les ratons naissent et sont testés pour leur habilité
neuromusculaire et leurs caractéres neuropsychologiques™® etOe 96™ jour aprés la
naissance. Lorsque les femelles ont été soumises a une atmosphere paréa G613, on
note chez le raton un échec au conditionnement d’évitement. C’est le seul test
comportemental qui soit perturbé, montrant qu’un traitement chez la femelle gestante peut
générer des troubles neuropsychologiques persistants chez le rat nouveawurde Au
perturbation n’est notée chez le raton si les femelles sont traitées entre G14 et G20.

Cependant, cette étude reste non répliquée.
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PGME: effets sur la reproduction et le développement

Tous les éthers de glycol n’ont cependant pas ¢été autant étudiés que ’EGME quant a
leur toxicité pour la reproduction et le développement. C’est le cas du propyléne glycol
méthyle éther (PGME) dont le produit commercial contient aujourd'hui au moins 97% de 1-
methoxy-2-propanol (isomére o, 2PG1MB, mais également une faible proportion de
I’isomeére B3, le 2-methoxy-1-propanol (IPG2ME). Dans certains produits commerciaux de
PGME, la proportion de ce dernier pouvait atteindre 5 a 10 %.

Effets du PGME sur la fertilité chez le méle

Un certain nombre de publications concluent a une absence d’effets testiculaires du
2PG1IME que ce soit chez le rat, la souris ou le lapin [32; 33]. Une étude de Carney et al [34]
a consisté en I’exposition de rats males et femelles pendant les phases d’accouplement, de
gestation et de lactation par inhalation. Une toxicité importante a été rapportée pour les
parents a 3974 mg/kg/j, de PGME caractérisée par une diminution du poids, un allongement
du cycle cestral, une diminution de fertilité¢ et du poids des ovaires ainsi que des altérations
histologiques de ces organes. Cette toxicité parentale est suffisante pour expliquer la
diminution observée du poids et de la taille des portées. Les auteurs proposent une NOEL
pour les effets sur la reproduction et les effets néonataux de 1325 mg/kg/j, et 396 mg/kg/j
pour la toxicité parentale.

Effets du PGME sur la fertilité chez la femelle

Les données chez la femelle sont encore plus rares. A I’inverse, Bolon et a/ [24] n’ont
pas montré d’effets déléteres du PGME sur le systéme reproducteur de la souris femelle.

Le manque certain de données animales sur le PGME incite a la prudence quant aux
conclusions a en tirer. Des études complémentaires sont encore nécessaires, notamment dans
I’étude des effets de 1’isomere f3.

Effets du PGME sur le développement



11

Les études de tératologie conduites avec le 2PG1ME et le 1PG2ME purs sont souvent
associées avec une forte toxicité maternelle provoquant la mort de la mées signes
neurologiques importants. Cette toxicité maternelle est souvent associée aoumstaation
alimentaire et/ou une diminution du poids de la mere pendant la gestation aohduwis
retards d’ossification observés dans les portées. Ces retards peuvent donc ne pas éEtre
directement associés au produit.

Cependant, Hellwigt al [35] ont montré que le 1IPG2ME provoque chez le lapin des
morts feetales par résorption totale ou partielle a des doses plus faibles que pour le 2PG1ME
(225 ppm contre 3000 ppm, respectivement). Ces auteurs ont également observé des
malformations des doigts, des cotes et du sternum avec le 1PG2ME et ont ¢eNOARL
de 191 mg/kg/j et une LOAEL de 297 mg/kgl/j.

Données épidémiologigues

Les études disponibles sont de qualité diverses et les effets sont souveeschff
attribuer aux seuls éthers de glycol en raison desxpesitions a d’autres solvants.
Cependant, un ensemble de résultats concordants est en faveur de 1’existence d’un lien entre
I’infertilité masculine (s’entendant par la diminution de la concentration du sperme,
I’oligospermie, la difficulté¢ a concevoir un enfant) et 1’exposition professionnelle a I’EGEE,
I’EGME et peut étre a I’un des autres éthers de glycol présents dans I’industrie des semi-
conducteurs (DEGDME, 2PG1MEBA

Chez les femmes travaillant dans les secteurs les plus exposés aux étherslde glyc
des études ont rapporté des anomalies de la durée ou de la régularitdedemeystruels
ainsi qu’une diminution de la fertilité (s’entendant par un taux de fécondabilité abaissé ou des
difficultés a concevoir un enfant) [36]. Les composantes historiques et prospedts 2
études américaines menées dans 1’industriec des semi-conducteurs sont concordantes pour

montrer un effet de I’exposition aux éthers de glycol présents dans I’industrie sur le risque
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d’avortements spontanés [37]. Le risque augmente avec le niveau d’exposition aux dérivés
éthyléniques. Les études sur les malformations (anomalies multiples, anomaliesedu t
neural, fentes orales) sont encore peu nombreuses et contradictdires [38

Enfin, les quelgues études épidémiologiques conduites sur la relation entre
I’exposition aux éthers de glycol et différents types de cancer chez ’homme (leucémies
aigué myéloides, cancer de 1’estomac, cancer du testicule) n’apportent pas de résultats

convaincants sur un effet cancérigene potentiel de ces solvants.
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Figure 1: Formules développées et métabolisme des éthers de glycol de série éthylénique ¢E@BIB)Enique (PGME) avec les principales

étapes et les principaux métabolites intermédiaires et finaux.
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Figure 2: Structure du tubule séminifere, limitée a sa base par la membrane basale (MB) et a
son apex par la lumiére du tubule. Ce tubule est constitué d'une cellule spécialisée, la cellule
de Sertoli, ayant notamment les fonctions de soutien, de protection et nutritive des cellules
germinales. Ces cellules germinales possédent différentes figures évolutives parmi lesquels
les spermatogonies B (Sp B), les spermatocytes | et Il (Sp | et Sp I), les spermatides et les

spermatozoides. D'aprés http://cri-cirs-wnts.univ-lyonl.fr/Polycopies
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Figure 3: Les différentes figures évolutives de la spermatogenese chez Ehofnpartir de

la division des cellules souches, spermatogonies, vont se distinguer une Spamaaio

chromatine dense (Ad) et une spermatogonie a chromatine paleGéfpe derniére est la

cellule initiale de la spermatogenese. Elle se divise en 2 spermatogomtyge d S'ensuit

des phénomeénes de croissance et de meéiose aboutissant a la formation des sperhedtbcytes

(Sp | et Sp 1) et des spermatides. Un processus de différenciation se mehgitase: c'est

la spermiogenése qui va permettre la formation des spermatozoides agsaspednatides.

D'aprés http://cri-cirs-wnts.univ-lyon1.fr/Polycopies/



