Procédures d’évaluation

Essais de toxicité aigue

La plupart de ces étude sont programmeées pourndiétar la dose létale 50 (DL50) du toxique, définie
comme « I'estimation statistique d’'une dose unidagse produit supposée tuer 50 : des animaux »t C’es
aussi I'opportunité de déterminer l'effet toxiqueésifique au produit, I'organe cible et de fourdas
bases pour déterminer les doses a utiliser dar&tudes a long terme.

Dans certains cas, particulierement pour des pt®faiblement toxiques, il n’est pas toujours néaes
de déterminer la DL50 avec précision, des valeppachées suffisent, comme le montent les données

du tableau 6.1 qui mettent en évidence des effeergiques et antagonistes.

Quant I'exposition se fait par inhalation, la valeetenue est soit la concentration létale 50 (G ldtur
une durée d’exposition déterminée, soit le tergps KO (TL50) pour une concentration, déterminge d

toxique dans l'air.
Sélection de I'espéce animale

Ce sont en général le rat et la souris qui soectiéhnées pour déterminer la DL50 cette préféréinoe
a des raisons économiques, aux facilités d’obtergiode manipulation, et a 'abondance des données

toxicologiques qui facilitent la comparaison dedzgicité entre molécules différentes.

Une espéce autre qu’un rongeur est guelquefoissaéite particulierement dans le cas ou les valeurs
pour le rat et la souris sont tres differentesgoant on sait que le schéma métabolique est diffé@le

celui observé chez 'lhomme.

La détermination de la DL50 est faite préférendimiént sur des animaux de deux sexes, jeunes et ages

en raison de leurs différences de sensibilité bemues.
Voie d’administration

En général, les toxiques devraient étre adminiguasla voie qui est celle de I'exposition humaine.
L’administration cutanée et par les voie respirawiest de plus en plus utilisées, non seulemantlps
produits dont I'exposition humaine prévisible sé far ces voies, mais aussi pour ceux qui posest d

problemes de toxicologie professionnelle.

La voie parentérale sert a teste la toxicité deslicaénents par entériques. L'absorption par voie
intraveineuse ou intra péritonéale est souvent idiaté et complete ce qui améne a utiliser ses voies
d’administration pour déterminer la vitesse et pontance de I'absorption par les voies cutanées et

orales.



Dose et nombre d’animaux

Pour déterminer correctement une DL50 il est inelis@able de sélectionner une dose qui tuera enkaron
moitie des animaux une dose qui tuera plus de itien{mais de préférence plus de 10%) et une dase q
en tuera moins de la moitie (mais de préférence @u90%). quatre doses ou plus sont sélectiormes p

gu’au moins trois d’entre elle soient dans cetiamga.

En générale la précision de la DL50 est amélioréatgmentant le nombre d’animaux par dose et en
diminuant le rapport entre deux doses successavplipart des expérimentateurs utilisent 40 50 anknm

pour un test de mortalité et des rapports de 1.3.a

La détermination de la DL5 chez les gros animauxiroe le chien se fait avec un nombre plus réduit

d'individus.
Examens

Apres l'administration du toxique aux animaux, Uihele la mort et le nombre de la mort doivent étre
notes pour déterminer la DL50 il est trés importgund les signes de toxicité soient aussi noté.édrage

d’observation est généralement entre 7 et 14 jouass peut étre plus longue

Des examens macroscopiques doivent étre faibsigrles animaux mort et au moins quelques suryvivant
tout spécialement sur s’eux qui présentent dessige morbidité a la fin des essais. L’'autopsieers
mesure de fournir des informations utiles sur kggoes cibles particulierement quant la mort niepsis
immédiatement l'administration. Des examens higtthplogique d’organes sélectionnés peuvent

compléter ces informations.
Interprétation des données
Relation dose réponse

Quant la mortalité ou la fréquence s'’il s’agit diaueffet est représentée graphiquement en fonckon
logarithme de la dose en obtient une courbe ea foition centrale de la courbe ( réponse entret B8

%) est suffisamment droite pour estimer la DL&Ependant un portion beaucoup plus grande de la
courbe peut étre exploite en représentant les potage de mortalité sur la base de probit . laguiore

est particulierement utile pour estimer les exttérde la courbe DL5 ET DL 95.

Les unités probit correspondant a des écarts Bygutbnstant autour de la moyenne par exemple21, +
+3,,, et -1 -2 -3 la moyenne elle-méme étant &ix&ro pour éviter des nombre négatif les unitébipr

sont obtenus en ajoutant 5 a ces valeurs de Goetée systeme s’établit ainsi.



Pour améliorer la signification des DL50 il estaeunandé de déterminer aussi les écarts type (ou les
intervalles de confiance) et la pente des droitesesl réponse : si les intervalles de confianceded®
DL50se chevauchent, la substance dont la DL50gsukafaible ne sera pas forcement la plus toxique
L'importance de la pente peut étre facilement agpréquand on compare deux substances avec des
DL50 semblable : les droites avec une pente mainsrduée entraineront une plus grande mortalité que

les autre a des doses inferieur a la DL50
Calcule de la DL50
Méthode de Karber et Behrens (méthode numérique)

X Db
DL50 = DL100 — W

a : différence entre deux doses successive.

b : moyenne des morts entre deux doses successives.
n : nombre moyen d’animaux par lot.

Méthode graphique (méthode tainter et Miller) :

Il s’agit de tracer une droite sur un papier sesgatithmique en portant les réponses en ordontes et

doses (mg/kg) sur I'abscisse.

Comme les probits des pourcentages de 0 et 10(h@ene vers l'infinifo) ceux-ci sont remplacés par

des valeurs corrigés
Correction de 0%, YO=50/n; Correction1d®%, Y100=n'-0.5/n

n : nombre d’animaux qui donne 0% dans les lats:;nombre d’animaux qui donne 100% dans les lots
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Table 3.2 Transformation of percentages to probits

P e
—_—— e

% 0 1 2 3 4 6 6 7 8 9

0 — 267 295 3.12 3.26 3.36 3.456 3.62 3.69 3.60
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.06 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.20 4.20 4.33 4.30 439 4.42 4.45
30 4.48 4.60 4.63 4.50 4.69 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.76 477 4.80 4.82 4.80 4.87 4.90 4,92 4.95 4.97
60 5.00 6.03 5.06 65.08 6.10 613 6.15 518 5.20 65.23
60 6.26 5.28 6.31 6.33 6.36 06.39 5,41 6.44 5,47 056.50
70 5.62 5.5 b5.68 b5.61 6.64 6.67 571 b6.74 6.77 6.81
80 O5.84 05.88 5.82 5.96 599 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 G.41 6.48 6.66 0.64 6.76 ©6.88 7.06 7.33

— 0.0¢ 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9
99 7.33 7.37 741 740 7.61 7.68 7.66 7.76 '7.88 8.00

II

Exemple : Déterminer la DL50 de sulfate de stryshninjecte par voie sous cutané chez des souris de

20g. Par la méthode graphique (méthode de Milld@iirger) , 2- Par la méthode de Karber et Behrens.
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Figure droite représente la relation dose-réponse (itéjtaour 4 produits et doses létale 50(DL50). Le
produit A est moins toxique que les autre produiine dose égale a la DL50 le produit C est aussi
toxique que le produit D a la DL50 mais il est plasique a des doses plus faibles et moins toxagdes
doses plus fortes enfin le produit B et moinsdaei que le produit D a une dose égale a la DL5@ ina

peut étre plus a des doses inferieures.
Utilisation des DL50 et des signes de toxicité
C’est donnée sont utilises a plusieurs fins

1) Classification des produits chimiques selon ldaxscités relatives. la classification suivante en
est un exemple classique :

2) De tres nombreuse application : évaluation de daegecas de surdosage ; programmation des
études de toxicité subaigiie et chronique chez mémaax ; apport des information sur a)les
mécanisme de toxicité , b) linfluence de I'dge e dexe , de facteurs de I'hbte et
environnementaux les variations dans la réponse différentes especes animales et différent
souches ; information sur la sensibilité d’'une yapon animale particuliére , contribution a
I'information générale nécessaire pour programmes essais thérapeutiques chez 'homme |,
contrdle de qualité des produits chimiques poueaét des impureté et des modification qui

affectent la biodisponibilité
Etude de toxicité a long terme

Animaux espece et nombre Une ou plusieurs espéces d’animaux sont utilisad, ®ntre indication, le
rat est I'animal de choix, suivi du chien et dasnates, les souris sont moins recommandées emrdes

leur petite taille, bien que souvent utilisées pdearétudes de cancérogeneses

Chaque lot expérimental est le lot témoin comprahne nombre identique de males et de femelles
generalement40 a 100 individus pour les rats etammbre plus faible de chiens et de primates estadm

Voie d’administration, dose et durée :La voie d’administration est la méme que dans tesles a

courte terme et les critéres pour la sélection

Deux espéces d’animaux , ou plus sont nécesdatégl serait que les espéces choisies bio tramsfat

le toxique de la méme fagons que 'lhomme mais epdar des raisons pratiques les especes chaiste s
souvent le rat et le chien cette préeférence estebasr leur taille raisonnable , leur disponibildé
I'abondance des donnée toxicologiques disponitdar.pbtenir des donnée exploitable statistiquement
on doit utiliser un nombre égale d’animaux de cleagexe pour chaque concentration et pour le témoin

en generall0 a 30 rats . On admet un nombre ptlustrée chien (4 a 8 par groupe) pour des raisens d



cout et d’'encombrement, mais aussi parce qu’ipessible de faire un plus grand nombre d’obsermatio

individuelles

Voie d’administration: Le produit chimique devrait étre administre par Maie préférentielle
d’exposition chez 'hnomme ; pour la plus part desdoits, la voie habituelle est la voie orale, par
incorporation dans la nourriture ou dans ou daeaul’ potable si le composé risque de réagir un
constituant de la nourriture. Si le produit esinaljuement réactif volatil ou d’un gout désagréabést

administre par gavage ou dans une capsule dergglatiocédure couramment pratiqué chez le chien

L’application cutanées I'exposition par inhalatiet I'administration par les voies parentérales
correspondant a des applications particuliére: yotedindustriels et a usage agricole et certains

médicaments.

Dose et durée L’objectif de ces études étant de déterminer laneatt le site des effets ainsi que la dose
sans effets observe il est recommande de séleetiois doses : une dose suffisamment élevée pour
produire des signes caractéristiques de toxicies nmsuffisante pour tuer tous les animaux unesdos
faible sans effets toxique prévisible et une doserinédiaire. Une ou plusieurs doses supplémentaire

lot témoin est nécessaire auquel on administrevéhéeule de produit administre.

Les doses sont sélectionnées sur la base desatégildts études de toxicité aigue (DL50 et pentia de
droite dose réponse) les autres informationsesprdduit, en particulier le métabolisme et |'egigte ou

mon de phénoméne de bioaccumulation doivent ég® auses en considération

La durée de ces études est en général de 90 joersle rat, et jusqu'a 6 mois voire 1 ou 2 ans dhez

chien
Examens poids du corps et consommation alimentaire

lIs doivent étre administrés sur une base hebdaireath diminution du poids corporel est un indice
simple, mais sensible d’'effet toxiques. La consotionaalimentaire est aussi un indicateur utilefaut
insister sur le fait qu'une alimentation réduitetraime des symptomes ressemblant a ceux d'une

intoxication et peut aussi potentialiser les eftéts toxique

Observation générales Elles comprennent I'aspect, le comportement etelgs anomalies visibles,
les animaux morts ou moribond sont soumis a desnema macroscopique et microscopique. Une

surveillance assidue est nécessaire pour évitepltasomenes de cannibalisme

Examen de laboratoire :Les examens hématologiques comprennent généraléhemiatocrite, le taux
d’hémoglobine et la numération globulaire (érythytecet leucocytes). Chez le chien, des prises dg sa
sont faites au début de traitement une semainae anois apres et a la fin de traitement. Etant éden



faible volume sanguin des rats le prélévement sé geulement sur la moitie des individus a différen
intervalles et sur l'autre moitie a la fin de I'eagsd_es tests biochimiques sanguin comprennergue tle
glucose apres un jeune force, les activités sérigutamate-oxaloacetate transaminase(SGOT) et
glutamate pyruvate transaminase (SGOT), La phoapladlcaline, les protéines totales, I'albumine les

globulines, I'urée et des électrolytes comme laéwsadle potassium et le calcium et le chlore

L’analyse des urines comprend la couleur la derisitph la présence des protéines, du glucose, de

cétones

Examens post mortem :Tous les animaux mort ou mourants doivent étre sowandes autopsies
sommaire. Si I'état des tissus l'autorise, des er@mmnhistologiques peuvent étre faits, les poids de
nombreux organes en valeurs absolue ou rapportesids du corps sont utilises comme indicateur de
toxicité les organes susceptibles d’étre pesés:dentoie les reins, la cour le cerveau la thyeolds

testicules ou les ovaires

Evaluation les études de toxicité fournira desnmi@tions sur la toxicité de produit, les organdsdes, la
relation dose réponse. Les donnes quantitativeodkes ces études ont été proposes pour détermainer |

dose sans effet toxique observé (no observed dffeet; NOEL)

Si la toxicité n’est pas trop grave par naturelétige dose sans effets observe a été déterminéjasee
journaliere admissible peut étre extrapole a pdes donne animale généralement par applicatiom d'u
facteur de sécurité tenant en compte a la foisdifé&rences de sensibilité individuelle dans lesp
humaine et en fin le nombre d’animaux testes abled compares a la taille de la population humaine

susceptible d’étre exposées .

In facteur de sécurité de 100 est recommande slépuiitemps par I'organisation mondiale de santé et

largement accepte.



La Mutagénese

Le phénomeéne de mutagénese peut résulter d’ititamaentre des agents mutagenes et le matériel

génétique des organismes

Effets sur la santé :les effet s éventuels de I'exposition d’individusdes substances mutagénes ne
peuvent étre prédit a ce jours. Toutefois une @altis fausses couches spontanées des naissanues ava
termes et des maladies héréditaires sont lies acli@sgement dans les molécules d’ADN et a des

aberrations chromosomiques

Type de mutagénése et tests correspondantdl:est bien connu que I'’ADN joue un rdle clef en
génetique tout d’abord il transmet I'informationngéique d’'une génération de cellule a la suivamte p
autoréplication. Cette réplication est réalisée @gvaration des deux brins de la molécule d’ADN et
synthése de nouveau brin. Deuxiemement l'infornmagjénétique codée dans I’ADN est exprimée par le
biais de la transcription d'un ARN complémentaird ADN qui sert de modele et de la translation
ultérieur de I'information a partir de cette ARNrsdes acides aminé des protéines. Chaque séqgdence

3 base, le codon est spécifiqgue d’'un acide aminéhamgement de la séquence des bases peut des lors
modifier les teneurs en en aminoacide de la pretgymthétisée

A ce jour il y a plus d’une centaine de systémss tees tests principaux
La mutation génique les effets chromosomiquesgaration de la recombinaison de 'ADN

Mutation géniques : Les mutations au niveau du géne comprennent l'mtddu la perte de paire de
base ou la substitution d’une paire erronée danmtdécules d’ADN.

Les substitutions incluent les transitions et leengvertion. Dans le premier cas il peut y avoir
remplacement d’'une purine par une autre (adénungnige) ou une pyrimidine (cytosine, thymine) par

une autre .lors de transversions, une purine geoplacer une pyrimidine ou vice-versa.

Quand le nombre de paire ajoutées ou perdus ressinpltiple de trois la séquence en aminoacidéa de
protéine codée au niveau de I'addition ou de |&ta sera altérée. Ce phénomene est appelé mutatio
par décalage de cadre de lecture (frame shift ondaiet est susceptible d'altérer les propriétés
biologiques de la protéine



|
T A ADR non muté
Il Il - Il n Il montrant 3 codons
A A
|

codon A Codon B Codon o

[ Lz délgtion déplace
le cadre de lecture vers la
T gauche et produit de

| nouveau codan

S

codon &  Mouwveau codon  Mouveau codon

i
i
]

| l'inzertion deplace le cadre
ITL de lécture vers |la droite et
T praduit de nouveau codon

& —
&

c
I

I

=0
—-|=J.'n—|
— = -

— O

{
{

Un composé mutagéne peut aussi étre incorporélaanslécule d’ADN, et étre la cause d’'un nucléotide

modifie ces modification dans la protéine syntl&iou modifier la séquence des acides aminé. Un
codon terminal de fin de synthése peut étre forrn@duisant a une protéine raccourcie. Si le premier
type d’effet n’a pas obligatoirement de répercusssar la propriété de la protéine, ce sera presque

toujours de cas pour les deux derniers
Tests in vitro utilisant des organismes inferieurs
lIs utilisent des microorganismes qui peuvent gtiié des procaryotes, soit des eucaryotes

Procaryotes :Ces microorganismes comprennent différentes soutdnésmctéries. Pour la détermination
des mutations ponctuelles. Les bactéries les gilisées sont Salmonella typhimurium et Escherichia
coli. La plus part des systemes tes bactériens@anités vers la détection de mutation réverseteke
d’Ames (Ames, 1971) mesure la réversion de mutdtimtidine-dépendants de S. typhimurium vers le
type sauvage qui est Histidine indépendant. Lesamuitants sont incubés dans un milieu ne contenant
pas suffisamment d’Histidine pour assurer la cesise. Si la molécule toxique ajoutée ou milieu est
capable d’induire des mutations reversent, on wapiparaitre des bactéries Histidine indépendantes
susceptibles de croitre dans le milieu pauvre estidme. Il est usuel d'utiliser plusieurs souches
possédant des caractéristiques spécifiques. Latioutaverse peut se faire soit par « frame shifoit

par substitution, d’autre part un agent mutageng-@ee actif sur une souche et pas sur les autres.



Des souches de S. typhimurium ont été renduessphusible a I'effet des mutagenes par altératioeute
paroi cellulaire (déficience en lipo polysacchasidpar la modification de leur capacité de réparatie
I’ADN apres excision (a I'aide d’'une délétion sdigie sur la molécule d’ADN) ou par I'addition d’'un

facteur de résistance a I'ampicilline

De nombreux mutagenes sont inactifs par défautidactivation. Le test peut étre réalisé avec un
systeme de bioactivation inclus dans les procédurestiro. Ce systeme est habituellement la fractio

microsomale de foie contenant les oxydases mauatitffonnelles et provenant des rats ou d’autres
animaux, parfois 'homme. L’activité de cette fiaot microsomale est souvent augmentée par un
prétraitement des animaux a l'aide d’indicateur omrB8-methylcholanthrene, le phénobarbital ou les bi

phényles poly chlorés. Des cofacteurs sont aussi&g préalablement dans le milieu d’incubation.

Des souches d’E. Coli plus ou moins déficientessdanr capacité de réparation de 'ADN sont aussi
utilisées dans les tests de mutagenéses. Le typagm résiste mieux au effet mutagene de fait de sa
capacité de réparation que les mutant qui en sgpdudvus bien que la plus part des tests utilidest
microorganismes visent a détecter des mutatioesteéis, comme la résistance au 5- methyltryptophane

Eucaryotes

Un certain nombre de souches de SaccharomycegoSahtharomyces, Neurospora et Aspergillus ont
éte développées principalement pour la détectiormd&ations reverses et dans certain cas pour la
détection de mutation directes. Comme pour le systeactérien, ces systemes incluent des enzymes de
bioactivation et des cofacteurs. Un mutant de gsaotgces cerviciae est adénine dépendant pour
I'adénine et se développe en colonie colorés egeade

type sauvage est non dépendant pour I'adénineddsdoppe en colonies blanches. La mutation revers
peut des lors étre appréciées par la prévalenceoli@sies blanches.

Cancérogenese



Le cancer et la principale cause de mortalité dEnsombreux pays. certain mode de vie comme le fait
de fumer des cigarettes, boire des boisson alagdigmais aussi I'exposition a des produits chiesqu
présent sur le lieu de travail et dans I'environaemquotidien, et la prise de médicament serait a

I'origine de certains cancers.

Les tentatives pour réduire I'incidence de canees@t concentres sur la modification des modesede
a risque et lidentification des cancérogenesemichues dans I'espoir de supprimer ou du moins de

diminuer I'exposition humains.

L’amélioration des méthodes existante d'identifimatrapides et sre des cancérogenéses chimiqlees et
découverte des méthodes nouvelles sont des objdetifecherche importants en cancérogenese.

bY

Cancérogenese chimique :le terme Cancérogenése chimiqugappligue a [linduction ou a
'augmentation de la formation des Iésions néoplass par des produits chimiques. I'étymologie t&ric
restreint le sens a la formation de carcinomess i I'applique aussi a la tumorogénese c'estea-d

aux tumeurs malignes et bénignes.
Preuves du caractere cancérogenese

Les preuves de cancérogenese se trouvent dandessdanimales et humaines. cependant, en raison
des différences interspécifiques dans la réponsg@aduits chimiques, des donnes humaines solidemen

établies ont un poids beaucoup plus grand .
Sur la base de ses principes les produits chimigpigisclasses dans les 5 categories suivantes
Groupe A cancérogenese humain : des données chez I'hommhars® preuve suffisante

Groupe B cancérogenese humain probable : quelques donoéesites ou pas de preuve chez 'homme,

mais des données chez I'animal

Groupe C cancérogenese humain possible : données limitheg I'animal et absence de données chez

'homme.
Groupe D cancérogenese humaine non établie ; criteresquati®u absence des donnes

Groupe E absence de cancérogenése humaine établie : diéationsnégative chez au moins chez deux

especes.

Les donnes humaines proviennent généralement desixnprofessionnels par exemple I'existence de
cancer de la vessie chez certaines catégoriessprofmelles aprés exposition au 4-aminobiphenye cet
donnée a été confirmée chez la souris, le lapia eien de la méme facon I'amiante induit des wrse

du poumons et de la plevre qui ont été reprodattez plusieurs espéeces animales.



Mode d’action

La cancérogenese chimique est un processus ereynisi®tapes. Les produits chimiques cancérogenes
initient des changements génétiques dans une eelulorcant la formation de néoplasmes ou

convertissant un néoplasme en cancer

Un produit génotoxique généralement apres bioaativaréagit avec une macromolécule support de
I'information génétique pour former un adduit awupinduire d’autre altération chimiques de I’ADMN
cellule atteinte meurt ou revient a son étatahiipres réparation de IADN.si aucun de ces événeme
ne se produit le processus d’initiation devienévarsible une fois que la cellule entre en phase d
multiplication. le processus peut aussi impligue clanversion d’'un protooncogene en oncogéne
transformant une cellule normales en cellule cawus®s, des oncogenes peuvent étre transportecemns

cellules par des rétrovirus

La cellule tumorale initie avec un génotype et in@énmotype altérés peut rester quiesante pendant une
période prolongée avant de devenir une tumeur suii® de prolifération cellulaire en présence de
promoteurs. Ce retard est probablement le résditeie répression par les cellules normales vassine

par un processus de communication cellulaire

Principaux cancérogeneslLes cancérogenes peuvent étre classés selon lelér draction en produits
génotoxiques et épigénétiques (non génotoxiques )
Cancérogenes génotoxiqued.es Cancérogenes génotoxiques initient des tunegupsovoquant des

lésions de 'ADN et appartiennent & deux catégopescipales.

Les cancérogenes a action directe (dénommes aussicérogenes ultimessont des électrophiles et
peuvent se lie a ADN et a d’autres macromolécules époxydes d’alkyle et d’aryle les lactories,
esters sulfates, les nitrosamines, les nitrososugees amines chélatant le platine en sont geelqu

exemples. Leur forte réactivité rend ces molécsdes/ent plus actives in vitro qu'’in vivo.

Le pré Cancérogenes (ou pro Cancérogenesgcessitent une bioactivation pour devenir des
cancérogenes ultimes. La plupart des cancérogemesl appartiennent a cette classe : hydrocarbures
aromatiques polycycliqgues (PAH) amine aromatigyarécarbures halogénés, nitrosamines, cycasine,

aflatoxineB1, alcaloides pyrrolizidiniques, safi®kt thio-amides.

Cancérogenes épigénétiguesCes substances n’altere pas I'ADN , mai favorisecraissance des

tumeurs induit par les cancérogenes genotoxiques Béfferent mécanisme d’action :

Les co-cancérogenesggravent les effets des cancérogénes génotoxigelescas d’administration
simultanée ; ils peuvent agir par augmentation aledncentration de [linitiateur ( augmentation de

I'absorption de cancérogéne dans le tube digestipar une élimination diminuer de l'initiateur par



inhibition des enzymes de détoxifications ou pgrléldon des substances endogénes impliquées dans le
réactions de la phase Il. Les co-cancérogénes peaussi perturber la fidélité de la réparatio ABN
ou aggraver la conversion des Iésions de ’ADN l&ration permanentes.

Etude de la cancérogenése a long terme

Ces études sont planifiées pour fournir des donoéesluantes sur les effets cancérogénes des psodui

chimiques sur les espéces testes
Animaux : espece, souche, sexe et nombre

Le rat et la souris sont les espéces de choixisarrae de leur petite taille , de leur durée @ecdurte ,
de leur disponibilité facile et de 'abondance ammks sur leurs réponse a d’autres cancérogeass ; |
hamster sont aussi utilises surtout dans les etlelesincer de la vessie, du sein, de I'appareddtiiget
de I'appareil resperatoire.les chien et les primatent quelquefois utilises. leur utilisation estite par
leur grande taille et une durée de vie relativenhemjue , nécessitant 7 a10 ans d’exposition peatet

un seul produit

Les caractéristiques de la meilleure souche sont(i®) sensibilité connue aux produits de structure
chimique voisine ; (2) une faible incidence de tumsespontanées et (3) une ressemblance des voies de

biotransformation avec celle de 'homme

Les deux sexes peuvent étre inclus dans ces étodegjes difféerences de réponse aux molécules

cancérogenes ont déja été mises en évidence.

Pour obtenir un nombre suffisant d’animaux surviiasqu'a I'apparition des tumeurs il est habitell
des débuter les tests avec des lots de 50 anineacaqiie sexe par dose, y compris le témoin.

Mise en route et déroulement : les essais débutent généralement peu de temps lapsévrage des
animaux pour que I'étude la plus longue possibds. études sur plusieurs génération et I'utilisatiena
femelle gestante pour exposer I'embryon et le faddudurée de ses études generalement 24 moidechez

rat et de 18 mois chez la souris.

Voie d’administration : Le produit a tester doit étre donné a I'animal lsavoie de I'exposition chez
I’'hnomme ; ce principe s’applique. Quand le produitester est donne par voie orale il est mélanige a
nourriture soit a I'eau potable ou donné par gavage

Doses on prévoit généralement deux ou trois doses etaiesémoins ces doses sont sélectionnées sur
la base des études a court terme et des étudelsalidgtias , avec I'objectif de sélectionner des datant
la plus forte produira des signes mineur de toXiséns réduire significativement la durée de vie de

animaux les deux doses inferieur sont généralenenfractions de la dose la plus forte (par exerfpl



/2 et 1/4) et seront censées permettre a I'animabwvivre en bonne santé jusqu'a I'apparition des
tumeurs. La dose la plus forte sera la dose marirtdéré (DMT) dérivée des études a 90 jours est
définie comme la dose qui ne produit pas de texepparente

Témoins : Un lot temoin non traité et forme d’un nombre diaaux équivalent ou supérieur a celui des
lots traite s en plus de ses contréle négatif uit farévoir un autre groupe d’animaux auquel il est
administre un cancérogene connu a une dose dosaibuelle donnera une réponse positif un temoin
positif augmente la crédibilité des résultats dodpit teste et en assurant la validité des phoes
propre de laboratoire dans lequel se fait I'essais

Observation et examen

Poids du corps et consommation alimentaireLe poids du corps et la consommation alimentaire
permettre le calcule de la quantité absorbe sbasa de milligramme par kilogramme de poids cottpore
Le poids du corps est un indicateur sensible datlde sente de I'animal et devra été déterminaqué
semaine

Observation générale Les animaux doivent étre examiner chaque jour gdesrsignes de morbidité ou
pour la mortalité les animaux morts ou moribondselat étre retire des cages pour des autopsiesset d
examens histo-pathologiques

Examen post mortem Tous les animaux morts ou mourant doivent étrepmigoles survivent a la fin
de I'étude doivent étre sacrifies examines et tgame pesés ( foie rein coeur testicules cerveau etc

Des échantillons de tous les tissus seront prés@wdr des examens histologiques
Description des tumeurs

la cancérogenese se manifestant sous des foresadiffierentes, il est nécessaire de noter lectspe
suivant

1- Le nombre des différentes catégories de tumeurbgimeaet bénigne)
2- Le nombre d’animaux portant des tumeurs

3- Le nombre de tumeurs pour chaque animal

4- La date d’apparition des tumeurs si possible



Tératogénése

La tératogenese est I'apparition de malformatiamgénitales. Ce type de pathologies connu depgss tr
longtemps, est une cause de mortalité importammigas nouveaux nés. Murphy en 1928a étudie 320
grossesses humaines et a trouvé 14 cas de l@deiees et des retards mentaux. leurs meres d\vaien

expose a des radiation a usage thérapeutiquetrdarant la grossesse.

Une relation directe entre malformations congédes et produits chimiques n’était pas suspecads d
la mesure ou il y avait une tendance parmi lesctdagues a croire que les mécanismes protecteurs
naturels, comme la détoxication, I'éliminationlabarriére placentaire, étaient suffisants poine fécran
entre 'embryon et I'exposition maternelle & deslénoles toxiques. Cependant, il était admis que le
mécanisme de défense naturelle était impuissardé-vis des radiations ionisantes, des virus etnca®

nutritionnelles.

Une nouvelle ére pour tératologie est apparwesuite de I'utilisation clinique d’'un sédatif cansous
le non thalidomide. Ce médicament introduit poarptemiere fois a la fin des années 50 en Allemagne
avait semblé relativement non toxique lors de l&kpentation animale et des essais cliniques chez
I’'homme.de plus, alors que la dose thérapeutigai ée 100 mg, I'ingestion de 14g lors d’'une téxea
de suicide ne provoqua pas la mort. Les premiess dm phocomélie sont rapportes en 1960( la
phocomélie est une malformation congénitale cariaéi par un raccourcissement des membres ou leurs

absence

Embryologie : Aprés sa fécondation, I'ceuf suit une séquencegaréta prolifération, de différenciation
cellulaire puis d’organogenése. L'embryon va akubir un cycle de métamorphoses et une période de

développement feetal avant la naissance.

Etape de prédifférenciation :Durant cette période, I'embryon n’est pas senshbeagents tératogenes.
Les agents pouvant ultérieurement provoquer la men’'embryon en en tuant tout ou partie cellules
n'ont pas d’effets apparents a I'exception de quedgeffets que cellules survivantes sont en meafeire
compenser. Cette période de résistance varie 8gdas en fonction de I'espéce.

Etape embryonnaire : Pendant cette période, les cellules se di difféemic se mobilisent et
s’organisent. La majeure partie de I'organogenésdéoule a ce moment (fig.9.1).c’est pendant cette
période, qui s’achéve entre le 10éme et le 14énnmecjoez les rongeurs et pendant la 14éme semaine d
grossesse dans lI'espece humain que I'embryon gBtisesensible aux agents tératogenes. Néanmoins,
tous les organes ne sont pas sensibles au mémentoneela grossesse. La figure 9.2 montre que la
plupart des organes sont tres sensibles entrenie 8€le 12éme jour chez le rat, plus tardivement je

palais et les organes uro-geénitaux.



Etape foetale :Elle est caractérisée par la croissance et la atadarfonctionnelle. Les tératogenes n’ont
donc que peu ’'effets pendant cette étape ou lanrp tout fois induire des anomalies fonctionrel®i

les modifications morphologiques sont en génénaideament diagnostiquées a la naissance ou dans les
jours qui suivent, les défauts fonctionnels contesedéficiences au niveau du systeme nerveux t¢entra

ne pourront étre diagnostiqués que plus tardivemeres la naissance.
Procédure d’évaluation

Animaux :Rats, lapins, souris, et hamsters sont les anireauplus utilises de fat de leur disponibilité
d’'une manipulation aisé de nombreuses portées @i tEmps de gestation court. Les porcs sont
guelquefois

Les animaux doivent étre jeunes matures et en beante, les femelles en premiére gestation sont

préférables

Dans le cas des rats, au moins 20 femelles sdisestpour une dose, avec les lapins on se limit2.a
Des nombres plus faibles sont employés pour desaani de taille plus importante comme le chien €t le

primates.

Doses :Trois doses au moins sont utilisées. La dose la folide peut induire des phénomenes de toxicité
pour la mere ou le feetus, une diminution du powmiparel par exemple. La dose la plus faible ne doit
provoguer aucuns symptdomes observables. Une oueplasautres doses graduées doivent étre

intercalées entre ces deux doses

Parallelement, deux lots témoins sont lis en erpémtation. L'un de ces deux lots réservera la sulost
véhicule de l'administration, le second une sulistanonnue pour ces effets tératogéne. Ces lots
d’animaux donneront des informations sur l'incideie malformation spontanées et la sensibilitéotiu |
d’animaux teste dans les conditions expérimentdéesessai. Les résultats des essais sur les arimau

témoins d’'autres expérimentations sont a prendiasidération

Voie et période d’administration : La molécule a tester est administrée par la vopua représentative
de I'exposition chez 'homme. Pour les additifs le¢ contaminants, la molécule est généralement

incorporée a la nourriture. Les médicaments a jrigke sont administres par gavage

Le moment de I'administration est crucial commeédenontré I'expérience de Tuchman-Duplessis(1955)
avec le 6-mercaptopurine, qui produits des lésimrseuse et oculaires ou des anomalies de squelette
selon la période d’administration. Toute fois ddes études de routines il est habituel de donner la
molécule pendant la période entiére correspondbmtgnogenése période durant laquelle 'embrysin e

le plus sensible. Cette période varie selon I'espec



Examens
Femelles gestantes

Les animaux sont examinés quotidiennement afin éecter les signes graves de toxicité. Chaque

femelle présentant des signes d’avortement immioernte parturition prématurée
Foetus

Les foetus sont habituellement extraits de la mare/pie chirurgicale environ 1 jour avant la datévoie
de la mise basse. On évite de cette maniere lalzdisme et on peut compter les sites de résoratiasi

gue les feetus mort
Les observations suivantes sont faites est enrégsst

- Nombre de corps jaunes,

- Nombres d’'implantations,

- Nombre de résorptions,

- Nombre de fcetus morts,

- Nombre de feetus vivant,

- Sexe de foetus vivant,

- Taille de chaque foetus vivant,

- Anomalies de chaque foetus



