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Introduction

Introduction

Initialement, les tests de sécurité ne sappliquaient pas aux produits cosmétiques et aux
produits de soins, se sont révéleés responsables de plusieurs incidents qualifiés ultérieurement
de scandales sanitaires, mettant ainsi en danger la santé de 1’utilisateur et de la descendance.
La sécurité des produits chimiques, produits cosmétiques et produits finis est une
préoccupation majeure dans de nombreux secteurs industriels. L’évaluation des risques liés
a la toxicité cutanée, dermique, oculaire et muqueuse est essentielle pour assurer la
protection des consommateurs. En général, les nouvelles substances chimiques sont
généralement testées pour évaluer leur potentiel d’irritation, en particulier I’irritation
oculaire,souvent évaluée a l'aide du test de 1'ceil de lapin « Draize ». Cependant, en raison
des nouvelles lois de protection des animaux, ainsi que des raisons éthiques et économiques,
il est nécessaire de développer des méthodes alternatives pour réduire, raffiner et remplacer
les expériences sur les animaux.

Plusieurs méthodes alternatives ont été proposées en laboratoire pour remplacer les tests sur
les animaux, notamment [’utilisation de systemes de culture cellulaire et de tissus
reconstruits. Parmi ces méthodes, on retrouve 1’utilisation de la cornée isolée du lapin, de
I’ceil de poulet isolé, le test d’opacité et de perméabilité de la cornée bovine, ainsi que le test
de la membrane chorioallantoidienne du poulet le HETCAM test.Récemment, le test
HETCAM est devenu un outil de choix pour évaluer la toxicité des produits chimiques et
des produits cosmétiques sur les yeux. Ce test utilise des ceufs de poulet fécondés, ou les
substances chimiques sont appliquées sur la membrane chorioallantoidienne, qui possede
des caractéristiques similaires a 1'eeil humain. Ce type de test est largement préféré par
rapport aux tests sur les animaux en raison de ses nombreux avantages, tels que la rapidité
des résultats, sa facilité d'application ne nécessitant pas de compétences spécialisées, ainsi
que son codt relativement faible. Le test HET-CAM est reconnu internationalement comme
une méthode fiable et précise pour évaluer la toxicité des produits chimiques, et il est intégré
aux réglementations de sécurité des produits.Cette étude vise a évaluer la toxicité locale de
certains produits. L'objectif de cette expérience est de classer les produits en fonction des
résultats d'irritation obtenus gréce au test de toxicité sur un organisme vivant, en

comparaison avec les risques de toxicité pour I'homme.
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I. GENERALITE

1.1 La toxicologie

La toxicologie a longtemps été considérée comme la science qui étudie les substances
toxiques. Elle étudie les effets nocifs des substances chimiques, physiques ou autres sur les
organismes vivants. Elle nécessite de nombreuses connaissances scientifiques et s'intéresse
a plusieurs domaines de lactivitt humaine : agriculture, alimentation, industrie
pharmaceutique, environnement, travail (CSST, 2004).

1.2 La toxicité

La toxicité englobe I’ensemble des effets néfastes d’un toxique sur un organisme vivant.
Autrement dit, il s’agit de la capacité inhérente a une substance chimique de produire des
effets nocifs chez un organisme vivant et qui en font une substance dangereuse (CSST,
2004).

1.3 Les différentes formes de toxicité

1.3.1 La toxicité aigué

La toxicité aigué est une forme de toxicité résultant d'une exposition a court terme a une
substance toxique aprés absorption rapide de doses uniques ou multiples ne dépassant pas
24 heures. Les manifestations cliniques se développent généralement rapidement, sans retard
dans la mort ou la guérison (Bensakhria, 2018).

1.3.2 Toxicité subaigie

La toxicité subaigué est une forme d’une exposition répétée du produit toxique pendant une
courte durée ne dépasse pas un mois et supérieur a 24 heures (CSST, 2004).

1.3.3 La toxicité chronique

La toxicité chronique regroupe 1’ensemble des effets délétéres qui touchent un organisme
vivant suite a une exposition ou a une administration habituelle d’un toxique a des doses
multiples —non létales. Ces doses, individuellement, sont insuffisantes pour provoquer un
effet immédiat. L’exposition doit étre répétée sur une longue période pour causer des effets
néfastes. L’apparition de ces effets est souvent insidieuse de manifestation brutale sans
aucun symptome alarmant, elle peut étre réversible ou irréversible (Bensakhria, 2018).
1.3.4 La toxicité subchronique

La toxicité subchronique est le résultat d’une exposition ou une administration réitérée d’un
toxique a des doses multiples non létales pendant une durée supérieure a trois mois (CSST,
2004).
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Tableau 1 Les déférents types de toxicité (CSST, 2004)

Forme d'intoxication Fréquence Dureée de I'exposition

d'administration

AIGUE Unique < 24 heures
SUBAIGUE Répétée <=1 mois

SUBCHRONIQUE Répétée de 1 a3 mois
CHRONIQUE Répétée > 3 mois

1.4 Notion d’exposition et d’effet

1.4.1 La dose toxique

Un principe important en toxicologie veut que toutes les substances chimiques soient
toxiques, car il existe toujours une dose pouvant causer un effet nocif (CSST, 2004).

1.4.2 L’effet toxique

Lorsqu’un individu absorbe des produits chimiques, divers effets biologiques peuvent se
produire et se révéler bénéfiques (ex : I’amélioration de la santé aprés I’administration d’un
médicament) ou néfastes (ex : une atteinte pulmonaire suivant I’inhalation d’un gaz corrosif).
La notion d’effet toxique suppose des conséquences nocives pour 1’organisme (CSST,
2004).

I.4.3Relation dose effet

La relation dose-effet décrit la relation entre la quantité d'une substance chimique
administrée ou exposée a un organisme et la réponse ou I'effet biologique qui en découle.
Cette relation permet de comprendre comment la réponse biologigque évolue en fonction de

la dose de la substance (Curtis D. Klaassen, 2019).
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Figure 01 : Relation entre la dose et I’effet (CSST, 2004).

Le méme principe s’applique a une population d’individus, car I’effet ou les nombreux effets
possibles peuvent se manifester difféeremment chez plusieurs personnes exposées a une
méme dose d’un toxique. C’est ce qu’on appelle la relation dose-réponse ou exposition-

réponse, soit la relation entre I’exposition et le nombre d’individus qui présentent un effet

donné (CSST, 2004).
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Figure 02: Relation entre la dose et la réponse (CSST, 2004).
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1.5 La cytotoxicité
Est la propriét¢ d’un agent toxique a détruire des cellules vivantes, par exemple (les
médicaments cytostatiques) (Bensakhria, 2018).
e Cibles biologiques de I’action des cytotoxiques
Les membranes cellulaires peuvent étre le siege d’altération diverses telles que la
peroxydation lipidique, la perte de la perméabilité sélective de la membrane plasmique.
Au niveau de mitochondrie, ces toxiques inhibent la phosphorylation oxydative, la beta
oxydation des acides gras, la respiration cellulaire, et par conséquent, entrainent une chute
de la concentration d’ATP.
Au niveau des lysosomes, ils inhibent les capacités de dégradation des cellules (Bensakhria,
2018).
1.5.1 Méthodes couramment utilisées pour étudier la cytotoxicité
I1 existe trois grands groups de méthodes d’étude de la cytotoxicité
a. Des méthodes fondées essentiellement sur des perturbations de la perméabilité
membranaire : il excite deux types
e Meéthodes de cytotoxicité utilisant des colorants : Cela dépend de I’utilisation de
colorants pénétrants pour les membranes mortes ou vivantes, ou le pourcentage de
membranes colorées ou non colorées est un indicateur du nombre de cellule vivantes
ou mortes, qui est un indicateur de la concentration de la substance toxique étudiée.
e Méthodes mesurant le relargage des molécules dans le milieu extra cellulaire :
Mesure de I’activité enzymatique LDH (Lactate Déhydrogénase) et de la libération
de cytochrome.
b. Des méthodes fondées sur des altérations de la prolifération cellulaire : en tuant des
cellules ou en blogquant le cycle cellulaire il existe deux groups de méthodes :
Méthodes de numeération et méthodes biochimique.
c. Autres méethodes : ils existent d’autres méthodes a principe différents par exemple :
Les méthodes morphologiques fondées sur 1’étude de 1’altération cellulaire jusqu’a la lyse
(Bensakhria, 2018).
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https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjom8X_3rb_AhXlUaQEHSgeBasQFnoECA0QAQ&url=https%3A%2F%2Ffrance.promega.com%2Fc%2Fblog%2Farticles%2Fmethodes-utilisees-pour-etudier-la-cytotoxicit%25C3%25A9-cellulaire%2F&usg=AOvVaw1L-BRQg5DhFiG5Ml_G8iaH
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1.6 Evaluation des dangers
Les procédures d’évaluation de toxicité de produits chimiques ont été ¢laborées au fil des
années et continuent d’évoluer en fonction des progres de la science de la toxicologie.
Le processus d’évaluation des dangers regroupe trois activités principales : identifier le
danger, évaluer 1’exposition, et déterminer la relation exposition- réponse. Le résultat de
I’évaluation des risques est communiqué aux instances dont le rdle est de proposer des
articles réglementaires de contréle des risques (John M. Frazier, 1990).
1.7 Essais de toxicité
Les essais de toxicités a des fins d’évaluation répondent a deux objectifs principaux :

1. Déterminer quels peuvent étre les effets indésirables d’un produit chimique donné

(identification du type de toxicité).
2. Obtenir des informations adéquates pour définir le rapport exposition- réponse chez
I’homme et d’autre organisme.

Les premiers essais de toxicité se limitaient le plus souvent a des essais de toxicité aigué.
L'essai classique DL50, qui a été initialement concu pour étudier les matériaux biologiques
utilisés a des fins médicales, repose sur une approche statistique permettant de déterminer la
dose a laquelle un produit chimique provoque la mortalité de 50 % des animaux d'une
population donnée (john M. Frazier, 1990).

e Deux approches méthodologiques sont envisageables :
1.7.1 Les tests de toxicité in vivo
Le mot "in vivo" est utilisé pour décrire des expériences, des études ou des observations
réalisées dans un organisme vivant ou un modele animal. Il s'agit d'une approche de
recherche qui se déroule a l'intérieur d'un organisme complet plutét que dans un
environnement artificiel ou isolé en laboratoire.
Les études "in vivo" permettent de mieux comprendre les interactions complexes entre
différents systémes biologiques, les effets d'un traitement ou d'une substance sur I'organisme
dans son ensemble, ainsi que les réponses physiologiques, biochimiques ou

comportementales qui peuvent se produire (Festing, 2007).
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Voici quelques exemples d'études "in vivo" :

1. Etudes pharmacologiques : Les études "in vivo" peuvent étre utilisées pour évaluer
I'efficacité des médicaments sur des animaux de laboratoire. Ces études permettent
de déterminer I'effet des médicaments sur les organes, les tissus et les systémes
biologiques dans un contexte physiologique plus complet.

2. Etudes physiologiques : Les études "in vivo" peuvent étre utilisées pour étudier les
réponses physiologiques de I'organisme a divers stimuli ou conditions. Par exemple,
I'utilisation de techniques "in vivo" permet de mesurer les niveaux d'hormones dans
le sang, d'observer les changements dans la pression artérielle, de surveiller I'activité
électrique du cerveau, etc.

3. Etudes de toxicologie : Les études "in vivo" sont souvent utilisées pour évaluer les
effets toxiques de substances chimiques, de produits chimiques industriels ou de
produits pharmaceutiques sur des modeles animaux. Cela permet de déterminer les
effets & long terme, les interactions complexes et les éventuels effets secondaires
indésirables.

4. Etudes de développement et de génétique : Les études "in vivo" peuvent étre utilisées
pour étudier le développement embryonnaire, la croissance, la différenciation
cellulaire et les mécanismes génétiques impliqués. Des modeéles animaux sont
souvent utilisés pour comprendre les processus biologiques complexes liés au
développement et a la génétique.

Ces exemples illustrent comment les études "in vivo" peuvent fournir des informations
précieuses sur les interactions biologiques complexes et les réponses de I'organisme dans un
contexte physiologique complet (Festing, 2007).

1.7.2 Les tests de toxicité in vitro

Les techniques in vitro présentent en effet certains avantages. En premier lieu, ils sont de par
leurs natures susceptibles d'étre plus rigoureusement normalisés que les essais in vivo. Il n'en
est généralement pas de méme pour les essais de toxicité in vivo en raison du colt prohibitif
des contrdles tant positifs que négatifs des protocoles d'essai. Les essais in vitro, en revanche,
se prétent a de tels contrbles qui permettent ainsi de normaliser les essais individuellement.
Le probléeme des différences entre especes ne se pose plus avec les essais in vitro, car on

peut utiliser directement des cellules de I'espéce concernée.
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Un autre avantage est qu'on peut doser exactement la quantité de produit chimique apportée
aux cellules, ce qui permet de déterminer avec précision les concentrations nocives de
produit toxique. Par contre, in vivo, chez I'homme comme chez I'animal, il est souvent
difficile de déterminer avec précision la dose de produit chimique présente dans les tissus
affectés (john M. Frazier, 1990).

1.7.3 La méthode in silico
L’évaluation de I’irritation oculaire des produits et ingrédients est obligatoire dans
plusieurs régions, mais les modeles animaux sont de plus en plus considérés comme
insoutenables pour des raisons éthiques, économiques et scientifiques. Depuis 2013, les
tests cosmétiques sur les animaux sont interdits dans 1’union européenne et dans plusieurs
autres pays. Pour répondre a cette problématique, Les pays européennes ont recours
exclusivement aux tests in vitro pour 1’évaluation des irritations oculaires, tandis que
’autres pays explorant I’utilisation de tests informatiques (in silico) pour améliorer
I’efficacité des méthodes existantes (M.N.Rivero et al, 2021).

La recherche n’est plus seulement in vivo ou in vitro, mais utilise de plus en plus 1’analyse
informatique.

Des simulations in silico étudient les débuts de ce phénomene de biologie moléculaire
viable. Le terme "in silico" fait référence a une approche de modélisation biomathématique
qui utilise des données expérimentales in vivo ou in vitro pour effectuer des analyses a
I'aide de logiciels informatiques (G.Gallezot, 2002).

Le fonctionnement d'in silico repose sur la création d'une base de données qui met en
évidence la corrélation entre la structure et I'activité, et qui est utilisée dans la recherche de
médicaments et le développement pharmaceutique.

L'utilisation de méthodes in silico dans la recherche pharmaceutique, la conception de
médicaments et les tests de produits cosmétiques est de plus en plus répandue. Ces
méthodes permettent d'étudier les propriétés pharmaceutiques des médicaments, ainsi que
d'évaluer le degré de toxicité et d'irritation des cosmetiques avant leur mise sur le marcheé
(Ch.Pachoulide, 2021).

Les industries pharmaceutiques et cosmétiques ont adopté la simulation numérique. Les
simulations sont utilisées dés les premiéres étapes de conception pour augmenter les
chances de sélectionner des molécules candidates efficaces pour les tests cliniques
ultérieurs (L'USINE NOUVELLE, 2019).
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1.8 La législation
1.8.1 La Iégislation et les principaux acteurs dans le domaine des tests de produits
cosmetiques
1.8.1.1 Au niveau européen
Il est interdit d'utiliser les résultats de tests sur animaux réalisés apres le 11 mars 2009 et le
11 mars 2013 pour évaluer la sécurité des produits cosmétiques.
Il reste toujours impossible de se passer complétement de I'expérimentation animale pour
étudier les effets couverts par l'interdiction de mise sur le marché de 2013.
Des avancees significatives ont été réalisées grace aux efforts constants du laboratoire de
référence de I'Union européenne pour les méthodes alternatives a lI'expérimentation
animale (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing -
ECVAM), geéré par le Centre Commun de Recherche (CCR) de la Commission.
Pour les effets concernés par l'interdiction de mise sur le marché de 2009, des méthodes de
substitution ont pu étre validées et ont été adoptées comme lignes directrices de
I'Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) pour l'irritation
et la corrosion cutanées, la photo toxicité et I'absorption cutanée. Des méthodes partielles
de substitution ont également été validées pour la toxicité systémique aigué et l'irritation
oculaire, et ont été adoptées comme lignes directrices de I'OCDE pour cette derniére.
Cependant, il reste impossible de remplacer completement I'expérimentation animale pour
I'étude des effets vises par I'interdiction de mise sur le marché de 2013 (ANSM, 2016).
1.8.1.2 Au niveau algérien
L'évaluation de la toxicité des matiéres premiéres et des produits finis est effectuée par le
biais d'analyses et de tests, notamment pour évaluer la toxicité cutanée, dermique, oculaire
et muqueuse (Ministere du commerce, 2010).
Il existe une liste de produits de consommation qui sont identifiés comme présentant des
caractéristiques de toxicité ou de risque spécifiques, ainsi qu'une liste de substances
chimiques qui sont interdites ou réglementées pour leur utilisation dans la fabrication de
produits (Ministére du commerce , 1997).

En Algérie, il n'existe pas de texte légal spécifique autorisant ou interdisant I'utilisation de
I'expérimentation animale pour garantir la sécurité des utilisateurs (Ministére du

commerce, 2010).
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De plus, les réglementations en vigueur en Algérie ne fournissent que des indications sur
les procédures de fabrication, d'emballage, d'importation et de commercialisation, sans
aborder spécifiqguement les questions liées a I'expérimentation animale (Ministére du
commerce, 1997).

1.8.2 Les structures institutionnelles encadrant la sécurité d'emploi des cosmétiques
1.8.2.1 Au niveau Européen

1.8.2.1.1 Le Parlement Européens

Le Parlement européen a propose d'établir une date limite a laquelle les nouveaux produits
chimiques mis sur le marché dans I'Union européenne ne seraient plus autorisés a étre
testés sur des animaux, que ce soit en tant qu'ingrédients ou produits finis. L'objectif était
de stimuler le développement et la validation de méthodes alternatives.

Le Parlement a exigé que I'interdiction soit mise en place sans tenir compte de la
disponibilité de méthodes alternatives. Etant fermement attaché a ce principe, le Conseil
des ministres a d arriver & une décision unanime (Francopa, 2010).

1.8.2.1.2 Le conseil d’UE

Il est composé des ministres des Etats membres. Représente le principal organe législatif
de I’UE, il exerce un pouvoir généralement en codécision avec le Parlement Européen.

Il examine également les propositions de la Commission Européenne et peut les modifier
avant de les approuver (Institutions et autres organes de I'UE, s.d.).

1.8.2.1.3 La Commission européenne

La production, I'évaluation de I'innocuité et la commercialisation des produits chimiques
au sein de I'Union européenne impliquent plusieurs directions générales (DG) de la
Commission. La Direction générale de la Recherche de I'Union européenne est chargée de
la mise en place de la politique de recherche et de technologie de I'Union, y compris le
développement de nouvelles méthodes d'évaluation des risques et d'innocuité des nouveaux
produits chimiques (Francopa, 2010).

1.8.2.1.4 Le SCCNFP

Le SCCNFP est un comité scientifique qui fournit son expertise a la Commission
européenne sur les questions scientifiques et techniques liées a I'évaluation de l'innocuité

des produits cosmétiques et non alimentaires (Francopa, 2010).

12

——
| —



CHAPITRE | GENERALITE

1.8.2.1.5 L'ECVAM

Situé a Ispra, en Italie, le Centre commun de recherches de la Commission européenne
abrite le Centre européen pour la validation des méthodes alternatives (ECVAM).
L'ECVAM est responsable de la supervision et de la realisation d'études visant a valider
des méthodes de substitution ou de limitation des tests sur les animaux, pour les produits
de consommation courante ainsi que les produits pharmaceutiques (Francopa, 2010).
1.8.2.1.6 L’OCDE

L’organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) est 1’autorité
mondiale responsable de 1’élaboration des directives officiellement reconnues pour les tests
de substances chimiques. En plus cela, I’OCDE fournit des conseils sur divers sujets, y
compris les procédures de validation des nouvelles méthodes de test (Francopa, 2010).
1.8.2.2 Au niveau algérien

1.8.2.2.1 Le CACQE

Centre Algérienne du Contrdle de la Qualité et de L.’emballage, Agence de I’administration
publique la tutelle du ministére du commerce, qui joue un rdle dans la protection des
consommateurs par le contrdle de la qualité et la lutte contre les fraudeurs (1. Tahir, 2021).
1.8.2.2.2 Les laboratoires de toxicologie relevant du ministére de la santé

Est chargé de [D’évaluation et du controle toxicologique des produits cosmétiques.
L’objectif principal de ce laboratoire est d’améliorer la qualité des produits cosmétiques,
pour la beauté sans nuire a la santé en effectuant des analyses qui garantissent la sécurité et

I’efficacité de ces produits cosmétiques (R.Lambert, 2013).
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Il. LESTESTS IN VITRO

1.1 Méthodes d’évaluation de la toxicité in vitro

Si l'utilisation d'animaux dans la recherche est nécessaire, l'acceptation générale est
conditionnelle & la compréhension que le minimum de douleur sera causé par le nombre
minimum d'animaux pour fournir le maximum d'avantages aux humains, aux autres animaux
et a I'environnement , d’'un maximum de méthodes basées sur des tests in vitro. Elle s’appuie
sur le principe des 3R et sur les comités d’éthique (Arthur Clark, 2017).

Regle des 3R : Réduire, Raffiner, Remplacer

Ces trois principes, également connus sous le nom de 3R été définis en 1959 par W.M.S.
Russell et RL Burch dans leur écriture bien congue et scientifiguement valide sur ce sujet
«les principes de I’expérimentation humaine techniques (Arthur Clark, 2017).Elle est
anticipée par les scientifiques eux-mémes, qui illustrent en cela la phrase de Jean-Bernard "
tout ce qui n’est pas scientifique n’est pas éthique"(pharmacie, 29 juin 2017).

11.1.1 Réduire

Réduire lenombre d’animaux utilisés n’est peut- étre pas la meilleure solution pour des
résultats éthique et bien-étre.

1-trop peu d’animaux utilisés peuvent conduire a des résultats qui sont statistiquement
difficiles ou impossibles a interpréter avec précision (Arthur Clark, 2017).

2-méme si cela implique 1’utilisation d’un plus grand nombre d’animaux, un équilibre doit
étre atteint entre la minimisation du nombre total tout en obtenant des résultats fiables
(Arthur Clark, 2017).

11.1.2 Raffiner

Il existe un principe sous-jacent selon lequel un bien- étre médiocre est en contradiction avec
une bonne science .par conséquent, en plus de nos obligations éthiques d’optimiser le bien-
étre, la justification scientifique du raffinement est convaincante. Dans le cadre de
I’approche contemporaine, le raffinement comprend de nouvelles technologies in vivo qui
minimisent les douleurs ou la détresse ressentie par les animaux ainsi que la gamme de
méthodes qui améliorent les soins, le logement, la manipulation et I’utilisation des animaux

(Arthur Clark, 2017).
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Il. 1.3 Remplacer

Le procédé de remplacement de modéles animaux est parfois possible pour travailler sur des
cellules, des tissus, voire sur des modeles numériques. L’utilisation de mod¢les in vitro ou
in silico est I’objectif du chercheur, bien qu’il puisse étre atteint dans de nombreux domaines,
notamment en matiére de sécurité. Ces techniques sont des alternatives pour réduire
I’utilisation des animaux dans la recherche scientifique (Arthur Clark, 2017).

11.2 Les tests de toxicité locale

I1.2.1.Test d’Irritation cutanée sur épiderme humain reconstitué (OCDE n°439)

C’est un test menée en laboratoire pour déterminer les risques posés par les produits
chimiques irritants (substances et mélanges) conformément a la catégorie 2 du systeme
général harmonisé de classification et d’étiquetage SGH ( le Systéeme Général Harmonisé )
de I’ONU(Organisation des Nations Unies) , elle s’appuie sur un épiderme humain
reconstitué, qui dans sa conception globale, reproduit les propriétés biochimiques et
physiologiques de la partie supérieure de la peau humaine. Des manifestations sont
observées sous forme d'cedémes et de rougeurs, 1'exposition intense conduit a la pénétration
du composant chimique a travers la premiere couche de la peau, ou celle-ci exerce des effets
toxiques qui entrainent des dommages aux kératinocytes et de nombreux effets cytotoxiques
sur la peau (OCDE N° 439, 14 juin 2021).

e Principe du test

-le produit chimique est appliqué localement sur modele tridimensionnel d’épiderme humain
reconstitué, compose de kératinocytes non transformés prélevés sur épiderme humain et mis
en culture pour former un modele multicouche hautement différencié d’épiderme humain.
Ce modele se compose de couches organisées, ainsi que d’un stratum corneum multicouche
contenant des couches lipidique lamellaires intercellulaires représentant les principales
classes de lipides, similaires a celles que 1’on observe in vivo (OCDE N° 439, 14 juin 2021) .
-la viabilité cellulaire du modele d’épiderme humain reconstitué est mesurée via la
conversion enzymatique du colorant vital MTT [bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol- 2-yl)-
2,5-diphényltétrazolium] en un sel de formazan bleu mesuré quantitativement apres son

extraction des tissus.
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Les produits chimiques irritants sont mis en évidence par leur capacité a faire chuter la
viabilité cellulaire sous un seuil prédéterminé (< 50 %, pour la catégorie 2 du SGH de
I’0ONU). En fonction du cadre législatif et de 1’applicabilité de la présente ligne directrice,
les produits chimiques testés produisant une viabilité cellulaire supérieure au seuil défini
peuvent étre considérés comme non irritants (> 50 %, sans catégorie) (OCDE N° 439, 14
juin 2021).

11.2.2 Tests d'Eyetex

Ce test consiste a évaluer in vitro I'effet d'une substance nocive sur une matiere synthétique
a base de protéines végétales. En rétablissant la biochimie de dénaturation des protéines
cornéennes, on peut évaluer l'interaction que l'ceil réel aurait entrer en contact avec la
substance (Anderson, 1990).

I1.2.3 Test sur ceil de poulet isolé (OPI) (OCDE n° 438)

Est une méthode in vitro pouvant étre utilisée pour classer des produits chimiques
(substances ou mélanges) parmi les substances causant des lésion oculaires graves catégorie
1 du systéme général harmonisé pour la classification et 1’étiquetage des produits chimiques
(SGH) , ou pour identifier les produits chimiques non classés ( ne relevant d’aucune
classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave selon le SGH) , la méthode
OPI utilise des yeux prélevés sur des poulets provenant d’abattoirs , ou ils sont tués a des
fins de consommation humaine , évitant ainsi le recours a des animaux de laboratoire(OCDE
N° 438, 25 juin 2018).

e Principe du test

C’est un modele organotypique qui permet le maintien a court terme d’ceil de poulet in vitro.
Selon cette méthode, les dommages provoqués par le produit chimique testé sont évalués par
détermination du gonflement, de 1I’opacité et de la rétention de fluorescéine de la cornée. De
plus, un examen histopathologique peut étre réalisé pour renforcer la sensibilité de la
méthode dans I’identification desdétergent et tensioactifs a PH non extréme (2 <pH < 11.5)

relevant de la catégorie 1 du SGH de ’ONU (OCDE N° 438, 25 juin 2018).
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11.2.4 Test de HET-CAM
Le test HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoique Membrane), utilisant la membrane
chorioallantoique (CAM) de I’embryon de poulet, est un test alternatif pour remplacer le test
oculaire de lapin de draize. Le CAM est un tissu complet comprenant des arteres, des
capillaires et des veines, et est techniquement facile a clouter .par le droit de cette méthode,
les produits chimiques sont placés en contact direct avec la membrane chorioallantoique de
l'ceuf de poulet. Les changements de lésions vasculaires (hémorragie, lyse ou coagulation)
sont des indications du potentiel du produit chimique a endommager les muqueuses in vivo.
Le but de cette étude était d'étudier [irritation oculaire potentielle des produits
agrochimiques dans le test HET-CAM (Péter & KORMOS, 11 February 2010).

11.2.5 Test de photo toxicité (OCDE n° 432)

Le test de photo toxicité in vitro permet de déterminer le potentiel photo-toxique d’une
substance d’essai, induite par ’excitation d’un produit chimique aprés exposition a la
lumiére. Ce test évalue la réduction relative de la viabilité des cellules exposées au produit
chimique, en présence ou absence de lumieres .les substances identifiées par cet essai sont
susceptibles d’étre photo toxiques in vivo apres administration systémique et diffusion dans
la peau, ou apres application topique (OCDE N° 432, 13 avril 2004).

e Principe du test

La photo toxicité repose sur la comparaison de la cytotoxicité d’une substance chimique
avec et sans exposition a une dose non cytotoxique de lumiere solaire simulée. Dans cet
essai, la cytotoxicité est exprimée comme la diminution, en fonction de la concentration, de
la fixation du colorant vital rouge neutre 24 heures apres traitement par le produit chimique
mis a 1’essai et irradiation.

Le rouge neutre est un colorant cationique faible qui pénétre facilement dans les lysosomes.
L’altération de la surface cellulaire de la membrane lysosomale sensible entraine une
fragilité lysosomale et d’autres modifications qui deviennent graduellement irréversibles.
Ces modifications induites par I’action de xénobiotiques entrainent une diminution de la
fixation du rouge neutre, sur la base de laquelle on peut distinguer les cellules vivantes, des
cellules mortes ou abimées (OCDE N° 432, 13 avril 2004).
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11.3 Les tests de toxicité systémique

I1.3.1 Test d’Ames mutation reverse sur bactéries (OCDE n° 471)

Les tests bactériens de mutation sont pratiqués sur des souches de salmonella typhimurium
et d’Escherichia coli auxotrophes a 1’égard d’un acide aminé .ils servent a détecter des
mutations ponctuelles résultant de la substitution , de 1’addition ou de la délétion d’une ou
de quelques paires de bases de I’ADN le principe de ces tests bactériens de mutation réverse
repose sur la détection de mutations qui inversent des mutation présentes dans la souche
d’essai et rétablissent ainsi la capacité fonctionnelle des bactéries de synthétiser un acide
aminé indispensable. Les bactéries révertants sont détectées d’aprés leur capacité de se
développer en I’absence de I’acide aminé requis par la souche d’essai parentale (OCDE N°
471, 21 juillet 1997).

ePrincipe du test

Les bactéries en suspension sont exposees a la substance d’essai en présence et en 1’absence
d’activation métabolique externe .dans la méthode d’incorporation directe dans la boite (
méthode par étalement ) , les suspensions sont mélangées avec une couche d’agar de surface
et déposées immediatement sur un milieu minimum dans la méthode de pré-incubation , le
mélange de traitement est incubé et ensuite mélangé avec une couche d’agar de surface avant
d’ étre étalé sur un milieu minimum . Dans les deux techniques, aprés deux ou trois jours
d’incubation, les colonies révertants sont comptées et leur nombre est comparé a celui des
révertants spontanés dans les boites témoins traitées avec le solvant (OCDE N° 471, 21
juillet 1997).

11.3.2 Test de mutation génique sur cellules de mammifere (OCDE n° 476)

Les tests in vitro de mutation génique sur des cellules de mammiferes peuvent étre employeés
pour détecter des mutations induites par les substances chimiques.

Dans cet essai, les systemes génétiques utilises permettent de détecter une mutation sur les
loci de I’hypo xanthine-guanine phosphoribosyl transférase (HPRT) et d’un transgene de la
xanthine-guanine phosphoribosyl transférase (XPRT) les essais de la mutation de HPRT et
de XPRT détectent différents types d’événements génétiques (OCDE N° 476, 29 juillet
2016).
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ePrincipe du test

Des cellules mutantes déficientes en HPRT dans le test HPRT ou en XPRT dans le test XPRT

sont résistantes aux effets cytostatiques de la 6-thioguanine (TG), un analogue de la purine.

Les cellules munies de I’enzyme HPRT (dans le test HPRT), qui entraine une inhibition du

métabolisme et I’arrét de la division cellulaire. Ainsi, des cellules mutantes peuvent

proliférer en présence de TG, tandis que des cellules normales qui contiennent I’enzyme

HPRT (test HPRT), ne le peuvent pas (OCDE N° 476, 29 juillet 2016).

11.3.3 Test d'échange de chromatides sceurs (OCDE N° 479)

Le test d’échange de chromatides sceur (SCE) est un test de courte durée pour la détection

des échanges réciproques d’ADN entre deux chromatides sceur d’un chromosome se

dédoublant. La détection des SCE exige quelques moyens de marquages différents pour

chacune des chromatides sceur (OCDE N° 479, 1986).

ePrincipe du test

- La substance d’essai doit étre sous forme solide, liquide, vapeur ou gazeuse.

- Les cellules de mammiféres sont exposées au produit chimique d’essai avec et sans
systeme d’activation métabolique exogéne de mammifére et cultivées in vitro .Doit
utiliser un minimum de trois concentrations convenablement espacées de la substance
d’essai. Apres traitement avec un fuseau inhibiteur de I’agrégation cellulaire dans la
métaphase de la mitose (phase C), les cellules sont récoltées et des préparations
chromosomiques sont réalisées (OCDE N° 479, 1986).

11.3.4 Test d'aberration chromosomique in vitro sur cellules de mammifére (OCDE N° 473)

Un test d'aberration chromosomique in vitro identifie les facteurs qui provoquent des

aberrations structurelles des chromosomes dans des cellules de mammiféres en culture. Les

aberrations structurelles peuvent étre de deux types : chromosomiques ou chromatidiques

(OCDE N° 473, 29 juillet 2016).

ePrincipe du test

Des cultures cellulaires d'origine humaine ou d'autres mammiféres sont exposées au produit

chimique testé, en présence et en l'absence d'une source externe d'activation metabolique

Pour prévenir la métaphase, et pour étre récoltées et fixées, les cellules en métaphase sont

soumises a un examen microscopique pour détecter les chromatides et les chromosomes

aberration (OCDE N° 473, 29 juillet 2016).
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11.3.5 Test des cométes (OCDE N° 489)

L’essai in vivo d’électrophorése sur gel en conditions alcalines de cellules isolées, aussi
appelé test des cometes est une méthode mesurant les cassures de brins d’ADN dans les
cellules eucaryotes (OCDE N° 489, 29 juillet 2016).

ePrincipe du test

Le test des cometes a pour objet d’identifier les substances causant des dommages a I’ADN.
En conditions alcalines (pH > 13), le test des cometes peut détecter les cassures simples et
doubles brin résultant , par exemple , d'interactions directes avec I'ADN , de sites alcali
labiles ou de cassures transitoires liées a des mécanismes de réparation par excision . Ces
cassures peuvent étre réparées, leur effet étant alors non persistant, elles peuvent étre
bénéfiques pour la cellule, ou elles peuvent se fixer sous forme de mutation stable se
traduisant par une altération viable permanente. Elles peuvent aussi entrainer des dommages
chromosomiques du type de ceux qui sont associés a de nombreuses maladies humaines
comme le cancer (OCDE N° 489, 29 juillet 2016).
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Figure 03 : Test des cometes (Mr, 2010).
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I1. 4 Avantages et limites des méthodes in vitro
11.4.1 Les Avantages
1. Expliquer un mécanisme d’action.
2. Multiplier les essais.
3. Suivre avec précision les phénomeénes dans le temps.
4. Limiter le nombre d’animaux d’expérience : avantage éthique (FRANK, 1991).
11.4.2 Les Limites
1. Absence des mécanismes de filtrage in vivo.
2. Elles me refletent donc pas la réalité physiologique.
3. L’incapacité d’établir une corrélation précise entre dose et toxicité (FRANK, 1991).
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1. HET-CAM TEST

I11.1 Historique
Le test de la membrane chorioallantoique de 1'ceuf de poulet (HET-CAM) a été développe
par Luepke comme alternative au test Draize sur I’ceil de lapin, qui était historiquement la
méthode de référence pour I'évaluation de l'irritation oculaire.

Le test Draize a été critiqué pour sa subjectivité dans I'évaluation, sa faible reproductibilité,
les différences anatomiques entre 1'ceil humain et I'eeil de lapin et pour des raisons éthiques.
Au fil des années, des efforts spécifiques ont été consacrés au développement de méthodes
alternatives sans animaux pour évaluer l'irritation oculaire, dont le HET-CAM.

Le HET-CAM est considéré comme un mode¢le approprié pour le tissu conjonctival de I'ceil
et permet la visualisation de réactions irritantes telles que I'némorragie, la lyse, la coagulation
et I'nyperémie sur la membrane chorioallantoique des ceufs de poulet fécondés avec des
embryons de sept a neuf jours.

Le test HET-CAM est déja utilisé dans lindustrie pour identifier les matériaux
potentiellement non irritants ou légerement irritants lors du criblage interne et des
évaluations de sécurité des formulations et/ou des matiéres premieres, ainsi que dans le cadre
d'évaluations de preuve.

Le test HET-CAM a subi plusieurs modifications pour permettre le test d'irritation oculaire
de matériaux avec différentes propriétés physicochimiques, et a été évalué dans plusieurs
études de validation.

Les études ont montré une corrélation utile avec le test Draize sur 1’ceil de lapin pour
I'évaluation des produits cosmétiques, en particulier pour les matériaux de test Iégerement et
non irritants, ainsi que pour les tensioactifs et les formulations a base de tensioactifs.

Le test HET-CAM a été évalué par le groupe d'experts du Comité de coordination inter-
agences sur la validation des méthodes alternatives (ICCVAM) et le Centre inter-agences du
programme national de toxicologie pour I'évaluation des méthodes alternatives de
toxicologie (NICEATM), qui ont publié un protocole recommande.

Le protocole de test fournit des directives pour l'utilisation du test HET-CAM dans les
évaluations de sécurité des produits chimiques, et contribue ainsi a la promotion de méthodes

alternatives sans animaux pour I'évaluation de l'irritation oculaire (M.N.Rivero et al, 2021).
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111.2 Définition
Le HET CAM ou test de la membrane chorioallantoique de I’ceuf de poulet fertile est un test
utilisé pour déterminer le potentiel d’irritation des substances et est un test alternatif au test
«Draize Rabbit Eye » (S.Dragland, 2013).

Le test HETCAM (Hen's Egg Test - Chorioallantoic Membrane) est une méthode de test in
vitro utilisée pour évaluer le potentiel d'irritation et/ou de corrosion des produits chimiques
et des produits cosmétiques en observant les changements indésirables qui se produisent
dans la membrane chorioallantoidienne CAM de I'ceuf de poulet en développement aprés
exposition a ces produits.

La CAM est considérée comme un modeéle approprié pour étudier l'irritation des tissus
muqueux et la coagulation (dénaturation des protéines) peut refléter des dommages cornéens
qui peuvent étre produits par le produit testé.

Le test HETCAM est basé sur I'nypothése que les effets aigus induits par une substance de
test sur les petits vaisseaux sanguins et les protéines de cette membrane tissulaire souple
seraient similaires aux effets induits par la méme substance de test sur I'eeil d'un lapin
traité « Draize »(A.S.Kishore et al, 2008).

Le test HETCAM permet d'évaluer les effets irritants de substances liquides ou solides sur
la membrane vasculaire vitale du CAM des ceufs de poulet incubés pendant 10 jours. Les
effets observés sont notés et classés afin de fournir une évaluation des risques similaire a
celle obtenue avec le test oculaire de lapin Draize (LEUPKE et KEMPER, 1986).Le test
HET-CAM est un modéle utile pour évaluer les lésions oculaires, en particulier pour la
conjonctive. 1l évalue les effets d'une substance sur la vascularisation et les réponses
inflammatoires de la membrane chorioallantoique des ceufs de poulet fécondés.

Les critéres evalués (hémorragie, coagulation, hyperémie ou lyse) different de ceux évalués
dans le test in vivo, mais ils sont considérés comme étant en corrélation avec les mécanismes
de toxicité a l'origine des effets in vivo (écoulement de la conjonctive, rougeur et cedeme)

(B.M.Kenzie et al, 2015).
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111.3 Principe de test
Le principe de ce test consiste a appliquer une certaine quantité de la substance testée sur la
membrane chorioallantoidienne (CAM) d’un ceuf de poule incubé.

La CAM est une membrane vascularisée qui permet 1’échange gazeux de I’embryon dans
I’ceuf. Apres I’application de la substance testée, 1’effet irritant est évaluée en observant les
changements sur la CAM, tels que la dilatation des vaisseaux sanguins, la nécrose tissulaire
ou I’hémorragie (W.Steiling et al, 1999).
La présence ou 1’absence de ces changements est utilisé pour prédire le potentiel irritant de
la substance testée et enregistrés et notés selon un systeme de notation standardisé (X.Yan
et al, 2007).

Le test HETCAM a été reconnu comme un test valide pour prédire les irritations séveres en

particulier dans I’industrie cosmétique (W.Steiling et al, 1999).
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No response

Haemorrhage Coagulation

Figure 04: Des phénomenes observés sur la CAM dans le test HET-CAM
(1.D.Rupenthal et al, 2011).
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111.4 Objectif de test

L’objectif principal du test HET est de prédire le potentiel d’irritation ou de corrosion des
produits chimiques d’hygiéne personnelle sur la peau et les yeux humains.
Le test utilise des ceufs fécondés de poulet et mesure la réaction de la membrane
chorioallantoidienne (CAM) a la substance testée.

Le test HET-CAM est considéré comme un modéle alternatif in vitro aux tests sur les
animaux et surtout Draize I’ceil de lapin, et est souvent utilis€é comme un test de dépistage
primaire pour les nouveaux ingrédients ou les nouvelles formulations de produits
cosmetiques avant de les diriger vers le marché et Iutilisation personnelle.
En raison de la similarité histologique entre la membrane CAM des ceufs de poulet incubés
et les tissus de la conjonctive de I'eeil humain, le test CAM est considéré comme une méthode
extrémement sensible pour évaluer les substances légérement a modérément irritantes, ainsi
que les irritants puissants. La sensibilité est attribuée a la similitude entre la réponse de la
membrane CAM et la réponse de Il'eil humain aux substances testées.
En de la similarité histologique entre la membrane CAM des ceufs de poulet incubés et les
tissus de la conjonctive de I’ceil humain, le test CAM est considéré comme une méthode
extrémement sensible pour évaluer les substances légérement & modérément irritants, ainsi
que les irritants puissants. La sensibilité est attribuée a la similitude entre la réponse de la
membrane CAM et la réponse de 1’ceil humain aux substances testées(X.Yan et al, 2007).
111.5 La membrane chorioallantoidienne MCA

I11.5.1 Définition

La membrane chorioallantoidienne (CAM) est une membrane extra embryonnaire qui se
développe dans les ceufs de pouletet de certains autres oiseaux.

La CAM aviaire est la couche extérieure de la membrane extra-embryonnaire qui recouvre
la membrane de coquille d’ceuf non cellulaire, Elle se forme par la fusion de mésoderme
splanchnique de I’allantoide et de mésoderme somatique du chorion.

Chez le poulet, elle se développe et recouvre toute le surface de la membrane interne de la
coquille a partir de 10 éme jour d’incubation, et le poussin éclot normalement au 21 éme
jour. La CAM joue un rdle important en supportant les capillaires respiratoires extra-
embryonnaires, en transportant activement des ions tels que le sodium, le chlorure et le
calcium, et en formant une partie de la paroi du sec allantoique que collectent les déchets
métabolique (T.l1.Valdes et al, 2002).
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Figure 03: La membrane chorioallantoidienne (CAM) (P.Nowak-Sliwinska et al,

2014).

I11.5.2 Les caractéristiques de CAM

La CAM utilise comme un modéle in vitro important pour évaluer la toxicité potentielle des

substances en raison de ses caractéristiques :

La CAM est tres vascularisée, ce qui permet d’observer rapidement les effets de la
substance sur les vaisseaux sanguins, qui peuvent réagir rapidement aux stimuli
irritants.

La membrane chorioallantoidienne est reliée a I’embryon par un systéme circulatoire
continu qui est aisément accessible pour les manipulations et les observations
expérimentales.

La CAM est une membrane tres fine, ce qui facilite I’observation des changements
morphologiques et les signes d’irritation ou de 1€sions apres exposition a la substance
testée.

La CAM présente des similitudes anatomiques et physiologiques avec les tissus de
la peau et des yeux humains, ce qui permet de détecter les effets potentiels de la
substance testée sur les tissus(A.M.Cimpean et al, 2008).

Le modéle de CAM permet une évaluation rapide des réactions tissulaires aux
biomatériaux de sert d’étape intermédiaire entre les tests réalisés sur des modeles
plus simples.

Le model CAM est une méthode courante pour étudier les phénomeénes biologiques
en raison de son faible codt, de la simplicité de procédure chirurgicale et de la

possibilité d’observer en continu le site de test sans le perturber.
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Le modele CAM constitue un systtme in vivo réel qui peut servir d’étape
intermédiaire entre une culture cellulaire et un modele mammifere plus complexe. Il
est capable d’évaluer a la fois les réponses inflammatoires aigues et chroniques aux
biomatériaux, ainsi que le potentiel irritant des substances chimiques (T.I.Valdes et
al, 2002).

111.6 Avantages et limites de test

111.6.1 Avantages

Alternative a I’expérimentation animale : Le test HETCAM est une méthode in vitro
qui remplace I'utilisation d’animaux vivants pour évaluer I’irritation oculaire des
produits chimiques. Cela réduit le nombre d’animaux utilisés a des fins de recherche
et répond aux préoccupations éthiques liées a 1I’expérimentation animale.

Pertinence pour les tissus muqueux vasculaires : La membrane chorioallantoidienne
(CAM) de I’ceuf de poulet en développement, utilisée dans le test HETCAM, est
considérée comme un modele approprié pour étudier 1’irritation des tissus muqueux.
Elle présente une vascularisation similaire a celle des muqueuses oculaires humaines.
Corrélation avec les effets oculaires : Le test HETCAM est basé sur I’hypothése selon
laquelle les effets induits par une substance de test sur les vaisseaux sanguins et les
protéines de la CAM seront similaires a ceux observés sur 1’ceil d’un lapin traité.
Ainsi, les effets indésirables sur la CAM peuvent étre corrélés a I’irritation et/ou a la
corrosion des yeux humains.

Evaluation de la réaction vasculaire : Le test HETCAM permet d’observer les
changements vasculaires, tels que la vasoconstriction, la vasodilatation, ’hémorragie
ou la coagulation, qui peuvent survenir aprés 1’exposition a une substance de test.
Ces réactions vasculaires fournissent des indications sur I’irritation potentielle de la
substance sur les tissus oculaires (X.Yan et al, 2007).

Sensibilité aux produits chimiques : Le test HETCAM peut détecter les effets irritants
des produits chimiques, qu’ils soient sous forme liquide ou solide. Il peut également
étre utilisé pour évaluer d’autres parameétres tels que la photo toxicité ou 1’absorption

cutanée (ICCVAM, 2006).
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Validation et adoption : Le test HETCAM a été validé et adopté comme méthode de
remplacement partielle pour I’évaluation de la toxicité systémique aigue et de
I’irritation oculaire par 1’Organisation de coopération et de développement
économiques(OCDE). Cela démontre la reconnaissance internationale de son utilité
et de sa fiabilité (OECD N°437, 2008).

Cout et temps réduits : En comparaison avec les tests sur animaux traditionnels, le
test HET présente des avantages significatifs en termes de couts et de temps. 1l est
généralement plus rapide, plus facile & mettre en place et moins couteux, ce qui en
fait une option attrayante pour les laboratoires de recherche et les industries (X.Yan
et al, 2007).

111.6.2 Limites
Il convient de noter que malgré ses avantages, le test HETCAM a egalement des limites, et

son utilisation est souvent complétée par d’autres méthodes d’évaluation de la sécurité des

produits chimiques et des cosmétiques.

Le test HET-CAM est sujet a une évaluation subjective en raison de sa dépendance
a I'évaluation visuelle des changements vasculaires de la membrane
chorioallantoidienne des ceufs de poulet incubés, cela peut entrainer une certaine
subjectivité des résultats.

En regle générale, cette méthode est fortement corrélée avec les résultats in vivo pour
les irritants forts, mais semble avoir une corrélation moins précise lorsqu'elle est
utilisée pour tester des agents Iégerement irritants (C.Debbasch et al, 2005).
L'évaluation d'un effet indésirable peut étre altérée par la présence de substances
d'essai colorées, ce qui peut rendre I'évaluation moins claire et compléte (LEUPKE
et KEMPER, 1986).

Le test n'est approprié que pour une évaluation a court terme de la capacité irritante
d'une substance d'essai.

Il n'est pas possible de procéder a une évaluation lorsqu'on utilise des produits
chimiques opaques, car ces substances recouvrent la membrane et empéchent
I'observation (W.Steiling et al, 1999).

La méthode de ringage du test HET-CAM peut étre utilisée pour tester les
formulations en poudre ou en granulés, mais elle est plus complexe que la méthode

simple en raison des dommages potentiels causés par le ringage.
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e La durée maximale d'observation pour évaluer les effets post-traitement dans la
méthode de test HET-CAM est limitée a cing minutes. En conséquence, les effets
potentiellement réversibles qui persistent au-dela de cette période ou les effets qui se
manifestent avec un retard ne peuvent pas étre évalués de maniére adéquate avec

cette méthode (P.Budai et al, 2010).
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I. MATERIEL ET METHODE

Ce travail a été réalis€¢ au niveau de la plateforme technologique de 1’école nationale de
polytechniques de Constantine du 2 au 11 mai 2023.

I.1. Matériel

I.1.1 Réactifs

On a utilisé pour la réalisation du test les réactifs suivants

-Serum physiologique 0,9 % comme un témoin négatif.

-NaOH 0,1 M comme un témoin positif.

1.1.2 Instruments

- Etuve biologique de la marque memmert®, avec un écran numérigque permettant le réglage
de la température et la durée d’incubation.

-Une lampe pour visionner la membrane hélicoidale.

-Des ciseaux pour éliminer la partie dure de I’ceuf.

-Chronometre pour calculer la durée d’apparitions des effets.

-Balance de précision pour la mesure du poids les produits a tester.

1.1.3 Verrerie

- Béchers.

-Pipettes en verre.

-Micropipettes réglable de 1000pL.

I.1.4 (Bufs de poulet embryonnés

On a utilis¢ des ceufs de poulet embryonnés (nombre=29), ramen¢ de 3 sources d’¢levage de
poulets, les ceufs embryonnés sont ramenés a un age de 3 jours en moyenne (ne dépassant
pas les 7 jours).

1.1.5 Produits a tester

- Huile essentiel de la lavande (0,3 ml) concentrée.

- Huile essentiel du géranium (0,3 ml) concentrée.

- Huile essentiel de la Teatree (0,3 ml) concentrée.

- Huile essentiel de la Palmarosa (0,3 ml) concentrée.

- Des polymeres d’alginates (0,3 g).

- Ortho silicate de tétraéthyle (TEOS) a un volume de 0,3 ml.

- Triéthyléne glycol diméthacrylate a un volume de 0,3ml.
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1.2. Méthode

On a utilisé le protocole recommandé par I'ICCVAM (InteragenceCoordinatingCommitee
on the Validation of Alternative Méthodes).

L’objectif de ce protocole est de tester I’irritation cutanée locale et particuliérement oculaire
évaluée par le pouvoir d’entrainer une toxicité au niveau de la membrane chorioallantoique
des ceufs de poulets embryonnés.

Les effets mesures sont les suivants,

-Lyse des vaisseaux

-Hémorragie

-Coagulation

Le temps d’apparition de chaque effet est mentionné, et un score d’irritation est calculé a la
fin du test.

1.2.1 Réception des ceufs

- Les ceufs de poulet utilisés sont frais, fertiles et propres.

- Le transfert des ceufs a été effectué dans des contenants n’affectant pas la viabilité et la
croissance de I'embryon, a une température ambiante (25 a 26°C).

I.2.2Incubation

- Les ceufs sont placés dans I’étuve biologique a une température de 37°C pendant 10 jours.
- les ceufs sont mis dans des plateaux pour ceufs.

- les ceufs sont retournés manuellement trois fois par jour.

I.2.3Préparation des produits a tester

Tableau 2 : Préparation des produits a tester.

Produit Préparation

HE Lavande concentrée Mesurer avec la micropipette réglable un volume de 0,3 ml.

HE géranium concentrée Mesurer avec la micropipette réglable un volume de 0,3 ml.

HE Teatree concentrée Mesurer avec la micropipette réglable un volume de 0,3 ml.

HE Palmarosa concentrée | Mesurer avec la micropipette réglable un volume de 0,3 ml.

Des polymeéres d’alginates | Mesurer avec la balance une masse de 0,3g.

Ortho silicate de | Mesurer avec la micropipette réglable un volume de 0,3 ml.
tétraéthyle
Triéthylene glycol | Mesurer avec la micropipette réglable un volume de 0,3 ml.

diméthacrylate
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I.2.4 Réalisation du test

- Les ceufs sont retirés de 'incubateur le dixiéme jour pour étre utilisés dans le test.

- Les ceufs sont examinés a l'aide d'une lampe dans un environnement sombre, et les ceufs
non viables ou défectueux sont ignorés.

-La chambre a air de I'ceuf a été marquée.

-La zone marquée a été copie a l'aide de ciseaux chirurgicaux, puis retiré.

- Il est important de faire preuve de prudence lors du retrait de la coquille de I'ceuf pour éviter
d'endommager la membrane interne.

-A l'aide d'une micropipette réglable, mesuré volume de 0,3ml de sérum physiologique 0,9%
(ttmoin négative), on la répartit de maniére a recouvrir entierement la membrane CAM.

-A l'aide de micropipette réglable, mesuré volume de 0,3ml de NaOH (témoin positif), on la
répartit de maniere a recouvrir entierement la membrane CAM.

-A l'aide de méme maniére avec tous les produits, pour les liquides on mesure avec la
micropipette réglable volume de 0,3ml et pour les solides on mesure avec la balance quantité
de 0,3g.

- Toutes les altérations vasculaires sont observées immédiatement avant I'application de la
substance de test, et a 0,5 et 2 et 5 minutes apres I'exposition, en prenant des photos des
altérations avant et apres l'apparition des symptémes.

- Les réactions de la membrane CAM, des vaisseaux sanguins et des capillaires sont
examinées et les effets irritants sont enregistrés

1.2.5 Observation des effets

Les effets a observer sont résumé dans le tableau suivant :

Tableau 3 Observation des effets.
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Effet

Définition

Observation

La lyse

Des  capillaires non
visibles avant I'ajout du
produit deviennent
visibles, alors que les
capillaires  visibles  se
dilatent et deviennent plus
rouges. Ce phénoméne
peut également affecter les
vaisseaux de diametre
supérieur (Jorf, 1996).

Hémorragie

Libération de sang
s'échappant des vaisseaux
et/ou des capillaires,
pouvant se présenter sous
différents aspects, et
notamment en " chou-fleur
", en nappe, en voile
diffus, en piqueté (le sang
s'échappe ponctuellement
a différents endroits de la
membrane).

Il est a noter que :

- I'némorragie peut
présenter un caractere
éphémere ; elle doit
néanmoins étre prise en
compte ;

- I'observation, dans les 30
premiéres secondes, d'une
hémorragie massive
impose la prise en compte
de I'nyperémie masquée
(Jorf, 1996).
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Coagulation | Apparition sur tout ou
partie de la membrane, soit
d'un  voile  opalescent
évoluant  eéventuellement
vers une opacification, soit
d'une opacification directe.
Il est nécessaire de vérifier
que le phénomeéne n'est pas
lié au  comportement
physicochimique du produit
en milieu aqueux (par
exemple formation d'un
colloide, d'un précipité, ...)
(Jorf, 1996).

1.2.6 Mesure des scores d’irritation

La mesure du score d’irritation a été faite en se basant sur le tableau 04

Tableau 4 Notation pour les tests des irritations avec la méthode de teste HET-CAM
(Spielmann and Liebsch, 2010)

Score
Effet 0.5min 2 min 5 min
La lyse 5 3 1
Hémorragie 7 5 3
Coagulation 9 7 5
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1.2.7 Expression des résultats selon la notation
Ce tableau présente la classification d’irritation selon 1’échelle de notation.

Tableau 05 : Expression des résultats selon la notation (X.Yan et al, 2007).

Notation (N) Classification

N inférieures a 1. Non irritant.

N supérieure ou égale a 1 ou inférieure a 5. | Faiblement irritant.

N supérieure ou égale a 5 ou inférieure 2 9. | Moyennement irritant.

N supérieure ou égale 9. Fortement irritant.

41

——
| —



CHAPITRE 11 :
RESULTATS



CHAPITRE IIRESULTATS

Il. RESULTATS

I1.1 Résultats d’observation

Le tableau montre les produits utilisés et les changements observés dans chaque période de

temps avec une conclusion de chaque produit.

Tableau 06 : Les résultats des produits testé.

Produit testé Observation Phénomene Temps Conclusion
d’apparition

Témoins w Lyse 00:00 Selon les résultats
négatif o Hémorragie | 00 :00 d’observation de
(sérum Coagulation | 00 :00 I’échantillon de
physiologique) sérum physiologique
absence de tous les

effets d’irritation.
Témoins Lyse 02min00s Selon les résultats
positif (NaOH) Hémorragie | 02min00s d’observation de
Coagulation | 5min00s I’échantillon de
NaOH présence tous
les effets d’irritation.
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Produit Observation Phénomene Temps Conclusion

teste d’apparition

HE de Lyse 02min00s Selon les résultats

lavande Hémorragie | 00min00s d’observation de

concentrée Coagulation | 00min00s I’échantillon  d’huile
essentielle de lavande
absence de tous les
effets seulement la
lyse.

HE Lyse 00min30s Selon les résultats
géranium Hémorragie | 00min00s d’observation de
concentrée Coagulation | 00min00s I’échantillon  d’huile

essentielle de
géranium absence de
tous les effets

seulement la lyse.
HE Teatree Lyse 2min00s Selon les résultats
Concentrée Hémorragie | 05min00s d’observation de
Coagulation | 00min00s I’échantillon  d’huile
essentielle Teatree
présence de la lyse et
I’hémorragie, absence

de la coagulation.
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Produit Observation Phénomene Temps Conclusion
testé d’apparition
HE Lyse 00min30s Selon les résultats
Palmarosa ; ) ) d’observation de
concentrée Hemorragie | 00min00s I’échantillon
Coagulation | 00min00s d’huile essenticlle
de Palmarosa
absence de tous
les effets
seulement la lyse.
Des Lyse 00min00s Selon les résultats
polymeéres ; ) ) d’observation de
d’alginates Hemorragie | 00min00s I’échantillon  de
Coagulation | 00min00s p?'y”.“ere
d’alginates
absence de tous
les effets
d’irritation.
Ortho Lyse 05min00s Selon les résultats
silicate de ; ] ] d’observation de
tétra Hemorragie | 00min00s I’échantillon  de
thyle Coagulation | 00min00s Qrtho S|I|ca:[e de
tétra éthyle
absence de tous
les effets
seulement la lyse.
( ]
L =)
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Produit testé Observation Phénomeéne Temps Conclusion
d’apparition

Triéthylene Lyse 05min00s Selon les

glycol ) ) ) résultats

diméthacrylate Hemorragie | 00min00s d’observation de

. . I’échantillon de
Coagulation | 00min00s TGEDMA

absence de tous
les effets
seulement la
lyse.

I1.2 Résultats des scores d’irritation

Ce tableau présente les scores finaux avec le degré d’irritation de chaque produit.

Tableau 07 : Présentation des scores finaux selon le degré d’irritation

Produits Score Score Score Score Interprétation
Lyse | hémorragie | Coagulation | finale
Témoin négatif 0 0 0 0 Non irritant.
(sérum physiologique)
Témoin positif 3 5 5 13 Fortement irritant.
(NaOH)
HE Lavande 3 0 0 3 Faiblement irritant.
concentrée
HE Géranium 5 0 0 5 Moyennement irritant.
concentrée
HE Teatree 3 3 0 6 Moyennement irritant.
concentrée
HE Palmarosa 5 0 0 5 Moyennement irritant.
concentrée
Des polyméres 0 0 0 0 Non irritant.
d’alginates
Ortho silicate de 1 0 0 1 Faiblement irritant.
tétraéthyle
Triéthyléne glycol 1 0 0 1 Faiblement irritant.
diméthacrylate
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I11. DISCUSSION

L’objectif de travail est de testé des produits cosmétiques par le test HETCAM.

L'évaluation du potentiel d'irritation oculaire des produits manufacturés, en particulier des
produits cosmétiques et de soins personnels, ainsi que de leurs composants, est obligatoire
dans la plupart des pays. Les préoccupations eéconomiques, politiques, éthiques et
scientifiques ont conduit a considérer les modéles animaux comme non durables. Cela a
incité les agences réglementaires de différents pays a développer des tests de remplacement

in vitro (développés en laboratoire) (M.N.Rivero et al, 2021) .

Le test HETCAM, I'un des plus anciens et des plus utilisés par rapport au test de Draize, a
été évalué dans de nombreuses études de validation montrant une corrélation avec le test

oculaire sur les lapins pour I'évaluation des produits cosmétiques.

Basée sur une étude évaluant la précision, la sensibilité et la corrélation directe entre le test
CAM et I'évaluation de 1'eeil humain de maniére critique (X.Yan et al, 2007), étude a testé
I'irritation du CAM pour divers produits cosmétiques (huiles essentielles, shampooings,
cremes, etc.) en suivant le protocole original du test (N.P.Luepke, 1985). Un protocole

clinique standardisé a été développé par le comité de révision institutionnel d'origine.

Aprés l'application et le test des mémes substances sur le CAM et les tests oculaires, les
réponses inflammatoires ont été examinées pour le CAM ainsi que pour la conjonctive
enflée, la conjonctive palpébrale, les vaisseaux sanguins et les larmes & cing intervalles de
temps. Les résultats ont montré que le test CAM est une méthode extrémement sensible et
précise pour évaluer les substances légerement a modérément irritantes, ainsi que les irritants
puissants, ou les effets et les réponses du CAM sont similaires a ceux de I'eeil humain. Cela
confirme que le test HET est un test précis pour I'évaluation de l'irritation des substances et
peut étre utilisé comme une méthode de remplacement efficace pour réduire les tests

oculaires et les tests sur les animaux.
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111.1Sérum physiologique NaCl 0.9% (témoin négatif)

Le sérum physiologique a 0,9% est une solution saline stérile utilisée couramment en
médecine et en soins de santé. Il est composé d’une concentration de chlorure de sodium de
0,9% dans de I’eau purifiée, ce qui lui confere une osmolarité similaire a celle du plasma

sanguin humain.

Cette solution est utilisée pour diverses applications médicales, telles que le nettoyage des
plaies, I’irrigation des yeux, le lavage nasal, la dilution de médicaments et I’hydratation des
tissus. En raison de sa composition similaire a celle du corps humain, le sérum physiologique
a 0,9% est bien toléré et n’entraine généralement pas d’effets indésirables significatifs
(W.M.Boek et al, 1999).

Aprés application de sérum physiologique sur la membrane CAM, elle n'a montré aucun

signe méme apres 5 minutes de son application.

L'objectif de l'utilisation du sérum physiologique 0.9% en tant que controle est de vérifier si
le test lui-méme les conditions d'expérimentation ou d'autres facteurs externes peut

provoquer des changements sur la membrane CAM.

Le sérum physiologique est une solution isotone contenant une concentration d'électrolytes
similaire a celle du sang (H.Spielmann et al, 1997). 1l est couramment utilisé pour le rincage
ou I'hydratation des tissus, et il est considéré comme sOr et bien toléré par les tissus

biologiques.

Lorsqu'aucun changement n'est observé avec le sérum physiologique, cela indique que la
membrane CAM est stable et qu'elle n'est pas sujette a des réactions indésirables ou a une
irritation spontanée. Cela renforce la validité du test en tant que méthode pour évaluer les
effets spécifiques des substances testées sur la membrane CAM, cela indique que les
conditions expérimentales sont appropriées, que la membrane CAM est saine et que les
résultats observés avec d'autres substances testées sont plus susceptibles de refléter les effets
spéecifiques de ces substances plutét que des reactions indésirables ou spontanées de la

membrane elle-méme.
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En conclusion le sérum physiologique est utilisé comme témoin négatif afin de vérifier
I'intégrité de la membrane, il a également les mémes propriétés que le sang, et aucune
altération n'a été mise en évidence, ce qui signifie qu'il n'est pas irritant (score finale =0, Non

irritant), et un bon témoin de comparaison avec d'autres solutions.
111.2NaOH (Témoin positif)

Le NaOH est I'abréviation de I'nydroxyde de sodium, également connu sous le nom de soude
caustique. C'est un composé chimique solide, souvent sous forme de perles ou de flocons,

largement utilisé dans l'industrie et en laboratoire.

Le NaOH est un agent alcalin puissant et caustique, couramment utilisé pour la fabrication
de produits chimiques, le traitement de I'eau, la production de papier, la fabrication de savon,
et dans de nombreux autres processus industriels. Il est également utilisé a des fins de
nettoyage et de débouchage des canalisations, bien qu'il doive étre manipulé avec précaution

en raison de sa nature corrosive (INRS, 2021).

Dans L’expérience de test HET, nous avons utilisé le NaOH 0,1M (hydroxyde de sodium)
comme témoin positif pour évaluer la réactivité de la membrane CAM de I’ceuf de poule.
En fonction des résultats des observations : utilisant le NaOH comme témoin positif dans le
test HETCAM ont montré des changements significatifs dans la membrane chorionique des
ceufs de poule. La lyse s'est produite en 2 minutes, suivie d'une hémorragie en 2 minutes et

d'une coagulation en 5 minutes. Le score d'irritation obtenu était de 13.

Ces résultats indiquent que le NaOH a provoqué des effets irritants sur la membrane
chorioallantoidienne. La lyse, I'hémorragie et la coagulation sont des réactions typiques
observées lorsqu'un irritant est appliqué sur la CAM. La lyse fait référence a la rupture ou a
la dissolution des cellules, tandis que I'némorragie se référe a la libération de sang causée
par des dommages vasculaires. La coagulation fait référence a la formation de caillots

sanguins en reponse a une blessure.

Les composants du NaOH, en particulier les ions hydroxyde (OH-), sont responsables des
changements excitatoires observes sur le CAM. Lorsque le NaOH est appliqué sur la
membrane chorionique, les ions hydroxyde réagissent avec les cellules et perturbent leur
équilibre acido-basique. Les ions hydroxyde sont hautement alcalins et ont la capacité

d'augmenter le pH de I'environnement cellulaire (N.de version : 4.002, 2019).
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Cette augmentation du pH perturbe I'noméostasie cellulaire et entraine des dommages aux
cellules de la membrane chorionique. Les ions hydroxyde peuvent interagir avec les lipides
des membranes cellulaires, provoquant une altération de leur structure et de leur
fonctionnement (N.de version : 4.002, 2019).

Ces interactions chimiques et physiques entre les ions hydroxyde du NaOH et les cellules de

la membrane chorionique entrainent une lyse cellulaire, une hémorragie et une coagulation.

En comparaison avec le t¢émoin négatif qui n’a montré aucun changement ou irritation, le
témoin positif (NaOH) a provoqué des changements significatifs dans la membrane
chorionique et peut causer des effets néfastes.

La comparaison entre le témoin positif et le témoin négatif renforce la validité des résultats
obtenus avec le témoin positif. En obtenant un score d'irritation de 0 pour le témoin négatif,
cela renforce la crédibilité des résultats obtenus avec le témoin positif. Les résultats obtenus
avec le NaOH dans I'expérience, confirment la sensibilité du test HETCAM pour détecter
les effets irritants ou nocifs des substances.

Plusieurs études et évaluations ont été réalisées pour évaluer l'irritation cutanée et oculaire
associée a NaOH, Ces études ont généralement conclu que le NaOH a des caractéristiques
irritantes tres élevé (K.P.Wilhelm et al, 1990). Les résultats obtenus sont cohérents avec les

connaissances existantes sur les propriétés corrosives et irritantes du NaOH.

Ces résultats confirment donc que le test HETCAM est sensible pour détecter les effets

irritants ou nocifs des substances chimiques, en I'occurrence le NaOH dans ce cas.

Cela démontre I'utilité de ce test dans I'évaluation préliminaire de la sécurité des substances
et des produits, permettant d'identifier rapidement les substances présentant un potentiel

irritant ou nocif pour les tissus (X.Yan et al, 2007).
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111.3 Huile essentielle de lavande

by

L'huile essentielle de lavande est extraite a partir des fleurs de lavande, une plante

aromatique appartenant a la famille des Lamiacées. Elle est largement utilisée en

aromathérapie en raison de ses nombreuses propriétés bénéfiques pour la santé et le bien-
étre (M.Lis-Balchin, 2002).

Une des utilisations de cette huile essentielle

v

Relaxation et gestion du stress : L'huile essentielle de lavande est réputée pour ses
propriétés relaxantes. Elle peut aider a réduire le stress, l'anxiété et favoriser un

sommeil réparateur.

Soin de la peau : L'huile essentielle de lavande est bénéfique pour la peau. Elle
posseéde des propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires qui peuvent aider a
apaiser les irritations cutanées, les brilures légéres, les piqares d'insectes et les

éruptions cutanées mineures.

Soulagement des maux de téte : peut étre utile pour soulager les maux de téte et les

migraines.

Anti-inflammatoire : Elle posséde des propriétés anti-inflammatoires qui peuvent

étre utiles pour apaiser les douleurs musculaires et articulaires légeres.

cicatrisante : L'huile essentielle de lavande peut aider a accélérer le processus de

cicatrisation de certaines blessures mineures (U.Wacker et al , 2008).

Bien que I'huile essentielle de lavande présente de nombreux avantages, il est

également important de connaitre certaines de ses limites et précautions d'utilisation

- Réactions allergiques : Certaines personnes peuvent étre sensibles a I'huile essentielle de

lavande et peuvent développer des réactions allergiques cutanées telles que rougeurs,

démangeaisons ou irritations. Il est recommandé de faire un test de patch cutané avant une

utilisation étendue.
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-Irritation cutanée : L'utilisation excessive d'huile essentielle de lavande peut provoquer une
irritation cutanée. Il est important de suivre les instructions d'utilisation et de respecter les

dosages recommandés (M.Lis-Balchin, 2002).

e Les compensant les plus importants de I'huile essentielle qui peuvent provoquer une

réaction allergique

-Camphre : Bien que présent en faibles quantités dans 1’huile essenticlle de lavande, le
camphre peut également étre irritant pour certaines personnes, en particulier a des

concentrations élevéees (R.Guba, 2002).

-Linalol : Le Linalol est I'un des principaux composants de I'huile essentielle de lavande.
Bien gu'il soit généralement bien toléré, certaines personnes peuvent étre sensibles a cette
substance et présenter des réactions allergiques ou d'irritation cutanée (A.Prashar et al,
2004).

-Linalyl acétate : Le linalyl acétate est un ester présent dans I'huile essentielle de lavande.
Bien qu'il soit responsable de l'odeur caractéristique de la lavande, certaines personnes
peuvent présenter une sensibilité a cette substance, ce qui peut entrainer une irritation
cutanée (A.Prashar et al, 2004).

Sur base de résultat d’observation de 1’échantillon d’huile essentielle de Lavande, absence
tous les effets seulement la lyse en fonction du temps d’apparition 02min00s et selon le score

d’irritation obtenu dans 1’échantillon de I’HE est de 3, ce qui indique un degré d’irritation
faible.

Et nous expliquons cela par l'intervention d'un des éléments irritant (Campher, Linalol,

linalyl acétate) présents dans I'huile essentielle de lavande a forte concentration.

La lyse, qui se produit lorsque I'huile essentielle de lavande provoque une rupture ou une
destruction des cellules de la membrane CAM. Dans le contexte du tableau de score
d'irritation du test HET-CAM, la lyse peut étre considérée comme un effet d'irritation faible
(<5, Faiblement irritant).

La lyse, en particulier, peut étre classée comme un effet bénin et entrainerait probablement
un score faible dans le tableau de score d'irritation .Cela indique que I'huile essentielle de

lavande a un faible potentiel irritant apres avoir été appliquée a des concentrations élevées.
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En comparant les résultats obtenus avec le témoin négatif et le témoin positif on peut

conclure que I'huile essentielle de lavande a provoqué une irritation faible.

Plusieurs études et évaluations ont été réalisées pour évaluer l'irritation cutanée et oculaire
associee a I'huile essentielle de lavande. Ces études ont généralement conclu que I'huile de

lavande a un profil d'irritation faible a modéré (M.Lis-Balchin, 2002).
I11.4 Huile essentielle de géranium

L’huile essentielle de géranium est extraite des feuilles et des fleurs de la plante de géranium,

scientifiguement connue sous le nom de palargonium graveolens.
Elle est prisée dés I’industrie de la parfumerie, de la cosmétique et de 1’aromathérapie en

Raison de son agréable parfum floral et de ses nombreuses propriétés bénéfiques pour la

peau et I’esprit (R.Tisserand and R.Young, 2013).

La composition d’HE de géranium est complexe, comprenant un mélange de divers
composes chimiques actifs. Parmi ces composés, on trouve des monterpénes, des

sesquiterpenes, des alcools, des esters et des cétones (R.Tisserand and R.Young, 2013).

Les principaux composants identifiés dans 1’huile de géranium sont le citronellol, le
géraniol,le linalol, le citronnellyl formate, le géranyle format et le menthone. Ces composés
conferenta 1’huile son parfum caractéristique et contribuent a ses propriétés thérapeutiques

(R.Tisserand and R.Young, 2013).

Le citronellol est connu contre les insectes et le géraniol présent de propriétés
antimicrobiennes et anti-inflammatoires, tandis que le linalol est réputé pour ses effets
apaisants et relaxants, les esters tels que le citronnellyl formate et le géranyle formate,
contribuent au parfum floral doux et subit d’HE de géranium (R.Tisserand and R.Young,
2013).

L'huile essentielle de géranium est largement utilisée dans I'industrie cosmétique, elle est
utilisée  pour ses nombreux bienfaits pour la peau et les cheveux.
Elle équilibre la production de sébum, réduit 1’acné, les inflammations et les irritations
cutanées, tonifie la peau et améliore sa texture. De plus, elle stimule la production de
collagéne pour réduire les rides. Pour les cheveux, elle renforce, stimule la croissance et

prévient les pellicules, apportant brillance et vitalité tout en protégeant contre les dommages.
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Dans I’industrie de la parfumerie, son parfum floral agréable est apprécié, et dans les produits

de bain et de spa, elle crée une expérience relaxante ethydratante.

e Bien que I'huile essentielle de géranium présente de nombreux avantages, il est
également important de connaitre certaines de ses limites et précautions d'utilisation,

I’huile essentielle de géranium présente certains inconvénients

Elle peut provoquer des irritations, il est donc recommandé de faire un test cutané préalable
et de la diluer avec une huile porteuse (C.Hilpipre, 2018).

De plus, elle peut interagir avec certains médicaments, il est donc préférable de consulter un

professionnel de la santé avant de 1’utiliser, notamment en cas de prise de médicaments.

Les femmes enceintes ou allaitantes doivent prendre des précautions supplémentaires, et
certaines sources suggerent méme d’éviter son utilisation pendant cette période. Il faut
¢galement faire attention a la photosensibilité de I’huile de géranium, car elle peut augmenter
la sensibilit¢ de la peau au soleil, ce qui peut entrainer des réactions indésirables
(C.Hilpipre, 2018).

Cependant, il est important de noter que le citronellol et le géraniol peuvent également
présenter certaines caractéristiques irritantes pour certaines personnes. Ces irritations
peuvent se manifester par des rougeurs, des démangeaisons, une sensation de brilure ou des

réactions allergiques cutanées (J.Lawless, 2002).

Quant au linalol, il présente généralement un faible risque d'irritation cutanée. 1l est bien

toléré par la plupart des individus (J.Lawless, 2002).

Les esters, tels que le citronnellyl formate et le géranyle formate, sont généralement
considérés comme bien tolérés par la peau et présentent un risque d'irritation cutanée

relativement faible (J.Lawless, 2002).

Sur base de résultat d’observation de I’échantillon d’huile essentielle de géranium concentré,
absence tous les effets seulement la lyse avec temps d’apparition 00min30s et selon le score

d’irritation obtenu dans I’échantillon de I’HE est de 5.
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Un score de 5 correspond généralement a des signes d’irritation tels que la lyse. L’HE de
géranium contient divers composes chimique, notamment le citronellol, le géraniol, la linalol
et les esters. Bien que ces composés présentent des propriétés bénéfiques, ils peuvent
également contribuer a I’irritation cutanée et aux réactions inflammatoires chez certaines

personnes sensibles.

La lyse observée peut étre attribuée a la concentration ¢levée d’HE de géranium utilisée. Les
composes de ces huile peuvent avoir des effets cytotoxique ou perturber I’intégrité de la
membrane cellulaire, ce qui peut conduire a la lyse cellulaire. Cela se traduit par une lyse au

niveau des vaisseaux sanguins de la membrane CAM.

En comparant les résultats obtenus avec le témoin négatif et le témoin positif on peut

conclure que I'huile essentielle de géranium a provoqué une irritation moyenne.

Plusieurs études et évaluations ont été realisées pour évaluer I'irritation cutanée et oculaire
associée a I'huile essentielle de géranium et ces composants. Ces études ont généralement
monté que I'huile de géranium provoque une irritation légere a modérée (T.Poirot, 2016).

I11.5 Le Teatree

L'arbre a thé, également connu sous le nom de Teatree, est un arbuste originaire d'Australie,
dont le nom scientifique est Melaleucaalternifolia. L'huile essentielle extraite des feuilles de

cet arbre est communément appelée huile essentielle d'arbre a thé ou Teatree oil.

L'huile essentielle d'arbre a thé est réputée pour ses propriétés antiseptiques, antifongiques
et anti-inflammatoires. Elle a été utilisée traditionnellement par les Aborigénes australiens
pour traiter diverses affections cutanées, y compris les infections, les plaies et les piqlres
d’insectes (B.Edited et al, 1999).

e Une des utilisations de cette huile essentielle

v Soin de la peau : Elle est souvent utilisée pour traiter I'acné, les plaies, les coupures
et les infections fongiques de la peau. On peut I'appliquer directement sur la peau

diluée dans une huile végétale ou un gel.

v Hygiéne buccale : Elle est parfois utilisée pour soulager les maux de dents et les
infections de la bouche. On peut I'ajouter a de I'eau pour se gargariser ou l'appliquer

sur une compresse pour soulager les douleurs dentaires.
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v

Soin des ongles : L'huile essentielle d'arbre a thé peut étre utilisée pour traiter les
infections fongiques des ongles. Elle peut étre appliquée directement sur les ongles
affectés (B.Edited et al, 1999).

e Bien que I'huile essentielle de Teatree présente de nombreux avantages, il est
également important de connaitre certaines de ses limites et précautions

d'utilisation :

Propriétés antibactériennes : L'huile de Teatree a des propriétés antibactériennes qui
peuvent aider a combattre les bactéries responsables de certaines infections cutanées

telles que I'acné, les furoncles et les infections fongiques.

Soulagement des affections cutanées : L'huile de Teatree peut aider a soulager les
démangeaisons, les irritations et les inflammations de la peau, notamment en cas

d'eczéma, de psoriasis et de pigdres d'insectes.

Risque d'allergies : Certaines personnes peuvent étre allergiques a I'huile de Teatree.
Il est recommandé de faire un test de patch avant une utilisation plus étendue pour

veérifier toute réaction allergique (Carson.C.F et al, 2006).

Certaines composantes de I’HE de Teatree sont responsables de 1’apparition de

certaines signes d’irritation :

Terpénes : L'huile de Teatree contient des terpenes, tels que le limonene et I'alpha-
pinene, qui peuvent causer des irritations cutanées chez certaines personnes

sensibles.

Terpiné-4-ol : Le terpiné-4-ol est considéré comme I'un des principaux composes
actifs de I'huile de Teatree, responsable de ses propriétés antimicrobiennes.
Cependant, il peut également provoquer des irritations cutanées, en particulier a des

concentrations élevées.

Cinéole : Le cinéole, également connu sous le nom d'eucalyptol, est un autre
composant de I'huile de Teatree. Bien qu'il ait des propriétés bénéfiques, il peut

également étre irritant pour certaines personnes (katherine.A.H et al, 2012).

Sur base de résultats d'observations de I'échantillon de L'HE de thé (Teatree), apparition de

la lyse dans le 2min 00s et I'hémorragie dans le 5min et 00s et selon le score d'irritation
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obtenu dans I'échantillon de I'HE de thé est 6, ce qui indique un degré d'irritation moyenne
un score d'irritations 6 correspond genéralement a des signes d'irritation tels que la lyse et

I’hémorragie.

Ce qui indique la présence d'une la lyse a certains effets irritant en termes de composants
entrant dans la composition de I'huile de Teatree et I'apparition de saignements indiquant
que le Terpiné-4-ol (est considéré comme un composant entrant dans la composition de
I'arbre & thé), provoque une irritation lorsqu'il est utilisé & des concentrations élevées, Il
indiquées que le TTO est toxique s'il est pris a des doses plus élevées et peut également
provoquer une irritation cutanée a des concentrations plus élevées (K.A.Hammer et al,
2005) .

En comparant les résultats obtenus avec le témoin négatif et le témoin positif on peut

conclure que I’huile essentielle de Teatree a provoqué une irritation moyenne.

Plusieurs études et évaluation ont été réalisées pour évaluer ’irritation associée a 1’huile
essentielle de Teatree et ces composants. Ces ¢tudes ont généralement monté que 1’huile de

Teatree provoque une irritation moyenne (S.Keyur et al, 2019).
111.6 Palmarosa

L'huile de Palmarosa est une huile essentielle obtenue par distillation a la vapeur des feuilles
de la plante Cymbopogon martini. Elle a une couleur jaune pale a ambre et un aréme floral
doux et agréable, rappelant la rose. Elle contient des composés actifs tels que le géraniol, le
linalol et le citronellol (SO BIO étic, 2018).

> Une des utilisations de cette huile essentielle

v Soins de la peau : L'huile de Palmarosa est connue pour ses propriétés bénéfiques
pour la peau. Elle peut étre utilisée dans les produits de soins de la peau tels que les
cremes, les lotions et les savons. Elle est souvent utilisée pour ses proprietés
régénérates, hydratantes et antiseptiques. Elle peut aider a équilibrer la production de

sébum, apaiser les irritations cutanées et favoriser une peau saine

v’ Parfumerie : En raison de son ardme floral et agréable, I'huile de Palmarosa est
utilisée dans l'industrie de la parfumerie pour apporter une note de rose ou de

géranium aux parfums.
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v

Désodorisant naturel : En raison de son parfum agréable, I'huile de Palmarosa peut
étre utilisée comme désodorisant naturel pour éliminer les odeurs indésirables dans

la maison ou dans I'air ambiant (SO BIO étic, 2018).

Bien que I'huile essentielle de Palmarosa présente de nombreux avantages, il est

également important de connaitre certaines de ses limites et précautions d'utilisation :

Régulation du sébum : L'huile de Palmarosa est souvent utilisée pour aider a réguler
la production de sébum de la peau, ce qui peut étre bénéfique pour les personnes

ayant une peau grasse ou sujette a l'acné.

Propriétés antifongiques : Elle peut également avoir des propriétés antifongiques qui
aident a combattre les infections fongiques, telles que les mycoses des ongles ou le
pied d'athlete.

Sensibilité individuelle : Comme pour toute huile essentielle, certaines personnes
peuvent étre sensibles ou allergiques a I'huile de Palmarosa. 1l est important de faire
un test de patch avant une utilisation plus étendue pour vérifier toute réaction
indésirable (Mishra and Kehri, 2012).

Certaines composantes de I’HE de Palmarosa sont responsables de 1’apparition de

certaines signes d’irritation :

Géraniol : Le géraniol est un composé courant présent dans de nombreuses huiles
essentielles, y compris I'huile de Palmarosa. Bien qu'il ait de nombreuses propriétés
bénéfiques, il peut étre irritant pour certaines personnes, en particulier s'il est utilisé

a des concentrations élevées.

Citronellol : Le citronellol est également un composant présent dans I'huile de
Palmarosa. 1l peut provoquer des réactions allergiques chez certaines personnes

sensibles.

Farnésol : Le Farnésol est un autre composé présent dans I'huile de Palmarosa qui
peut étre irritant pour la peau, en particulier lorsqu'il est utilise a des concentrations
élevées (A.Prashar et al, 2016).
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Sur base de résultat d'observation de 1'échantillon de I’huile essentielle de Palmarosa,
absence de tous les effets seulement la lyse en fonction de temps d'apparition 00min 30s et
selon le score d'irritation obtenu dans I'échantillon de I’HE Palmarosa est de 5, ce qui indique

un degré d'irritation moyenne.

L'absence de tous les effets seulement la lyse dans le temps de30 sec, ce qui indique I'absence
d'effet irritant important du I’HE de Palmarosa sur la membrane chorioallantoique des ceufs
de poule incubés. Cela suggere que le Palmarosa a une moyenne potentielle d'irritation
lorsqu'il est appliqué sur la membrane CAM. Les résultats indiquent que le HE utilisé na
pas provoqué de saignement ni de coagulation sur la membrane chorioallantoique ce qui
suggére une moyenne irritabilité. Cependant, la présence de la lyse peut indiquer une certaine
action sur la membrane, I'huile de Palmarosa comprend dans sa composition un groupe de
composants qui ont conduit a une lyse, parmi ces composes le géraniol, le linalol et le
citronellol, qui peuvent étre a des concentrations élevées qui ont conduit a l'apparition de

réactions, notamment au contact des yeux.

En comparant les résultats obtenus avec le témoin négatif et le témoin positif on peut

conclure que I’huile essentielle de Palmarosa a provoqué une irritation moyenne.

Plusieurs études et évaluation ont été réalisées pour évaluer I’irritation associée a 1’huile
essentielle de Palmarosa et ces composants. Ces études ont généralement monté que 1’huile

de Palmarosa provoque une moyenne irritation (P.Janhvi et al, 2015).
111.7 Les polyméres d’alginates

Les alginates sont des polymeres naturels dérivés de I'acide alginique, principalement extrait
des algues brunes. Ils sont composés de répétitions d'acide D-mannuronique et d'acide L-

guluronique, formant des chaines linéaires liées par des liaisons glycosidiques.

Les alginates sont solubles dans I'eau et forment des gels en présence de cations divalents
tels que le calcium, grace a la formation de ponts chimiques. Ces propriétés de gélification
sont utilisées dans diverses industries comme agents épaississants, gélifiants et stabilisants,

notamment dans I'alimentation, la pharmaceutique et la cosmétique (K.I.Draget et al, 2005).

60

——
| —



CHAPITRE 111 DISCUSSION

Les alginates présentent également des propriétés intéressantes, telles que leur
biocompatibilité, leur biodégradabilité et leur capacité a former des complexes avec certains
médicaments et protéines. Ces caracteristiques en font des matériaux polyvalents dans le
domaine biomédical, notamment pour la fabrication de pansements, d'emplatres, de matrices

de libération de médicaments, de supports pour la culture cellulaire (K.l.Draget et al, 2005).

Les polymeres d'alginate sont utilisés dans I'industrie cosmétique pour une variété
d'applications, allant des masques faciaux aux produits capillaires et aux produits pour le
bain. Les masques faciaux a base d'alginate sont appréciés pour leur capacité a hydrater,
apaiser et améliorer I'éclat du teint, tandis que les gommages et exfoliants contenant des
particules d'alginate offrent une solution douce et efficace pour éliminer les cellules mortes
de la peau, la rendant plus douce et plus lisse (H.H.Tonnesen et J.Karlsen, 2002).

Les polyméres d'alginate présents dans les produits de soins capillaires hydratent, revitalisent
et renforcent les cheveux, améliorant leur brillance et leur santé (J.Sun et H.Tan, 2013).

Les alginates sont utilisés dans les produits de maquillage pour améliorer la texture, faciliter
I'application et obtenir une couvrante uniforme et naturelle. Ils sont également présents dans
les produits pour le bain, apportant une texture agréable, apaisant la peau et aidant a prévenir
la déshydratation, offrant une sensation de confort et de douceur pendant le bain
(H.H.Tonnesen et J.Karlsen, 2002).

Les propriétés uniques des polymeéres d'alginate et leur compatibilité avec la peau en font
des ingrédients polyvalents et appréciés par les fabricants de produits cosmétiques
(H.H.Tonnesen et J.Karlsen, 2002).

Sur base de résultat d’observation de I’échantillon de polymeéres d’alginates, Absence de
tous les effets et selon le score d’irritation obtenu dans I’échantillon de polyméres est de 0,
ce qui indique I’absence de tout signe d’irritation cutanée et oculaire ou d’effet néfaste sur

la membrane chorioallantoidienne.

Un score d’irritation de 0 est généralement considéré comme un résultat favorable, signifiant

que le matériau testé n’a pas provoqué d’irritation ou d’effet indésirable.

Le résultat est prometteur car ils indiquent que les polymeres testés a une concentration n’ont

pas provoqué d'irritation sur la membrane CAM.
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La comparaison entre le témoin négatif et les polymeéres d’alginates, cela suggére que les
polymeres ont présente une réaction similaires a celle du témoin négatif que ne provoque
aucune irritation sur la membrane CAM. La comparaison entre le témoin positif et les
polyméres d’alginates ne provoque aucune irritation sur la CAM, tandis que le témoin positif

a monter tous les signes d’irritation.

De nombreuses études et expériences ont été menées pour évaluer l'irritation et la réaction
immunitaire des alginates, qui ont montré que les polymeres d'alginates ne provoquent pas
d'irritation cutanée ni oculaire, et n'induisent pas non plus de réaction immunitaire. Cela les
rend candidates a étre utilisées comme alternatives dans la culture cellulaire en raison de leur

capacite a régenérer différents tissus (E.Vincent, 2010).
111.8 Triéthylene glycol diméthacrylate (TEGDMA)

Le triéthylene glycol diméthacrylate (TEGDMA) est un composé chimique utilisé
principalement dans I'industrie des matériaux polymeres et de la dentisterie. 1l appartient a
la famille des diméthacrylates et est dérivé du triéthylene glycol (Meyer).

Il présente plusieurs utilisations et applications, notamment :

v Matériaux dentaires : Le TEGDMA est couramment utilisé dans la fabrication de
résines dentaires et de composites dentaires. Il est utilis¢ comme monomere
réticulant pour former des réseaux polymeres solides, contribuant ainsi a la résistance

et a la stabilité des matériaux dentaires.

v' Adhésifs dentaires : Le TEGDMA est également utilisé dans la formulation
d'adhésifs dentaires. Il aide a améliorer I'adhérence entre les matériaux dentaires et
les structures dentaires, favorisant ainsi la rétention et la durabilité des restaurations

dentaires.

v' Matériaux de revétement : En raison de ses propriétés de polymérisation et de
réticulation, le TEGDMA est utilisé dans les formulations de revétements protecteurs

pour divers substrats, tels que les métaux, les plastiques et les bois.

v Applications biomédicales : En raison de sa biocompatibilité, le TEGDMA est étudié
pour une utilisation potentielle dans des applications biomédicales telles que les
systemes de libération de medicaments et les supports de régénération tissulaire
(J.Kenneth et al, 2003).
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» Bien qu'il ait des avantages, mais s'il est utilisé dans le mauvais sens, il en résulte de

nombreux inconvénients

v Irritation et sensibilisation cutanée : Le TEGDMA peut causer une irritation
cutanée chez certaines personnes sensibles. Il est important de prendre des
mesures de protection appropriées lors de la manipulation de ce produit chimique
(J.Kenneth et al, 2003).

v" Potentiel de libération de monomeére non polymérisé : Lors de la polymérisation
du TEGDMA pour former des matériaux dentaires ou d'autres produits, il peut y
avoir un potentiel de libération de monomeére non polymeérisé. Cela peut présenter
des préoccupations en termes de biocompatibilité et de toxicité potentielle
(H.Schweikl et al, 2006).

v’ Effets sur la polymérisation et la stabilité : Le TEGDMA peut présenter des défis
lors de la polymérisation et de la stabilité des matériaux. Des conditions de
polymérisation appropriées doivent étre respectées pour assurer une réticulation

compléte et une performance optimale du matériau final (J.Kenneth et al, 2003).

v Toxicité potentielle : Bien que le TEGDMA ait été largement utilisé dans
I'industrie dentaire, des préoccupations subsistent quant a sa toxicité potentielle,
en particulier a des concentrations élevées ou en cas d'exposition prolongée
(H.Schweikl et al, 2006).

Il est important de noter que les limites et préoccupations liées au TEGDMA peuvent varier
en fonction des conditions d'utilisation spécifiques, de la concentration, de la durée

d'exposition, des formulations et d'autres facteurs.

Sur base de résultat d’observation de TEGDMA, la présence de la lyse en 05min00s et
'absence d'autres effets et selon le score d’irritation obtenu dans ce produit est de 1, ce qui

indique un degré d’irritation tres faible. Selon I’échelle de notation du test HET-CAM.

La présence de la lyse s’explique lorsque le TEGDMA polymérise, il se transforme en un
polymere solide et stable, ce qui réduit son potentiel d'irritation. Cependant, lorsqu'il est en
contact avec des liquides biologiques, tels que la salive ou le sérum, le TEGDMA peut se

dégrader ou étre hydrolysé, produisant des composés potentiellement irritants.

63

——
| —



CHAPITRE 111 DISCUSSION

L'un des principaux composants irritants issus de la dégradation du TEGDMA est l'acide
méthyacrylique (MAA). L'acide méthyacrylique peut étre formé par hydrolyse ou
dégradation du TEGDMA, et il est connu pour provoquer une irritation cutanée et des

réactions allergiques chez certaines personnes sensibles (V.Landuyt et al, 2007).

Il est important de noter que la sensibilité individuelle peut varier, et que toutes les personnes
ne réagiront pas de la méme maniére aux composés issus de la dégradation du TEGDMA.
Des études supplémentaires ont été menées pour évaluer les produits de dégradation du
TEGDMA et leur potentiel d'irritation spécifique (V.Landuyt et al, 2007).

En comparant les résultats obtenus avec le témoin négatif et le témoin positif on peut

conclure que le TEGDMA a provoqué une irritation tres faible.

Des études ont été réalisées pour évaluer la sensibilité au TEGDMA, notamment dans le
domaine de la dentisterie ou il est largement utilisé. Ces études incluent des tests in vitro et
des études cliniques pour évaluer les réactions allergiques et les irritations cutanées associées
au TEGDMA (N.de révision 2.05, 2020).

111.9 Orthosilicat tétra éthyle (TEOS)

L'ortho silicate tétra éthyle (TEOS) est un composé chimique de formule Si(OC2H5)4. Il
s'agit d'un liquide incolore, volatil et inflammable qui réagit avec I'humidité de I'air pour
former du dioxyde de silicium (SiO2) et de I’éthanol (Sales, 17 juin 2022).

Il présente plusieurs utilisations et applications, notamment :

v’ Restaurations dentaires : L'ortho silicate tétra éthyle peut étre utilisé comme
précurseur dans la fabrication de matériaux dentaires a base de silice. Il peut étre
incorporé dans des composites dentaires pour améliorer leurs propriétés physiques,

telles que la résistance et la durabilité.

v" Ciments dentaires : Le TEOS peut étre utilisé dans la formulation de ciments
dentaires, tels que les ciments de verre ionomeére, les ciments a base de silicate et les
ciments résine-modifiés. Il peut contribuer a la formation de liaisons chimiques entre
le matériau de ciment et la surface dentaire, assurant ainsi une adhérence et une

stabilité accrues.
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v Revétements et adhésifs : L'ortho silicate tétra éthyle peut également étre utilisé dans
la fabrication de revétements dentaires et d'adhésifs dentaires. Il peut aider a
améliorer I'adhésion entre différents matériaux dentaires, tels que les restaurations et

les surfaces dentaires naturelles (Sales, 17 juin 2022).

» Bien que le TEOS présente de nombreux avantages, il est également

important de connaitre certaines de ses limites et précautions d'utilisation :

v’ Esthétique : L'orthosilicate tétraéthyle peut étre utilisé pour préparer des matériaux
dentaires translucides et esthétiques, ce qui permet d'obtenir des restaurations

dentaires qui se fondent de maniére naturelle avec les dents environnantes.

v Temps de polymérisation : Le temps de polymérisation de I'orthosilicate tétraéthyle
peut étre relativement long, ce qui peut entrainer une durée de traitement prolongée

lors de l'utilisation de ce matériau pour les restaurations dentaires.

v Codt : L'orthosilicate tétraéthyle peut étre relativement colteux par rapport a d'autres
matériaux de restauration dentaire disponibles sur le marché. Cela peut affecter le

codt global des traitements dentaires utilisant ce matériau (Ch.Young et al, 2009).

Certaines composantes d’orthosilicate tétraéthyle sont responsables de 1’apparition de

certains signes d’irritation :

Silicate d'aluminium : Il existe de nombreux types de silicate d'aluminium, tels que la
kaolinite, la montmorillonite, I'illite et la muscovite. Il contient du silicium, de I'aluminium
et de I'oxygeéne, en plus d'autres éléments tels que le fer, le magnésium, le potassium et le
sodium, qui peuvent provoquer des irritations lorsqu'ils sont utilisés a des concentrations

élevées (Derek and Jones, 1998).

Sur base de résultat d'observation de I'échantillon de TEOS, absence de tous les effets
seulement la lyse avec un temps d'apparition de 5min 00s et selon le score d'irritation obtenu
dans I'échantillon de TEOS est de 1, ce qui indique un degré d'irritation faible. Les résultats
indiquent que le TEOS utilisé en dentisterie n'a pas provoqué de saignement ni de
coagulation sur la membrane chorioallantoic, cependant, la présence de la lyse peut indiquer
une certaine action du TEOS sur la membrane. Le TEOS est principalement composé de

tétraéthyle ortho silicate, qui est une forme organique du silicate de tétra éthyle.
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La présence de silicate provoquer une irritation, en particulier lorsqu'il entre en contact direct

avec les yeux ou la peau (Sales, 17 juin 2022).

Le silicate de tétra éthyle (TEOS) peut provoquer la lyse des membranes biologiques
sensibles en réagissant avec leurs constituants, perturbant ainsi la structure cellulaire et
entrainant leur rupture. Des processus chimiques tels que I'hydrolyse et la polymérisation
peuvent endommager les membranes cellulaires et provoquer la lyse. La rapidité de la lyse
observée dépend de la concentration et de la durée d'exposition au TEOS, avec des
concentrations plus élevées et des expositions plus longues entrainant des effets plus

prononcés.

En comparant les résultats obtenus avec le témoin négatif et le témoin positif on peut

conclure que I’orthosilicate tétra éthyle a provoqué une irritation faible.

Plusieurs études et évaluation ont été réalisées pour évaluer I'irritation associée de
orthosilicate tétraéthyle et ces composants. Ces études ont généralement monté que
I’orthosilicate tétraéthyle provoque une faiblement irritation (L.Ernawati et al, 2017).
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CONCLUSION

Notre étude a été effectué pour tester des produits dans la plupart sont a utilisation
cosmeétique pour irritation, pour cela nous avons utilisé le test de HETCAM, les résultats ont
montré que les produits ont des scores différents, irritabilité faible a modére et au méme

temps en testant un témoin négatif et un témoin positif pour la validation de test.

Il convient de noter que bien que le test HETCAM soit un outil sensible pour détecter les
effets irritants, il ne peut pas remplacer entiérement d'autres méthodes d'évaluation de la
sécurité, telles que les études in vivo chez les animaux ou les tests sur des modeles cellulaires
spécifiques. Cependant, il offre une approche alternative, rapide et éthiquement acceptable

pour I'évaluation initiale des substances potentiellement irritantes ou nocives.
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Résumé

L’utilisation de produits cosmétiques a beaucoup augmenté ces derniéres années pour répondre a 1’exigence
de la beauté du monde actuel, ce qui a entrainé une inondation du marché par les composés chimiques dont
la sécurité doit étre vérifiée. Les tests de toxicité sont devenus essentiels pour évaluer ces produits, les tests
traditionnels colteux, nécessitent le développement de méthodes alternatives plus simples, rapides et
économiques. Le test HETCAM utilisant la membrane d’ceufs de poulet incubés est devenu une méthode

préférée pour évaluer la toxicité de produits chimiques et cosmétiques.

L'objectif de ce travail est de tester le pouvoir d’irritation de quelques produits cosmétiques en utilisant le

HETCAM test.

Pour réaliser ce test on a utilisé 29 ceufs embryonnés incubé a 37°C pendant 10 jours, on a testé un témoin
négatif (le sérum physiologique 0,9%) et un témoin positif (NaOH) et nos produits, les résultats sont
interprétés par rapport a une échelle d’irritation. Nous avons constaté que les produits testés variaient entre

irritation moyenne et une irritation Iégére.

On conclue que le test HETCAM a permet de classer les substances selon leur pouvoir d’irritation. Cette
approche offre des avantages significatifs tels que des résultats rapides, des codts réduits et une approche
¢thique. En soulignant I’importance de remplacer les tests sur les animaux et les diagnostics cliniques chez

I’homme

Mots clés : Test HETCAM, test alternative, une échelle d’irritation, tests sur les animaux, signification

clinique, sécurité des produits, évaluation de toxiciteé.




Abstract

The use of cosmetic products has greatly increased in recent years to meet the demand for beauty in
today's world, which has led to the flooding of the market with chemical compounds whose safety
must be verified. Toxicity tests have become essential to evaluate these products, expensive traditional
tests require the development of simpler, faster and more economical alternative methods. The
HETCAM test using the membrane of incubated chicken eggs has become a preferred method for
assessing the toxicity of chemicals and cosmetics.

The objective of this work is to test the irritant power of some cosmetic products using the HETCAM
test.

To carry out this test, we used 29 embryonated eggs incubated at 37°C for 10 days, we tested a negative
control (0.9% physiological serum) and a positive control (NaOH) and our products, the results are
interpreted by against an irritation scale. We found that the products tested varied between moderate
irritation and mild irritation.

It is concluded that the HETCAM a test makes it possible to classify substances according to their
irritant power. This approach offers significant advantages such as rapid results, reduced costs and
an ethical approach. Highlighting the importance of replacing animal testing and clinical diagnostics
in humans.

Keywords: HET-CAM test, alternative test, irritation scale, animal testing, clinical significance, prood
safety, toxicity evaluation.
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