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1. INTRODUCTION ET OBJECT!I f
1.1. L’Afsset

L’Agence francaise de sécurité sanitaire de I'emriement et du travail (Afsset) est un
établissement public administratif de I'état plaotis la tutelle des ministres chargés de la
santé, de I'écologie et du travail. L’'agence a pwoission de contribuer a la protection de la
santé publique face aux expositions environnemesitat professionnelles. Dans ce cadre,
I'Afsset est chargée d’assurer la sécurité sapitdeins les milieux de vie, d’évaluer les
risques sanitaires liés a I'environnement, de comndr I'expertise en santé/ environnement et

en santé au travail et d’'informer le public.

1.2. La démarche d’évaluation quantitative des risques
sanitaires

La méthode d’évaluation quantitative du risque tean@ a été codifiée par le National
Research Council (NRC) en 1983 (NRC, 1983). C'est méthode largement utilisée par les
agences sanitaires et réglementaires en France Eumpe. Elle est composée de quatre
étapes que sont lidentification du danger, la ci@@sation du danger, la détermination de
I'exposition et la caractérisation du risque. Lode la caractérisation des dangers,
I'extrapolation de données expérimentales est sduvise en jeu car il n'est pas toujours
possible d’exploiter des études épidémiologiquess études présentent des inconvénients
qui peuvent rendre difficile, voire impossible, thélissement d’associations quantitatives
entre une exposition précise a la substance effeinsanitaire étudié, en raison de I'absence
de caractérisation précise des expositions ou ender co-expositions fréquentes. Ces
relations causales sont nécessaires a I'élabordéoriTR. Elles sont observées chez I'animal

grace a I'emploi de doses élevées qui permet unléeare détermination des effets.

Ainsi, I'une des difficultés de I'évaluation derelation dose-réponse est I'extrapolation, a la
population générale, de données expérimentaleswdddors des études de toxicité animales
réalisées dans des conditions spécifiques. Poemgdlier, des facteurs d’incertitude (UF pour
« uncertainty factors ») sont employés lors dedastruction des valeurs toxicologiques de
référence (VTR), afin de tenir compte des incedlégsiconcernant I'extrapolation des données
animales chez I'homme, la variabilité interindivédle, I'extrapolation d’'une dose critique

chronique a partir d'une dose critigue obtenue dales conditions d’exposition



subchroniques ou encore d’'un NOAEL (No Observed etsly Effect Level) a partir d’'un
LOAEL (lowest observed adverse effect level) oung'loenchmark dose.

1.3. Problématique, objectif et contour de I'étude

L’Afsset a entrepris de mettre en place une méthbéaboration de VTR afin de pouvoir
construire des VTR en France sur la base d’'une aé¥maconsensuelle validée. Dans ce
contexte, I'agence a mis en place des groupesagiailtrsur les VTR. Les premiers travaux
concernant les VTR a seuil de toxicité, spécifiqgaes effets sur la reproduction et le
développement embryofcetal, ont été publiés erejud007. L’'expertise mettait en évidence
un certain nombre de points critiques dans la coatsbn de VTR qu’il reste a approfondir.
Le groupe de travail recommandait en particuliefug@ réflexion soit menée sur la
problématique de I'ajustement temporel des donh@dsologiques obtenues chez I'animal
(3). Dans les études toxicologiques par inhalaties animaux sont généralement exposés de
4 a 6 heures par jour, 5 jours par semaine. Lessdostiques (NOAEL, LOAEL...) sont
alors moyennées sur des durées continues afinedsgtplicables chez 'homme pour des
expositions continues (24 heures sur 24 et 7 jeurs7). Ces ajustements conduisent a
'application systématique d'un coefficient d'ajestent a la dose critique dont les

fondements toxicologiques ne sont pas toujours c¢ismp

L'objectif de ce travail est de réalisauine analyse approfondie des fondements
toxicologiques a la base de I'application de I'ajuement temporel Cette analyse permettra
de comprendre, a partir d’'exemple de substancepgdssibilités et les conditions d’emploi de
tels ajustements dans le but d’améliorer la déneads caractérisation des dangers. Pour
mener a bien cette réflexion, il a été décidé deoseentrer suies substances présentant un
seuil de dosgconstruction de VTR a seuil) car I'applicatiorud’ajustement temporel pour
les substances sans seuil de dose est plus fanilgustifiee par la notion de cumul d’effet
(en particulier pour les substances cancérogenestméques),pour des expositions par
inhalation, car c’est dans ce contexte que les ajustememigotels sont systématiquement

Proposes.



2. MATERIEL

2.1. Les Valeurs toxicologiques de référence (VTR)
2.1.1.Définition générale

Une VTR est un indice permettant d’établir unetrefaqualitative, voire quantitative, entre
une exposition a une substance chimique et un sdéiieitaire chez ’lhomme. Les VTR sont
spécifiqgues d'une substance donnée, d’'un effethed’période et d’'une voie d’exposition.
Elles sont élaborées pour des périodes d’expositimninues. Ces valeurs de référence sont
construites par différents organismes tels que 8BR (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry), 'US EPA (United States Envirental Protection Agency), 'OEHHA
(Office of Environmental Health Hazard Assessmeet)RIVM (Institut de Santé Publique
des Pays-Bas) et 'OMS (Organisation mondiale desdaté). Les VTR different selon
gu’elles sont congues dans le but de protéger dftet dit « & seuil » ou « sans seuil » de
dose. Un effet a seuil est un effet qui n’appagalé partir d’'une certaine dose d’exposition.
Au-dela du seuil, l'intensité ou la nature de lfaugmente avec la dose d’exposition. En
deca de ce seuil, on suppose que le risque espegle. Les substances dont I'effet est
généralement considéré comme « a seuil de dosetslesosubstances provoquant des effets
non cancerogenes ou cancérogenes non génotoxldnesffet sans seuil de dose se définit
comme pouvant survenir quelle que soit la dosepisition, méme infime. Dans ce cas, ce
n'est pas l'intensité de I'effet mais la probalgilgue ce dernier apparaisse qui augmente avec
la dose. La notion d’absence de seuil concernergliEméent les substances cancérogénes
génotoxiques. Ce sont donc les hypothéses formudéesles mécanismes d’action des

substances qui permettent de faire un choix enfie ¥ a seuil » et VTR « sans seulil ».

Les VTR a seuil s’expriment comme des doses (ogartmations) journalieres admissibles et
correspondent a une estimation théorique de lati@ate substance a laquelle un individu
peut étre exposeé sans constat d’effet sanitail@stefLes VTR sans seuil s’expriment comme
des exces de risque unitaires et correspondent grolaabilité théorique qu’un individu

contracte une pathologie s'il est exposé pendantiesantiere a une unité de dose de la

substance.

Les VTR sont employées dans la démarche d’évalugtiantitative du risque sanitaire. Elles

sont comparées aux expositions réelles afin detarser ou d’estimer un risque.



2.1.2.Méthode de construction des VTR a seuil

L’élaboration d’'une VTR est basée sur le profilitmkogique de la substance. A partir des

informations disponibles, la construction d’'une V&& constituée de plusieurs étapes :

le choix d'une étude source : le choix de l'étudmirse doit étre déterminé par
I'évaluation de la qualité des études disponibless études épidémiologiques et
toxicologiques peuvent étre évaluées en fonctioaritieres tels que leur conception et
hypothéses, la méthode de mesure et de choix tids,d& durée et la pertinence de
I'étude pour la construction d’'une VTR donnée ;
le choix d’un effet critique : I'effet critique idifié doit étre pertinent pour ’lhomme
et le type d’exposition ;
la détermination de la dose critique : NOAEL, LOABU benchmark dose (BMD) a
partir des données épidémiologiques ou expérimetalectionnées : la dose critique
applicable a I'hnomme peut ensuite étre déterminéd’ai@e d'un ajustement
allométrique. De tels ajustements permettent deeraber une « concentration
équivalente humaine » lorsque l'étude source ar@désée chez l'animal. lls sont
appligués dans le but de prendre en compte leatiars de doses inhalées entre
différentes espéces dans le cas d’'une expositiongia respiratoire, ou les variations
du métabolisme général lorsque I'exposition estleor®ans le cas de la voie
respiratoire, les doses critiques sont souventnoige a partir d’études dont le
protocole d’exposition n'est pas continu mais deety heures par jour et 5 jours par
semaine. Dans ces cas, la dose critique est générat systématiquement ajustée au
temps a l'aide d’'une extrapolation linéaire afigtde applicable a une exposition de
24 heures par jour et de 7 jours par semaine ;
I'application de facteurs d’incertitude, choisisfenction des données disponibles sur
la toxicité de la substance afin de tenir compte diéférences lors de I'extrapolation
de données provenant souvent d'études animalebjdctif est d’obtenir un niveau
d’exposition de sécurité acceptable et applicablér fhomme. Parmi ces facteurs, il
peut étre appliqué :
o un UFa qui prend en compte la variabilité interespece. f&@#eur permet
d’estimer le NOAEL, pour la population humaine géh& a partir d’'une
étude source animale, lorsque les études épidégioies sont insuffisantes.

Sa valeur par défaut est de 10 ;



o un UFy, facteur de variabilité interindividuelle, qui peet d'estimer le
NOAEL dans une population sensible. En absence alenébs sur cette
variabilité, sa valeur par défaut est de 10 ;

o un UF_ facteur d’extrapolation du NOAEL a partir du LOAERQui est
appligué dans le cas ou le NOAEL ne peut étre adtér au vu des données
disponibles. Un facteur de 10 est généralemenisétifin de prendre en
compte l'incertitude liée au fait que le LOAEL oespond a une dose plus
élevée que le NOAEL que I'on souhaite estimer ;

o un UFs qui prend en compte lincertitude liée a l'utilisa d’'un NOAEL
obtenu a partir d'une étude subchronique dans testoaction d'une VTR
s’appliqguant a la vie entiére. L’emploi de ce factsuppose qu'un effet
observé lors d’expositions de moyen terme seraegugait observé pour des
expositions chroniques a plus faible dose. La vatboisie pour ce facteur est
souvent de 10. Cependant, cette valeur peur étiadneosur la base d’'un
jugement toxicologique ;

o0 unUFp facteur d’'incertitude lie¢ un manque de données ¢a confiance qui
est accordée aux études toxicologiques ou auxseffensidérés. Sa valeur
varie généralement entre 3 et 10 si son applic&sbjugée nécessaire.

La VTR est ensuite calculée en divisant la dosggae ajustée (ajustements allométriques,

temporels) par le facteur d’incertitude total :

VTR= Dosecritique ajustée
UFt
Soit :
VTR= Dosecritique ajustée

UF, xUF, xUF xUF4 xUF,

2.1.3.Recueil des VTR a seuil

Pour les effets a seuil de dose, 'US EPA élabese\dTR pour des effets chroniques que sont
les RfD (Reference Dose for Chronic Oral Exposetdgs RfC (Reference Concentration for

Chronic Inhalation Exposure). La base de donnédS§ Ifntegration Risk Information

10



System) porte sur la construction de ces VTR (RD). Elle permet la recherche des VTR
existantes, en fonction de la substance en caesefatteurs d’incertitudes employés, de
I'effet critique choisi ou de sa date d’élaboratidinest par exemple possible de rechercher
toutes les RfC dont la construction implique I'epigd’'un facteur d’extrapolation des effets

chroniques a partir des données obtenues lors daimee subchronique. Cette base de

données permet I'accés aux informations relativesvéron 550 substances référenceées.

L’ATSDR construit des VTR, nommeées MRL (Minimal Risevel), pour des expositions
aigués (inférieures ou égales a 14 jours), inteiaméd (de 14 jours a 1 an) et chroniques
(supérieures a 1 an). L'ATSDR met a dispositionsgur site Internet la liste de tous les MRL
(aigus, intermédiaires et chroniques). Il ne s;adpins ce cas, que de VTR pour les effets non
cancérogenes. Environ 150 substarsmed réféerencées par ordre alphabétique, ainspyse

de 300 VTR. Les données disponibles pour chaque 88 Bhaque substance sont : le nom de
la substance, la voie d’exposition et la durée jisition, la valeur du MRL, les valeurs des

facteurs d’incertitude, le type d’effet concerndeetlate de construction.

L’OEHHA dispose de deux listes de VTR pour les tsff@ seuil par voie respiratoire, I'une

concernant les expositions aigués et l'autre legosgitions chroniques, nommées REL
(Reference Exposure Level). Ces REL ont pour fonctie protéger de I'effet néfaste le plus
pertinent et le plus sensible retrouvé dans laréture médicale et toxicologique concernant
la substance étudiée. Ces listes renseignent égalesur différents éléments de construction
du REL tels que sa valeur, I'effet critique retetaudurée d’exposition concernée et I'espéce

utilisée dans I'étude source

2.2. Laloi de Haber
2.2.1.Historique

La premiere corrélation quantitative entre la com@ion d'une substance et la durée
d’exposition de celle-ci fut établie par Warren £800 lorsqu’il étudiait la toxicité du
chlorure de sodium chez les daphnies (Warren, 18@)dans 41).

Au début du vingtieme siécle, un chimiste allemdritz Haber, étudia la toxicité aigué de
gaz de combats sur le chat exposé pendant dessdigépielques minutes a plusieurs heures
(Haber, 1924, cité dans 97). Suite a ses recherelad®r observa une relation constante entre

la concentration (« ¢ », en mgile gaz dans I'air et la durée d’exposition (sém minutes)

11



menant a la mort d'un animal. Cette relation a étprimée a l'aide d’'une formulation
mathématique simplext =k (ou k est un effet constant) et est connue souosrie deloi de
Haber. Bien que cette relation soit connue sous le nertoidde Haber, c’est en réalité Flury
qui publia les premieres données en 1921. La nit@rtimiduite par certains gaz tels que le
chlore, le gaz moutarde et I'acide cyanhydriquestutliée chez le chat et il fut observé que le
produit de la concentration du toxique dans I'air la durée d’exposition induisant la mort de
I'animal était approximativement constant. Cepemdantemps nécessaire a I'observation de
la mortalité n’avait été déterminé que chez un skal pour une concentration donnée de la
substance (Flury, 1921, cité dans 97).

Par la suite, Bliss publia, dans les années 1936,série d’articles portant sur les relations
dose-mortalité et temps-mortalité pour différentsecticides (Bliss, 1935, 1937, cité dans

41). Cet auteur approuva une équation proposéam8plas tét par Ostwald et Dernoschek

sous la forme déc —c,)" xt =k dans laquellegest une concentration seuil et n et k sont des

constantes. Bliss conclut que la relationt = k pourrait plutdt étre remplacée pafxt =k

ou cxt* =k (Bliss, 1940, Ostwald et Dernoschek, 1910 citésdkl).

2.2.2.Principe méthodologique

Selon la loi de Haber, la concentration et le tersst considérés comme des parametres
d’'influence équivalente sur la toxicité. Selon eethéorie, des produits identiques de la
concentration d’une substance dans l'air par la&elwu’exposition induiraient le méme effet
toxique. Ceci conduit a considérer que l'incidemtéou la sévérité d'un effet dépend de
I'exposition totale & une substance potentiellenmexigque sans faire de distinction entre les
pics d’exposition et les expositions plus étaléansdle temps. Par conséquent, pour une
substance donnée, une exposition de quinze miAuias concentration de 3 mg/ménerait,

par exemple, au méme niveau de réponse qu’une iERposle trois minutes a une
concentration de 15 mgfnCette loi suppose qu’'une exposition constanteutitb@ un

nombre constant de Iésions par unité de temps.

12



3. METHODE
3.1. Recherche bibliographique

La méthode employée dans ce travail est baséensurdflexion portant sur le principe de
base de la loi de Haber. Cet exercice a consistépremier lieu en une recherche
bibliographique afin de disposer de I'ensemble d@maissances et études déja menées sur
ce theme. Ces informations ont été recherchéesasbase de données « Pubmed » de la
bibliothéque nationale de médecine américaine des @avril 2008 a I'aide des mots-clés
suivant: «Haber's law, Haber's rule, Haber, caotiion-time relationship, time
extrapolation ». Cette recherche a été complétéeipa analyse de I'application de la loi de
Haber par les agences américaines US EPA et OEWBBA6{, 88, 89).

3.2. Recherche de cas pratiques

Dans un second temps, des substances d'intérééténthoisie afin d'illustrer des cas
pratiques. Les substances étudiées ont été chem@ms plusieurs critéres de pertinence et de

faisabilité :

- selon leur mécanisme d’action toxique, dans ledauprendre en compte des effets
variés ;

- selon I'existence de données bibliographiques saiftes ;

- selon la construction de leur VTR, impliquant unist¢ment temporel de la dose

critique a I'aide d’'une extrapolation linéaire.

Les informations nécessaires ont été recherchéeln ©iase de données « Pubmed » de la
bibliotheque nationale de médecine américaine etcslle des organismes internationaux
construisant des VTR (ATSDR, US EPA et OEHHA). desinées disponibles portant sur le
mécanisme d’action toxique, la toxicocinétiqueaetdxicodynamie ont été analysées dans le
but d’apprécier leur adéquation avec la loi de HaBette recherche a été réalisée en mars
2008 sur la base des mot clés suivant : « formgttlshbenzene, trichoroethylene, carbon

tetrachloride, toxicity, toxicokinetic, mechanismode of action, metabolism ».
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3.3. Exploitation des bases de données

La relation entre les doses critiques subchronigtiebroniques a été examinée dans le but de
comprendre s'il était possible d'établir, pour éifintes substances ou types d’effets, un
ajustement temporel précis (en calculant la vatleun dans I'équation x¢" = k). Pour cela,

les bases de données de 'US EPA, de 'ATSDR dtQieHHA ont été exploitées de mai a
juin 2008 en raison de leur facilité d’utilisatiem du nombre important de renseignements
gu’elles apportent (http://cfpub.epa.gov/nceaiim#x.cfm, http://www.atsdr.cdc.gov/mrls/ et
http://www.oehha.org/air/toxic_contaminants/indeml). Il est également possible d’accéder
aux références et aux informations relatives auges sources choisies lors de I'élaboration
de ces VTR.

Les substances d'intérét ont été recherchées surase d'une sélection de substances
possédant des valeurs de références subchroniguinreostique pour un méme effet et obtenu
sur une méme espece. Ces valeurs de référenceabotd été recherchées sur la base de
donnée de 'ATSDR. Par la suite, les résultats téfagés insuffisant, la recherche a été
étendue aux bases de données de I'US EPA et délHAE

Pour chaque substance sélectionnée, une rechgrphafandie de I'effet critique, de I'étude
source et de la dose critique a été réalisée. @rttlyse a permis de ne retenir que les doses
critigues comparables selon les critéres suivants :

- effet retenu identique ;

- méme espece ;

- mode d’exposition similaire.

Enfin, une exploitation complémentaire dans la base données du NTP (National
Toxicology Program) a permis de sélectionner ddsstamces pour lesquelles des doses
critigues (NOAEL ou LOAEL) peuvent étre déterminéesur différentes périodes
d’exposition. Le NTP propose sur son site inteuned liste de rapports d’études de toxicité
subchroniques et chroniques réalisées a l'aide gotocole identique pour une méme
substance. Cette recherche, effectuée entre juinuidet 2008 a laide du mot-
clé : «inhalation », avait pour but de compares deses critiques d’'une méme substance,
pour les mémes effets, sur une méme espece etysoyarotocole similaire. Ces doses

critiqgues ont été comparées en fonction de la ddieeosition.
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A partir des doses critiques sélectionnées, nonasatalculé la valeur de la puissance « n »

selon la méthode suivante :

Si on prend comme hypothese que la toxicité d'wiestence est dépendante de la
concentration et de la durée d’exposition, alorgelation concentration-temps-réponse peut
étre exprimée par I'équation :

CxT"=K
Ou:
- c est la concentration de la substance dans Egiessaire a I'induction d’'un effet donné
. t est la durée d’exposition nécessaire a l'inductun effet donné

. K est un effet constant

Soit
logC +nlogT =k

D'ou

logCg +nlogTg =logC, +nlogT,
Ou:
- C est la concentration de la substance dans I'aessaire a I'induction d’'un effet donné
lors d’'une exposition subchronique.
- T estla durée de I'exposition subchronique nécessdiinduction d’'un effet donné
- C. est la concentration de la substance dans I'aessaire a I'induction d’un effet donné

lors d’une exposition chronique.

- T, estla durée de I'exposition chronique nécessaliieduction d'un effet donné

Soit

__(logC, -logC,)
(logTs ~logT,.)
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4. RESULTATS

4.1. Applications actuelles de la loi de Haber dans la
construction des VTR

Selon I'US EPA et 'OEHHA, dans I'exemple d’'un NOABbtenu a partir d'une étude de
toxicité par inhalation d’'une substance X, duraguelle des animaux sont exposés a une
concentration de 100 mg’mpendant six heures par jour et cing jours par §ema
I'ajustement temporel est utilisé dans le but dapoler le NOAEL pour une exposition

continue :

NOAELaj = 100 (mg/m) x6/24 (heures) x5/7 (jours).

Dans le cadre de I'extrapolation d'une expositioonttwue a partir d’'une exposition
intermittente, I'US EPA recommande que les doségjees soient ajustées au temps, par
défaut, pour les études de toxicité par adminisimatréitérées et par inhalation. D’ailleurs, la
plupart des VTR référencées dans la base IRIS gomdtruites a partir d’'une dose critique
ajustée (NOAELaj par exemple). Néanmoins, seldigtee directrice relative aux ajustements
temporels des expositions intermittentes par irtiweda les évaluateurs sont encouragés a
rechercher les données disponibles qui confirmerdiepplicabilité de la loi de Haber ou qui
offriraient une méthode alternative a cette extiapmm linéaire (89). L'US EPA précise que
I'application de I'ajustement temporel est une diéci de gestion et que cette méthode est
utilisée par défaut. L'OEHHA recommande la mémerapipe par défaut (67). D'ailleurs, la
plupart des VTR chroniques de 'OEHHA sont égalemsonstruites a partir d'une dose

critique ajustée.

La seule exception concerne les effets sur le dgpeiment embryofcetal : dans le cas de
VTR construites a partir d’études de toxicité ptale I'US EPA recommande de ne pas
appliguer I'ajustement au temps par défaut (de®&Kpns continues a partir des expositions
discontinues) a moins que des données toxicocuegigdisponibles indiquent une

accumulation de la substance en cas d’expositiotiraee. En effet, parmi les substances
induisant une toxicité du développement, il a étntré que les effets de certaines sont plus
une fonction du pic de concentration et que lesteffles autres sont liés a la durée de
I'exposition et a I'étape du développement aff¢8i&). De méme, 'OEHHA recommande de

ne pas appliquer d’extrapolation au temps pouefiets de toxicité du développement (66).
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Dans le cas des VTR aigués (exposition de 24 heuwreanoins), les limites du modétext

étant reconnues, la formule xt a été développée, n étant dérivée de facon erapi(iep).
La détermination de la valeur de n est basée spulication de ten Berget al. (85), selon
laquelle, pour un certain nombre de substancegliur de n est comprise entre 0,8 et 3,5
pour des effets aigus. Cependant, 'approche duitessie actuellement par 'US EPA est de
considérer n=1 (88). Néanmoins, selon les recomatanss delOEHHA (66), lorsque la

durée de l'exposition de I'étude differe de celleuplaquelle le REL aigu est calculé, la
relation c" xt doit étre utilisée comme ajustement au temps.iAqmsnd la valeur de n est
disponible dans la littérature, celle-ci doit atitdisée. Dans le cas contraire, une valeur de n
par défaut est utilisée comme suit :
- n =2 pour extrapoler les effets d’'une expositienldheure a partir d’'une exposition
plus longue ;
- n =1 pour extrapoler les effets d’'une expositienldheure a partir d’'une exposition

plus courte (plus protecteur).

D’autre part, la loi de Haber peut permettre l'eptrlation d’effets d’'une exposition
subchronique a chronique. Par exemple, 'US EPAleimmun UFs de 10 par défaut pour
ajuster la durée d’exposition lorsqu’'une étude bulitique est utilisée pour construire une
VTR chronique (89). L’hypothése considérée est nuaffet induit par une exposition
subchronique d’'une substance donnée apparait aameentration 10 fois supérieure a celle
induisant un effet suite a une exposition chroni(@& 89). En pratique, 35% des VTR de la
base IRIS disposent d’'un YHRParmi les 32 RfC construites a I'aide d'undJE2 présentent
un facteur 3 et 20 un facteur 10. De plus, parmik2RfC qui possédent un UFs de 3, dans 9
cas la valeur de 3 est expliquée, par 'US EPA,lparon suivi de la loi de Haber de fagon
directe ou indirecte. En ce qui concerne les alRf€squi sont construites a I'aide d’'un UFs
de 3, cette valeur n’est pas expliquée. Pour rustette observation, la VTR respiratoire
chronique du 1,2-dichloropropane basée sur dedsefiespiratoires (hyperplasie de la
mugueuse nasale), est, par exemple élaborée a baih UFs de 3. Cette valeur est justifiée
par le fait que I'effet critique progresse peu akeetemps. Cette explication signifie que la loi

de Haber n’est pas applicable dans ce cas.
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4.2. Etudes de cas

A partir de la méthode proposeée et des criteresétiection fondés sur la disponibilité des
données, la diversité des mécanismes d’action wesidmpliqués, les substances suivantes
ont été retenues car elles présentent ces casdicfées et leur VTR sont construites par
extrapolation temporelle de la dose critique:

- le formaldéhyde ;

- le tétrachlorure de carbone ;

- le benzene;

- le trichloroéthylene.

4.2.1.Le formaldéhyde

4.2.1.1. Caractérisation des dangers du formaldéhyde

Lors d’'une exposition par voie respiratoire, I'egfiimn systémique est faible. Cette substance
est rapidement métabolisée et sa durée de demndiavie le sang est trés courte (de I'ordre de
1,5 minutes chez 'homme). Sa concentration samgest d’environ 2,5 mgt.chez I'animal

et 'lhomme et ne varie que trés peu apres une éwpogar inhalation, méme a des
concentrations importantes (2). Ce phénomene paet épligué par le fait que le
formaldéhyde se dépose au niveau du site de coptacla rapidité de son métabolisme et sa
forte réactivité. Au niveau pulmonaire, il est éld par un mécanisme de clairance

mucociliaire.

L'inhalation aigué et chronique de formaldéhydeuihdes irritations des yeux, du nez et de
la gorge (2, 5). Un phénomeéne d’inflammation noac#igue de la muqueuse nasale ainsi
que l'altération de la clairance mucociliaire prqués par le formaldéhyde ont également été
observés (43, 44, 45). La toxicité du formaldéhgde liée a sa forte réactivité avec les
molécules de I'organisme. En tant que composéréfaule, le formaldéhyde est capable de
réagir avec les groupements aminés et thiols destitgants de I'organisme (protéines, ADN,
glutathion), provoquant par exemple des adduit&A@N au niveau des cellules en contact.
Cette réponse serait dose-dépendante et non Bnéa). Les effets sanitaires, la
toxicocinétique et le mécanisme d’action toxique fdumaldéhyde sont détaillés dans

'annexe 1.
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4.2.1.2. VIR

Les VTR respiratoires du formaldéhyde sont conssuipour des expositions aigués,
intermédiaires et chroniques, élaborées par TATSEBROEHHA. Elles sont rassemblées

dans I'annexe 1.

L’ATSDR a proposé un MRL pour des expositions imédiaires de 0,03 ppm en 1999. Cette
VTR provient de I'analyse d’'une expérimentation zltkes singe<Cynomolgusexposés a
différentes concentrations durant 22 heures par fpjours par semaine pendant 26 semaines
(Ruschet al, 1983, cité dans 14). Des signes cliniques ditiogh du nasopharynx et des
lésions de I'épithélium (hyperplasie et métaplasiaf) été mis en évidence a la dose de 2,95
ppm (LOAEL). Aucun effet n'a été observé a la conication de 0,98 ppm, dose identifiée
comme étant le NOAEL. Cette dose critique n'a p#s austée au temps. Un facteur
d’incertitude global de 10 a été appliqué. L’ATSRRegalemenproposé un MRL chronique
de 0,008 ppm pour les effets d'irritation oculagtede Iésions de I'épithélium nasal modérées
a partir d’'une étude épidémiologique sur des duné@gennes de 10,4 ans (Holmstretral,
1989, cité dans 14). Les auteurs ont mis en évalales modifications histologiques au
niveau nasal chez 70 travailleurs de lindustriémifue exposés. L'ATSDR a utilisé la
valeur de 0,24 ppm comme LOAEL sans ajustementeayps et a appliqué un facteur
d’incertitude global de 3 pour l'utilisation d'unQAEL et de 10 pour la variabilité
individuelle (14).L’ATSDR n’a pas appliqgué d’ajustement temporel auxdoses critiques
utilisées pour construire les MRL du formaldéhyde Ce choix a été justifié par les résultats
d’'une étude (92) selon laquelle la concentratidrpks impliquée que le produitxt dans la
détermination de la sévérité des dommages de Hépim du tractus respiratoire supérieur

induits par le formaldéhyde.

L’OEHHA propose un REL de 0,002 ppmpour des expositions chroniques, construit par
exploitation de données épidémiologiques humainasieu professionnel sur la base d’'une
irritation  ressentie portant sur 66 travailleurs kadustrie chimique (Wilhelmsson et
Holmstrom, 1992, cité dans 62)'OEHHA a effectué un ajustement au temps du
NOAEL tenant compte de I'exposition intermittente e milieu professionnel pour
obtenir une valeur de NOAEL applicable pour une expsition continue Cet ajustement a
éte réalisé a l'aide d’'une extrapolation linéaMéanmoins, TOEHHA précise que les effets

du formaldéhyde sur I'épithélium respiratoire nemb&ent pas influencés par la durée
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d’exposition a partir de la comparaison des réwuliie différentes études chez le rat et la
souris. Cette comparaison mettait en évidence gaeNIOAEL et LOAEL obtenus sont
similaires malgré des durées d’exposition difféeentomprises entre 13 semaines et 28 mois
(tableau 1) (62). Selon TOEHHA, ces observatiors permettent toutefois pas de conclure
gue la toxicité respiratoire de cette substancéndspendante de la durée d’exposition car les
études comparées ont été conduites indépendamnierdoree dans des conditions

expérimentales différentes.

4.2.1.3. Applicabilité de la loi de Haber

Des auteurs ont montré que le taux de prolifératelulaire induit par le formaldéhyde
dépend plus de la concentration de la substance tain que de la dose totalext
d’exposition (84). La prolifération cellulaire aéadéterminée chez des rats exposeés a la méme
dose totale journaliere de 36 ppm/h mais pour difftes durées et concentrations ; 12 ppm x
3 heures, 6 ppm x 6 heures et 3 ppm x 12 heurde &ede a permis de comparer les effets
de différents scénarios d’expositions de méme ptrodut. Il a alors été constaté que
'augmentation de la cytotoxicité et de la proléton cellulaire au niveau nasal était plus
influencée par la concentration d’exposition quelaalose totale (84).

La toxicité du formaldéhyde semble présenter lemmascaractéristiques lors d’expositions
plus longues. Pour rechercher si le fractionnerdemte exposition durant 4 semaines pouvait
affecter la cytotoxicité du formaldéhyde sur I'égiium nasal, 5 groupes de 10 rats Wistar
ont été exposés au formaldéhyde a la concentrdéon

-0 ppm (contrdle) ;

- 5 et 10 ppm de fagon continue (8 heures par jour)

- ou a 10 ou 20 ppm de facon intermittente (alteceade période de 30 minutes

d’exposition et 30 minutes sans exposition durame@es).

Ces expositions ont été réalisées 5 jours par senthirant 4 semaines (92). Les auteurs ont
observé que la sévérité des lésions nasales isdpgiel’exposition intermittente de 20 ppm
(80 ppm.h/jour) est supérieure a celle des Iésindsites par I'exposition de 10 ppm en
continu de méme dose totale (80 ppm.h/jour). De ey&@xposition intermittente de 10 ppm
de formaldéhyde (40 ppm.h/jour) a provoqué desiéshasales plus séveres que I'exposition
de 5 ppm continue (40 ppm.h/jour). Ces Iésions istat® en des rhinites ainsi que des

altérations et des phénoménes de meétaplasie dieh&Bpm respiratoire. Cependant, les

20



auteurs n'ont pas détaillé les résultats avec gi@ti Ces constatations menent a la
conclusion que la concentration d’exposition durfaldéhyde influent plus sur la sévérité des
effets cytotoxiques de cette substance que la iake dans le temps. Ces mémes auteurs se
sont demandés si des expositions plus faibles et loihgues permettaient d’aboutir a la
méme conclusion. Dans cette optique, ils ont mer@aiude durant laquelle des rats étaient
exposés a 0, 1 ou 2 ppm en continu ou a 2 ou 4 pamnintermittence avec les mémes
schémas d’exposition que précédemment (93). lisators observé que certaines Iésions
nasales étaient induites par les expositions intenntes a plus fortes concentrations. De plus,
l'inhalation continue de formaldéhyde aux conceidres de 1 et 2 ppm ne semble pas
provoquer ces mémes dommages. Les auteurs ontaorotu que la concentration de la
substance dans l'air est majoritairement respoesald I'effet du formaldéhyde sur
I'épithélium nasal pour des expositions allant juaqgplusieurs mois. Ces constatations

s’opposent a la relation cxt = k et le formaldéhgtbéirait donc pas a la loi de Haber.

Le tractus respiratoire des hommes et des ronghspese de mécanismes de protection, en
particulier 'appareil mucociliaire. Ce systeme tege le tractus respiratoire supérieur des
particules qui peuvent se déposer a la surfacE&pighiélium et des composés gazeux irritants
comme le formaldéhyde. Le formaldéhyde inhibe lescfions mucociliaires nasales et
entraine une diminution de I'écoulement du mucusahahez ’lhomme (5) et I'animal (43).
Cette altération de la fonction mucociliaire eséafique de certaines régions nasales et
corrélée a la concentration et a la durée d'exjposihu formaldéhyde chez le rat (45). De
plus, la distribution des lésions de [I'épithéliunasal est liée a celle de [linhibition
mucociliaire (45). Un état de saturation de détatxan par le glutathion pour des
concentrations supérieures a 4 ppm (5 mipahez le rat a également été observé, phénoméne
corrélé avec l'augmentation non linéaire de la fation d’adduits ADN-protéines (2). La
relation dose-réponse non linéaire influe sur latien concentration-temps-répongénsi, le
faible taux de passage systémique (d0 au dépdbt aivemu du site de contact et au
métabolisme rapide) et la modulation des systemeg diétoxication par le formaldéehyde
sont des phénomenes qui peuvent influer la relatiomoncentration-temps-réponse et,

donc, expliquer que cette substance n’obéisse patadoi de Haber.

Par ailleurs, 'augmentation de la dose d’expositil formaldéhyde par voie respiratoire ne
semble pas augmenter la concentration de formadtehlgre ou lié de facon réversible au

niveau de la muqueuse nasale murine (84). De mi@mariation de cette exposition ne parait
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pas induire une augmentation de la concentrationett® molécule dans le sang (84). Ces
phénomenes pourraient étre expliqués par le mésatiapide de cette substance.

Ainsi, la toxicité du formaldéhyde au niveau du tr&tus respiratoire supérieur
dépendrait davantage de sa concentration d’expositn plutét que de la dose totalec xt .

Par conséquent, un pic d’exposition induirait une @xicité plus importante que la méme

dose totale étalée dans le temps.

4.2.2.Le tétrachlorure de carbone

4.2.2.1. Caractérisation des dangers du tétrachlorure de caone

Le tétrachlorure de carbone est rapidement abgmbé&oie respiratoire chez ’'homme et le
rat Sprague-Dawley (75). Une augmentation par 1@ dencentration inhalée (de 100 a 1000
ppm) produit approximativement une augmentationI#de la concentration maximale et
par 15 de I'aire sous la courbe (75). Ce phénonp&uerait étre associé a une saturation du
métabolisme ou de I'élimination. De ce fait, la edsterne ne semble pas étre une fonction
croissante et linéaire de la dose d’expositionyFédl). Le métabolisme de cette molécule est
majoritairement hépatique et initié par le CYP2Etgchromes P450 2E1) chez différentes
especes de rongeurs et sur microsomes hépatigoesnsu(100). L’action du CYP2E1 sur le
tétrachlorure de carbone aboutit a la formatiorratlical trichlorométhyle, CGl Ce dernier
peut étre, entre autres, biotransformé en radicillorométhylpéroxyde par voie aérobie (13)
(Figure 2).

Les altérations hépatiques dues a cette substamgeemt se manifester par des signes
cliniques tels que les icteres, des modificatiorechimiques comme l'augmentation des
transaminases hépatiques dans le sang et derlagblsiBmie (30, 46). Des stéatoses induites
par des expositions relativement faibles ainsi deg nécroses hépatocellulaires, des fibroses
et des phénomenes de cirrhose chez I'animal emnlfhe lors d’expositions chroniques plus

importantes ont également été observées.

L’hépatotoxicité de cette molécule impligue la fation de radicaux libres par

l'intermédiaire de sa biotransformation (36; 903.réactivité du radical trichlorométhyle est
alors a l'origine de l'initiation d’'un phénomene geroxydation lipidique entrainant des
dommages cellulaires (90). Les effets sanitai@s$oxicocinétique et le mécanisme d’action
toxique du tétrachlorure de carbone sont détailééss I'annexe 2.
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4.2.2.2. VIR

Les VTR respiratoires du tétrachlorure de carboomt €onstruites pour des expositions
aigués, intermédiaires et chroniques, par TOEHHAATSDR. Elles sont rassemblées dans
'annexe 2. L’ATSDR aproposé un MRL intermédiaire de 0,03 ppm pour |éete
hépatotoxiques (augmentation du poids du foie dtidtion de |ésions histopathologiques) a
partir d’'une exposition de rats 7 heures sur 2uss sur 7 pendant 173 a 205 jours (Adams
et al, 1952, cité dans 13). L'ATSDR a utilisé la valede 5 ppm comm@&OAEL qui a
ensuite été ajusté linéairement au tempafin d’obtenir une dose critique applicable pour
une exposition continue 7 jours sur 7, 24 heure24y13). L'ATSDR a également construit
un MRL pour des expositions chroniques de 0,03 mgym2005. Cette VTR provient de
'analyse d’'une étude chez le rat sur une expositie 104 semaines, 6 heures par jour, 5
jours par semaine (Japan Bioassay Research C&888, cité dans 13). Il a alors été retenu
un NOAEL de 5 ppm, également ajusté au tempgar I'intermédiaire de la loi de Hab&®n
remarque que les MRL proposés pour des durées d’empitions différentes sont égaux.
On remarque également que le NOAEL obtenu a partide I'étude de 173 a 205 jours est

égal a celui observé lors de I'étude de 104 semasne

Une VTR aigué a été proposée par 'TOEHHA. Ce RHELdes0,3 ppm. Il a été construit a
partir d’'une étude chez le rat exposé pendant &jauheures sur 24 (Schwedtzal, 1974,
cité dans 64). La dose critique retenue est un LO&& 300 ppm et celui-ci n’a pas été ajuste
a une exposition continue. L'OEHHA a également éabun REL protégeant d’une
exposition chronique de 0,006 ppm. Cette valeuréfierence est construite par exploitation
de données obtenues chez le cobaye exposé 7 Ipaurgair, 5 jours par semaines pendant
203 jours (Adamset al, 1952, cité dans 63). Le LOAEL de 5 ppm obtenuté& austé
linéairement au temps.

L’'OEHHA a donc proposé un ajustement temporel unigement pour la VTR chronique.

4.2.2.3. Applicabilité de la loi de Haber

David et al. (30) ont observé que la sévérité des lésions i@ induites par le
tétrachlorure de carbone est plus influencée paoteentration inhalée que par I'exposition
totale en fonction du temps. Leur étude a consisé&poser, par inhalation, 12 rats Wistar
males par groupe au tétrachlorure de carbone. aeditions d’exposition ont été réalisées
afin d’obtenir le méme produitxt de 300 ppm.h dans chaque groupe durant 4 jours

successifs :

23



- 50 ppm durant 6 heures ;

- 250 ppm durant 72 minutes ;

- 1000 ppm durant 18 minutes ;

- 1000 ppm durant 6 fois 3 minutes a une heure dimatke.

Les auteurs ont observé que I'exposition 1000 paBirhinuntes induisait une augmentation
de l'activité des transaminases, qui traduit uneirte hépatique, plus importante que
I'exposition 250 ppm / 72 minutes qui elle-mémeundine augmentation plus importante
gue I'exposition 50 ppm / 6 heures. Dans le cabedposition fractionnée 1000 ppm / 6 fois
3 minutes, l'augmentation de l'activité SGPT (Ser@lutamic Pyruvic Transaminase) est
considérablement moins importante que dans le easudltres types d’exposition. Cependant,
quelques réserves peuvent étre émises sur la nodtigoel d’obtention des témoins, la
comparaison du taux d'enzyme étant réalisée eatrmdyenne du groupe avant et apres
traitement. De plus, les moyennes de I'activité $@rant exposition different d’un groupe a
l'autre. Une autre série d’expositions a été réaliavec un produit xt de 600, 5 jours par
semaine durant 4 semaines :
- 100 ppm durant 6 heures par jour ;

- 500 ppm durant 72 minutes par jour.

Douze rats ont été exposés a chaque concentratraes ont été employés comme contréle
(air). L'activité de la SGPT dans le sang a ét@m@inée avant la premiere exposition puis
tous les 2 jours durant la période d’expositioradtivité d’autres enzymes hépatiques a été
déterminée au niveau sanguin et hépatique. Ungsmahistologique du foie a également été
réalisée. L'activité SGPT observée semble globatemkus importante chez les rats exposés
a 500 ppm que chez ceux exposés a 100 ppm malgrévamabilité inter-individuelle
relativement importante. Les activitéts de GPT @hadte-pyruvate transaminase), LDH
(lactate déshydrogénase) et OCT (ornithine trabsoaylase) dans le sang sont augmentées
par rapport aux contrdles. L’'augmentation des @ésvde la GPT et de la LDH est plus
importante dans le groupe exposé a de fortes ctatiems sur une courte période.
Cependant, aucune différence significative de maddui de ces enzymes, des triglycérides et
du glycogéne au niveau hépatique entre les 2 gsodjgxposition n'a été observée. Enfin,
lors de l'analyse histologique, les auteurs n’omts pmis en évidence de différences
qualitatives entre les modifications observées dass2 groupes de doses. Cependant,

certaines altérations constatées telles que laséaellulaire et I'accumulation du glycogene
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au niveau des zones centrales et péricentralesphmfréquentes dans le groupe 500 ppm /
72 minutes que dans le groupe 100 ppm / 6 heures.

D’autres auteurs ont également étudié la relatiamncentration-temps-réponse du
tétrachlorure de carbone dans des groupes de 4Spasgue-Dawley exposés suivant
différents scénarios d’exposition. Les rats onaXposés a des concentrations variant entre
1350 et 6900 ppm (1350, 2500, 3400, et 6900 ppmp¢rdant des durées d’exposition de 1 a
6 heures (1, 2, 3, et 6 heures). L’activité d'uremsaminase, la GOT (glutamic-oxaloacetic
transaminase) a été mesurée en tant que paranetrexidité. Les auteurs ont quantifié
I'expression de la relation concentration-tempssrige, différente decxt=k. lls ont
remarqué que la concentration exercait une infleeptus importante que la durée
d’exposition sur I'effet toxique (87). Cependar,Hombre d’animaux par groupe n’est que
de 4. Ceci peut rendre linterprétation des résulpéus difficile.

Par conséquent, I'hépatotoxicité du tétrachlorure @ carbone semble plus influencée par
la concentration que par le temps.Néanmoins, pour une méme dose totale, une
exposition intermittente semble induire une toxicié moins importante qu’une exposition
continue. De ce fait, I'extrapolation d’'une exposibn continue a partir d’'une exposition

discontinue pourrait aboutir a une sous-estimatiordu risque.

Plusieurs hypothéses expliquant que le tétrachdodercarbone n’obéit pas a la loi de Haber
peuvent étre énoncées. D’une part, la toxicocinétige cette substance pourrait étre a
I'origine de la déviation de la relation conceritrattemps-réponse. En effet, lorsque des rats
sont exposés au tétrachlorure de carbone par gavaggmentation des enzymes sériques,
SDH (sorbitol-déshydrogénase) et ALAT (Alanine Tsaminase) est supérieure a celle
induite par la méme dose de cette substance adrémigar instillation gastrique. En outre,

I'inhibition enzymatique du CYP est plus marquéezles rats ayant recu le bolus que chez
ceux exposés par infusion gastrique (75) (tabl®aCks résultats peuvent étre expliqués par
I'effet majorant de I'exposition par gavage suirkasous la courbe de la substance. Il semble
donc que la toxicité du tétrachlorure de carboneisttuencée par le scénario d’exposition et

gu’un pic d’exposition peut induire une toxicitéuplimportante qu’'une exposition plus étalée

dans le temps pour un méme produit cxt.

Le tétrachlorure de carbone est également capableatuler des systemes enzymatiques

impliqués dans son mécanisme d’action toxique etcette facon, d'influer sur la relation
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concentration-temps-réponse. Une diminution deédbfits composants du systeme anti-
oxydant hépatique a été observée chez des ratanisités deux fois par semaines et
pendant neuf semaines par le tétrachlorure de warpar voie intrapéritonéale (22). Cette
substance semble induire une réduction de la GRutafgion péroxydase), du GSH
(glutathion sous forme réduite) et de la GST (ghitan transférase). Ces modulations
pourraient étre impliquées dans I'hépatotoxicitéétrachlorure de carbone. Cependant, elles
n’ont été observées qu'a partir de ff°&emaine de traitement. La relation temps-réponse d
tétrachlorure du carbone pourrait donc étre nogaime, ce qui influerait sur la relation
cxt =k. En outre, le radical trichlorométhyle est conrmaumpétre un substrat suicide du
CYP2ELl. De ce fait, le taux de métabolisme dimimuaduellement durant la période
d’exposition (13). Ce phénomeéne pourrait égalenérg une des raisons pour laquelle la
concentration de substance dans l'air est un fact@nfluence plus important que la durée

d’exposition sur I'hépatotoxicité du tétrachlorute carbone.

Enfin, la différence de toxicité induite par ledfélients types d’expositions pourrait étre
expliquée par un phénomene de saturation. En sfféd, durée d’exposition est assez courte
ou si lintervalle entre deux expositions est as$mzg, la concentration sanguine de
tétrachlorure de carbone ne peut pas atteindratl'é®quilibre. Ainsi, la concentration

sanguine de tétrachlorure de carbone lors d’'un®sitipn continue est supérieure a celle
d’'une exposition discontinue a la méme concentmatibes effets hépatotoxiques du
tétrachlorure de carbone étant réversibles (13, 68yactionnement de I'exposition pourrait

permettre la réparation des altérations induitéeateux expositions.

4.2.3.Le benzene

4.2.3.1. Caractérisation des dangers du benzene

Le benzene est rapidement absorbé par voie resipgrathez ’lhomme et I'animal (8). Il est
métabolisé au niveau hépatique et dans les tigsilss@accumule, comme la moelle osseuse.
Le métabolisme du benzéne implique, en premier leCYP2EL qui permet I'oxydation du
benzene en époxybenzéne et en oxépine de benzameub second temps, un réarrangement
non enzymatique de I'époxybenzene aboutit a la &ion de phénol. En présence de
CYP2EL et de myelopéroxidases, le phénol peub&lydé en métabolites réactifs : les 1,2- et
1,4-benzoquinones (8, 81) (figure 3).
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Dans le cas de I'exposition par inhalation, I'orgasible majeur du benzéne est le systéeme
hématopoiétique. Chez 'homme et I'animal, I'iniiEa chronique de cette substance peut
induire une lymphopénie, une neutropénie et unenbocytopénie. L’exposition a cette
molécule a été associée a une diminution dose-dépém des cellules souches

hématopoiétiques (32, 69, 86).

La moelle osseuse, cible principale du benzéndeeste de production des cellules souches
hématopoiétiques qui permettent la formation dékiles sanguines. L’hématotoxicité du
benzéne met en jeu les métabolites réactifs : |émlmlites phénoliques peuvent étre a
I'origine de radicaux semi-quinones et quinonestémment réactifs, capables d’induire la
production d’espéces réactives de I'oxygebes radicaux sont capables de se lier de maniere
covalente aux macromolécules cellulaires tellesdpseprotéines, 'ARN et 'ADN (82). Par
conséguent, la cytopénie périphérique induite papbsition au benzéne fait suite a I'atteinte
de ces cellules souches. Toutefois, le mécanisnre lggpuel le benzéne induit une
hématotoxicité n'est pas complétement compris. dféets sanitaires, la toxicocinétique et le

mécanisme d’action toxique du benzene sont d&taikéas I'annexe 3.

4.2.3.2. VIR

Les VTR respiratoires du benzéne sont construae$ATSDR, 'OEHHA et 'US EPA pour
des expositions aigués, intermédiaires et chrosigtkes sont rassemblées dans I'annexe 3.
Toutes les VTR chroniques ont été construites aurakse d’études épidémiologiques durant
lesquelles l'exposition présentait un caractereerintttent. Les doses critigues alors
retenues ont toutes été ajustées a une expositioontinue par extrapolation linéaire au

temps a l'aide de la loi de Haber.

4.2.3.3. Applicabilité de la loi de Haber

Les effets du scénario d’exposition sur 'hématativé& induite par l'inhalation du benzene
chez la souris ont été étudiés (27). Une expositien2 jours a été comparée avec une
exposition de la méme dose totale étalée sur 11$.joDans cette optique, des souris males

CBA/Ca ont été exposeées a :
316 ppm, 6 heures par jour, 5 jours par semainerstotal de 19 expositions ;

3000 ppm, 6 heures par jour pendant 2 jours.
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Les auteurs ont alors observé que l'exposition anzéne de 19 jours induisait une
lymphopénie plus importante que I'exposition de@@Pm pendant 2 jours. Ces mesures ont
éte réalisées le jour suivant la derniere expasiti@s auteurs ont également remarqué que,
214 jours apres I'exposition, cette différence fepersiste. De plus, I'exposition d&s ppm

sur 19 jours induit une diminution de la cellulérimédullaire et des cellules souches
hématopoiétigues CFU-S (Colony Forming Unit-Splg#n$ importante que I'exposition sur

2 jours de la méme dose totadensi, pour une méme dose totale, une expositionrigue a

de faibles concentrations de benzéne semble induides effets hématotoxiques plus

importants qu’une exposition plus courte a des commtrations plus élevées.

Cette différence d’effet en fonction du type d’egpion pourrait étre due a la saturation des
enzymes du métabolisme du benzéne a fortes domesff&, chez les souris CD-1 males
exposées au benzene par voie respiratoire pendotrd a raison de 6 heures par jour, la
réduction des cellules sanguines, corrélée a uméndiion de la cellularité au niveau de la
moelle osseuse, atteint un plateau lorsque lessseamt exposées a des concentrations variant
de 306 a 4862 ppm. Chez la souris B6C8FIle rat F344/N, le taux de métabolites formés
suite a I'inhalation de benzéne atteint un platlssique la concentration de benzéne dans
I'air est augmentée (74). Ce phénomeéne pourratepliqué par la saturation du mécanisme
toxique du benzene a des concentrations d’exposstipérieures a 300 ppm chez la souris. Il
est reconnu quee mécanisme implique les métabolites réactifsehzéne dont la formation
fait intervenir le CYP2EL. Dans le cas ou cetteevdé métabolisation serait saturée a des
concentrations supérieures a 300 ppm, la quargitthétabolites toxiques produite ne serait
pas dépendante de la concentration de substansel’danau-dela de ce seuil. Les voies
métaboliques responsables de la formation de migedo présumés toxiques
correspondraient, en outre, a un processus satudatbés doses relativement faibles (34) car
chez le rat F344/N et la souris B6G3Faugmentation de la dose de benzéne inhalée est
associée a une diminution du pourcentage de métaboh. Ce phénomene pourrait
s'expliquer par le fait que, chez la souris, lotané inhalation de benzéne, celui-ci est
conjugué au glutathion aux fortes doé@ks Ainsi, aux fortes concentrations d’exposition, les
voies de détoxication de cette substance misesuesont différentes de celles impliquées aux

faibles doses.

28



La réversibilité des effets hématotoxiques du beezt été observée aprés exposition de rats
(27, 28, 29). Chez la souris, I'exposition surded terme a la concentration de 316 ppm a été
associée a des dommages irréversibles, alors guefflts hématotoxiques causés par une
exposition a court terme a des concentrations Ksigpérieures se sont révelés reversibles
(27). Ce phénomene, lié au cycle cellulaire, pausapliquer, du moins en partie, qu’'une
exposition au benzéne sur le long terme a des otmatiens faibles induise une

hématotoxicité plus importante qu’'une expositiamsptourte a des concentrations élevées.

Chez le rat, I'absorption du benzene par inhalagiogmente de facon linéaire par rapport a la
concentration lorsque celle-ci n’excéde pas 200.ppmartir de cette dose d’exposition, le

taux d’'absorption n‘augmente pas de facon linépae rapport a la concentration de la

substance dans l'air. Le pourcentage de benzemd€irbsorbé, suite a une exposition de 6
heures, diminue de 33 a 15 % chez le rat et de 8® % chez la souris lorsque la

concentration d’exposition augmente de 10 a 100t ({B3). Ces données pourraient

s’expliquer par un phénoméne de saturation du CYP.

Par conséquent, dans le cas du benzéne, la duréexposition semble plus impliquée

dans la toxicité que la concentration de la substae dans l'air.

4.2.4.Le trichloroéthylene

4.2.4.1. Caractérisation des dangers du trichloroéthyléne

Chez 'hnomme et chez le rat, I'absorption du tricbEthyleéne est rapide par voie respiratoire.
Le phénoméne est saturable chez le rat (12). Gelistance est majoritairement métabolisée
dans le foie aux doses inhalées chez I'homme : gBscipaux métabolites sont le
trichloroéthanol, I'acide urochloralique et l'acideichloroacétique. Le métabolisme du
trichloroéthylene présente 2 voies principalesoxydation en chloral et/ou en oxyde de
trichloroéthylene par le systeme des CYP microsoghdé conjugaison au glutathion en S-
dichlorovinylglutathion (12, 38).

L’exposition au trichloroéthyléne par inhalatiomnez 'homme et I'animal, a été associée a
différents effets neurologiques tels que des vestigéphalées et somnolences (19, 23, 37).
Des études de courte et de longue durée a desntatmns €levées de trichloroéthyléne ont

permis de mettre en évidence des effets sur letmi@rheau et la perte d'audition (12, 17).
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Le métabolisme joue un réle important dans la ft&idu trichloroéthyléne car plusieurs de
ses métabolites présentent eux-mémes une toXieitthécanisme toxique de cette substance
au niveau du systéme nerveux central est tres orahc Il pourrait faire intervenir des
interactions entre le trichloroéthyléne et les menbs neuronales (12). Il a été observé que
l'altération des fonctions de la rétine est assci@ des modifications de
I'électrorétinogramme chez le lapin suite a l'ifjen intraveineuse de trichloroéthyléne et
gu'une modification de potentiel évoqué visuel peéite induite par une exposition
respiratoire a cette molécule (12). Les effetstaams, la toxicocinétique et le mécanisme

d’action toxique du trichloroéthyléne sont détaltfans I'annexe 4.

4.2.4.2. VIR

L’ATSDR et 'OEHHA ont construit des VTR respirates du trichloroéthylene protégeant

d’expositions aigués, intermédiaires et chroniqé#ies sont rassemblées dans I'annexe 4.

L’ATSDR a proposé un MRL pour des expositions agydé 2 ppm en 1997. Cette VTR
provient de I'analyse d’une étude humaine suite€exposition de 7 heures par jour durant 5
jours consécutifs (12). Le LOAEL alors obtenu, pdas effets neurologiques, a été ajusté au
temps a l'aide de la loi de Haber. L’'ATSDR a égatetproposé une MRL intermédiaire de
0,1 ppm pour des effets neurologiques a partir e'é@ude chez le rat exposé 8 heures par
jour, 5 jours par semaine durant 6 semaines (12)LQAEL obtenu a également été ajusté
afin d’étre applicable pour une exposition contind2). L'OEHHA a construit un REL
chronique de 0,1 ppm concernant les effets neuiopleg du trichloroéthyléne suite a une
exposition respiratoire. Le LOAEL a été obtenu &ipd’'une étude épidémiologique, faisant
suite a une exposition de 8 heures sur 24, 5 murg pendant 8 ans (12). Cette dose critique
a également été ajustée a une exposition contisnuexprapolation linéaire au temps.

L’ATSDR et 'OEHHA ont donc appliqué un ajustement temporel sur les doses
critiqgues pour construire les VTR du trichloroéthyléne.

4.2.4.3. Applicabilité de la loi de Haber

La validité de la loi de Haber concernant les sffetduits par le trichloroéthylene a été

étudiée chez I'animal.

D’'une part, la comparaison des effets auditifs @&ec substance induits par différents

scénarios d’exposition par inhalation a été réalickez le rat male Long-Evans (26). Une
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exposition & 6000 ppm durant une journée a, alodkjit une toxicité auditive similaire a
celle rapportée aprés une exposition de 3200 pprdgre 1 semaine ou de 2400 ppm durant
4 ou 13 semaines. Ces résultats suggerent que daniegne d’action de |'ototoxicité du
trichloroéthylene est moins dépendant de la dunde de la concentration d’exposition.
Cependant, lors d’'une exposition plus longue, dettiité est principalement déterminée par
la concentration de la substance dans l'air. LaléoHaber ne serait donc pas applicable dans

ce cas.

D’autre part, suite & une exposition par inhalativez le rat male Long-Evans, I'effet du
trichloroéthyléne sur le comportement n’est passtamt pour un produit xt donné. Suite a
des expositions de 800 ppnt.k800 ppm / 1 heure, 1200 ppm / 0,67 heure et 2400 /
0,33 heure), des effets comportementaux n’ont @tiiits que chez les rats exposés a
2400 ppm (21). D’autres observations empiriquesmantré que la loi de Haber n’est pas
suivie dans le cas des effets induits par le toicddthylene sur les fonctions auditives et
visuelles ainsi que sur le comportement chez lené&é Long-Evans. Effectivement, d’'autres
auteurs ont remarqué que cette toxicité est p&esdi la concentration de la substance dans

I'air qu’au produitcxt (18, 19).

La linéarité de la relation dose-réponse du trigtloylene est souvent supposée, bien que
cette hypothese ait été contestée. Dans le cas)gmsition a des faibles doses, l'induction
des voies de détoxication peut étre suffisante péduire au minimum les effets toxiques.
Cependant, la saturation de ces systemes peut chiifgr a des doses plus élevées,
conduisant, potentiellement, a la production detab@dites plus toxiques. Un effet de seuil
peut se produire pendant l'exposition chronique aowle fortes doses, menant a des
modifications de la relation dose-réponse (12). gpénomeéne pourrait expliquer que la
concentration de cette substance dans l'air ait infleence plus importante que la durée

d’exposition sur la toxicité qu’elle induit.

Ainsi, la concentration de trichloroéthylene dans’air semble bien étre plus impliquée
dans ses effets que la durée de I'expositioDe ce fait, dans le cadre de la caractérisateon d

la relation concentration-temps-réponse des effietgrotoxiques du trichloroéthyléne, la

relation c" xt =k avec n> 1 serait plus pertinente que I'expressienla loi de Haber
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simplifiée cxt = k. Par conséquent, I'hnypothése basée sur la loi de Habsurestime la

concentration nécessaire pour produire un effet damé.

4.3. Caractérisation empirique de la relation concentraih-
temps-réponse

Dans un premier temps, la recherche effectuéeta darla base de données de 'ATSDR a
permis de sélectionner 5 substances pour lesquebles disposions de doses critiques
comparables sur la méme espece pour des durédwanigces et chroniques. Ces résultats
nous semblant insuffisants, nous avons choisi dd¥tela recherche aux bases de données de
'OEHHA et de I'US EPA. Suite a cela, 7 substanoas pu étre sélectionnées au total. Ce
travail a alors, dans un second temps, été pourgania collecte de données provenant des
études du NTP. Nous avons ainsi sélectio@dé substancespour lesquelles les doses
critigues sont disponibles pour des durées d’'exiposdifférentes, pour un méme effet et sur
une méme espéce. Les données subchroniques etoela®me 13 de ces molécules ont été
obtenues a partir d'une méme étude et donc a plartméme protocole d’étude, ce qui accroit
la comparabilité des données. Ces données sorembEses dans le tableau Ill. Ces
informations ont permis de comparer la concentnatitune substance donnée dans lair
nécessaire a l'induction d’'un effet toxique donm@mpdifférentes durées d’exposition. Ces
résultats ont également permis de calculer la vaewirique de I'exponentielle « n » de la
relationcxt" = k. En effet, si on prend comme hypothése que laitéxd’'une substance est
dépendante de la concentration et de la durée o&itign, alors la relation concentration-
temps-réponse peut étre exprimée par I'équation :

cxt" =k

Lorsque n<1, cela signifie que la toxicité est piliégpendante de la concentration que de la
durée d’exposition et inversement lorsque n>1. dfdgurs, la loi de Haber telle qu'elle est
employée lors de la construction des VTR est \é@&iforsque n=1. Les calculs employés sont
expliqués, précédemment, dans le chapitre méthgigolde I'exploitation des bases de
données. Ce calcul permet d’estimer de facon qasimg, I'importance relative de la
concentration de la substance et de la durée dstxpo lors de I'induction d’un effet toxique

donné.
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Les valeurs calculées sont également reportéeslddableau Ill. Nous avons observé que,
dans le cas de ces substances, la valeur de raraptise entre 0 et 1,26. Aucune des valeurs
de «n » calculées n’est égale a 1. Ces résuleafermettent pas de réfuter la loi de Haber
mais de montrer que celle-ci n’est pas applicabléagon systématique. La valeur moyenne
obtenue est de 0,4. De plus, parmi 15 de ces 2Inoas remarquons que la valeur de «n »
calculée est inférieure a 0,5 et que la loi de Halgeserait pas applicable pour ces cas. Ces
données ne permettent pas d’affirmer, mais pluttuisager, que la toxicité d’'une substance
donnée est souvent plus dépendante de la concentaie de la durée d’exposition. Ce
travail nous a ensuite amené a regrouper les atsuftar similitude. Nous avons alors
remargqué que, parmi ces 21 cas, 11 concernentédem$ du tractus respiratoire supérieur
sachant que, pour de tels effets, la valeur de»>«alculée est comprise entre 0 et 0,34, a
I'exception d’'une valeur de 0,44. Ces effets naiset donc peu ou pas dépendants de la

durée d’exposition.
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5. DISCUSSION
5.1. Limites de l'application de la loi de Haber

L’analyse des études de cas met en évidence daieda Haber ne s’applique pas dans le cas
de certains effets induits par le formaldéhydetéleachlorure de carbone, le benzéne et le
trichloroéthylene.Le plus souvent, c’est la concentration dans lairqui aurait une

influence plus importante que la durée d’expositiorsur I'induction des effets toxiques.

La toxicité du formaldéhyde au niveau du tractispimatoire supérieur dépendrait davantage
de sa concentration d’exposition plutét que dedaedtotalecxt. Ceci peut étre di a des
parameétres toxicocinétiques et toxicodynamiquéshibition des systémes de protection de
I'organisme, un phénomene de saturation de la d&tan, la rapidité de son métabolisme et
sa forte réactivité. Par ailleurs, le formaldéhyéagissant avec les protéines de la muqueuse
nasale, un phénomeéne de saturation de la fixa#ooette substance pourrait étre impliqué.
Ce mécanisme pourrait expliquer la moindre infleede la durée d’exposition sur les effets

d’irritation respiratoire.

L’hépatotoxicité du tétrachlorure de carbone seméimlement plus influencée par la
concentration que par la durée d’exposition. Ainsi, pic d’exposition peut induire une
toxicité plus importante qu’'une exposition pluslé&adans le temps pour un méme produit
cxt. Cette observation pourrait étre expliquée pan mécanisme d’action toxique. Le
tétrachlorure de carbone est capable de modulesyd#eémes enzymatiques impliqgués dans
son mécanisme d’action toxique et, de cette fadenréduire la formation de métabolites
toxiques. Cette substance est donc capable d’mBue sa propre relation concentration-
temps-réponse. Cependant, pour une méme dose, tat@exposition intermittente semble
induire une toxicité moins importante qu’une exgoasicontinue. Cette constatation pourrait

étre associée a la réversibilité des effets hémetptes induits par cette molécule.

La toxicité du trichloroéthylene sur les fonctioasditives et visuelles ainsi que sur le
comportement du rat semble plus liée a la concemrale la substance dans l'air qu'au
produit cxt. La saturation de processus de détoxication, gut pe produire a des doses

élevées, pourrait étre a I'origine de ce phénomene.
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Dans le cas du formaldéhyde, du tétrachlorure de chone et du trichloroéthylene,
I'hypothése basée sur la loi de Haber surestime laoncentration nécessaire pour
produire une toxicité et doncsurestime le risque résultant d'une exposition deohgue

durée extrapolé a partir d’'une étude plus courte Dans le cadre de la caractérisation de la

relation concentration-temps-réponse de la toxidééces substances, la relatiar! xt =k

avec n> l1serait plus pertinente que I'expression de la éoHaber simplifieecxt = k.

Pour le benzéne, la durée d’exposition semble phydiquée que la concentration dans
I’'hématotoxicité. Cette différence d’effet en foioct du type d’exposition pourrait étre due a
la saturation des enzymes du métabolisme du benaefmtes doses, sachant que les
métabolites de cette molécule sont impliqués damadcanisme toxique. Le non suivi de la
loi de Haber dans le cas du benzéne pourrait égalemtre associé a des parametres
toxicocinétiques et toxicodynamiques : un phénomémesaturation de I'absorption, a une
détoxication majorée aux fortes doses et a la sthiité des effets hématotoxiques. De ce
fait, lors de I'évaluation de risqueine extrapolation des données sur le long terme a

partir de résultats obtenus lors d’une exposition ade plus fortes doses sur un court

terme pourrait aboutir & une sous-estimation du rigjue.

Ce travail a permis de montrer que la loi de Halerpouvait étre appliquée de maniere
systématique sans créer une incertitude compléimensar la VTR. Si de nombreux
organismes proposent son application de maniétéragsique, il faut garder a I'esprit qu'’il
s’agit d'un élément de gestion plutét que d’uneislén strictement scientifique. D’ailleurs, la
loi de Haber a été discutée par différents autdBiesn que ce principe réapparaisse dans
différents contextes expérimentaux, diverses exmeptemergerent au fil du temps. C'est le
cas par exemple de I'acrylamide dont la relationcemtration-temps-réponse a été étudiée en
1996 (25). Selon cette étude, la neurotoxicitéeteecsubstance chez le rat exposé pendant de
courtes périodes par inhalation est caractéris@éedpa déficits fonctionnels transitoires.
L’augmentation de la durée dexposition aboutit &@pparition de dysfonctions
comportementales et de dommages au niveau des filmeeuses. L’augmentation de la
durée d’exposition nécessite une augmentation dwduitr cxt requis pour induire la
neurotoxicité (figure 4) (25). De plus, ces autewors observés que l'acrylamide ne
s’accumule pas au niveau de l'organe cible. Le gesgs de réparation tissulaire et de

réversibilité est indépendant de la durée d’expmsiet le temps de demi-vie de I'acrylamide
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est court (de I'ordre de 1 a 2 heures). Ce phénerpénrrait étre a I'origine de la déviation
de la relation cxt = k. Dans ce cas, I'ajustememorel d’une dose critique lors de la

construction d’'une VTR aboutirait a une surestioratiu risque.

Il a également été souligné que la loi de Haberesstéalité, un cas particulier d’'une relation
plus générale c"xt =k, ¢ xt" =k ou c” xt? =k. Par conséquent, la loi de Haber n’est
suivie que lorsque n =1, m =1 eu= B (41). Selon Miller, dans le cas auet 3 sont
supérieurs a 1, la loi de Haber surestime le tendgessaire a I'apparition de I'effet dans la
plupart des cas. Inversement, lorsquest B sont inférieurs a 1, la loi induit une sous-
estimation de ce temps. De plus, quand I'un dgpaesmetres est inférieur et I'autre supérieur
a 1, certaines combinaisons sont trop conservatatd’autres pas assez. Ten Bergal. ont
également mené des travaux sur la relation corat@nirtemps-mortalité de certaines
substances. Dans cette optique, une vingtaine dédtyportant sur la toxicité aigué par
inhalation de substances chimiques ont été séteddas. Seules les études analysant des
concentrations et des durées d’exposition variatme®té inclues. Les données issues de ces
études ont ensuite été réévaluées a l'aide d’'urdehsation mathématique :

Y =b,+b,Inc+b, Int
Ou c est la concentration d’exposition, t la ducBexposition et b b; et Ip sont des

coefficients de régression. Pour chaque substatuckee, les valeurs dey,lb; et b ont été

déterminées ainsi que celle de I'exponentielle Hadeelationc™ xt =k (m= h/ b,). Les
auteurs ont remarqué que la valeur de n calculée klmgement d’'une substance a l'autre et
est souvent différente de 1. De ce fait, cette&tméne a conclure qu'il n’existe pas de loi
générale concernant la valeur de n et que la loHdber n'est pas suivie par toutes les
substances. Ces auteurs ont, par consequent, reduljge la valeur de n devrait étre
déterminée de facon empirique a partir d’étudestaacité aigué pour lesquelles la

concentration et la durée d’exposition sont dembes.

Il est reconnu qu’un effet toxique est directemighta la concentration de la substance en
cause et a la durée d’exposition. Cependant, ilaseproblématiques de la loi de Haber est la
prise en compte du devenir de la substance dangahieme et I'action de celui-ci sur le
toxique. En effet, le temps est un parameétre ptusplexe et la durée d’exposition n’intégre
pas certains éléments de la toxicocinétique eadexicodynamie. Dans ce cadre, Rozman et

Doull (70) ont porté leur réflexion sur les difféte parametres de temps pouvant influer sur
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un effet toxique. La toxicocinétique peut étre aléer comme une balance entre I'absorption,
la distribution, le métabolisme et I'excrétion guétermine le temps de résidence de la
substance au sein de I'organisme. L’action de #argme peut influencer ces événements par
divers mécanismes tels que les phénomeénes detgaiuna de détoxication plus ou moins
rapide. En outre, I'action de la substance surghoisme peut également influer sur son
devenir. Les molécules capables de réguler destiémsc physiologiques telles que les
inhibiteurs et inducteurs enzymatiques pourraient &re des exemples. Enfin, la
toxicodynamie d’'une substance est également uruUactapable de moduler une réponse
toxiqgue. Rozman et Doull (70) ont défini la pharmdygnamie comme une balance entre les
dommages induits par le composé en cause, la iéNiegs la réparation et la capacité
d’adaptation qui détermine la cinétique d’'un eftetique sur I'organisme.

Ainsi, l'application de la loi de Haber pourrait aboutir a la négligence de certains
aspects de la toxicologie qui auraient un impact sues relations dose- et temps-réponse
et, par conséquent, sur la relation concentrationegmps-réponse.

5.1.1.Relations dose-réponse et temps-réeponse

Dans le cas d’un effet a seulil, celui-ci ne se meste, théoriguement, pas en dessous du seuil.
Par conséquent, la loi de Haber n’est pas appbcadlis ce seuil. De ce fait, I'extrapolation
d’effets induits par une exposition de courte dwrderte dose vers une exposition de longue
durée a faible dose peut étre biaisée si la corat@rt de substance est inférieure au seuil.
Une relation plus adaptée aux effets & seuil apépposée : (ch*xt® = k ou k est une
constante associée a un niveau de réponse fixg est le seuil de concentration sous lequel

aucune réponse n’est théoriguement mesurable (41).

La dose inhalée est généralement supposée consttrdgquivalente a la concentration

d’exposition bien que la concentration de prodaftalé dépende de différents facteurs tels
que des facteurs physiologiques liés a I'absorptidinsi, la loi de Haber est basée sur
I'hnypothése que la dose interne est une fonctioissante et linéaire de la dose d’exposition.
Cependant, il existe des cas pour lesquels cetiethgse n’est pas vérifiée tels que dans la
situation de phénomenes de saturation. Lorsqueedd de saturation est atteint, la dose
interne n’est plus dépendante de la dose exteri@erelation dose-réponse est donc modulée.
La relation temps-réponse influe également surelation cxt=k. De ce fait, certains

processus biologiques, capables de modifier ldioalaemps-réponse, peuvent parallelement
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moduler I'importance de linfluence du temps etldeconcentration sur la toxicité. Ainsi,
dans I'éventualité ou le mécanisme toxique d'unbstance implique une bioactivation
métabolique et que le taux de formation des méitaisah’est pas constant dans le temps, la

substance en cause risque de ne pas obéir ada kaber.

5.1.2.Equilibre toxicocinétique / toxicodynamique

Durant ses recherches, Flury a reconnu que, dacaslele I'acide cyanhydrique, la toxicité
semble plus influencée par la concentration quelgaurée d’exposition. Il expliqua cette
observation par le fait que de faibles concentnatid’acide cyanhydrique sont susceptibles
d’étre détoxifiees chez le chat (20, 97). Cettestatation suggére que I'exactitude de la loi de
Haber requiert une cinétique d’apparition de I'effexique plus rapide que celle de la
détoxication de la substance. Dans ce cadre, Hayesonnu également I'importance du taux
de détoxication, ainsi que de la fraction de gdmlée dans la relation entre le temps et la
concentration en se basant sur 'exemple de I'acy@mhydrique (Hayes, 1975 cité dans 41).
Ces observations semblent représenter, en raatitéas particulier d’'une problématique plus
générale. En effet, il a été observé que la relationcentration-temps-réponse était
influencée par les conditions toxicocinétiquegtdodynamiques de la substance en cause et
plus particulierement par I'état d’équilibre enttes deux parametres. La toxicodynamie
d’'une molécule intégre les phénomeénes de réparatiotie réversibilité des effets ainsi que
'adaptation de l'organisme a un effet. Dans le casla cinétique de réversibilité de
'adaptation ou de la réparation est plus lente tpecinétigue de la substance dans
I'organisme, la toxicodynamie serait, alors, untdac d’influence déterminant sur la toxicité
de la molécule en question. Inversement, si le sedgpdemi-vie de la substance est plus long
gue le temps nécessaire a la réversibilité d'usatetflors, la toxicocinétiqgue deviendrait un

parametre prépondérant.

Plus récemment, Rozman et Doull (71) ont égalemmuggéré que les conditions
toxicocinétiques (détoxication, métabolisme, éliation) et toxicodynamiques (temps
nécessaire a la reversibilité d’'un effet donné)nd’substance sont capables de moduler la
relation concentration-temps-réponse et de remettrguestion la validité de la loi de Haber.
lIs ont également proposé un scénario (71) pogukls la loi de Haber pourrait ou non étre
valide. Obéiraient, par exemple, a la loi de Hdkersubstances telles que la 1,2,3,4,6,7,8-

heptachlorodibenzo-p-dioxine (HpCDD), dont le terdpsdemi-vie est trés long comparé au
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temps nécessaire a I'induction de I'effet toxigDans I'exemple de la HpCDD, le temps de

demi-vie, chez le rat, est de 200 a 300 jours atpre le temps moyen nécessaire a
I'observation de la mortalité est de 70 jours agngsosition a une dose unique. Dans ce cas,
la relation cxt =k a été observée pour la toxicité aigué et sergiligaxee par un état

d’équilibre cinétique (71).

Pour les substances de temps de demi-vie cinébigiglynamique trés courts, I'élimination ou
la réversibilité rapide diminue l'influence du temgur la toxicité et la fréquence d’exposition
commence a devenir déterminante. De ce fait, cagposés présentent un effet toxique plus
influencé par la concentration apres des expositiiscontinues. En effet, dans le cas de
fractionnement de la dose dans le temps, la rdikési des effets mais également la
détoxication, la biotransformation ou I'éliminatiate la substance entre deux expositions
successives peuvent entrainer une diminution dexiaité par rapport a celle induite par la
méme dose totale en continu. Dans le cas d’'unesdiqo intermittente, la loi de Haber ne
pourrait donc étre suivie que si le temps de damiest supérieur a un jour, selon Rozman et
Doull, afin de permettre I'établissement de I'éteéquilibre pendant lintervalle entre les
expositions. Cependant, si l'intervalle entre dexpositions est long (48 heures), la loi de
Haber ne serait suivie que pour des moléculesrdpgele demi-vie plus longs. Ainsi, lors de
protocoles d’exposition de type 6 heures par jdujours par semaines, la loi de Haber est
discutable car apres 6 heures d’exposition, lars#hidité peut avoir lieu durant 18 heures et
66 heures pendant le week-end, du moins pour lestances ayant un temps de demi-vie

court.

En conséquence, I'état d’équilibre toxicocinétigqaeicodynamique et/ou lirréversibilité
d’un effet donné seraient des conditions nécessail@applicabilité de la relation cxt = k. Il
semble néanmoins important de souligner que I'dtéguilibre toxicodynamique et que
lirréversibilité absolue d'un effet toxique sonarement rencontrés lors d’expositions
environnementales. Ainsi, la complexité du factennps ne doit pas étre sous-estimée car les
parametres cinétiques, dynamiques et de fréquemgasition sont mis en jeu dans la
toxicité. Ces différents aspects doivent prendrec@mpte, entre autres, le métabolisme, la

détoxication, la biodisponibilité les dommagesestphénomeénes de réparation.
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5.2. Cas particulier de l'irritation

Dans le cadre du travail effectué a partir de lleiption des bases de données, nous avons
envisagé I'hypothése que la loi de Haber ne satggplicable pour les cas d'effets sur le
tractus respiratoire supérieur. Par ailleurs, nausns remarqué que de nombreuses VTR
concernant la voie respiratoire sont construitas pies effets d'irritation respiratoire et/ ou
oculaire. C’est pour ces raisons qu’il nous a sémbiéressant d’approfondir la réflexion
portant sur la validité de la loi de Haber dan€ds de lirritation. Cette réaction peut étre
définie comme une réponse physiopathologique aulbatance caractérisée par une réaction
inflammatoire et se manifestant par des rougeunsprurit et/ou des douleurs. Les effets
d’irritation respiratoire et oculaire peuvent égaémt induire des effets sensoriels par
stimulation des terminaisons nerveuses locales alfi tnjumeau. Dans ce cas, on parle
d’irritation sensorielle. Ce type d'effet peut abioua une diminution de la fréquence
respiratoire qui est une réponse de protectioricdiganisme dont I'objectif est de réduire la

guantité de substance inhalée (6).

Dans le cas de périodes d’exposition trés coudesnhalation, la concentratiamiammoniac,

de chlore, de formaldéhyde et de 1-octéne dansd&nble étre un parametre d’'influence
plus important que la durée d’exposition sur ldstefd'irritation sensorielle respiratoire (78,
95). Dans les cas du dioxyde de carbone et deahéihdes augmentations approximatives de
la durée d’exposition de 3,4 et 5,8 fois, respectignt, sont nécessaires pour compenser une
diminution de la concentration de 2 fois (94, ¥8r conséquent, I'extrapolation des effets de
ces substancesa la loi de Haber pourrait aboutir & une sous-évanade l'influence de la
concentration sur la toxicité et donc a une suredion du risque (dans le cas d’extrapolation
de courtes vers de longues périodes) ou a uneestmsation du risque (dans le cas de
I'extrapolation de longues vers de courtes périhdes

De ce fait, la loi de Haber ne serait pas applicablaux effets d'irritation induits par
inhalation et la relation cxt" =k avec n#1 serait plus adéquate et pertinente.
Cependant, ces résultats concernent des périodeserposition trés courtes et la
prédiction des effets irritants induits par des duées d’exposition longues reste encore a
analyser.En outre, lors de ces études, I'évaluation dethition sensorielle a été réalisée sur

des criteres subjectifs.
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Enfin, I'exploitation des données effectuée dansaeail a permis de mettre en évidence que
la durée d’exposition pourrait exercer une inflummelativement faible sur l'induction de
lésions nasales par rapport a la concentratiora deitbstance dans l'aica valeur de « n »
dans le cas de la relatiorcxt" =k semble approximativement comprise entre 0 et 0,4.
semble d’ailleurs pertinent de supposer que legsfhduits par contact direct au niveau de la

mugqueuse nasale soient directement liés a la ctratien d’exposition.

Le non suivi de la loi de Haber dans le cas destanbes irritantes pourrait &tre expliqué par
des contraintes toxicocinétiques telles que desghénes de clairance, d’adaptation ou de
saturation. Dans le cas dormaldéhyde, une période de latence avant I'appardes effets
d’irritation a été observée (60). Cette substamastdres réactive, il est possible que les effets
d’irritation sensorielle n’apparaissent qu’apretusation de la fixation du formaldéhyde sur
les protéines de la muqueuse nasale. Ainsi, legigppecanistiques concernant une substance
telle que celle-ci pourraient remettre en causdrapolation des effets au long terme a partir

d’'une exposition de court terme et I'applicabilie la loi de Haber.
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6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Concernant les expositions par inhalation et les f&fts se produisant au-dela d’un seuil de
dose, ce travail a mis en évidence que la loi de blx ne s’applique pas de facon
systématique. Les observations obtenues lors de l'analyse desleét de cas et de
I'exploitation des bases de données ne sont néaisnpais suffisantes pour réfuter la loi de
Haber dans tous les cas, mais apportent des élersantson applicabilité sous forme de
criteres de validité ou de non validité. Ces élémannt autant de notions qui pourraient étre
prises en compte lors de I'ajustement des dosagquas dans le contexte de la construction
de VTR, en vue d’en améliorer la précision.

Dans le cas de substances dont la cinétique de résibilité des effets est plus lente que la
cinétique d’élimination, la relation cxt = k pourrait étre observée Rozman et Doull (71)
ont notamment conclut, suite a leur réflexion, tprequ’un effet toxique est induit par une
substance dont la toxicocinétigue ou la cinétigee réversibilité de I'effet sont lentes,

I'exposition continue ne serait pas nécessaire ptablir la valeur k de la loi de Haber.

Cependant, dans les cas ou la relation dose-réponst/ou temps-réponse n’est pas
linéaire, le principe de base de la loi Haber ne s#le pas cohérentLa loi de Haber peut
donc étre remise en cause dans divers cas car rdbreax phénomeénes influent sur ces
relations.

Il peut s’'agir de cas ou la toxicité d'une substare est plus dépendante de la
concentration de la substance dans I'air que de ldurée d’exposition. C’est le cas par
exemple :

- des événements modulant I'absorption tels que EBsanmismes de saturation de cette
étape ;

- des phénoménes interférant avec le métabolismeteldgohénoménes peuvent étre
illustrés par la saturation du métabolisme ou laluhation des systemes enzymatiques
impliqués dans son mécanisme d’action toxique (tkacas ou le mécanisme d’action
toxique fait intervenir des métabolites actifs) ;

- des phénomenes de saturation de processus deadéimxj pouvant se produire a des
doses élevées ;

- des phénomenes d'inhibition d’'un systéeme de priostectie I'organisme par la

substance toxique elle-méme.

42



Il peut également s’agir de cas ou la durée dexpii®n représente un parametre
d’influence plus important sur la toxicité d’'une substance que la concentration de celle-
ci dans l'air. C’est le cas par exemple :

- de phénomeénes d’activation de systéemes d’adaptatinriortes doses ;

- de phénoménes de réversibilité des effets obsesstxiés ou non a un temps de

demi-vie trés court de la substance en cause.

Dans le cas des substances dont le temps de derestvires court, il semble particulierement
pertinent de se pencher sur la question de I'agpilité de la loi de Haber dans ce cas. Cette
loi ne permet pas de prendre en compte la réevbmsilnies effets intervenant lors d’une
exposition continue. L’extrapolation linéaire amfes d’'une dose critique applicable pour une
exposition continue a partir d’'une exposition intétente pourrait aboutir a ungous-

estimation du risque

Ce travail a également permis d’envisager I'hyps¢heelon laquelle la loi de Haber ne serait
pas applicable dans le cas d’'un effet spécifigireitdtion respiratoire et/ ou oculaire. Nous
avons constaté qu’un faisceau d’arguments condyiersser que, dans ce cadre, la durée
d’exposition n’exerce que peu ou pas d'influence lsutoxicité et que la concentration
d’exposition serait un parametre prépondérant. dersa construction de VTR protégeant de

lirritation respiratoire et/ ou oculaire, il poait donc étre envisagé de ne pas appliquer

d’'ajustement temporel des doses critiques ou @agtilla relationcxt" =k avec une valeur

de n comprise entre 0 et 0,4

Ces éléments sont en faveur d'une analyse détails®e données toxicocinétiques et
toxicodynamiques des substances pour lesquellesapgliqué un ajustement temporel afin

d’apprécier au cas par cas l'applicabilité de lade Haber pour une substance et un effet
donné. Cette analyse doit prendre en compte deseéts tels que le type d'effet et leur

réversibilité, les propriétés cinétiques de la tafe tels que sa demi-vie d’élimination, son
métabolisme et les possibles phénomeénes de saturati

Le choix de la méthode a envisager afin d’obtees doses critiques applicables pour une

exposition continue est complexe. Dans le cas guétfaments montrent que la loi de Haber
n'est pas applicable, la démarche a adopter n’estebement pas définie. Il apparait
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important de mener une réflexion plus approfondie les démarches a adopter ainsi que
d’élargir cette réflexion au cas des effets sansl 2 dose. Par ailleurs, la mise en place
d’'une étude permettant de comparer les effets imghair différentes durées d’exposition a des
substances données sur le long terme completerdiaeail. Il serait également intéressant
d’étendre I'analyse de I'applicabilité de la loi taber en fonction du type d’effet, comme
cela a été réalisé pour le cas de lirritation. t&evail permettrait d’établir des critéres de
validité de cette loi et d'apporter des criteresdiéeision en ce qui concerne l'application
et/ou la méthodologie d’'un ajustement au tempsadédoke critique lors de la construction
d’'une VTR.

L’'une des perspectives intéressantes serait Batibn de modéles toxicocinétiques afin de
simuler différents scénarios d’exposition. Ces niegl@ermettent d’estimer la concentration
sanguine et I'aire sous la courbe de la substainse @ue la dose interne et la cinétique de la
substance au niveau des organes cibles. Par exampheodele PBPK du trichloroéthylene a
éte utilisé dans le but d’explorer la relation erir dose interne de cette substance chez le rat
Long-Evans et les effets neurologiques. La coneéintr de cette molécule au niveau cérébral
au moment du test semble prédire I'intensité defedu trichloroéthyléne sur le potentiel
évoqué visuel (19, 80). Toutefois, la plus grandeté des modéles PBPK est la nécessité de
disposer d'un grand nombre de données de cinétifjexiste, de ce fait, peu de modéles

validés chez 'lhomme.
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ANNEXES

Annexe 1 : Le Formaldéhyde

Le formaldéhyde est une substance chimique quemgtioyée dans une grande variété de
secteurs tels que l'industrie chimique, celle dxtile et les hopitaux. Cette molécule est

volatile, soluble dans I'eau mais instable et dtnes réactive. Ces propriétés expliquent le
pouvoir irritant du formaldéhyde et plus particaignent au niveau des muqueuses de I'ceil et
du tractus respiratoire supérieur qui en est I'negeible chez I'homme et I'animal.

1. Toxicocinétique

Lors d’'une exposition par voie respiratoire, la oné¢ des molécules de formaldéhyde se
dépose au niveau de I'appareil respiratoire supeg elles forment des liaisons intra- et
inter-moléculaires avec les protéines et 'ADN @ecdésoxyribonucléique) dans les cellules
au niveau du site de contact. L’exposition systémigst, dans ce cas, faible. Cette substance
est rapidement métabolisée en formiate puis enydmxde carbone et I'enzyme la plus
impliquée est la formaldéhyde déshydrogénase NABpeddante (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide+-dépendante) dont le cofacteur estgligathion. Le formaldéhyde réagit
rapidement avec le glutathion pour former I'hnydnméthylglutathion qui est, par la suite,
oxydé en S-formylglutathion. L’hydrolyse de ce camsg libére un ion formiate qui peut étre
oxydé en dioxyde de carbone.

La durée de demi-vie du formaldéhyde dans le sahgés courte (de I'ordre de 1,5 minutes
chez 'nhnomme). Sa concentration sanguine est d'en\2,5 mg.L* chez I'animal et 'homme
et ne varie que trés peu apres une exposition rgaldtion, méme a des concentrations
importantes (2). Ce phénomeéne peut étre expliquéepit que le formaldéhyde se dépose
au niveau du site de contact, par la rapidité de reétabolisme et sa forte réactivité. Le
formaldéhyde est majoritairement éliminé sous fodealioxyde de carbone dans l'air expiré
et de formiate au niveau urinaire. Au niveau pulaigs il est éliminé par un mécanisme de

clairance mucociliaire.

2. Effets sanitaires

L'inhalation aigué et chronique de formaldéhydeuihdes irritations des yeux, du nez et de
la gorge accompagnées de larmoiements, de séohéngssale et de céphalées chez I'homme

(2, 5). Il a également été observé que le formaldéhprovoque un phénomene
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d’'inflammation non spécifique de la muqueuse nagd{d et I'altération de la clairance
mucociliaire (43, 45). L'exposition chronique paoi& respiratoire provoque des lésions
histopathologiques de I'épithélium nasal chez I'moen(31). L'exposition au formaldéhyde
par voie respiratoire a également été liee a uesre mortalité par cancer du nasopharynx
chez I'hnomme en milieu professionnel. Il existe camf’hui de nombreuses études
épidémiologiques portant sur les effets cancéragétee cette substance (2, 14, 40). Ces
études sont a la base de la classification du floiéhgde par le Centre international de
Recherche sur le Cancer (CIRC) en groupe 1 (desveseépidémiologiques suffisantes
permettent d’affirmer que le formaldéhyde entraites cancers du nasopharynx chez
’'homme).

Chez le rat exposé au formaldéhyde, a forte dosepalation, des Iésions pulmonaires avec
cedeme et épaississement de la paroi alvéolairétértonstatées (2). Une incidence accrue
des tumeurs des fosses nasales a également étgéebskez le rat exposé a cette molécule
par inhalation (42). L’ensemble des étudesitro etin vivomontre que le formaldéhyde est
un composeé génotoxique pour lequel les effets gontipalement observés au niveau du site

de contact pour des concentrations élevées (4).

3. Mécanisme d’action

La toxicité du formaldéhyde est liee a sa fortectigaé avec les molécules de I'organisme.
En tant que composé électrophile, le formaldéhwgieapable de réagir avec les groupements
aminés et thiols des constituants de I'organismetémes, ADN, glutathion), provoquant par
exemple des adduits a I'ADN au niveau des cellelesontact. Cette réponse serait dose-
dépendante et non linéaire (2). La cancérogéngtit@iveau du tractus respiratoire supérieur
est plus largement décrite par une cytotoxicita&lisant une augmentation de la prolifération
régénératrice des cellules épithéliales de la mugpiel’augmentation de la réplication de
I’ADN aboutirait, alors, a 'augmentation de la petwilité de formation d’adduits. Ce sont les
erreurs de réplication et la fixation de mutatious seraient a l'origine de I'apparition des
cancers du nasopharynx (2). La cytotoxicité desamtblécule impliqgue un de ces métabolites,
I'acide formique, qui est capable d’inactiver laaghrome-oxydase Il induit un épuisement
des réserves de glutathion, une modification deonfi@ostasie calcique (avec une
augmentation de la concentration de calcium inthale@e), une acidose et I'inhibition de
fonctions respiratoires mitochondriales (14). Ceitdibition a pour conséquence la
perturbation de l'intégrité membranaire, des systnenzymatiques et du métabolisme

énergétique cellulaire.
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4. Valeurs toxicologiques de référence du formaldéhydeour des expositions par

inha

lation.

Organisme g)it;?ggigﬁ Effet critique Dose critique UF VTR
9 (BMD/NOAEL/LOAEL)
Exposition aigue
BMCysde 0.44 ppm
Exposition humaine de
3h. 10
| 0.076
OEHHA BMC Irritation oculaire (kulle et al, 1987) 10 : vanabiite m
(1999) = BMCos ajusté au temps|  intraespéce | PP
selon I'équation
¢’ xt =k (AICE, 1989
a chercher).
LOAEL de 0,4 ppm 10
o Exposition humaine 2h.| -3 : utilisation
A(Igg'%'; LoagL | Mtation nasale &} - pasdralet al, 1993) | de LOAEL | 004
NOAEL non ajusté au | -3 : variabilité PP
temps intraespéce
Exposition intermédiaire
NOAEL de 0,98 ppm
Exposition de primates 30
Irritation non humains 22h/24, | -3 : variabilité 0.03
ATSDR | NOAEL/FE | nasopharyngiale et  7j/7, 26 semaines interespece ’ m
(1999) lésions de (Ruschet al, 1983) | -10 : variabilit¢| PP
I'épithélium nasal| NOAEL non ajusté au intraespece
temps
Exposition chronique
Irritation oculaire LOAEL de 0,24 ppm 30
et du tractus Etude épidémiologique, O
respiratoire 10,4 ans en moyenne -3 - utilisation 0.008
ATSDR | LOAEL/FE >SP P ’ y de LOAEL '
supérieur, lésiong (Holmstromet al, 1989) o s | ppm
(1999) T 7 -10 : variabilité
de I'épithélium LOAEL non ajusté au : N
intraespéece
nasal temps.
Irritation oculaire NOAEL de 0.09 mg/rh
ot nasale Etude épidémiologique, 0.002
: ! 8h/24, 5j/7, 10 ans en 10 ppm
OEHHA obstruction nasale, ) e
NOAEL oy moyenne. -10 : variabilité| (3
(1999) lésions . . N
. . . (Wilhelmssoret al, intraespéce | ug/nt)
histopathologiques 1992)
nasales

NOAEL ajusté au temps
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Annexe 2 : Le tétrachlorure de carbone

Le tétrachlorure de carbone appartient a la fandidle composés organiques volatils, et plus
particulierement des hydrocarbures aliphatiquesd@és qui, pour un grand nombre, sont
connus pour étre hépatotoxiques et cancérogenes leheongeur. Les études animales
associées aux observations limitées chez 'homiguient que les principaux organes cibles

du tétrachlorure de carbone sont le systeme nervenixal, le foie et le rein.

1. Toxicocinétique

Le tétrachlorure de carbone est rapidement abgmbé&oie respiratoire et gastro-intestinale
chez 'homme et le rat Sprague-Dawley (75). Unenaargation par 10 de la concentration
inhalée (de 100 a 1000 ppm) produit approximativemene augmentation par 13 de la
concentration maximale et par 15 de I'aire sousolarbe (75). De ce fait, la dose interne ne
semble pas étre une fonction croissante et linéderda dose d’exposition (Figure 1). Ce
phénomeéne pourrait étre associé a une saturatiométhbolisme ou de I'élimination.

Le tétrachlorure de carbone est distribué dansdpeumne partie des organes dont le foie, le
rein, les glandes salivaires, la muqueuse gastestinale, le cerveau, le tissu adipeux, le
coeur et les poumons (76). Le métabolisme de ceitécule est majoritairement hépatique et
est initié par le CYP2E1 (CYP2EL) qui est le cytache le plus impliqué. Le CYP3A4 est
également mis en jeu pour de fortes concentratidrisnplication de ces systemes
enzymatiques est retrouvée chez différentes espgecesigeurs et sur microsomes hépatiques
humains (100). Ces voies métaboliques semblent donidaires chez les rongeurs et chez
I'hnomme. L'action du CYP2E1 sur le tétrachlorure cirbone aboutit & la formation du
radical trichlorométhyle, C@l Ce dernier peut étre biotransformé en radical
trichloromethylperoxy et en phosgene par voie aérobn en chloroforme, hexachloroéthane
ou monoxyde de carbone par voie anaérobie (Figurea2voie majoritaire d’élimination du
tétrachlorure de carbone est la voie respiratoiaés i peut aussi étre excrété au niveau des

feces ou urinaire, cette derniere étant minoritgify.

2. Effets sanitaires

Le potentiel hépatotoxique du tétrachlorure de aaebchez 'homme et I'animal est bien

connu depuis de nombreuses années. Les altérat@patiques dues a cette substance

peuvent se manifester par des signes cliniques geés les icteres, des modifications
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biochimiqgues comme l'augmentation des transaminaggmtiques dans le sang et de la
bilirubinémie (30, 46). Des stéatoses induites gogrositions relativement faibles ainsi que
des nécroses hépatocellulaires, des fibroses epttsomenes de cirrhose chez I'animal et
'homme lors d’expositions chroniques plus impoténont également été observées. De
plus, les expositions chroniques et subchroniquegtaachlorure de carbone par voies orale
et respiratoire induisent I'apparition d’hépatonetsie carcinomes hépatocellulaires chez la
souris et le rat a des doses supérieures a cetlagsant une cytotoxicité (13, 46). Le CIRC a
classé le tétrachlorure de carbone en groupe 2i3jle cancérogéne chez 'lhomme.

D’autres types d’effet ont été mis en évidencetddcité aigué du tétrachlorure de carbone
non métabolisé peut se manifester par une dépressicsystéme nerveux central, incluant
maux de téte, faiblesses, troubles de la visios [gucoma chez 'lhomme. Une néphrotoxicité
a également été observée. Elle se manifeste pané@sropathies caractérisées par une
anurie, une oligurie, une protéinurie et des atseiglomérulaires pouvant évoluer vers
I'insuffisance rénale. Toutefois, la néphrotoxicié la neurotoxicité du tétrachlorure de
carbone ont été observées pour des doses pluseglepée celle a l'origine des effets
hépatiques (46).

Enfin, des effets hématologiques peuvent se mdaif@gr une anémie chez I'animal et chez
I’'hnomme lors d’expositions aigués ou chroniquesn{dution modérée de certains paramétres
hématologiques chez 'homme par rapport aux smetsexposés sans relation dose-réponse
(13).

3. Mécanisme d’action

Le foie est un organe particulierement sensibla &oxicité du tétrachlorure de carbone en
raison de son abondance en CYP2E1l et plus paetiealient au niveau des régions
centrolobulaires. En effet, I'hépatotoxicité de teemolécule implique la formation de
radicaux libres par lintermédiaire de sa biotrangfation (36, 90). Le radical
trichlorométhyle formé est capable de former datudd a 'ADN et de réagir avec I'oxygene
pour aboutir a la formation du radical trichloromgperoxy CC{O0, espéce hautement
réactive.La réactivité du radical trichlorométhyle est al@d’origine de l'initiation d’un
phénomeéne de peroxydation lipidique qui alterealedes gras polyinsaturés et, en particulier,
ceux associés aux phospholipides. Ces réactiopstefit la perméabilité mitochondriale et
celle du réticulum endoplasmique, aboutissant atronble de I'homéostasie calcique,

contribuant a I'induction de dommages cellulair@s)(
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Au niveau moléculaire, le tétrachlorure de carbamduit la libération de TNé& (tumor

necrosis factoalpha), ainsi que de TGk et  (transforming growth factoalpha et bétg),

suggérant I'implication de processus inflammatoad®rigine d’induction apoptotique (pour
TNFa) et de phénomeénes de fibrose (79, 90).

4. Valeurs toxicologiques de référence du tétrachlorwg de carbone pour des
expositions par inhalation.

Organisme (Eﬂoig?l?;igﬁ Effet critique Dose critique UF VTR
9 (BMD/NOAEL/LOAEL)
Exposition aigue
1000
LOAEL de 300 ppm -10 : utilisation
Retard de Exposition rat, 7h/24, 9] de LOAEL
OEHHA | LOAEL/FE | 1 jissance foetale (Schwetzet al, 1974) | -10 : variabilit¢ | 0,3
(1999) P . N
LOAEL non ajusté au interespece ppm
temps -10 : variabilité
intraespéce
Exposition intermédiaire
. NOAEL de 5 ppm 30
Augmentatlc_)n du Exposition de rats 7h/24, -3 : variabilité
ATSDR NOAEL/EE poids du foie, et 57 173 3 205 | : | 0.03
(2005) lésions /7,173 8 Jours. mteres_pepg, ppm
histonathologiques (Adamset al, 1952) -10 : variabilité
P 919ues NoAEL ajusté au temps. intraespece
Exposition chronique
Augmentatlo_n du NOAEL de 5 ppm
poids du foie, o 30
. Exposition de rats 6h/24, . L
augmentation des . : -3 : variabilité
ATSDR 5j/7, 104 semaines. : L 0.03
NOAEL/FE enzymes ) interespece
(2005) hépatiques dans Ig (Japan Bioassay -10 : variabilite | PP™
EangI |ésions Research Center, 1998) int-raespéce
histopathologiques NOAEL ajuste au temps.
300
-3 : utilisation de
LOAEL de 5 ppm LOAEL
Augmentation du| exposition de cobayes| -3 : extrapolation 0.006
OEHHA LOAEL /FE poids du foie et 7h/24, 5j/7, 203 jours | du subchronique m
(2000) des lipides au (Adamset al, 1952) au chronique PP
niveau hépatique| LOAEL ajusté au temps -3 : variabilité
interespece
-10 : variabilité
intraespéce
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Annexe 3 : Le benzene

Le benzéne était largement utilisé comme solvans déndustrie. Cependant, en raison de
son profil toxicologique, I'emploi de cette substana diminué au cours des derniéres
décennies. Le tabagisme ou encore la circulatiotonaabile constituent des sources

d’exposition au benzéne.

1. Toxicocinétique

Le benzéne est aisément et rapidement absorbé gmarrespiratoire chez I'homme. Les
données animales confirment que cette substancerapgiement absorbée au niveau
pulmonaire (8). Il est, par la suite, distribué siiensemble de I'organisme mais s’accumule

préférentiellement dans les tissus riches en Igide

Son métabolisme a été largement étudié et sembdditativement, similaire entre ’'homme
et 'animal. Il est métabolisé au niveau hépatigtidans les tissus ou il s'Taccumule comme la
moelle osseuse. Le métabolisme du benzene implaupremier lieu, le CYP2EL qui permet
I'oxydation du benzéne en époxybenzene et en ogépénbenzéne. Dans un second temps,
un réarrangement non enzymatique de I'’époxybenabpatit a la formation de phénol. En
présence de CYP2EL, le phénol peut étre oxydé té&eheal ou en hydroquinone qui seront
eux-mémes respectivement oxydés, par la myelopsaeg| en métabolites réactifs : les 1,2-
et 1,4-benzoquinones. Une autre voie de métabolisae I'époxybenzene peut mener a la
formation de dihydrodiol de benzene par linternaéei d’'une époxyde hydrolase. Ce
métabolite pourra conduire a la formation de catéghéce a la dihydrodiol déshydrogénase
(8, 81). L'époxybenzéne présente également d’aut@ss de métabolisation dont la
formation d’acide S-phénylmercapturique et d’actdens, trans-muconiqueia le réactif
intermédiaire trans, trans-muconaldéhyde. Chagémbolite phénolique du benzéne, dont le
phénol, le catéchol et I’hnydroquinone, peut subie wonjugaison sulfonique ou gluconique
(82) (figure 3).

Le benzéne non métabolisé est principalement éfirper exhalation et la voie d’excrétion

majoritaire de ses métabolites est la voie urin@)e
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2. Effets sanitaires

Dans le cas de I'exposition par inhalation, I'orgatible majeur du benzéne est le systeme
hématopoiétique. Chez 'lhomme, I'inhalation chramicgle cette substance peut induire une
diminution de certaines cellules sanguines plugiqudierement une lymphopénie, une
neutropénie et une thrombocytopénie qui peuventtaba une pancytopénie. Les effets du
benzene ne se limitent pas au secteur périphédgisysteme hématopoiétique. L’exposition
a cette molécule a été associée a une diminutiee-dépendante des cellules souches
hématopoiétiques (69). Cette toxicité du benzénaiagau central peut étre divisée en 2
étapes : une augmentation suivie d’'une diminutienlal prolifération cellulaire (8). Une
exposition continue au benzene peut également iabuine anémie aplasique ou a des
formes de leucémies et plus particulierement desélmies aigués myéloblastiques. Le
benzene pourrait également étre un facteur deeisigudéveloppement d’autres formes de
cancer tels que des lymphomes Hodgkiniens, desomgd multiples et des cancers du
poumon (8, 33, 98).

Des études expérimentales ont, également, permimeatere en évidence des effets de
diminution de cellules souches et des modificatioistopathologiques au niveau de la moelle
osseuse ainsi que des réductions des différenggeds cellulaires au niveau sanguin
(érythrocytes, lymphocytes, polynucléaires neutileghet diminution de ’hématocrite et de
I’'hémoglobine) (32, 86).

Chez 'hnomme, des expositions aigués, subchronigeshroniques au benzéne induisent
également des effets neurologiques tels que desal&s, vertiges, tremblements et des

troubles de la conscience.

3. Mécanisme d’action

La moelle osseuse, cible principale du benzéndgeeste de production des cellules souches
hématopoiétiques qui permettent la formation ddkiles sanguines. Les métabolites du
benzene jouent un réle critique dans le mécanisiagtion toxique de cette substance. En
effet, 'hnématotoxicité du benzéne met en jeu leétainolites réactifs : les métabolites
phénoliqgues peuvent étre a l'origine de radicaumigpiinones et quinones hautement
réactifs, capables d’induire la production d’espéemctives de I'oxygén€es radicaux sont
capables de se lier de maniére covalente aux matgoaies cellulaires telles que des
protéines, 'ARN et 'ADN (82). De ce fait, ces méblites peuvent induirges altérations de
la tubuline, des histones, de la topoisoméraset i, autres protéines associées a I’ADN ainsi
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gue des altérations de I'’ADN (1, en cours de palilim). De plus, l'interaction synergique
entre les métabolites phénoliqgues exacerbe la itéxdu benzéne puisque la production
d’especes réactives de I'oxygene induit des dommalgs cellules hématopoiétiques. Par
conséquent, la cytopénie périphérique induite eapbsition au benzene fait suite a I'atteinte
de ces cellules souches.

La sensibilité de la moelle osseuse au benzenergibé@tre due a un taux relativement
important de myélopéroxydases et autres péroxydasegymes impliquées dans le
métabolisme de cette substance, présentes a caun(®@2). Toutefois, le mécanisme par
lequel le benzéne induit une hématotoxicité n’ems pomplétement compris. Au niveau
moléculaire, celui-ci impliquerait la modulation Hexpression de génes cibles (tels que les
genes codant pour la cycline G1, la caspase 1& gehe suppresseur de tumeurs p53)

impliqués dans la régulation du cycle cellulaige réparation de I'’ADN et le stress oxydant
(99).

4. Valeurs toxicologiques de référence du benzéne poudes expositions par

inhalation.
Organisme (':\fl)itsht(r)L?cetigﬁ Effet critique Dose critique UF VTR
9 (BMD/NOAEL/LOAEL)
Exposition aigue
100
Reprotoxicité : ET%@EES%S%&BT 5 -10 : variabilité
OEHHA | NOAEL/FE diminution du j%urs consécutifs' interindividuelle 0.4
(1999) poids feetal. (Coateet al, 1984) -1_0 : varlaplllte ppm
interespéce
300
Immunotoxicité : LOAEL de 10,2 ppm -10 : utilisation du
diminution des | Exposition souris 6h/24, LOAEL
A(‘;g(??? LOAEL/FE lymphocytes 6 jours consécutifs -3 : variabilité 0'0%9
périphériques (Rozenet al, 1984). interespece PP
LOAEL ajusté au temps  -10 : variabilité
interindividuelle
Exposition intermédiaire
300
ImMmunotoxicité - LOAEL de 10 ppm -10 : utilisation du
altération de | Exposition souris, 6h/24 LOAEL
ATSDR NN 5J/7, 20 jours (Rosenthal -3 : variabilité 0,006
LOAEL/FE I'activité . R
(2007) cytotoxigue et al, 1987). interespece ppm
IVmphoc qaire LOAEL ajusté au temps -10 : variabilité
ymphocytaire. interindividuelle
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Organisme| Méthode de Effet critique Dose critique FE VTR
construction (BMD/NOAEL/LOAEL)
Exposition chronique
BMCLO0.25sd de 0.10
Immunotoxicité : ppm 10
ATSDR diminution des | Etude épidémiologique, e 0,003
(2007) BMCL/FE lymphocytes B. | 6,1 ans en moyenne (Lan _1.0 : Va“ap”'te ppm
et al, 2004) intraespéce
NOAEL ajusté au temps,
300
-3 : utilisation d'une
BMCL = 8.2 mg/m BMCL
ImMmunotoxicité - Etude épidémiologique, -1_0 : variabilité ,
US EPA BMCL/FE lymphopénie ' 6,3 ans en moyenne intraespéce 3x10
(2003) (Rothmaret al, 1996) - 3: extrapolation | mg/n?
BMCL ajusté au temps subchronique/
chronique
-3 : manque de
données
NOAEL de 0,53 ppm
étude épidémiologique, 10 0.02
OEHHA | NOAEL /FE | Hématotoxicité.| 8h/24,5j/7,1 a 20 ans -10 : variabilité '
(Tsaiet al, 1983) intraespéce ppm

NOAEL ajusté au temps
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Annexe 4 : Le trichloroéthylene

Le trichloroéthyléne appartient a la famille demposés organiques volatils. Cette substance
est un solvant incolore d'abord utilisé comme déoapll est actuellement employé comme
dégraissant, agent de nettoyage a sec et lors geothuction de peinture, de cires et de
pesticides. Cette substance est fréquemment ré&eocemme contaminant environnemental

dans I'eau du sol et l'air.

1. Toxicocinétique

Chez 'hnomme et chez le rat, I'absorption du tricbEthylene est rapide par voie respiratoire.
Le phénomeéne est saturable chez le rat. Plusi¢ude® chez 'hnomme apres exposition par
inhalation ont permis d'observer que le trichlolgééne, une fois dans la circulation
sanguine, était rapidement transporté vers diftérerganes tels que les poumons, le foie, les
reins et le systeme nerveux, ou il peut étre méib(l2, 24, 38).

Le trichloroéthyléne est majoritairement métabotia@s le foie aux doses inhalées cette chez
I’'hnomme : les principaux métabolites sont le traxbéthanol, I'acide urochloralique et I'acide
trichloroacétique. Le métabolisme du trichloroéémgd présente 2 voies principales :
I'oxydation en chloral et/ou en oxyde de trichldtgdéne par le systeme des cytochromes
p450 microsomal et la conjugaison au glutathionSedichlorovinylglutathion. En ce qui
concerne I'oxydation du trichloroéthyléne, qui gsantitativement la voie majoritaire de ce
métabolisme, le CYP2EL serait le plus impliqué.uira part, en présence d’eau, le chloral
forme I'hydrate de chloral qui est rapidement méliak en trichloroéthanol et en acide
trichloroacétique (12, 38). Le trichloroéthanol pégalement subir une glucuro-conjugaison.
Le métabolite alors formé peut passer dans la leitiom et subir le cycle entéro-hépatique.
Cette molécule est alors sécrétée dans la bilmesgortée jusqu’au niveau de l'intestin ou
elle pourra étre réabsorbée (24).

Suite a des expositions respiratoires au trichtbsdéne chez 'homme et I'animal, les
composés métabolisés sont principalement éliminés \wie urinaire. C'est le cas,
notamment, du trichloroéthanol et de I'acide trigbhcétique. Cependant, la voie respiratoire

est la voie d’élimination majoritaire du trichlotbglene sous forme inchangeée (12, 24).
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2. Effets sanitaires

Les principaux organes cibles du trichloroéthylehez I’'homme et I'animal sont le systeme
nerveux, le foie, le coeur et les reins : I'expositau trichloroéthylene par inhalation a été
associée a différents effets neurologiques chearithe. Dans le cas d’expositions aigués,
vertiges, céphalées et somnolences ont été obse(8g ainsi que des pertes de sensation
faciale et des difficultés d’ingestion (12). Dedets similaires ont été observés suite a des
expositions chroniqued.9). Les effets neurologiques observés chez I'animatl semblables

a ceux mis en évidence chez 'homme : une expositiique chez le rat peut induire une
dépression du systéme nerveux central qui se tragar des troubles d’ordre
comportementaux (37). Des études de courte durédesa concentrations élevées de
trichloroéthylene ont permis de mettre en évidathe® effets sur le nerf trijumeau et la perte
d'audition (12). Le méme type d’'effets est obsdoré d’expositions animales plus longues
(17). Les expositions respiratoires aigués ou dhrms au trichloroéthyléne induisent par
ailleurs des modifications biochimiques au niveausgisteme nerveux central chez I'animal
(12).

3. Mécanisme d’action

Le métabolisme joue un réle important dans la it&idu trichloroéthyléne car plusieurs de
ses métabolites présentent eux-mémes une toxieitetnécanisme toxique de cette substance
au niveau du systéme nerveux central est trés ovahwc Il pourrait faire intervenir des
interactions entre le trichloroéthyléne et les meambs neuronales (12). La neurotoxicité des
composeés organiques volatils est bien connue ets@stent associée a leur capacité a
perturber la fluidité de la membrane plasmique delfules neuronales. L’altération des
fonctions de la rétine a été associée a des matidits de I'électrorétinogramme chez le
lapin suite a l'injection de trichloroéthyléne et¢sdauteurs ont observé une modification de
potentiel évoqué visuel pouvant étre induite pag arposition respiratoire a cette molécule
(12). Le trichloroéthyléne est également capablepdeurber les fonctions des canaux
calciques voltages dépendairtsvitro sur une lignée cellulaire utilisée comme modélarpo
étudier les neurotoxiques (77). Ces canaux sontiqods dans la régulation de fonctions
neuronales importantes telles que la libérationndearotransmetteurs. Il est connu que
certaines régions transmembranaires de ces capatxgpliquées dans leur inactivation. On

peut donc émettre I'hypothése selon laquelle cegomé transmembranaires seraient
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impliquées dans le mécanisme d’action toxique idhlbroéthyléne qui agirait en altérant des

courants calciques neuronaux.

4. Valeurs toxicologiques de référence du trichloroétylene pour des expositions par

inhalation.
Organisme (':gig?g;igﬁ Effet critique Dose critique UF VTR
q (BMD/NOAEL/LOAEL)
Exposition aigue
Neurotoxicité : LOAEL de 200 ppm 30
ATSDR effets ' Exposition humaine -10 : utilisation du
LOAEL/FE : 7h/24, 5 jours consécultifs LOAEL 2 ppm
(1997) neurologiques L
subiectifs (Stewart et al. 1970). -3 : variabilité
) LOAEL ajusté au temps  interindividuelle
Exposition intermédiaire
300
LOAEL de 50 ppm P
Neurotoxicité : Exposition rat, 8h/24, 10 'tjct)”"a\sélt_'on du
ATSDR LOAEL/FE trouble du 5j/7, 6 semaines .3 - variabilité 0.1
(1997) sommeil, (Arito et al. 1994). iﬁteres ace ppm
somnolence. LOAEL ajusté au temps ) pece
-10 : variabilité
interindividuelle
Exposition chronique
Neurotocixité : . LOAI,EL. d? 3.2 ppm 100
étude épidémiologique, L
Somnolence, 8h/24. 51/7 8 ans -10 : utilisation du 0.1
OEHHA | LOAEL /FE céphalée, U LOAEL '
irritation (Vandervort et Polnkoff, -10 : variabilité ppm
oculaire, fatigue 1973) int-raespéce

LOAEL ajusté au temps

66




