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RESUME

Le toluéne (TOL), le n-hexane (HEX), le cyclohexane (CHX) et I’isooctane (ISO) sont des
composés organiques volatils (COVs) omniprésents dans lex milieux industriels et
résidentiels. L exposition aux mélanges souléve de nombreuses interrogations en regard des
possibilités d’interaction. L’ inhibition métabolique étant le mécanisme d’interaction le plus
plausible, pourrait aboutir a une augmentation de leur concentration interne et donc de leur
toxicité. L objectif de cette étude était de caractériser les interactions métaboliques entre le
TOL, I’HEX, le CHX et I’'ISO, en utilisant les préparations microsomiales de foie de rat.
Nous avons donc étudié le potentiel d’inhibition du métabolisme du TOL par HEX, CHX et
ISO, aussi bien que I'inhibition du métabolisme du HEX par TOL, CHX et ISO. Initialement,
la mesure du coefficient de partage milieu : air (Pm :air) a aussi été faite pour permettre une
estimation des concentrations des inhibiteurs et des substrats dans le milieu d’incubation
(CHX:0,23ISO: 0,21, TOL : 2,35 et HEX : 0,04). Aussi en mesurant le taux de disparition
des substrats par chromatographie en phase gazeuse apres des incubations de 45 min. pour
TOL et de 4 min. pour HEX, le taux de métabolisme a été déterminé pour ces 2 composés
incubés individuellement ou en présences (i?faﬁes COVs. Les résultats suggerent que le
métabolisme du TOL est inhibé de fagon coipétitive par HEX et de fagon incompétitive par
CHX et ISO (Ki égale respectivement 0,49, 1,84 et 1,798 uM). L’inhibition de HEX par TOI
est de type mixte (Ki =4,5339 uM), alors que le CHX et I'ISO agissent sur le métabolisme de
I’HEX par inhibition compétitive (Ki respectif de 0,75 et 1,54 uM). Ces données in vitro sur
les interactions métaboliques pourront étre intégrées dans un modéle pharmacocinétique a
base physiologique (PBPK) pour prédire la dose interne résultant d’une exposition a ces
mélanges chimiques.

Mots-clés : toluéne, hexane, cyclohexane, isooctane, métabolisme in vitro



INTRODUCTION GENERALE

Les humains sont exposés directement ou indirectement et de fagon quotidienne a des
contaminants environnementaux d’origines diverses, (toxines végétales et animales, dérivés
des combustibles domestiques et industriels, solvants, colorants, etc.). Ces substances sont
susceptibles de présenter un risque de toxicité, soit en raison de leurs propriétés physico-
chimiques ou en raison de leur réactivité chimique. Compte tenu de la grande diversité de ces
xénobiotiques, les étres vivants doivent donc disposer d’un ensemble diversifi¢ d’enzymes

permettant leur détoxication ou facilitant leur élimination.

Les composés organiques volatil/;/(go/\/s) font partie de ces polluants de I’environnement
qui, par leur volatilité, ont la fatulté de s’évaporer de leur milieu d’émission pour se retrouver
ultérieurement dans I’organisme. Une fois absorbés, ils se distribuent dans différents tissus du
corps dont le foie ou se déroulent les réactions de biotransformation majoritairement
catalysées par des cytochromes P450. Ces réactions s’inscrivent dans un processus de

détoxication évitant I’accumulation de substances potentiellement toxiques dans I’organisme.

L’exposition aux contaminants implique trés souvent plus qu’une substance, et quoique que
nous connaissions bien les profils toxicologiques et toxicocinétiques de plusieurs
contaminants industriels, nos connaissances demeurent cependant fort limitées en ce qui a
trait aux conséquences pouvant découler d’expositions concomitantes. De telles expositions
sont susceptibles de mener & des interférences toxicocinétiques. Ces interférences peuvent
modifier sensiblement le processus de détoxication des substances impliquées et

conséquemment, le risque toxique qui s’y rattache.

Toutefois, en général, les auteurs s’accordent a dire que I’inhibition métabolique représente le
mécanisme principal a I'origine de la plupart des interactions toxicocinétiques (Tardif et

al.1997). Dans une revue étendue de la littérature, Krishnan et Brodeur (1991) ont relevé
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qu’une vaste majorité des interactions toxicocinétiques résultait des interactions métaboliques
{c.-a-d., inductions ou inhibitions de la biotransformation) causées par certains composants
des mélanges. De telles interactions peuvent causer une modulation de la dose tissulaire en
produits chimiques menant ainsi & une modification du risque de toxicité des composants du
mélange. Prenant comme exemple I’HEX, les observations expérimentales et cliniques ont
suggéré que la neurotoxicité de I'HEX pourrait €tre augmentée par |’administration
simultanée d’autres solvants, et le TOL en est un (Perbellini er al. 1982, lwata et al. 1983,

Xiaozhong et al. (1998).

Dans le présent projet, nous avons tenté d’investiguer les interactions métaboliques et plus
particuli¢rement la possibilité d’une inhibition métabolique entre quatre composés organiques

volatils : le toluéne (TOL), I’hexane (HEX), le cyclohexane (CHX) et I’isooctane (ISO).

e



CHAPITREI

COMPOSE A IL’ETUDE

Le TOL, 'HEX, I'lSO et le CHX sont des composés organiques volatils (COVs). Ces
hydrocarbures ont un faible poids moléculaire et des caractéristiques physicochimiques plus
ou moins similaires. Ils ont la propriété commune de se volatiliser rapidement a température
ambiante. Ils pgevent se trouver dans plusieurs types de matériaux et produits de rénovation.
Leur plus laéf’:;isation émane de P’industrie des peintures et des revétements. Viennent
ensuite le.s adhésifs, les encres d’imprimerie et les nettoyants industriels des métaux.

Précisons qu’une quantité importante peut s’évaporer dans le cadre de leur utilisation.



1.1. n-Hexane

I.1.[. Caractéristiques physicochimiques

L’ HEX est un hydrocarbure saturé de la famille des alcanes, constitué de six atomes de

carbone. C’est un liquide incolore, trés volatil, ayant une odeur d’hydrocarbures semblable a

celle des carburants (TINRS 2008a) il est pratiquement insoluble dans ’eau (environ 9,5 mg/!

425°C), ses principales caractéristiques physicochimiques sont décrites dans le tableau 1.1.

I Tableau 1.1 Principales caractéristiques physicochimiques de 'HEX®

%ﬁctéristiques 1 Hexane ]
" CAS ] 110-54-3 T

Formule chimique CeHs {

Masse molaire Es,n

Densité 0,659 g/ml

Apparence Liquide incolore ayant une odeur de

carburants

 E— |

Eoint de fusion 1 -94.3 °C

Eoint d’autoinflammation 225°C

rSolubilité dans I'eau 9,5mg/l (225°C)

Tension de vapeur

150 mm Hg (2 25°C)

Log du Kow

Bw

® valeurs tirées de PUSEPA (2005b) et de 'INRS (2010)

-} Mis en forme : Gauche : 4

c¢m, Droite : 3 cm, Haut: 4
cm, Bas : 3 cm, Largeur :
21.59 c¢m, Hauteur : 27.94
cm, Distance de t'en-téte par

rapport au bord :

Distance du bas de page par

rapport au bord :

3cem,

125 cm



1.1.2. Sources d’exposition

L’HEX est un solvant ubiquitaire largement utilisé¢ dans [’industrie chimique et alimentaire,
sous forme pure ou comme composant de mélanges commerciaux. Il est utilisé dans
Pextraction des huiles végétales, dans la fabrication des polyoléfines, des caoutchoucs
synthétiques et des produits pharmaceutiques. Il fait partie de la formulation de divers
produits, notamment les colles, les peintures et les encres d’imprimerie. Hautement purifié,
PHEX peut étre utilis¢é comme phase mobile dans les séparations chromatographiques
(USEPA 2005b).

1.1.3. Toxicocinétique

1.1.3.1. Absorption

Compte tenu de sa grande volatilité, 'HEX est absorbé essentiellement par la voie
respiratoire. Mutti et a/. (1984) ont mesuré I’HEX dans l'air inhalé et expiré de 10 travailleurs
qui ont I'habitude d'inhaler des vapeurs de solvants pendant leur quart de travail dans une

usine de chaussures, Les auteurs ont énoncé que le taux d'absorption était d’environ 17%..

D'autres preuves d'absorption aprés une exposition par inhalation de ’HEX ont été mises en
évidence par la présence de métabolites de ’'HEX dans les urines. Veulemans et al. (1982)
ont étudié¢ l'absorption respiratoire et I'élimination de I’HEX chez des volontaires sains de
sexe masculin. Les sujets ont été exposés au repos a 360 ou 720 mg/m3 (102 ou 204 ppm) et
[’air inspiré et expiré a été contr6lé et des échantillons de sang ont été recueillis. Les auteurs
ont signalé qu’au repos, environ 22 & 24% de I’hexane inhalé est absorbé par les poumons, ce

taux augmentant avec l'augmentation de l'activité physique.
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L’HEX. peut aussi étre absorbé par la voie orale (Baelum et a/.1998; Ono et al, 1981,
Krasavage et al, 1980), ou par la voie cutanée. Cependant, cette derniére mesurée in vitro sur

la peau humaine est faible (0,83pg.cm*/h) (INRS 2008)

1.1.3.2. Distribution

L’HEX est absorbé rapidement par les poumons et distribué largement dans le corps vers
divers organes entre autre les poumons, le cerveau, les reins, le tissu adipeux et le foie qui est
le site majeur du métabolisme. Des études chez [’humain (Perbellini et al. 1985) et chez le rat
(Gargas et al.1989) ont rapporté des coefficients de partage tissus :air semblables entre les

deux espéces (Tableau | 2).

Tableau 1.2 Coefficients de partage tissu : air de ’HEX chez I’humain et chez le rat

Tissu Coefficient de partage
Rat* Humain ®
muscle 5,0 2,9
foie 5.2 52
graisse 104 159

? Perbellini et al 1985
® Gargas et al 1989

1.1.3.3 Métabolisme

L’HEX est principalement métabolis¢ dans le foie. Deux voies de métabolisme sont mises en
jeu (Figure 1.1): une bioactivation en 2-hexanol, et une détoxication en 1- ou 3-hexanol,

toutes les deux catalysées par les cytochromes P450 (CYP). Deux isozymes sont impliqués
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dans la conversion de I'HEX en ses produits métaboliques: le CYP 2EI et le CYP 2B1.
Plusieurs groupes de recherche ont démontré dans leurs études in vivo que le CYP 2E1 est
impliqué dans la biotransformation de 'HEX en 2, 5-hexanedione (Iba et al. 2000; Nakajima
etal 1991). Des études in vitro menées par Toftgard ef al. (1986) et Crosbie e al. (1997) ont
indiqué Pimplication du CYP 2Bl dans [’hydroxylation de I'HEX en trois métabolites

intermédiaires : 2-, 3-, et 1-hexanol.

1.1.3.4. Elimination

Chez ’homme, une partie de PHEX absorbé (jusqu’a 10%) (Muti et al. 1984) est éliminée
sous forme inchangée dans ’air expiré. Cette élimination est rapide et biphasique. La demi-
vie d’excrétion des métabolites urinaires est de 13 4 14h (Perbellini et al.1981, 1986).
Plusieurs études menées chez des volontaires humains ou des travailleurs exposés a4 'HEX
(Saito et al. 1991; Cardona et al. 19.93; Mayan et al. 2001 et Dos Santos et al. 2002) ont
révélé une augmentation significative du 2,5-hexanedione dans les urines durant I’exposition,
ainsi que durant les quelques heures qui ont suivi. Chez I’animal, Bus et al. (1982) ont
remarqué que des rats exposés au '*C.hexane éliminent plus de 50% du carbone par

expiration sous forme de *CO, ou par excrétion urinaire.

1.1.4. Toxicité

La toxicité aigue de 'HEX est relativemeﬁt faible. Il est un dépresseur du systéme nerveux
central (SNC), ainsi qu’un irritant respiratoire et cutanée. L’exposition répétée ou a long
terme a I’'HEX peut induire une irritation respiratoire, des atteintes pulmonaires et des lésions
testiculaires, ainsi qu’une neuropathie périphérique qui peut progresser vers la paralysie et
éventuellement une quadriplégie. La valeur limite d’exposition professionnelle aux Etats -

Unies est de 50 ppm (INRS 2008).



1.2. Toluéne

1.2.1. caractéristiques physicochimiques

Le TOL est un hydrocarbure aromatique sous forme d'un liquide transparent d’odeur
caractéristique doucedtre rappelant celle des dissolvants de peinture. {l est moyennement
soluble dans ’eau (590 mg/l 2 25°C) et miscible a de nombreux solvants organiques (acétone,
chloroforme, ethanol). 11 est aussi un excellent solvant naturel ou de synthése (huiles,
graisses, résines). Ses principales caractéristiques physicochimiques sont décrites dans le

tableau 1.3.
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Figure 1. 1 Voies métaboliques de I’hexane USEPA (2005b)




1.2.2. Sources d’exposition

Le TOL est l'un des solvants organiques industriels les plus populaires. Faisant partie
intégrante de la composition de la gazoline, il est aussi un ingrédient des diluants et un
intermédiaire de synthése de plusieurs produits chimiques (Fishbein 1985). On le retrouve
dans de nombreux produits pétroliers. 1l est aussi un composant intégral des vernis, encres
d’imprimerie, colles, cires et solvants pour peintures. Par ailleurs, le TOL est utilisé comme

solvant d’extraction dans I’industrie cosmétique et pharmaceutique (ATSDR 2000).

1.2.3. Toxicocinétique

1.2.3.1. Absorption /

Chez I’homme et 'animal, I’absorption pulmonaire du TOL est rapide. [l apparait dans le
sang aprés 10 a 15 minutes d’exposition, avec une forte corrélation entre la concentration
alvéolaire et la concentration sanguine. Le taux d’absorption est fortement influencé par le

taux de ventilation pulmonaire (INRS 2008b)

Le TOL est absorbé complétement par le tractus gastro-intestinal de "homme et du rat
(ATSDR 2000), tandis qu’il est absorbé lentement & travers la peau humaine (14 a 23 mg/cm’
/h) avec des variations individuelles importantes. Chez [animal, le taux de pénétration
cutanée est faible pour le toluéne liquide et pratiquement inexistant pour la forme vapeur

(INRS 2008b).



l Tableau 1.3 Principales caractéristiques physicochimiques du TOL®

11

Bractéristiques 1 Toluéne J
CAS 108-88-3

B
Formule chimique BHsCI’h
Masse molaire 92,14 1
—
Densité 0,865 g/ml
Apparence Liquide incolore ayant une odeur

aromatique

Point de fusion

-95°C /

|

1

Point d’autoinflammation

v
535°C

Solubilité dans I’eau

ERE

590 mg/l (2 25°C)

Tension de vapeur

28,4 mm Hg (4 25°C)

Log du Kow

2,72

* valeurs tirées de 'USEPA 2005 et de 'INRS 2008b

1.2.3.2. Distribution

Une fois absorbé, le TOL sera acheminé par la circulation sanguine vers divers organes et

tissus. Il se distribue dans les tissus riches en lipides et fortement vascularisés comme le

cerveau, en particulier la matiére blanche, la moelle osseuse, la moelle épiniére, le foie, le

tissu adipeux et les reins. Sa concentration dans le cerveau semble plus importante que dans

le sang. Le tissu adipeux joue le rdle de réservoir pour cette substance (INRS 2008b; USEPA

2005a).
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1.2.3.3. Meétabolisme

La voie principale du métabolisme du TOL (figure 1.2 ) est ’hydroxylation par des isozymes
du cytochrome P450, principalement le CYP 2E1 et trés faiblement le CYP 2B6, le CYP2C8
et le CYP1A2, donnant le benzyl alcool. Ce métabolite conduit, suite a une oxydation, a la
formation d’acide benzoique qui par conjugaison avec la glycine formera I’acide hippurique,
le plus important métabolite du toluéne. Il y a aussi une voie mineure impliquant une
époxydation par les CYP 1A2, CYP 2E! et CYP 2B6 suivie d’une conjugaison menant 2 la
formation de I’ortho et para-crésol et une troisiéme voie, qui est celle de la conjugaison au

glutathion donnant I’acide S- benzyl mercapturique (USEPA 2005a).

1.2.3.4. Elimination

Chez I’homme comme chez I’animal, le TOL est éliminé dans [’air expiré sous forme
inchangée (10-20 %) (INRS 2008b). Cependant la grande majorité (80 %) est éliminée dans
les urines sous forme de métabolites, tels que [’acide hippurique (60-70 %), le
benzoylglucuronide (10-20 %), des acides mercapturiques ou crésols conjugués, (Lof et al.,

1990, 1993; Turkall et al., 1991; Tardif et al., 1992, 1998).

1.2.4. Toxicité

Le TOL a une faible toxicité aigug, sa cible premiére est le SNC. Il est irritant pour la peau,
les yeux et le systéme respiratoire. En exposition prolongée ou répétée, le TOL provoque,
chez le rat et la souris, une augmentation du poids de nombreux organes, des lésions
histopathologiques dans le foie ont été remarquées suite a une hypertrophie
hépatocellulaire, survenant a des doses supérieures a 1786 mg/kg par jour ('USEPA
2003). L’inhalation des vapeurs de toluéne provoque aussi une modification du taux de

neurotransmetteurs, une neurotoxicité au niveau de I’hippocampe, du cervelet et une perte
auditive (INRS2008b).



13

OH OH OH
> f e, @\ O
Z CH,

Toluéne O-crésol m-crésol p-cresol

(0) | /

Alcool benzylique

. Glycine <
O [E )'"\‘:_.‘__f J/H'\ e _,0“
Nl & (T

H —— r o
S
Benzaldehyde . Acide benzoique Acide hippurique

Figure 1.2 Voies métaboliques du toluéne. Tiré de Pierce et al. (2002)



1.3. Cyclohexane

1.3.1. Caractéristiques physicochimiques

Aussi nommé hexahydrobenzeéne, hexaméthyléne et hexanaphténe, le CHX est un

hydrocarbure cyclique saturé de la famille des cycloalcanes. On le retrouve sous la forme

d’un liquide incolore qui est pratiquement insoluble dans I’eau mais soluble dans I’alcool,

I’éther et ’acétone. Il est stable dans les conditions normales d’utilisations. Toutefois, il peut

réagir violemment avec les oxydants puissants (risques d’incendie et d’explosion). Ses

principales caractéristiques physicochimiques sont décrites dans le tableau 1.4.

Tableau 1.4 Principales caractéristiques physicochimiques du CHX®

L"’(S'clohexane

Caractéristiques /

CAS ' 110-82-7
Formule chimique CsH,,
Masse molaire 84,2

Densité

0,778 g/ml a 20°C

Apparence

Liquide transparent ayant une odeur de
solvants

Point de fusion

7°C

Point d’autoinflammation

245-260 °C

Solubilité dans I’eau

55 mg/l (225°C)

Tension de vapeur

97 mm Hg (2 25°C)

Log du Kow

3,44

* valeurs tirées de 'USEPA 2003 et de I’INRS 2010



1.3.2. Sources d’exposition

Le CHX est en premier lieu utilisé dans la fabrication du nylon. On le retrouve dans les
solvants, les insecticides et dans les piastifiants (Kavaler 1998). Ii est présent dans toutes fes
formes de pétrole brut a des concentrations s’étendant de 0,1 4 1 %. C’est un des composants
de la gazoline (Eastman et Mears 1995) et il est aussi couramment utilisé comme adhésif

dans les usines a chaussures (L. Perbellini et F. Brugnone. 1980).

1.3.3. Toxicocinétique

1.3.3.1. Absorption

Le CHX est absorbé en ga‘z{é{t/otalité par voie orale ou par inhalation (USEPA 2005, INRS
2010). On peut estimer' 3 5% I’absorption du cyclohexane mis en contact avec la peau (INRS
2010). Ce pourcentage d’absorption cutanée varie en fonction de la concentration de la

substance

1.3.3.2. Distribution

Perbellini et al. (1985) et Gargas et al. (1989) ont utilisé différentes méthodes expérimentales
pour déterminer les coefficients de partage tissus :air, saline :air, sang :air et huile: air pour le
CHX chez des cadavres humains et rats (tableau 1.5). Le CHX se partitionne

préférentiellement dans les tissus riches en lipides tels que les graisses, le foie et le cerveau.



1.3.3.3. Métabolisme

La voie principale de métabolisme du CHX est hépatique faisant intervenir certaines enzymes
des cytochromes P450. A ce jour, aucune étude ne semble avoir déterminé quelles
isoenzymes sont spécifiquement impliquées dans son métabolisme. Des études métaboliques
(USEPA 2003) utilisant le syst¢éme microsomial (monooxidases) du foie confirment
I’hydroxylation du cyclohexane en cyclohexanol qui est le métabolite primaire du CHX. Ce
métabolite est oxydé en cyclohexanone ou hydroxylé en 1,2 cyclohexanediol ou en 1,4-
cyclohexanediol (Figure 1.3). La répartition entre ces différents métabolites et les éventuelles
glucurono ou sulfo-conjugaisons dépend de la dose administrée et de [’espéce considérée. Les
données existantes sur le métabolisme du CHX demeurent tout de méme insuffisantes chez

I'animal et incomplétes chez les humains (USEPA, 2003).

Tableau 1. 5 ;:é,ao/efﬁcients de partages tissu :air, sang :air, saline :air et huile :air du CHX

Tissu /sixbstance Perbellini et al. (1985)" | Gargas et al. (1989)

Psaline :air | seemeeee- < 0,01 (approximativement)
| P sang :air 1,3x0,1 1,41 £ 0,14 (humain)

1,39 £ 0,09 (rat)

P poumon :air [2,7 + 0,1 l ---------

P coeur :air t5,8 + 1,0 ] ---------

P rein :air 72+1,0 } ---------

P foie :air 10,8£0,9 7,88 + 0,59 (rat) T

P cerveau :air 10,714 | e T
muscle ;air 10,5+0.7 1,03 £ 0,17 (rat) j
] P graisses :air 260+ 11,0 235 £ 4 (rat)
@uile d’olive :air 293 + 11,0 293 %2

* Analyse réalisée sur des tissus de deux cadavres humains agés de 30 et 40ans

décédés d’un arrét cardiaque.
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Figure 1.3 Voies métaboliques du cyclohexane. Tiré de Perbeliini.L et Brugnone.F. (1980)



13.3.4 Elimination.

L'élimination du CHX est essentiellement pulmonaire, sous forme inchangée ou aprés
métabolisation complete, sous forme de CO, Le passage dans le lait maternel est également

possible (INRS 2010).

1.3.4. Toxicité

Le CHX est d’une toxicité modérée, sa cible premiére est le SNC. A des doses assez élevées,
cefte toxicité se manifeste par des troubles neurocomportementaux (difficulté de
concentrations, tremblement, vertiges, pertes de conscience et nausées) (USEPA 2003, INRS

2010). La substance est dépourvue d’effets mutagénes, cancérogenes ou de toxicité sur la

//reproduction (USEPA 2003, INRS 2010).

1.4. Isooctane

1.4.1. Caractéristiques physicochimiques
Le 2, 2 4-triméthylpentane, ou ISO, est un hydrocarbure a chaine ramifiée de formule brute
CsHig. C’est un liquide transparent avec une odeur de gazoline. Ses principales
caractéristiques physicochimiques sont décrites dans le tableau 1.6.
1.4.2. Sources d’exposition
L’1SO est l'un des deux composés chimiques utilisés dans I'établissement de l'indice d'octane

de la gazoline reflétant la qualité de l'essence.’ll est libéré dans I’environnement par les

manufactures utilisant et disposant de produits associés a ["industrie pétroliére. Les véhicules



19

a moteur sont une importante source d’émission d'ISO atmosphérique. Ainsi, la voie
d’exposition la plus probable est par inhalation (USEPA 2007).

1.4.3. Toxicocinétique

1.4.3.1. Absorption

Dahl et al (1989) ont étudié I’absorption de I’ISO par inhalation, chez des rats males F344

exposés a de faibles (0,79 ppm) et de hautes (385 ppm) concentrations de ['ISO.

Approximativement 7 a 12 % de la substance inspirée est absorbée par les parois alvéolaires.

Tableau 1. 6 Principales caractéristiques physicochimiques de ’ISO?

T Caractéristiques Lisooctane }
X CAS 540-84-1

Formule chimique LCSHIS J

Masse molaire 114,23

Densité 0,69

Apparence Liquide transparent.avec odeur de gazoline

Point de fusion -107°C

|

Point d’autoinflammation 417°C

Solubilité dans I’ean 2,4 g/ml
| L

LTension de vapeur TS,I KPa 420 °C

*Valeurs tirées de USEPA 2007 et de INRS 2004
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1.4.3.2. Distribution

Des travaux de Kloss et al (1986) ont rapporté la distribution de I'ISO radiomarqué. La
majorité de la radioactivité a été repérée dans les reins et une infime partie dans le foie et les
graisses. Ces travaux ont été reproduits par Charbonneau et al. (1987) qui ont observé des
pics de concentration dans les reins et le foie. Cela dit, I'ISO est donc majoritairement

distribué dans les reins, en premier liey, et le foie en second rang.

1.4.3.3. Métabolisme

Peu nombreuses sont les études qui ont investigué le métabolisme de 1’ISO. Communément
aux autres hydrocarbures, ’ISO est métabolis€ par le systéme des cytochromes P450 en
alcools aliphatiques qui sont convertis ensuite en aldéhydes par des alcool déshydrogénases
(Jakoby, 1982). L’analyse qualitative dés urines provenant des rats traités par I’ISO a montré
que ce composé est biotransformé par une oxydation conduisant aux triméthyl pentanols

ramifiés, ainsi qu’aux acides pentanotques et hydroxypentanoiques (Olson et a/ 1985).

Charbonneau et al. (1987) ont mis en évidence les voies métaboliques de 'ISO aprés une
administration orale de la substance radiomarquée au C'* chez des rats F344 males et
femelles. L’identification et la quantification des métabolites urinaires dans cette étude ont
démontré que les rats des deux sexes métabolisent I’ISO via la méme voie oxydative avec le
méme taux. Cependant, le 2, 4, 4-triméthyl-2-pentano! était le métabolite majeur présent dans
les reins du rat male, alors qu’il est absént chez la femelle. Les principaux métabolites
identifiés sont les triméthyl pentanols, ainsi que les acides pentanoiques et

hydroxypentanoiques (Figure 1.4)
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1.43.4. Elimination .

Kloss ef al (1986) ont étudié ’élimination de I’ISO radiomarqué chez les rats F344. La
majorité de la radioactivité a été récupérée dans I'urine (67% pour les méles, 50% pour les

femelles) et dans l'air exhalé (43% pour les miles, 49% pour les femelles) (USEPA 2007).

|.4.4., Toxicité

Aucune étude épidémiologique, rapports de cas ou études cliniques n’ont été rapportés chez
[’humain (USEPA 2007). Cependant une récente étude de Boys et al. (2010) a démontré une
atteinte du systéme nerveux central chez des rats méles Long—Evans exposés par inhalation &

500 et 1000 ppm pendant 60 min.
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Figure 1. 4 Voies-métaboliques de P’ISO. Tiré de Charbonneau et al. (1987)



CHAPITRE II

L’ETAT ACTUEL DES CONNAISSACES

Comme on a pu le voir, ci dessus, les quatre composés étudiés peuvent étre présents dans
notre environnement de travail et/ou résidentiel (utilisés dans les matériaux d’isolation). Ils
sont potentiellement toxiques et présentent un risque pour la santé humaine. Il importe donc
de les considérer en mélanges et de vérifier la possibilité d’interactions entre ces substances.
Plusieurs travaux faits pendant les deux derniéres décennies ont réussi a franchir;:};ndes

étapes dans I’étude des mélanges.

Perbellini et son €quipe ont étudi€ un aspect important du métabolisme de I' HEX qui n’était
pas pris en considération auparavant (Perbellini es al. 1982). lls ont démontré que le TOL,
souvent en mélange avec P’HEX, interagit avec son métabolisme. Les interactions
métaboliques entre ’HEX et le TOL ont été étudiées in vivo et in vitro. Une étude in vivo a
été effectuée sur I’élimination urinaire des métabolites de I'HEX et du TOL chez des rats
exposés aux deux solvants séparément et en combinaisor; (Perbellini et al. 1982). Celle-ci a
démontré une diminution significative de I’excrétion urinaire des métabolites de I’ HEX chez
les rats traités par le mélange binaire (HEX; TOL) comparativement & ceux soumis a un
traitement 3 PHEX uniquement. Les données expérimentales ont suggéré qu’il y a une
inhibition non compétitive entre I"'HEX et le TOL. Les observations ainsi recueillies, autant
in vivo qu’in vitro, convergent vers la méme conclusion: que le TOL interfere

considérablement avec la biotransformation de ' HEX.

En 1998, Xiaozhong et al. (1998) ont évalué les interactions métaboliques entre le HEX et le

TOL, mais cette fois-ci, chez des volontaires humains. Ils ont aussi €tabli un modéle PBPK
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(physiologically based pharmacokinetic) pour ce genre d’interactions. Le modéle PBPK pour
la co-exposition binaire a été établi initialement par validation et amélioration des modeles
PBPK du TOL et de 'HEX préexistants dans la littérature. Ensuite ils ont |ié ces deux
modéles au niveau du métabolisme hépatique, en supposant que le TOL exerce une inhibition
non compétitive sur celui de 'HEX et les paramétres métaboliques utilisés pour la simulation
ont été tirés de la littérature (Johanson G. 1986, Davis et al. 1981, Perbellini et al. 1985,
Perbellini et al. 1990, Fiserova — Bergerova et al. 1992, Gargas et al. 1989). Ceci a permis de
simuler adéquatement les expositions suivantes: i) co-exposition continue & I"'HEX et au TOL
(50 ppm chacun) pour une durée de 8 heures; ii) quatre co-expositions d’une heure & ’'HEX
et au TOL (100 ppm chacun) durant une journée; iii) deux co-expositions d’une heure a
I’'HEX et au TOL (200 ppm chacun) sur une période de 24 h. Les résultats ont démontré que
les excrétions urinaires du 2,5-hexanedione (2,5-HD), qui est un métabolite de HEX étaient
remarquablement différentes pour les différents scénarios d’exposition. [lIs ont noté une
diminution respective de 17%, 40% et 67% dans les scénarios d’exposigietr (i), (ii) et (iii)
comparativement a une exposition unique a 'HEX. Iwata et al. (1983) gﬁ:\;ussi intéressés
aux interactions pouvant survenir entre I'HEX et le TOL. Hs. ont remarqué que la
concentration totale des métabolites de 'HEX dans les urines des rats Wistar exposés par
inhalation 2 un mélange d’HEX et de TOL diminuent d’un facteur de 6 par rapport a la valeur

contrdle.

Plusieurs études ont démontré que la présence d’autres composés chimiques peut affecter le
métabolisme de 'HEX. Van Engelen et al. (1997) ont examiné l'effet d'une coexposition au
méthyle éthyle cétone (MEK) sur la toxicocinétique de HEX chez des volontaires humains.
Iis. ont ainsi décelé une diminution de la concentration du 2,5 HD dans le sérum tandis que le
taux de I’'HEX exhalé n'avait pas changé. Les auteurs ont suggéré que le MEK inhibe une-des
étapes intermédiaires de la conversion du HEX en 2,5-HD. L’effet du MEK sur le
métabolisme de 'HEX a été investigué par d'autres groupes de recherche (Robertson et al.
1989; Shibata et a/. 1990a, 1990b). Ces groupes ont remarqué que le niveau des métabolites
libres et conjugués de P"HEX diminuait dans le sérum sanguin des rats exposés a I'HEX

lorsqu’il y a coexposition avec du MEK.
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Une analyse de la littérature scientifique nous améne donc a conclure que le risque évalué par
rapport a |’exposition & un composé chimique peut étre différent s’il se retrouve seul ou en
mélange. Etant donné la multitude de composés toxiques présents dans notre environnement,

I’exposition aux mélanges est plutdt la norme que 1’exception.

Compte tenu de la grande complexité des mélanges auxquels ’étre humain est exposé, la
communauté scientifique est maintenant intéressée aux risques potentiels pouvant découler de
l'exposition a une multitude de composés nocifs. L’étude du devenir métabolique des
composés organiques volatils présents dans des mélanges complexes est I’enjeu de plusieurs

recherches dans le domaine de I’évaluation de risque.

Une étape importante de 1’évaluation du risque toxicologique est I’estimation de 1'exposition.
Etant donné que les interactions toxicocinétiques pouvant survenjztors d’une exposition a des
mélanges de contaminants influencent les concentrationsgriu):mes et tissulaires de ces
composés dans les organes cibles (exposition interne), il est important d’utiliser des méthodes
permettant de mieux estimer ces niveaux d’exposition. Plusieurs travaux de recherches ont
démontré que Dutilisation de la modélisation pharmacocinétique a base physiologique
(PBPK) permettrait de combler ce besoin (Tardif et al. 1997; Haddad et al 1999, 2000;
Krishnan et al. 2002).
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CHAPITRE III

MODELISATION PHARMACOCINETIQUE A BASE
PHYSIOLOGIQUE (PBPK) ET INTERACTIONS

Les interactions toxicocinétiques entre composés chimiques peuvent étre décrites
quantitativement avec la modélisation PBPK qui intégre les déterminants mécanistiques de
I’absorption, la distribution, la biotransformation et I’excrétion d’un xénobiotique et permet
de prédire les altérations de la dose tissulaire pour diffgrentes situations d’exposition. Dans ce
type de modele, le corps est divisé en un nombry/di:i%r:partiments tissulaires, dont chacun
est défini par un volume approprié, un débit sanguin et des caractéristiques de solubilité. Le
compartiment peut représenter un simple tissu ou un groupement de plusieurs tissus qui ont
un débit sanguin et des caractéristiques de solubilité similaires (Krishnan et a/. 2001) (Figure
1.5). Ces modeles PBPK permettent de décrire le cheminement d’un contaminant dans
P’organisme et de calculer la concentration d’un agent chimique dans tous les compartiments
de V'organisme & tout moment apreés le début d’une exposition et pour tout scénario
d’exposition. IIs représentent donc de puissants outils d’étude et de prédiction des effets d’un

ensemble de facteurs sur le profil toxicocinétique des contaminants (Tardif et al. 1997).

A laide de modéles PBPK, Haddad et al. (2000) ont réussi 2 prédire et valider I’impact
maximal des interactions métaboliques sur le profil de la concentration sanguine pour chaque
composé dans des mélanges de COVs (Haddad ef al. 2000). Ils ont étudié un mélange de 10
produits  (dichlorométhane, benzéne, toluéne, tétrachloroéthyléne, éthylbenzeéne,
trichloroéthyléne, styréne aussi bien que para-, ortho- et méta-S(yIénc) chez le rat.

Une autre méthodologie permettant de prédire les interactions dans des mélanges plus

complexes de fagon beaucoup plus précise a été développée par ces mémes auteurs (Haddad
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et al. 1998, 1999, 2000; Krishnan er al. 2002). Cette méthodologie consiste a utiliser les
données des interactions binaires dans le métabolisme pour prédire les interactions dans les
mélanges complexes. Pour passer de mélanges binaires aux mélanges plus complexes, la
premiére étape est de créer un modele PBPK pour chaque composé et, ensuite, les connecter
au niveau binaire par la description de l'intéraction métabolique. La validation de cette
approche d’extrapolation d’interactions binaires aux interactions complexes a été accomplie
en utilisant des mélanges ternaires, quaternaires et quinternaires contenant du benzéne, du
toluéne, du m-xyléne, de I’éthylbenzéne et du dichlorométhane. La méthodologie étudiée
facilite I’addition ou la substitution des composés chimiques aux mélanges. II faut, pour ce

faire que les interactions binaires soient caractérisées.

e
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Figure 1. 5 Représentation conceptuelle du modele PBPK pour la distribution du TOL ‘dans
le corps tiré de Xiaozhong et al (1989).
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Les symboles C, Q signifient respectivement concentration et débit sanguin (ou taux de
ventilation). Les sous-symboles a, alv, ¢, exh, f, g, inh, m, r, et v signifient artériel, alvéolaire,
cardiaque, exhalé, foie, gras, inhalé, musculaire, tissus richement perfusé, et veineux

3.1. Absorption

La peau, les poumons, le tractus gastro-intestinal sont des barriéres qui séparent les
organismes évolués d'un environnement contenant une multitude de composés chimiques.
Ces composés doivent traverser une de ces barriéres afin d'exercer leurs effets déléteres sur
un ou plusieurs sites du corps. L’absorption est ce processus par lequel le toxique traverse les
membranes du corps pour s’introduire dans la circulation sanguine.

Vu que presque la majorité des contaminants doivent traverser plusieurs membranes du corps
avant d'exercer leur toxicité, nous allons commencer par un survol des différents moyens

qu’une molécule peut prendre pour traverser une membrane.

3.1.1. Transport passif

Diffusion simple : C’est un transport qui se fait sans consommation d'énergie, les molécules
traversent la membrane plasmique selon un gradient de concentration (du milieu le plus
concentré vers le milieu le moins concentré). Les molécules hydrophobes (tel que les COVs)
diffusent a travers le domaine lipidique membranaire (la couche phosphololipidique). Les
molécules hydrophiles et ionisées ont généralement une faible liposolubilité. Ceci qui peut

retarder leur passage a travers la couche phospholipidique.

Diffusion facilitée : Plusieurs solutés dont la polarité ou la charge est trop élevée pour qu’ils
diffusent & travers la bicouche lipidique peuvent franchir la membrane plasmique par
diffusion facilitée. Le soluté se lie & un transporteur spécifique d’un c6té de la membrane puis
il est largué de ['autre c6té par changement de conformation du transporteur. C’est aussi un
transport qui se fait dans le sens du gradient de concentration. 1l peut aussi utiliser des canaux
ioniques ou des pores. Ce type de passage est saturable et assujettie au phénoméne de

compétition.
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3.1.2. Transport actif

Le transport actif est un mécanisme requérant la participation de transporteurs spécialisés
{protéines) et une dépense d’énergie, il permet un transfert contre le gradient de
concentration. Il est donc saturable et assujetti au phénoméne de compétition. Ce moyen de

transport n’est pas utilisé par les COVs.

Il est bien connu que la réponse toxique a des produits chimiques peut résulter de leur
absorption par inhalation, les xénobitiques absorbés par les poumons sont souvent des gaz, ou
des vapeurs des liquides volatils et ¢’est le cas des quatre composés étudiés dans ce mémoire.
L’absorption des gaz par les poumons différe des deux autres voies (intestinale et percutanée)
parce quia diffusion transmembranaire n’est pas un facteur limitant I’absorption pulmonaire
(Klaassen 2001). Deux raisons sont mises en cause, d’abord les molécules ionisées sont de
faible volatilité et par conséquent leur concentration dans ’air ambiant est insignifiante, et
ensuite, les pneumocytes sont minces et sont en contact étroit avec les vaisseaux capillaires et

donc la distance de diffusion est trés courte.

Un facteur important & tenir en compte, est le coefficient de partage sang . air. Le coefficient
de partage est un rapport de concentration entre ces deux milieux a 1’équilibre. Il dépendra de
la concentration des composés dans les deux milieux en question (sang et air). Quand les
molécules gazeuses sont inhalées par les poumons, elles diffusent de I’espace alvéolaire vers
le sang pour se dissoudre et subir le processus de la distribution. La ventilation alvéolaire et
le débit sanguin pulmonaire sont deux autres facteurs ayant un impact sur le taux

d’absorption pulmonaire.

3.2. Distribution
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Aprés leur introduction dans la circulation systémique. Les xénobiotiques sont distribués via
le sang dans les divers tissus et organes ou ils exercent leur toxicité. La distribution se produit
souvent rapidement, son taux est déterminé en premier lieu par les débits sanguins et par le
taux de diffusion hors du lit capillaire vers les cellules de certains tissus ou organes

particuliers.

Souvent, il y a des substances chimiques qui s’accumulent dans les graisses, dil & leur grande
liposolubilité. Cette accumulation peut étre vue comme un processus limitant la distribution
du composé de la circulation vers I’organe cible. La liaison protéique est aussi un facteur
important dont il faut tenir compte. Certaines protéines plasmatiques possédent la propriété
de fixer des produits exogénes comme des xénobiotiques. Seule la forme libre du composé
chimique est active toxicologiquement. La forme liée est inactive et n’est pas disponible pour

se distribuer dans ’organisme.

3.3. Excrétion

Les COVs sont éliminés du corps essentiellement par ['air expiré. Le taux d’excrétion
pulmonaire de ces composés est dicté par le coefficient de partage sang :air. Un autre type

d’élimination important pour les COVs est la biotransformation.

3.4. Métabolisme

Le métabolisme des xénobiotiques, synonyme de la biotransformation, désigne ’ensemble
des réactions qui ont pour effet de rendre ces composés qui sont plutét liposolubles au départ,
plus polaires (ionisables), plus solubles dans I’eau et ainsi plus facilement excrétables dans
les urines. Ainsi en est-il, par exemple pour I’exposition au TOL. La biotransformation de ce
solvant en acide hippurique hydrosoluble permet {”élimination du TOL du sang et du systéme

nerveux et son excrétion urinaire sous forme de métabolites. Par contre, il arrive qu’au cours
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de ce processus, certains composés chimiques qui ont une faible toxicité inhérente puissent
&tre activés pour donner naissance & des métabolites toxiques et la réponse dépendra dans ce
cas du niveau de production de ces métabolites. Par exemple, le benzo[a]lpyréne, composé
trés lipophile, est éventuellement biotransformé dans I’organisme en diol époxyde, un
métabolite trés électrophile pouvant se lier & PADN. Les réactions de biotransformation
peuvent donc induire une détoxication de certains composés toxiques, comme elles peuvent

résulter en une bioactivation donnant naissance a des métabolites toxiques (Figure 1.5).
Deux classes de réactions enzymatiques peuvent intervenir pour transformer un composé en

un métabolite (produit de biotransformation) : les réactions de phase 1 et les réactions de

phase 2.

a. Réactions de phase 1

Ces réactions impliquent ’hydrolyse, la réduction et 1’oxydation. Ces demiéres sont ies plus
importantes. Elles font intervenir principalement un groupe d’enzymes appelés
monooxygénases a fonction mixte incluant les cytochromes P450 situés dans le réticulum

endoplasmique des cellules du foie, des poumons, de |’intestin et des reins.

Découverts il y a environ 50 ans, les cytochromes P450 regroupent une classe d’enzymes
ubiquitaires. lls affichent un large spectre d’affinité de substrat (Bernhardt 2006). Ils doivent
leur nom 2 leur spectre d’absorption qui est 450 nm (lorsque liés au CO).

Les cytochromes P450 englobent en réalité un grand nombre d’iso-enzymes qui se
subdivisent en différentes familles, en fonction de leurs ressemblances dans la séquence des
acides aminés. Ces isoformes possédent une affinité pour des substrats ou des familles de
substrats particuliers. Les CYP 2El sont, selon la littérature, (Perbellini et al 1982;
Xiaozhong et al. 1998; Kloss et al. 1986, USEPA 2003; USEPA 2005a; INRS 2006) la sous
famille responsable de la biotransfor'mation des composés organiques volatils et plus

particuliérement de ceux qui font I’objet de notre étude (TOL, HEX, CHX, ISO).
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Le systéme des cytochromes P450 catalyse la présente réaction d’oxydation :

RH + O, + NADP(H) + H" =™ > ROH + H20 +NaDp* (D)

11 ty me transforr t
hydrophile, souvent par I'introduction d’une fonction hydroxyle. Pour cela, il a besoin d’une
molécule d’oxygéne, de 2 protons et 2 électrons. Les toxiques ainsi rendus hydrosolubles

peuvent &tre facilement excrétés dans les urines ou la bile.

Composé chimique

Absorption

Sang T‘Effet pharmacologique

Effet pathologique

Altération de 'ADN

Biotransformation

Détoxication Activation

Métabolite Détoxication Meétabolite

. ‘—_____— .
non toxique T——— 3  toxique
Activation

Figure 1. 6 Représentation schématique de la disposition du toxique et de son effet
chimique (Klaaseen 2001)
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Le taux de biotransformation par ces enzymes saturables est généralement décrit par

I’équation de Michaelis Menten.

Vmax * [ S ]
yo Ymex*[S] @
Km+[S]
OU, Vmax est la vitesse maximale de métabolisme, Km est la constante d’affinité et
représente la concentration du substrat pour laquelle la moitié¢ de la vitesse maximale est

atteinte ; S est la concentration du substrat.

b. Réactions de phase 2

Ces réactions ont souvent comme substrat, un produit de biotransformation de la phase 1,
elles produisent des conjugués suite au couplage entre un xénobiotique et un produit
endogéne déja présent dans I’organisme. Ces réactions sont la glucuronidation, la sulfatation,
I’acétylation, la méthylation et la conjugaison avec le glutathion. Ces réactions conférent
également un caractére hydrosoluble aux molécules facilitant ainsi leur excrétion et elles sont

aussi saturables.

3.4.1 Interactions métaboliques

Il est possible que chaque contaminant agisse de fagon indépendante et ne modifie en rien
’effet de I’autre. Toutefois, I'expérience nous enseigne que P’exposition simultanée a plus
d’un contaminant est I’un des facteurs susceptibles de modifier les paramétres de surveillance
biologique de I'exposition, modifiant la valeur de ces paramétres et faussant ainsi les
conclusions tirées lors de Pexercice d’appréciation du risque toxique. Autrement dit, le

devenir métabolique d’une de ces substances une fois celle-ci absorbée dans |’organisme,
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peut étre modifi€ par I’introduction simultanée ou séquentielle d’une autre substance. On peut
alors dire qu’il y a interaction entre ces contaminants,

Le terme d’interaction en toxicologie désigne I'influence d’une substance sur la toxicité
d’'une autre substance (Klaassen et Eaton, 1991 ; Beck et al, 1994). On observe une
interaction métabolique lorsque la substance A modifie [e métabolisme de B. C’est le cas par
exemple de deux substances empruntant les mémes voies enzymatiques de bidtransformation
comme dans I’exposition simultanée a des concentrations élevées de toluéne et de xyléne
(Tardif et af, 1999). Ces interactions peuvent &tre des inhibitions causant ainsi une

diminution du métabolisme ou des inductions menant & une augmentation de celui-ci.

3.4.2 Inhibition métaboliques

Aussi connue sous le nom d’inhibition enzymatique, I’inhibition métabolique est définie
comme un effet négatif sur l’activité enzymatique par un substrat (inhibiteur) (Marangoni
2003). La réduction du taux de la réaction peut aussi étre causée par d’autres facteurs comme
la température, le pH et la force ionique ou la polarité du solvant. L’analyse adéquate des
données obtenues nous informe sur la nature de la liaison de ['inhibiteur & [’enzyme.
Majoritairement, I’inhibiteur se lie de fagon réversible et peut se détacher de I’enzyme; il
s’agit donc d’une inhibitionb réversible. Toutefois certains inhibiteurs se lient si fortement &
’enzyme qu’ils ne peuvent plus s’y détacher (i.e. liaison covalente) et cela méne a une

inhibition irréversible (Marangoni 2003).

3.4.2.1 Inhibition réversibie

a) Inhibition compétitive
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Ce qui définie I'inhibition compétitive est la liaison mutuellement exclusive du substrat (S) et
de Uinhibiteur (I) sur I’enzyme (E) menant a une impossibilité de former un complexe

ternaire (ESI). Le modeéle général de ce type d’inhibition est le suivant :

E + S << BES » E + P

)

El

L’équation générale de la vitesse est

Vmax* [S] ‘ /

)

Km*(1+ [1)/ Ki) + [S]

Ou, Ki désigne la constante d’inhibition de I'inhibiteur (I) sur le substrat (S). Dans ce type
d’inhibition, la vitesse maximale ne change pas, cependant la constante apparente de
Michaelis Menten sera augmentée (Marangoni 2003). Ceci est du au fait que I'inhibiteur
entraine la diminution de la concentration en enzyme libre disponible pour se lier au substrat

alors que ce dernier ne peut se lier au complexe EI

b) Inhibition incompétitive

Un inhibiteur incompétitif ne se lie sur I’enzyme qu’apres la fixation du substrat et empéche
la formation du produit. Généralement, la liaison du substrat sur I’enzyme entraine une
“modification de la conformation de I’enzyme révélant ainsi un site de fixation pour

I’inhibiteur. Celui-ci, en retour, modifie la conformation du site actif de I’enzyme le rendant
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ainsi catalytiquement inactif. Le modele général de ce type d’inhibition est comme suit

(Marangoni 2003).

E + S8 —_—_—> 8B —> E + P )
+
1
ESI

L’équation générale de la vitesse est

—Vmax ST
- (1+ 1)/ K1)
V= 6)
—_Km . +][S] . /
(I+ [1}/ Ki)

La formation du complexe ESI diminue le nombre de complexe ES. La vitesse maximale de

la réaction diminue, et I’affinité apparente augmente.

c) Inhibition non compétitive

Dans P’inhibition non compétitive, ’inhibiteur et le substrat se lient a I'enzyme, les sites de
fixation du substrat et de l'inhibiteur sont distincts et la fixation se fait d’une maniére
séquentielle. La formation du complexe ESI est donc possible mais celui-ci est inopérant. Le

modeéle général est fe suivant

E + S _"E ~— > E + P )

+ +
1 [
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I I

—
El + S y ESI

1.’équation générale de la vitesse est

Vmax [S
(1+ [1)/ Ki) (8)

Km + [S]

V=

Dans ce type d’inhibition, I’affinité de I’enzyme pour le substrat n’est pas affectée car ce
demier peut se lier aussi bien sur 'enzyme libre que sur le complexe enzyme-inhibiteur. En
revanche, la vitesse maximale de la réaction diminue car la/f%er\tration du complexe

enzyme-substrat diminue.

d) Inhibition mixte

L'inhibiteur mixte se fixe avec des affinités différentes avec I'enzyme libre ( E ) et I'enzyme

1ié au substrat ( ES ).. Le modeéle général est le suivant

E + ST ES T E + P )
+ +
I
Kiu u K1
El + S &= ESI

L’équation générale de la vitesse est
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4B . (1o Ki) )
1+ (1/a . Ki) J (10)

V= Vmax x

(1+[1]/ Ki)
'LH Km/ [Sj] X\

L'inhibition non comipeutve peut etr L MotmekeDun Jcas particulier de l'inhibition mixte

quand les paramétres « et 5 sont égaux.

3.4.2.2  Autres types d’interactions

Certains composés peuvent diminuer le nombre d’enzymes fonctionnelles en les inactivant.
Dans ce type d’inhibition, I’inhibiteur se lie de fagon covalente avec I’enzyme formant ainsi
un complexe stable, cette liaison irréversible induitdne inactivation de 1’enzyme et par la

suite un arrét de sa fonction catalytique (Marangorii 2003).

Certaines substances chimiques sont capables d’augmenter la quantité de certaines enzymes
spécifiques, induisant ainsi I’activité métabolique de leurs substrats respectifs. Ces substances
connues sous le nom d’activateurs, agissent généralement en augmentant I’expression des

enzymes par un effet transcriptionnel.



CHAPITRE IV

ETUDE IN VITRO DU METABOLISME

Certains groupes de recherches se sont intéressés a [’étude du métabolisme des mélanges de
COVs (Haddad ef al. 1998, 1999, 2000; Krishnan ef al. 2002, Iwata et al. 1983, Xiaozhong et
al 1998), en faisant appel & I'animal ou aux volontaires humains, ainsi qu’aux études sur le
terrain faisant appel & des travailleurs exposés (i.e., études in vivo). Il n’en reste pas moins
que I’examen de la littérature n’est pas trés révélateur en ce qui a trait aux études in vitro sur
le devenir métabolique de contaminants ironnementaux, aussi bien sous forme
individuelle qu’en mélanges. Toutefoi(,‘{/-::t de décrire les différentes méthodes
d’investigation du métabolisme in vitro, il importe de répondre 2 une premiére question :

pourquoi doit- on s'intéresser au métabolisme in vitro?

Des études de toxicologie investigative a I’aide de modéles in vifro adaptés et basés sur des
hypothéses de travail bien définies peuvent avoir une place trés importante aussi bien dans
I’analyse du risque que dans I’industrie pharmaceutique. En effet, les résultats ainsi obtenus
peuvent contribuer & diminuer 1’utilisation d’animaux de laboratoire. En principe, {’apport de
ces études au processus de recherche toxicologique de polluants de I’environnement et de
leurs mélanges, processus fort difficile, long et colteux, peut se traduire par une meiljeure
compréhension des mécanismes d’action biologiques et chimiques, la prédiction du risque
d’effets toxiques connus et la possibilité d’extrapolation & la situation in vivo. Ceci

permettrait donc d’éviter des pertes colossales de temps et de matériel expérimental.

Compte tenu de ce qui précéde, certains travaux de recherche avaient pour objectifs 1’étude in

vitro du métabolisme de certains mélanges de composés organiques volatils (Perbellini et
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al 1982; Kim et al.1996; Tofdgard et al.1986). Ces travaux se sont basés sur la méthode
d’équilibration de fiole a headspace rapportée par Sato et Nakajima (1979a). Cette méthode a
pour principe d’incuber des microsomes ou du S9 (issu d’une centrifugation de I’homogénat
du foie & 9000 g ) dans des solutions comportant les produits étudiés, le tout, dans des fioles
fermées hermétiquement et mises en incubation dans un bain incubateur mixeur (Dubnoff
shaking wate bath) a 37°C. Aprés un certain temps d’incubation, dépendamment des
conditions expérimentales, une partie de la phase gazeuse de la fiole est analysée par
chromatographie en phase gazeuse (Figure 1.7). Cette méthode utilisée pour analyser {a
disparition du substrat du milieu d’incubation, est aussi utilisée pour déterminer le coefficient
de partage milieu : air. Ce paramétre physico-chimique constitue une composante essentielle
dans le développement des modéles pharmacocinétiques a base physiologique (PBPK)
(Ramsey et Andersen, 1984; Gargas et a/. 1986 a, b; D’Souza et a/. 1988).

e
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Figure 1. 7 Principales étapes de la méthode d’équilibration de fiole



CHAPITRE V

PROBLEMATIQUE

Le TOL, I'HEX, le CHX et I'ISO, sont des contaminants dotés d'un potentiel toxique dont le
niveau de production et d'utilisation est élevé dans le monde entier. Ces solvants empruntent,
selon la littérature, la méme voie enzymatique de biotransformation (CYP 2E1). La question

suivante est alors soulevée: lorsqu’il y a exposition en mélange, est-il possible que ces
contaminzyyfrﬁragissent entre eux?

L’analyse de la littérature scientifique nous a permis de faire le point sur 1’état actuel des
connaissances. Cet examen nous a montré que jusqu’a maintenant, ce sont certains de ces
solvants sous forme individuelles qui ont fait I’objet du plus grand nombre d’études (TOL et
HEX), alors que nos connaissances demeurent cependant trés limitées en ce qui a trait aux
conséquences pouvant découler de I'exposition a des mélanges de TOL, d’HEX, de CHX et
d’1SO. Or, I’exposition simultanée a plus d’un contaminant est I’un des facteurs susceptibles
d’agir sur les paramétres de surveillances biologiques et il est bien connu en toxicologie
qu’un effet biologique qui se manifeste suite & 1’exposition a une substance peut &tre modifié

de fagon importante sous 1'action d’une deuxieéme substance.

Les interactions métaboliques binaires entre le TOL et "'HEX ont été investiguées par
certains groupes de recherche (Tardif et al. 1999; Perbellini et al. 1982; Twata et al. 1983).
D’autres groupes se sont intéressés & [’étude des interactions binaires de 'HEX avec d’autres
composés comme le xyléne, le MEK et ’acétone (Tofdgard et al. 1983; Shibata et al. 1990;

Cardona et al. 1996; Robertson et al. 1989), mais aucune étude ne se serait intéressée au
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potentiel d’interactions métaboliques dans les mélanges de TOL, d’HEX, du CHX et d’[SO.
Pourtant c’est ['une des combinaisons [es plus présentes dans notre environnement, aussi bien
en milieu de travail qu’on milieu résidentiel, De plus, dans ces études, on néglige souvent
I’estimation du coefficient de partage qui est pourtant primordial pour quantifier la
concentration des substances volatiles dans le milieu d’incubation, pour mieux estimer les

paramétres métaboliques (KKm et Vmax).

Une étude des interactions métaboliques in vitro entre-les quatre composés organiques
volatils TOL, HEX, CHX et ISO est donc importante. Celle-ci devra tenir compte des
paramétres physicochimiques (coefficient de partage milieu :air, solubilité...) et métaboliques
(Km, Vmax) pour déterminer la nature d’éventuelles interactions pouvant survenir entre ces
contaminants et par la suite estimer la constante d’inhibition Ki. La réponse a toutes ces

guestions (coefficients de partage, Km, Vmax, Ki) sera un outil précieux pour I’établissement

Wodéle toxicocinétique a base physiologique PBPK.




CHAPITRE VI

OBJECTIF DE RECHERCHE

L objectif général du projet est d’identifier et caractériser les interactions métaboliques entre
le TOL, 'HEX, le CHX et I'ISO. Les objectifs spécifiques du projet sont les suivants :

1. Dans une premi¢re étape, nous avons tenté de déterminer les coefficients de partage
milieu : air (Pm : air) pour le TOL, P'HEX, le CHX et 'ISO, parce que la quantification de
leur métabolisme in vitro est tributaire de D’identification de cet important paramétre
cinétique. Dans cette approche, nous nous sommes inspirés de la méthode d’équilibration de
fiole formulée par Sato et Nakajima (1979a). h

2. Dans le second volet de notre étude, il s’agissait de déterminer les paramétres
métaboliques Vmax (vitesse maximale de métabolisme) et Km (constante de Michaelis-
Menten) propre & chaque composé.

3. Le troi'siéme volet était d’investiguer |'existence d’une inhibition métabolique entre le
TOL, 'HEX, le CHX et I'ISO et de déterminer sa nature (une inhibition compétitive,
incompétitive ou non compétitive), afin d’extraire les constantes d’inhibition Ki (qui
représente la concentration en inhibiteur pour laquelle la moitié des sites enzymatiques sont
occupés). Nous avons soumis |’hypothése qu’une fois en mélange les quatre composés a

I’étude interagissent par inhibition métabolique.

Les paramétres de distribution (Pm :air) propres a chaque composé, ainsi que ses. paramétres
métaboliques (Km, Vmax et Ki) obtenus, pourront étre intégrés dans des modéles prédictifs

comme le model PBPK afin de prédire les interactions toxicocinétiques in vivo
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Les valeurs in vitro de Vmax, Km et Ki ayant été obtenues dans cette étude permettront
ultérieurement d’&tre comparées aux valeurs in vivo obtenues fors d’expositions de rat du
méme sexe et de la méme souche, afin de déterminer le facteur par lequel les valeurs in vitro

et in vivo différent.



CHAPITRE VII

ARTICLE
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7.1. Résumé

Les composés organiques volatils sont des polluants atmosphériques abondamment utilisés
dans I’industrie et les ménages privés. En milieu de travail ou dans ’environnement, on les
retrouve habituellement en mélanges ce qui peut mener a des interactions toxicocinétiques
telles que les inhibitions métaboliques. De telles interactions peuvent aboutir ainsi & une
augmentation de leur toxicité. L’objectif de cette étude était de caractériser les interactions
métaboliques se déroulant entre 4 COVs retrouvés dans les produits dérivés du pétrole
nommés n-hexane (HEX), toluéne (TOL), cyclohexane (CHX) et isooctane (1SO), plus
spécialement en utilisant les préparations microsomiales de foie de rat. Nous avons donc
étudié le potentiel d’inhibition du métabolisme du TOL par HEX, CHX et I1SO, aussi bien
que I’inhibition du métabolisme de HEX par TOL, CHX et ISO. Initialement, la mesure du
coefficient de partage milieu : air (Pm: a) a été faite pour permettre une estimation des
concentrations des inhibiteurs et des substrats dans le milieu d’incubation (CHX ;0,23 ISO :
0,21, TOL : 2,35 et HEX : 0,04). La concentration dans [e milieu d’incubatio/:ﬁmesurée
par chromatographie en phase gazeuse aprés incubations de 45 min pouf le TOL et 4 min
pour 'HEX (parce qu’un arrét de métabolisme de 'HEX a été remarqué aprés 6 min). Le
taux de métabolisme a été déterminé pour ces deux composés incubés individuellement ou en
présence des autres COVs. Les résultats suggérent que le métabolisme de TOL est inhibé de
facon compétitive par HEX alors que CHX et ISO interférent avec le métabolisme de TOL
par une inhibition incompétitive (Ki égale respectivement 0,49; 1,84 et 1,79 uM,).
L’inhibition du HEX par TOL est de type mixte (Ki = 4,53 uM), alors que le CHX et I’ISO
agissent sur le métabolisme de ’hexane par inhibition compétitive (Ki respectifs de 0,75 et
1,54 uiv_l). Ces données in vitro sur les interactions métaboliques pourront étre intégrées dans
un modele PBPK pour prédire la dose interne résultant d’une exposition 4 ces mélanges

chimiques.
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7.2. Introduction

Les composés organiques volatils (COVs) sont des hydrocarbures de faibles poids
moléculaires qui, en raison de leur forte pression de vapeur, ont la propriété commune de se
volatiliser facilement a température ambiante. IIs sont facilement absorbés par inhalation et
peuvent causer divers problémes de santé au niveau respiratoire, cardiovasculaire, et

neurologique. (Santé Canada 2009).

Parmi [es COVs les plus abondants en industrie, on retrouve le TOL, "HEX, le CHX et
'ISO. Ils se retrouvent souvent ensemble dans les produits pétroliers ainsi que dans
I’industrie des peintures et des revétements (USEPA 2003, 2005a, 2005b et 2007). IIs sont
principalement biotransformés dans le foie par des cyto-chromes P450 (Iba et al 2000;
Nakajima et al. 1991; USEPA 2005a; USEPA, 2003; Jakoby. 1982). Contrairement a I HEX
et le TOL, peu de choses sont connues sur les enzymes impliquées gemis le métabolisme du
CHX et de I’'[SO. HEX est métabolisé par ie CYP2E! (Ibaet al. Z&kajima et al. 1991)
et le CYP2BI (Toftgard et al. 1986 ; Crosbie et al. 1997). La b.iotransformalion du TOL est
principalement médiée par le CYP2EI et trés faiblement par les CYP2B6, le CYP2CS et le
CYPI1A2 (Baelum et al. 1993; Nakajima et al. 1997; Tassaneeyakul et al. 1996).

Lors d’une exposition simultanée ou séquentielle, ces substances pourraient interagir entre
elles et ainsi affecter leur taux de métabolisme respectif. Ceci pourrait induire une
augmentation de leur risque toxicologique si le taux de métabolisme est diminué, étant donné

que la concentration de la substance mére inchangée augmente. Il est possible de tenir compte

. des interactions métaboliques et ainsi prédire les niveaux d’exposition interne suite & des

expositions a4 des mélanges & l'aide de la modélisation pharmacocinétique a base
physiologique (PBPK) (Haddad et al. 1999, 2000; Tardif et al. 1997; Krishnan et al. 2002).
Pour prédire I’impact des interactions métaboliques entre ces constituants, les modéles PBPK
nécessitent de 'information sur les interactions présentes dans chacune des combinaisons
binaires du mélange, soit: TOL-HEX, TOL-CHX, TOL-ISO, HEX-CHX, HEX-1SO, et CHX-
[SO. Malgré que les interactions métaboliques entre le TOL et 'HEX aient déja été
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investiguées par Perbellini et al (1982), peu de données existent sur les interactions qui

pourraient y avoir entre les autres combinaisons de ces substances.

73. Objectif

L'objectif général de cette étude était d’identifier et de caractériser, 4 1’aide de microsomes
d’hépatocytes de rats, les interactions entre le TOL, 'HEX, le CHX et ["ISO. Pour ce faire,
nous avons chercher a: i) caractériser la cinétique enzymatique du métabolisme de chacune
des substances seules, ii) investiguer ’existence d’une inhibition métabolique entre le TOL,
I’HEX, le CHX et I'ISO, iii) déterminer leur nature (inhibition compétitive, incompétitive ou
non compétitive) afin d’extraire les constantes d’inhibition (Ki). Ces paramétres
métaboliques pourront ultérieurement €tre utilisés dans I’élaboration et ['application des
modeles pharmacocinétiques a base physiologique (PBﬂgj'm de répondre aux questidns
concernant les interactions toxicologiques possibles entre ces substances lors de co-

expositions environnementales ou en milieu de travail.

7.4. Matériels et méthodes

7.4.1 Animaux et produits chimiques

Le chlorure de magnésium (MgCly), le phosphate de potassium monobasique (KH,PO.) le le
phosphate de potassium dibasique (K,HPO,), le B-Nicotinamide adénine dinucléotide 2'-
phosphate sous sa forme oxydée (B-NADP), le glucose-6-phosphate (G6PO,), le glucose-6-
phosphate déshydrogénase, le n-hexane (>99% purity), le cyclohexane anhydre (95% purity),
le 2,2,4-Trimethylpentane anhydre, (99.8% purity), le toluéne, I'acide chlorhydrique, le
Trizma —base et le Trizma ~HCI, le chlorure de potassium, le sucrose et 'EDTA ont été
achetés chez Sigma-Aldrich®. L’emulsifiant Alkamuls (EL-620) a €été acheté chez Debro
(Dorval, Quebec, Canada)
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Des rats méles Sprague - Dawley (SD) (260-280g) ont été obtenus de Charles River
Laboratories (Senneville, Qc). Les animaux ont été logés dans des cages en acier inoxydable
(2 & 3 rats par cage) dans des chambres a accés limité. Les locaux ont été maintenus 4 une
température de 25°C et 40% d’humidité relative, avec un cycle de lumiére de 12hr/lumiére-
obscurité. Pour la préparation de microsomes hépatiques, le sacrifice a été effectué aprés une

semaine d’acclimatation.

Le protocole expérimental a été¢ soumis & un comité d’éthique sur I'utilisation des animaux en
recherche de I'Université de Montréal et les animaux ont été traités en accord avec les lignes

directrices dictées par ce comité institutionnel.

7.4.2 Préparation des microsomes
/

Les rats ont été euthanasiés au CO, et exsanguinés par I’aorte abdominale. Les foies pesant
environ 11 g ont été prélevés, coupés en gros morceaux et lavés dans du tampon (1 volume
du foie + 4 volume du tampon Tris-KCI a 1.15 %, pH 7,4). IIs ont ensuite été transférés dans
des tubes a homogénéisation (Potter- Elvejem). Les homogénats récupérés ont ét¢ soumis a
une succession de centrifugations a des vitesses de rotation différentes dans un tampon de
suspension (sucrose 0.25 M, Tampon Tris-KCi 0,05 M, EDTA 5,4 M, pH 7,4) dans une
ultracentrifugeuse avec rotor & angle fixe (L8M de Beckman) qui est réfrigérée a 4°C. Le
sumageant d’une premiére centrifugation de 10 000 g pendant 20 min a été récupéré. Le culot
a €té récupéré et suspendu pour une derniére centrifugation a 105 000g pendant 60 min. Le
sumageant a été éliminé et le culot (microsomes) a €té suspendu dans du tampon. Les
protéines ont été quantifiées par la méthode de Lowry et a/ (1951) avec quelques

modifications, en utilisant le sérum d’albumine bovine comme standard.
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7.4.3 Détermination des coefficients de partage

Afin de déterminer les concentrations de COVs dans le milieu d’incubation ot a lieu la
réaction ainsi que la fraction qui est disponible dans ce milieu, nous avons déterminé les
coefficients de partage entre le milieu d’incubation et I’air (Pm :air) en mesurant directement
ce paramétre et en tenant compte de la contribution relative des différents constituants du
milieu (i.e., tampon phosphate, Alkamuls et microsomes) étant donné que le milieu
d’incubation nommé aussi matrice d’incubation est constitué de ces trois milieux aux

proportions suivantes : 81 % (tampon phosphate), 5% (Alkamuls) et 14% (microsomes).

En vue, d’une comparaison des résultats, nous avons aussi utilisé une seconde méthode qui a

été inspirée de celle rapportée par Sato et Nakajima (1979) et par Gargas ef al. (1989) qui est

e

(Cret x Viole) = Ci x (Viore = Vi) (H
Ci X Vi

décrite par I’équation suivante :

Ou P, représente le coefficient de partage matrice :air, C, référe a la concentration du
composé dans la fiole de référence (fiole contenant juste le composé sans aucune composante
du milieu d’incubation), Vg, signifie le volume de la fiole (22ml), C;: concentration du
composé dans la phase gazeuse de la fiole d’incubation, et V; indique le volume de la

solution d'incubation.

Pour la détermination des Pm :air, et des coefficients de partage entre le tampon et Iair
(Pt :air), une série d’étapes consécutives a été entreprise. Tout d’abord, les fioles des
différentes solutions ont été préparées en quintuplicatas (n=5), afin de s’assurer de la
reproductibilité des résultats. Ces séries de solutions consistaient en : une premiere série de
fioles contenant uniquement du tampon phosphate tel que mentionné en 7.4.4, une seconde

série contenant de I’ Alkamuls (émulsifiant tensioactifs qui permet de solubiliser les composés
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hydrophobes dans le milieu aqueux), une troisiéme contenant seulement des microsomes
préparés tel que mentionné en 7.4.2 et finalement une quatriéme série contenant toutes ces
composantes pour former le milieu d’incubation. Ensuite, aprés les avoir fermé
hermétiquement, on a préincubé chacune des fioles 4 37°C pendant 10 min. 1 ml d’air a été
prélevé de chaque fiole, avant d’injecter 1 ml du standard gazeux (COVs). Les échantillons
ont été incubés & 37°C pendant une heure (temps suffisant pour I’atteinte de I’équilibre). Les
échantillons étaient tous dépourvus de B-NAPD (pour éviter de déclencher la réaction
enzymatique). Au terme de cette période d’incubation, les fioles ont été analysées
alternativement par chromatographie a phase gazeuse (voir plus bas). Les coefficients de

artage des différentes solutions ont été estimés sefon 1’équation 1.
partag q

7.4.4 Incubations microsomales

Des études pilotes ont permis de déterminer les conditions qui assurent la linéarité dans les
vitesses initiales de réactions (figure 4.1). Aprés 10 min de préincubation dans un bain
agitateur 3 37° C, les COVs qui sont dans une solution d’Alkamuls 1% (le TOL, ’HEX, le
CHX et I'ISO) seuls ou en combinaisons sont ajoutés au milieu d’incubation afin de démarrer
la réaction. Le milieu d’incubation final est un tampon phosphate 0,1M (pH 7,4) contenant
des microsomes (2 mg protéines/ml), 0,5 mM de NADP, 1,15% de KCl, 10 pmole/ml
d’EDTA, 0,25 pumole/m! de Sucrose, 10 umole/ml de glucose-6-phosphate, 4 unités de
glucose-6-phosphate déshydrogénase, 5 mmole/ml de MgCl, et 1% d’Alkamus. Toutes les
incubations ont été interrompues aprés 45 min, sauf celles contenant I’'HEX qui ont été
suspendues aprés 4 min, par injection d’un volume de 16 ul de HCI (4 N). Aprés un certain
temps d’incubation (pouvant aller jusqu’a 45 min dépendamment du substrat a analyser), 1
ml de la partie gazeuse de la fiole est prélevé par une aiguille pour étre analysé par
chromatographie en phase gazeuse. Afin d’établir les constantes d’inhibition Ki entre les
différentes combinaisons étudiées, tous les échantillons ont été préparés en duplicatas avec un
contrble. Nous avons procédé & des co-incubations de I'un des composés du mélange

(exemple le substrats (S)) a des concentrations équivalentes a son Km, 4 la moitié de son Km
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(172 Km) et au un cinquiéme de son Km (1/5 Km), avec chacun des trois autres composés
{qui supposément vont se comporter comme des inhibiteurs) a trois concentrations
€quivalentes a 15 fois, 5 fois et une fois leur Km (15 Km ,5 Km, Km), exception faite pour le
CHX (inhibiteur), pour lequel nous avons utilisé des concentrations de (SKm, Km et 1/2Km)

aprés avoir décelé un probleme de variabilité a des concentrations plus élevées .

La méthode est basée sur la mesure de la disparition du substrat du milieu d’incubation. Les
concentrations des substances dans la partie gazeuse et liquide de la fiole ont été calculées
selon la méthode rapportée par Sato et Nakajima (1979a) en se basant sur la hauteur des pics
des chromatogrammes, les vélocités initiales de biotransformation ont été ainsi obtenues pour

chaque substrat.

La détermination#€s paramétres métaboliques Vmax (vitesse maximale de métabolisme) et
Km (constaptd%j;nité) a été faite par analyse des courbes Michaelis - Menten du taux de
métabolisme V (nmole/mg/hr) versus la concentration du substrat (M) (Gilette 1971). Les
constantes d’inhibition Ki ont été estimées par régressions non-linéaires a ’aide de logiciel

informatique Sigma Plot.

7.4.5 Analyses chimiques

L’analyse qualitative et quantitative des COVs a été faite par « headspace » chromatographie
en phase gazeuse (GC) (HP 5890 A, d’Agilent). Dans un échantillonneur
automatique (Tekmar 7000, ATS), I’échantillon était incubé a 37°C pendant 30 min qui est le
temps requis pour atteindre I’équilibre entre la phase liquide de la fiole (matrice d’incubation)
et la phase gazeuse. L’azote ultra pur a un débit de 50 psi fut le gaz de pressurisation utilisé.
La température du port d’injection était de 130°C. Une injection en mode «split» a été
effectuée (5:1). La colonne capillaire sur laquelle les différents COVs ont été séparés était
d’une longueur de 30 métres et son diamétre était de 53 pm. Une température de 80°C a été

maintenue. L’hélium ultra pur (99,999 %) fit utilisé comme phase mobile avec un débit de
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10 mi/min. La détection a été faite par ionisation par flamme (FID). Le détecteur fonctionnait
a un débit de 20 ml/min d’hydrogeéne. Le temps d’analyse était d’une durée maximale de 5,4
min. Les temps de rétention observés pour I'HEX, le CHX, PISO et le TOL étaientt
respectivement de 2,66 min, 3,32 min, 3,62 min et de 4,60 min. L acquisition des données
¢tait faite par un intégrateur HP- 3396. Dans le cas de la détermination des coefficients de
partage, les conditions d’analyses chromatographiques étaient essentiellement les mémes que
celles des incubations microsomiales, a I’exception de deux paramétres: i) il n’y avait pas de
temps d’équilibration de 30 min comme dans le cas des incubations microsomiales, ii) la

température de la colonne était de 140°C.

7.5. Résultats

'Z.[,T/};s/timation des coefficients de partage

Le tableau 7.1 présente les coefficients de partage mesurés et estimés pour le TOL, 'HEX, le
CHX et I'ISO. Les coefficients de partage Pm ont €t€ aussi estimés par une autre méthode qui
consistait 4 ’addition des coefficients de partage des autres composantes du milieu (tampon,
alkamuls, microsomes) normalisés par leurs fractions volumiques dans le milieu d’incubation

(équation 2).

Pm :air = (Ptp x (Vtp /Vt)) + (Palk x (Valk/Vt)) + (Pmicrs x (Vmicers /Vt))(2)

Ou Pm :air, Ptp, Palk et Pmicrs référent respectivement aux coefficients de partage milieu
d’incubation : air, tampon :air, alkamuls :air et microsomes :air, Vtp, Valk, Vmicrs et Vt
représentent respectivement le volume du tampon, le volume d’Alkamuls, le volume des
microsomes et le volume totale dans la fiole. Le Ptp, Pmicrs et le Palk ont été obtenus

expérimentalement et en utilisant [’équation 1.
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Une fois le Pm :air déterminé, la quantité du COVs dans I’air a été estimée en tenant compte
de sa distribution dans les deux phases de la fiole selon la méthode rapportée par Sato et
Nakajima (1979) :

Qtotale = Cair x (Vfi—Vs) + (Cair x Pm :air x Vs) (3)

Ou Qtotale = quantité de substance dans la fiole (pg), Cair = concentration dans air (ug/mi),
Vfi = volume de la fiole (ml), Vs = volume de la solution d’incubation (ml), Pm :air =

coefficient de partage milieu: air

La concentration du substrat dans le milieu d’incubation a été calculée a partir de la

concentration dans |air (équation 4)

/r Cm (mg/ml de matrice) = Cair x Pm :air (4)

Ou Cm = concentratjon dans la matrice

Lorsqu’on analyse les données du tableau 7.1, on remarque que le TOL est le seul composé
qui a un coefficient de partage milieu : air supérieur a 1, tandis que 'HEX, le CHX et I'ISO
ont des Pm : air inférieurs a | et ils ont donc tendance a s’échapper de la partie liquide de la

fiole pour se retrouver dans la partie gazeuse.

7.5.2 Linéarité

Aprés avoir fait plusieurs essais a des temps d’incubation allant jusqu’a 180 min, les profils
temporels des concentrations (figure 7.1) ont révélé que 45 min €tait toujours dans I’intervalle
linéaire. Le pourcentage ¢liminé & ce temps était de 36% pour le TOL et de 30% pour le CHX
(figure 7.1). Dans le cas du HEX, 54% étaient éliminés aprés 4 min et sa vitesse de
métabolisme diminuait jusqu’a ce qu’elle soit nulle aprés 6 min (figure 7.1, figure 7.2). Dans

les conditions étudiées, aucun métabolisme microsomale n’a pu étre observé pour I'[SO.




59

7.5.3 Cinétique enzymatique substances scules

Une analyse par régression non-linéaire a été faite pour le métabolisme du TOL, de ’'HEX et
du CHX investigué par des incubations effectuées a différentes concentrations 4 des temps
d’incubation de 45 min pour le TOL et le CHX et de 4 min pour ’HEX. La figure 4.3
rapporte ces résultats sous la forme d’une courbe de Michaelis-Menten. Les vitesses
maximales de métabolisme et les constantes d’affinité pour chacun des trois composés sont
présentées dans le tableau 7.2. Malgré son assez grande affinité avec I’enzyme (i.e., Km=

0,501 pM ), le CHX n’est pas rapidement métabolisé (i.e., Vmax = 8,957 nmole/mg/hr).

7.5.4 Cinétique enzymatique mélanges binaires

Les figures.7.4, 7.5 et 7.6 rapportent les courbes de Dixon (1/Vitesse de biotransformation en
fonction de la concentration de I’inhibiteur) des interférences métaboliques de I'HEX, du
CHX et de I'[SO sur le TOL, obtenues suite a notre étude in vitro. L’ISO et le CHX
interférent avec le métabolisme du TOL par une inhibition incompétitive avec des Ki
respectifs de 1,79 pM et 1,84 uM. Par contre, "HEX interagit avec le TOL par une inhibition
compétitive avec un Ki de 0,49 pM (tableau 7.3).

Les résultats de notre analyse in vitro, représentés par des courbes de Dixon (figures.7.7, 7.8
et 7.9), ont montré que le' TOL interfere avec le métabolisme de I’THEX par une inhibition
mixte avec un Ki de 4,53 pM, tandis que le CHX et I’ISO interagissent avec le métabolisme
de 'HEX par une inhibition compétitive avec des'K'i respectifs de 0,75 uM et 1,57 uM
(tableau 7.3).
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7.6. Discussion

Afin de prédire les expositions des tissus cibles aux COVs en mélanges, il est nécessaire de
bien connaitre les interactions métaboliques existantes entre les constituants du mélange.
Dans la présente étude, nous avons caractérisé¢ le métabolisme in virro (i.e., dans les
microsomes de foie de rat) de quatre COVs (TOL, HEX, CHX, et [SO) ainsi que les effets de
ces COVs sur le métabolisme du TOL et de ’HEX.

Pour connaitre la concentration du produit dans le milieu d’incubation, il fallait déterminer
les coefficients de partage Pm : air propres a chaque composé. Mis a part le TOL qui a un
Pm :air supérieur & 1, 'HEX, le CHX ainsi que I’ISO ont des Pm :air beaucoup plus faibles
(Pm :air < 0,3). Cette particularité fait en sorte que ces composés ont tendance a favoriser
Iair plutdt que le milieu d’incubation et donc étre en faibles concentrations dans le milieu
d’incubation. Ceci a représenté une véritable embiiche pour la quantification de leur
métabolisme qui dépend en grande partie de leur présence dans le milieu d’incubation. Pour
contourner cet obstacle, un moyen efficace était de les solubiliser dans I’ Alkamuls 1%. C’est
aussi la méthode suivie par Perbellini et al. (1982) dans leur étude sur les interactions

métaboliques entre le TOL et 'HEX

Une série de tests de linéarité a été réalisée en vue de déterminer les vitesses initiales du
métabolisme pour les quatre solvants. A la figure.7.1, on peut déceler un pourcentage
d’élimination de 36% pour le TOL et de 30% pour le CHX et ce, pour un temps d’incubation
de 45 min. Dans le cas du HEX, un taux d’élimination beaucoup plus grand a été observé
(i.e., 54% éliminé en 4 min). On atteint unr arrét de métabolisme apres un temps d’incubation
avoisinant les 6 min (Fig.7.2). Ceci pourrait étre causé par une inhibition irréversible par les
métabolites de I'hexane tel que suggéré par Andersen et a/ (1983). En ce qui concerne la
biotransformation de I’[SO, plusieurs essais ont été menés pour investiguer son taux de
métabolisme (i.e., différents temps d’incubations et concentrations) sans déceler aucune
baisse significative des concentrations de la molécule mere. Un probléme de solubilité a été

soupgonné, étant donné qu’il a la plus faible solubilité dans I’eau par rapport aux autres
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substances (2,4 mg/l). Méme une augmentation de I'’Alkamuls a4 3% dans le milieu

d’incubation n’a pu augmenter son taux de métabolisme (résultats non montrés).

Les résultats obtenus sur les parametres métaboliques Km et Vmax lors de ce travail
confirment I’idée rapportée par la littérature, énongant que le TOL, 'HEX et le CHX sont
métabolisés par fe complexe enzymatique des cytochromes P450 présents dans les
microsomes. Selon la présente étude, I’HEX aurait la plus grande affinité pour les CYP avec
un Km = 0,015 uM et la capacité maximale de biotransformation la plus importante (Vmax =
34,60 nmole/mg /hr).

L'étude des mélanges binaires a montré que le devenir métabolique de ’HEX pouvait étre
influencé par la présence des trois autres solvants. Le TOL a été démontré comme étant un
inhibiteur mixte (KiTH= 4,533 uM), le CHX et I'ISO comme des inhibiteurs compétitifs
(respectivement Kicy= 0,75 pM et Ki = 1,54 uM). La biotransformation du TOL peut 4 son
tour étre inhibée par la présence concomitante de I'HEX par inhibition compétitive (Ki yr =
0,49 uM), alors que le CHX ou de I'ISO agissent par inhibition incompétitive
(respectivement Ki ¢r = [,84 uM et Ki ¢ = 1,79uM, respectivement). Nos résultats
convergent vers ceux obtenus par Perbellini et al. (1982) dans le sens que le TOL et ’HEX
interférent mutuellement sur leur biotransformation par une inhibition métabolique, mais les
valeurs de Ki obtenues et le type d’inhibition ne concordent pas (tableau 4 3). Cette
divergence peut étre due a plusieurs causes. Tout d’abord, Perbellini et a/. (1982) ont utilisé
la fraction SO (surnageant de I’homogénat du foie centrifugé a 10000g pendant 10min) plutét
que des microsomes. Durant leur analyse, le temps d’incubation était de 10 min alors que
dans la présente étude 4 min étaient suffisantes, ce qui nous laisse perplexes quant & la

linéarité. Aprés 6 min, le taux de biotransformation était pratiquement nul.

L’ISO interfére avec le métabolisme du TOL par une inhibition incompétitive et interagit
avec la biotransformation de ’HEX par une inhibition compétitive. Cependant, aucune baisse
de sa concentration en incubation individuelle n’a pu étre décelée, méme en augmentant le

temps d’incubation & 180 min, la concentration enzymatique a 4 mg/ml au lieu de 2 mg/ml et




62

aussi en le solubilisant dans I’ Alkamuls a 3%. Ceci suggére qu’il est possiblement trés peu
métabolisé, voire méme peut-&tre non métabolisé, par les CYP, mais qu’il pourrait toutefois
avoir une affinité pour certains de ceux-ci. Autrement dit, il pourrait agir exclusivement
comme inhibiteur. Dans une perspective de recherche, on pourrait étudier le métabolisme de
I'ISO en procédant a des incubations dans du surnageant S9 (centrifugation de 'homogénat
hépatique & 10000g) ou avec des hépatocytes afin de voir s’il y a d’autres enzymes

impliquées que les enzymes microsomiales.

Le fait que I’1SO inhibe de fagon différente le métabolisme du TOL et de 'HEX suggére que
les CYP impliqués dans le métabolisme de ces deux derniers sont différents. On remarque la
méme chose avec le CHX. De plus, il est clair que le TOL et PHEX ne sont pas des
compétiteurs réciproques. Bien que I'HEX inhibe de fagon compétitive le métabolisme du

TOL, I’inverse n’est pas vrai.

Au terme de ce projet, nous avons pu mettre en évidence les interférences métaboliques e-n/
quatre composés organiques volatils (TOL, HEX, CHX et [SO) ubiquistes, souvent présents
en mélanges dans notre environnement résidentiel/professionnel (Santé Canada 2009;
USEPA 2003, 2005a, 2005b, 2007). Plusieurs des interactions entre ces composés ont été
caractérisées pour la premiére fois. Dans le cadre de ce projet, nous avons mesuré leurs
paramétres métaboliques (Km et Vmax) ainsi que leurs constantes d’inhibition Ki. Ces
différentes données pourront étre intégrées dans des modeles prédictifs tels que les modeles
pharmacocinétiques 4 base physiologique (PBPK) afin de mieux prédire le risque

toxicologique lors d’expositions mixtes (Haddad et ol 2001; Tardif et al 1997).
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4.1

7.9. Légendes des figures

Figure 7. 1. Variation de la concentration d’HEX (A), CHX (B), ISO (C), TOL (D) en

fonction du temps d’incubation. .( = ~ == Témoin; ——— Echantillon).

Figure 7. 2. Variation des concentrations d’HEX en fonction du temps d’incubation (45 min)
Les symboles® et& représentent respectivement les témoins (sans microsomes) et les

échantillons.

Figure 7. 3. Représentation en Michaelis - Menten du taux de métabolisme (V) en fonction

de la concentration en substrat pour le TOL (A), 'HEX (B) et le CHX (C) .

Figure 7. 4 Représentation graphique par courbes de Dixon de ’effet de PHEX sur la
biotransformation du TOL. Les données expérimentales sont représentées par les symboles
(concentration moyenne + écart type; 45 min d’incubation, n=2 ). Les symboles® ;O ¥
représentent respectivement les concentrations de TOL utilisées dans le milieu d'incubation,

s0it 0,81, 2,02 et 4,06 uM..

Figure 7.5 Représentation graphique par courbes de Dixon de I’effet du CHX sur la
biotransformation du TOL. Les données expérimentales sont représentées par les symboles
(concentration moyenne % écart type; 45 min d’incubation, n=2 ). Les symboles 00V
représentent respectivement les concentrations de TOL utilisées dans {e milieu d'incubation,

soit 0,81, 2,02 et 4,06 uM.

Figure 7. 6 Représentation graphique par courbes de Dixon de effet de I'ISO sur la
biotransformation du TOL. Les données expérimentales sont représentées par les symboles
(concentration moyenne + écart type; 45 min d’incubation, n=2 ). Les symboles® ;0 ;¥
représentent respectivement les concentrations de TOL utilisées dans le milieu d'incubation,

50it 0,81, 2,02 et 4,06 uM .
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Figure 7.7 Représentation par graphique de Dixon de ’effet du TOL sur la
biotransformation du HEX. Les données expérimentales sont représentées par les symboles
(concentration moyenne * écart type; 4 min d’incubation, n=2 ). Les symboles® O ¥
représentent respectivement les concentrations de HEX utilisées dans le milieu d'incubation,

soit 0,0075, 0,019 et 0,041 uM.

Figure 7. 8 Représentation par graphique deDixon de I’effet du CHX sur la
biotransformation du HEX. Les données expérimentales sont représentées par les symboles
(concentration moyenne + écart type; 4 min d’incubation, n=2 ). Les symboles® © y
représentent respectivement les concentrations de HEX utilisées dans le milieu d'incubation,

s0it 0,0075, 0,019 et 0,041 M.

Figure 7.9 Représentation par graphi;ét;ﬁDixon de I'effet de I’1SO sur la

biotransformation du HEX. . Les donngés expérimentales sont représentées par les symboles
(concentration moyenne % écart typé; 4 min d’incubation, n=2 ). Les symboles® O M
représentent les concentrations respectivement de HEX utilisées dans le milieu d'incubation,

soit 0,0075, 0,019 et 0,041 uM.
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Figure 7.2
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Figure 7.3
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Figure 7. 4
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Figure 7. 6
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Figure 7. 8
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Figure 7.9
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Tableau 7.1 Estimation du coefficient de partage du TOL, HEX, CHX et ISO.

78

Volume | Coefficient de partage m : air (moyenne £ SD (=5))
Phase
(uh)
TOL HEX CHX ISO
1,42 £0.13 ~0 ~0 ~0
Tampon® 1620
(1,750) (0,026) (0,010)
0,53 +
Alkamus 100 5,58 £0,51 ~0 0,64 £0,19
0,20
Microsomes 280 6,55 0,67 | 027+0,54 o34 | %
230, 27+0,5 40 £ 0,
(2 mg/ml) /40 0,41
Milieu 2,15+0.34 ~0 ~0 ~0
2000 R R R R
d’incubation 2,35 0,04 0,23 0,21

~0 signifie qu’aucune différence n’a pu étre mesurée entre la concentration dans la phase

gazeuse de la fiole de référence et celle de la fiole d’incubation

* Données entre parenthéses sont des valeurs de P saline :air mesurées par Gargas et al

.(1989)

*Estimation indirect en utilisant les fractions volumiques dans le milieu d’incubation

(équation 2) c’est ce coefficient de partage moyen qui est rapporté dans les résultats.



| Tableau 7.2 Constantes métaboliques (Vmax et Km) du TOL, HEX, et CHX

Substrat
TOL

HEX

CHX

Vmax (nmole/mg/hr) Km (uM)
16,60 £+ 0,52 0,83 £ 0,08
0.894° 4,9°

|
34,60 £+ 2,06 0,015+ 0,003
0,168° 1,7°
8,96 + 0,66 0,50 £ 0,106

Valeurs de Perbellini et al. (1982).

' Tableau 7.3 Types d’inhibitions observéesyﬁOL, HEX, CHX et [SO

Ki par Inhibiteur *
(nM)
HEX CHX JISO
TOL 0,491 +0,102 | 1,84 0204 | 1,798 0,31
(© , (0 (1)
30 (n
HEX 4,533 1,77 0,75+ 0,112 | 1,54 0,37
{(m) (c) (c)
a =023
B = 0,052
: 7,5 (n)®
L l B

79

Inhibition incompétitive (i), inhibition compétitive (¢), inhibitition mixte (m), inhibition non

compétitive (n); des inhibitions définies sur [a base des regressions non linéaires qui

s’ajustent mieux aux résultats expérimentaux, o et 3 sont les variables de l'inhibition mixte

® valeurs de Perbellini et al (1982)



CHAPITRE VIII

DISCUSSION GENERALE

L’examen de la littérature scientifique et I’étude des rapports produits par les organismes
paragouvernementaux ceuvrant dans le secteur de la santé et la sécurité au travail montrent
que trés peu de travaux ont mis la lumiere sur les interactions métaboliques entre le TOL,
I’HEX, le CHX et I'ISO. Dans cette optique, nous avons entrepris le présent travail afin

apporter pour I’analyse du risque fiée &

d’investiguer les interactions métaboliques entre ces composés, étant donné qu’elles peuvent
s polluants omniprésents des informations utiles a

la fois pour le milieu professionnel et pour les expositions environnementales.

Pour caractériser adéquatement ces interactions, il fallait tout d’abord connaitre les
parametres de distribution {coefficient de partage) ainsi que les parameétres métaboliques (Km

et Vmax) propres a chaque composé.

8.1. Le coefficient de partage

Notre étude a porté sur des composés volatils, autrement dit, des substances connues pour
leur tendance a s’échapper de la phase liquide pour se répandre dans I'air. Pour étudier la
cfnétique de ces substances dans des solutions microsomiales, il était judicieux de déterminer
leur Pm :air afin de bien estimer la concentration du composé dans la matrice d’incubation.

Excepté fe TOL qui a un Pm :air de 2,35, tous les autres Solvants ont des Pm :air

particuliérement faibles (Hexane :0,04; Cyclohexane :0,23; Isooctane: 021). Cette
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caractéristique révéle que ces trois dernieres substances trés volatiles ont tendance a
s'échapper du milieu d’incubation pour se retrouver dans la partie gazeuse de la fiole. Cela
nous a donc causé de la difficulté & mesurer leur concentration dans la matrice d’incubation.
Pour contourner ce probléme, en se basant sur les travaux de Perbellini (1982) avec le TOL et
le HEX, nous avons ajouté de I’ Alkamuls (1%) pour augmenter la solubilité de ces derniers
dans le milieu d’incubation. Cela nous a permis de retenir les substances volatiles dans le
milieu d’incubation afin qu’elles soient métabolisées par les microsomes hépatiques de foie

de rat.

8.2. Les paramétres métaboliques Km et Vimax

Pour investiguer la possibilité d’une inhibition enzymatique, il fallait calculer la vitesse de
métabolisme pour la substancgsSeule et en présence de [’éventuel inhibiteur. Selon
I'information disponible dans ‘la littérature scientifique, les quatre substances a I’étude sont
métabolisées par le complexe enzymatique des cytochromes P450 se trouvant, entre autres,
dans les microsomes hépatiques. Ces enzymes agissent par un mécanisme saturable selon

I’équation générale de Michaelis - Menten (équation 3).

Dans cette perspective, il fallait tout d’abord déterminer les vitesses initiales. Pour ce faire,
nous avons entrepris une série de tests de linéarité pour chacune des substances. Nous avons
éprouvé quelques difficultés avec I'HEX. Ce composé, doté d’une grande affinité pour
’enzyme (Km de 0,015 uM) et d’'un Vmax de 34,60 nmole /mg /hr, atteint un pourcentage de
métabolisation de 54% dans un délai de 4 min. Nous avons essayé des temps d’incubation
jusqu'a 180 min, mais nous avons remarqué un arrét total du métabolisme aprés 6 min.
Perbellini et al. (1982) ont aussi analysé la cinétique de I'HEX dans un délai de 10 min. Pour
expliquer ce phénoméne, on ne peut pas suggérer une inhibition par le substrat parce que
nous avons travaillé avec des concentrations inférieures a la constante d’affinité Km et nous
observons une dépendance temporelle de I'inhibition (i.e., aucune inhibition avant 4 min).

Cet arrét total du métabolisme pourrait étre expliqué par une inhibition enzymatique par son
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principal métabolite, le 2,5-HD, comme proposé par Andersen et a/ (1983). Pour vérifier
cette hypothése expérimentalement, on pourrait faire des co-incubations d’HEX et de 2,5
hexanedione dans la méme matrice d’incubation et analyser la cinétique métabolique de
PHEX.

8.3. Les interactions métaboliques

Nos travaux ont permis de démontrer qu’en mélanges binaires la cinétique du TOL peut étre
influencée par la présence d’HEX, de CHX et d’ISO. Ces trois substances interférent avec le
métabolisme du TOL par différentes sortes d’inhibition. L'HEX agit sur la biotransformation
de ce dernier par une inhibition compétitive avec une constante d’inhibition Ki de 0,49 uM,

tandis que le CHX et I’'ISO interagissent avec le TOL par une inhibition incompétitive avec

des Ki respectifs deﬁ?&ﬁM et 1,79 pM.
De méme, nos résuttats démontrent bien que le TOL, le CHX et I'ISO peuvent interagir avec

le métabolisme de P’HEX. En mélange binaire, le TOL agit sur le métabolisme de I’'HEX par
une inhibition mixte avec un Ki de 4,53 pM. De plus, les données prouvent que I’inhibition
compétitive est le mécanisme par lequel le CHX agit sur la biotransformation de I'HEX avec
une constante d’inhibition Ki de 0,75 pM. Enfin, I'ISO interfére avec le métabolisme de
PHEX par une inhibition compétitive avec un Ki de 1,54 pM. Contrairement aux données sur
le métabolisme du TOL ou les courbes de régression s'ajustaient bien aux données
expérimentales, celles sur ’inhibition du métabolisme de I'HEX s’ajustent moins bien. Les
régressions choisies sont celles qui présentent une meilleure concordance statistique (moins

de variabilité).

Perbellini et al. (1982) ont étudié les interactions métaboliques in vitro et in vivo entre le
TOL et 'HEX chez les rats Sprague-Dawley. Notre étude in vifro a démontré des
divergences avec les résultats de ces auteurs, Effectivement, comme mentionné plus tét, nous
avons observé une inhibition compétitive du métabolisme du TOL par 'HEX et une
inhibition mixte du métabolisme de I'HEX par le TOL, ce qui divergé de inhibition

mutuellement non compétitive entre le TOL et I’HEX observée par ceux-ci. Cette divergence
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résulte aussi en une différence de valeurs de Ki (0,49 uM pour notre étude vs 30 uM pour
Perbellini pour le Ki de PHEX sur le métabolisme du TOL; 4,53 uM pour notre étude vs 7,5
uM pour Perbellini pour le Ki du TOL sur le métabolisme de I'HEX). Il est difficile
d’expliquer cette divergence, mais il y a toutefois des différences méthodologiques a noter
entre les deux expériences. En effet, Perbellini et a/ (1982) ont fait des incubations dans des
solutions de S9 & une concentration de protéines de 11,64 + 2,18 mg/flacon, tandis que nous
avons mené nos incubations dans les solutions microsomiales 4 une concentration de

protéines de 2 mg/flacon.

Il faut aussi signaler les difficultés que nous avons rencontrées en investiguant le
métabolisme de I'ISO. Ce composé ayant une faible solubilité dans ’eau (2,4 mg/l) et un
coefficient de partage milieu : air (Pm : air) de 0,03 agit sur le métabolisme du TOL par une
inhibition incompétitive (Ki=1,79 uM) et une fois en mélange binaire avec ’'HEX, il agit sur
la biotransfogaration de celui-ci par une inhibition compétitive (Ki=1,54 uM). Nous n’avons
cependar(;f:\;écelé de baisse de sa concentration en incubations individuelles, méme en
augme'ntant le temps d’incubation & 180 min, la concentration enzymatique a 4 mg/ml au lieu
de 2 mg/ml et aussi en le solubilisant dans de I’ Alkamuls 3%. Ce qui mene 4 croire qu’il est
un inhibiteur du CYP 2E1 (enzyme impliqué dans le métabolisme du TOL) et d’un autre
cytochrome responsable du métabolisme de 'HEX, sans étre, toutefois, un substrat de ces

enzymes,

Un autre type d'interaction que nous n'avons pas pu identifier, est celui de I'effet du TOL, de
PHEX et de ’ISO sur la biotransformation du CHX. Nous nous sommes confrontés a un
probléme de variabilité qui a fait que, malgré les nombreux essais expérimentaux en co-
administration avec le CHX comme substrat, nous n'avons pas €té en mesure d’avoir des

résultats reproductibles ou significativement différents des contrdles (CHX seul).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, cette ¢tude a démontré de fagon claire qu’une fois en mélanges, les quatre
substances a I'étude (TOL, HEX, CHX et ISO) interagissent entre eux par des inhibitions
métaboliques. Les conséquences de ces intertérences en conditions in vivo pourraient mener
a: i) une augmentation de la concentration sanguine de la substance mere inchangée, ii) une
diminution de la concentration urinaire des métabolites. Dans ces conditions, les paramétres
de surveillance biologique de I’exposition peuvent étre affectés au point de fausser
[’egtimation de I’exposition par rapport a la situation qui prévaut lors d’une exposition & une
/sfifnce unique (Tardif et af 1997).

Les informations générées dans le cadre de ce projet (Pm :air, Km, Vmax et Ki) pourront
aussi étre utilisées dans I’élaboration et |’application de modeles PBPK. Ces modéles nous
permettront de prédire I’effet des interactions métaboliques sur te profil de la concentration
sanguine pour chaque composé du mélange et donc de faciliter ’estimation des risques
découlant des expositions a des mélanges de solvants. De plus, il serait intéressant
d’investiguer le métabolisme de I'ISO avec d’autres méthodes d’analyse (S9 ou hépatocytes
du foie du rat) afin de pouvoir répondre clairement & la question de son affinité au complexe

enzymatique des cytochromes P450.
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