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I ntroduction Conclusion Contribution a | ’étude de | immunotoxicité du Benzéne sur Quelques Parameétres |mmunologiques Chez les Lapins

| ntroduction

Les maladies professionnelles caractérises par la continuité de I'exposition aux
substances nocives, en particulier celles utilisés dans I'industrie moderne, parmi les quelles
composés aromatiques dont le plus important est le benzéne éendue a une échelle
commerciale et en raison de la formule chimique active qui lui permet de basculer facilement
vers le matériel nécessaire au niveau mondial.

Les résultats de I'exposition continue a des quantités infimes de benzene a une Iésion
tissulaire provoquent I’anémie (maladie de sang) et souvent des anémies hémolytiques
(Snyder & Kocsis, 1975).

Pour cette raison, de nombreuses études sont réalisées pour déterminer |'effet de
benzene sur les composants du sang et compte tenu de la gravité de cette maladie qui se tient
actuellement des études approfondies sur I'impact du métabolisme de cette substance sur le
tissu sanguin et le systéme immunitaire (Richard ,1981 ; Kaf & Snyder ,1995).

Le travail se vent comme buts étude des effets du benzéne sur certains composants du
sang (globules rouges, globules blancs) et quelques-uns des facteurs du systéme immunitaire
(gammaglobulines et les ganglions lymphatiques) grace a trois types d'études. étude
sérologique, étude biochimique et éude histologique.

La sollicitation de son inhibition aux augmentations de systeme immunitaire a été faites
par application de deux doses différentes de benzene et lathyroglobuline.

Les facteurs suivants ont été mesurés :

Variation du taux Gammaglobulines,

Prolifération lymphocytaire et éosinophile (taux de lymphocytes) ;

Production d’anticorps (6 globuline) ;

Production des protéines al et a2 (taux des protéines seriques) ;
- Tests Sédimentations d’érythrocytes ;
Frottis sanguins.

Page 1



Baktieyl




Partie 1 Synthése bibliographigues

|. Lessourcesd'exposition au benzene

Le principale source d'exposition au benzene est I'air ambiant (98 a 99 %) et une faible
partie de I'exposition se fait par I'eau potable (1 a2 %).

Les volcans, le pétrole brut, les feux de foréts et certaines espéces végétales qui produisent
des composés volatils comptent parmi les sources naturelles de benzéne (Graedel, 1978;
CIRC, 1982).

Le benzéne est présent dans certains aliments et une certaine exposition peut découler
dactivités liées a l'automobile. Les fumeurs peuvent étre exposés chague jour a ces
concentrations de benzéne beaucoup plus éevées gu'un non-fumeur, soit environ 10 fois plus.

[.1. L’eau

Les eaux souterraines peuvent contenir du benzéne libéré par des roches pétroliferes
.2. L'air

En général, les concentrations moyennes de benzene dans |'air ambiant sont plus élevées
laou il y aexposition a des sources industrielles et dans les régions urbaines; elles sont plus
basses dans |es régions rurales et dans les banlieues (Environnement Canada, 2001).

L es concentrations de benzéne dans |'air sont généralement plus élevées al'intérieur qu'a
I'extérieur (Zhu et al., 2005). Les sources de benzene dans l'air intérieur comprennent les
colles, les peintures, les cires a meubles et certains détergents.

1.3. Lesol

La contamination du sol par le benzéne résulte généralement du déversement ou de
fuites d'essence ou d'autres produits du pétrole contenant du benzéne a partir des réservoirs de
stockage par exemple les réservoirs souterrains.

La contamination du sol n'est pas directement & l'origine d'une exposition humaine
importante au benzene car ce dernier s'évapore rapidement du sol (Pisc, 1993).

I.4. LesAliments

Le benzéne a éé détecté dans divers aliments notamment : les produits laitiers , la

viande, le poisson , les desserts, les produits de boulangerie, les noix , les produits a base de
noix, lesfruits, leslégumes et les oeufs.
Les concentrations de benzéne dans les aliments variaient généralement de 1 a 190 pg/kg par
exemple le boeuf haché en contenait de 9 a 190 pg/kg, les bananes de 11 a 132 pg/kg, les
colas gazéifiés de 1 a 138 ug/kg et la salade de chou avec vinaigrette de 11 a 102 pg/kg
(Fleming-Jones & Smith, 2003).

Page 2
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|.5. Lesproduitsde consommation

La population générale peut aussi étre exposée au benzene en raison d'activités liées a
I'automobile ou a cause du tabagisme. Un fumeur moyen (qui fume quotidiennement 32
cigarettes ayant un contenu moyen en goudron) inhale environ 1.8 mg de benzene par jour ce
qui représente environ 10 fois la dose quotidienne d'un non-fumeur de plus lafumée de tabac
présente dans |'environnement peut causer une augmentation mesurable de la dose de benzene
inhalée (Wallace, 1989b, 1996; Thomas et al., 1993).

Les activités liées al'automobile peuvent contribuer a augmenter la dose de benzéne
absorbée par I'inhalation de vapeurs d'essence et de gaz d'échappement. Une exposition accrue
au benzéne a été associée ala durée de la conduite automobile, au remplissage des réservoirs
d'essence et al'inhalation de I'air intérieur des résidences ayant un garage attenant (Wallace,
1989b).
|.6. Dansle milieux professionnelle

Dans |es pays occidentaux, 90 % du benzéne est utiliseé comme réactif de base dansla
production de plusieurs substances chimiques tels que I’ éthylbenzene, le cumene et le
cyclohexane.

Plusloin dans la chaine, ces produits secondaires sont employés dans la production de
styrene, de phénol, d’acétone, de résines de nylon... etc. Jusgu’atout récemment, le benzéne
était employé dans I’industrie de la chaussure, du cuir et du vétement, de la rotogravure, du
caoutchouc et des pneus comme composant de la colle utilisée.

1.6.1. Desmeétiers plus exposés

Certaines professions sont a surveiller puisgu' elles peuvent étre exposées
quotidiennement aux effets toxiques du benzene :

@ Les citernistes lors des phases de chargement dans les camions citernes (chargement en
vrac ou par le dessus).

@ Les réparateurs de pompes a essence et mécaniciens garagistes ont été exposés lors du
nettoyage de pieces mécaniques ou de vidange de cuves.

@ Les chauffeurs-livreurs et chauffeurs de taxi subissant les émanations de benzéne de la
circulation automobile (gaz d’échappement et réservoirs d’essence).

@ Les ouvriers de la maintenance et du nettoyage dans I’industrie chimique, lors
d’interventions sur des équipements de synthése chimique.

@ Les techniciens des laboratoires de contréle et de recherche utilisant le benzene pur dans

leurs protocoles .
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Partie 1 Synthése bibliographigues

@ Lessdariés de I’industrie des parfums ou du cuir .Outre les blicherons, une étude récente
a montré la nécessité d’améliorer les conditions de travail et du suivi médical chez les
citernistes et les mécaniciens. 12% des citernistes et 3% des mécaniciens sont en effet exposés

aune concentration de benzéne supérieure a1 ppm.

|.7. Le mouvement de benzene
|.7.1. Lesdifférentesvoiesd’absorption du benzéne

|.7.1.1. Traversles poumons

Elle est la voie de pénétration prépondérante avec un stockage pulmonaire variant
de30 a 80 % de la quantité inhalée. Le benzéne passe auparavant par les voies pulmonaires
supérieures ou une absorption importante est souvent possible. Les parois des alvéoles et des
capillaires sont tres minces, la distance de diffusion est ainsi réduite en minimum donc le
benzene atteigne le sang assez facilement.

La solubilité du benzéne dans le sang détermine le taux de transfert entre les alvéoles et |e

sang.
1.7.1.2. Voiesoral

Cette voie est exceptionnelle et ne concerne que les ingestions accidentelles ou
involontaires comme on dit dans I'air expiré tandis que le reste est métabolisé dans |'urine.
Les proportions indiquées dans le tableau (1).

Tableau (1) : Le pourcentage des métabolites du benzéne dans|'urine.

Substance %

Phénol lié 34
Hydroquinone 84
Catéchols 2.7
Acide Muconique 13
acide phénylique Marcaptric 05
Quinone hydrox 0.3
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Figure (1): Le pourcentage des métabolites du benzene dans I'urine.
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|.7.1.3. Traverslapeau

Cette voie est loin d’étre négligeable surtout quand le benzene entre en contact avec
la peau par des vétements souilles ou lors du trempage des mains nues dans le solvant.
La peau est peu perméable offrant ainsi une barriere généralement trés efficace mais certains
toxiques tel gue le benzene pourront étre suffisamment absorbés par la peau pour produire des
effets systémiques.

Pour traverser la peau le benzéne doit traverser I'épiderme ou suivent les appendices
cutanés.
1.7.1.4. LaDistribution

Le benzene absorbé par I'inhalation est distribué dans la plupart des organites mais il
saccumule principalement dans les tissus adipeux comme le cerveau (Rikert & Bakerts,
1979). Chez les souris qui avaient inhalé (500ppm) de benzene pendant six heures, le
benzene est réparti comme suit (Rikert & Bakerts, 1979; Dowty et al., 1976).

SANG e e 11.5mg/kg
Lamoelleosseuse.........cocvvvveiiiiii i e 2. 37.7Mglkg
LetissuadipeuX.......oovveviviieiieiiei i e e e e a0, 164.0mglkg

En dernier dans la rate, les reins, les poumons et le foie. Le pourcentage de benzene
(0.004mg/m®) absorbé par la peau aprés 48 heures a été la suivante (Skowronski et al .,
1988).

REINS. ..o 0.026%.
Foie......coovvvvvvin........0.013%.
Lapeal.......cooovvvviiieniienns 0.11%.

1.7.1.5. Méabolismedu benzéne

Le métabolisme du benzéne a été beaucoup éudié mais les étapes conduisant a la
toxicité du benzene ne sont pas encore compléetement comprises. Les données concernant le
métabolisme chez I’homme proviennent dans un premier temps d’études par inhalation.
Qualitativement, le métabolisme et I’élimination du benzéne apparaissent comme étant
similaires chez I’homme et chez I’animal de laboratoire. Le benzéne est métabolise
essentiellement dans le foie mais aussi dans d’autres tissus ou il s’est fixé, notamment la
moelle osseuse. Un schéma du métabolisme du benzene extrait du profil toxicologique du
benzéne publié par I’ATSDR en 2007 est présenté ci-apres figure (2).
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La premiére étape consiste en une oxydation du benzéne en époxybenzéne et en oxépine
de benzene (formation en équilibre). Cette étape est catalysée par le CY P450 2E1 (Lindstrom
et al., 1997). Plusieurs voies sont ensuite impliquées dans |e métabolisme de I’époxybenzene :
la voie prédominante est un réarrangement non enzymatique conduisant a la formation de
phénol (Jerina et al., 1968). Le phénol est ensuite oxydé, en présence de CYP450 2E1, en
catéchol et en hydroquinone qui sont respectivement oxydés en 1,2 et 1,4-benzoquinone viala
myéloperoxydase (MPO) (Nebert et al., 2002). Le catéchol et I’hydroquinone peuvent étre
métabolisés via le CYP450 2E1 en 1,2,3-benzenetriol. L’époxybenzene peut égaement
former vial’époxyde hydrolase du dihydrodiol de benzéne qui peut conduire alaformation de
catéchol gréce a la dihydrodiol déhydrogénase (Nebert et al., 2002 ; Snyder et al., 19933,
1999b). D’autres voies métaboliques de I’ époxybenzene incluent :

(1) Une réaction avec le glutathion afin de former I’acide S-phénylmercapturique (Nebert et
al., 2002; Sabourin et al., 1988; Van Sittert et al.,1993).

(2) La formation d’acide trans, trans-muconique via le réactif intermédiaire trans, trans-
muconaldéhyde (Nebert et al.,2002; Ross, 2000). Les voies métaboliques responsables de la
formation de métabolites présumés toxiques (benzoquinone et hexa-2,4-diénedial)
correspondraient a un processus saturable a des doses relativement faibles (Hendersen et al.
,1989, 1990; Medinsky et al., 1989).

Chagque métabolite phénolique du benzéne (phénol, catéchol, hydroquinone et 1,2,4-
benzenetriol) peut se glucuro ou se sulfo-conjuguer. Le phénol et I’hydroquinone ainsi
conjugués sont |es métabolites majeurs du benzéne qui se retrouvent dans les urines apres une
exposition a des doses élevées de benzene (Sabourin et al., 1998a; Wells & Nerland ,1991).

Le métabolisme du benzéne dans la moelle osseuse est complet et indépendant du
métabolisme dans | e foie (les concentrations de phénol dans la moelle sont plus élevées que le
catéchol et I’hydroquinone). La concentration des métabolites dans la moelle osseuse excede
celle du sang.

Les données disponibles chez I’homme a la suite d’une exposition par inhalation au
benzene ont montré que la principale voie d’élimination du benzene non métabolisé est
I’exhalation. Le benzéne absorbé est également excrété via le métabolisme du phénol et de
I’acide muconique. Ainsi, les dérivés conjugués (sulfates et glucuronides) sont excrétés dans
les urines (Kok & Ong, 1994; Lagorio et al., 1994). Ces dérivés peuvent étre utilisés comme

biomarqueurs de I’exposition au benzene.
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Figure (2) : Métabolisme du benzéne, issu de ATSDR, 2007: adapté de (Nebert et al.,2002; Ross,2000).

|.7.1.6.Elimination

Aprés inhdation, ingestion ou application cutanée, le benzéne se retrouve
principalement tel que dans I'air expiré et sous forme métabolisée dans les urines.

Chez la souris aprés ingestion de faibles quantités, 90% de la dose est excrétée dans les
urines alors que pour des doses plus élevées,une proportion plus importante est exhal ée sous
forme non métabolisée ce qui indique une saturation du métabolisme du benzene.

Lors d'une exposition chronique, I’éimination pulmonaire varie entre 10 et 50% de la
quantité absorbée ; elle se poursuit au moins 24 heures apres l'arrét de |’exposition. Les
phénols urinaires correspondent au métabolisme de 30 a 40% du benzéne et sont a 90% sous

forme sulfo-conjuguée .Les métabolites conjugués de I'hydroquinone , du catéchol et I'acide
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muconique sont également présents dans l'urine .La quantité urinaire de benzéne non
métabolisé représente moins de 1 % de benzéne administré .L'é@imination urinaire se poursuit
pendant 24 a 36 heures .Une faible quantité de métabolites glucuroconjugués peut également
étre retrouvée dans les féces aprés passage dans la bile.

Willams et Park (1953) rejetée le benzéne saturée de concentration (34 mg / kg) chez le
lapin par la bouche, et a noté que 43 % de benzéne non transformé peut flotter dans l'air
expiré, alors que le pourcentage estimé de la moins urinaires produits contenant métabolisé
par 33 % divisé ce rapport en tant que dans le tableau (2).

Tableau (2) : Le pourcentage de points soulevés dans I'urine de lapin.

substance %
Phénol liés 235
Hydroquinone 4.8
Catéchols 2.2
Acide Muconique 1.3
acide phényliques Marcaptric 0.5

Remarquez aussi |e reste des produits métabolisé, mais en petites quantités comme Catéchols,

benzotriol, Hydroquinone.
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Figure (3) : Le pourcentage de points soulevés (benzene) dans I'urine de lapin.
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|.8. Effet du benzéne sur les macromoléculaires

II'y a nombreuses éudes pour démontrer les molécules et les cellules ciblées par e benzéne et

leurs dérivés.

La plupart des études ont porté sur I'impact de 1-4 Benzoquinone et des produits du
métabolisme phénolique parce que ces composeés possedent des caractéristiques particulieres

qui interviennent dans le processus de Myelotoxicité et disponibles sur le marché commercial.
1.9. Effet du benzéne sur I’ADN

Apres l'oxydation de I'hydroquinone par le Prostaglandine-H-Synthetase vers 1,4
Benzoquinone (Michael et al., 1989 ; Richard et al., 1982). Celle-ci produit une interruption
similaires au niveau des ADN et inhibe le processus de duplication la figure (4.A.B) (Pellack
& Blumer ,1986 ; Michadl et al., 1990 ; Kalf et al., 1989). Conduisant a la formation de
Micronucleaire au niveau des globules rouges (Polychromatique) situé dans le sang
périphérique (Shimada & Satoand ,1988; Suzane et al., 1989; Ciranni et al.,1988;
Morimoto, 1983 ; Kreike ,1972).

Beaucoup des chercheurs ont montré que la nature des ADN a été déformé (Vangala et
al.,1990 ; Yamasaki et al.,1977 ; Jowa., 1986 ; Norpoth et al., 1988 ; Truchmore ,1984). Type
de N7-phényl guanine8-Hydroxyguanine (8-OHdG), Deoxyguanosinel, N2 3-OH
Benzophénol (Christineet al., 1990 ; Snyder et al., 1989 ; Haseltine et al., 1983).

A ce jour il a éé prouvé que la forme de I'ADN est déformée mais n'a pas des

modifications apportées sur le nombre des chromosomes.
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Un double
brin est
desenroule

A : Un double brin est désenroulé

second est definitive

B : Maislacassure du second est définitive

Figure (4. A. B) : Le Mécanisme d'action de benzéne sur I’ADN (Vangalaet al., 1990).
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1.10. Effet du benzéne sur lesprotéines

De nombreuses études modernes ont montré que le peroxydase des Macrophages
possede une processus actif de transformation d’Hydroquinone en 1,4 Benzoquinone, celui-Ci
associé rapidement avec des groupes sulfate de la protéine de cystéine (Schlosser & Kalf
,1989 ; Lunte & Kissinger ,1983).

Actudllement, il a éé trouvé que I'hydroguinone inhibe la tubuline en raison de sa
liaison avec GTP-Tubuline par totaux d'oxydation du sulfate, résultant I'arrét de la division
cellulaire au cours de la phase G2 et M chez les animaux , conduire & des interruptions au
niveau de la piscine micro- filetée (Richard & Douglas ,1980 ; Mann et al., 1974 ; Pfierfer &
Richard ,1983 ; Richard et al.,1981 ; Richard & Douglas,1980).

L'hydroquinone et le phénol ont une effet inhibitrice sur le processus de doublement en
raison de impact direct sur DNA polymérases Gamma et Topoisomerase Il (Schwartz et al.,
1986 ; Hangwei & David ,1995).

|.11. Lesvariationsdestaux dela prostaglandine

Récemment, Rhogani et al (1987) ont montré que le benzéne peut active la protéine
Kinase C de cerveau et auss les enzymes des plaquettes. Les activateurs de Kinase C
augmentent la libération de I'acide Arachidonique des phospholipides des plaquettes (Halenda
et al., 1985 ), et des macrophages (Pfankuche et al .,1986 ).

Alternativement, une grande partie des métabolites réactives comme le P-benzoquinone
intéracte avec ces activateurs et endommage les composantes de la membrane, causant la
turnover des phospholipides et laliberation d'acide Arachidonique (Smith & Borgeat, 1985).
L'acide Arachidonique doit transformer par le cycloxygénase (composant de prostaglandine
synthétase) en hydroperoxyde (PGG2). L’hydroperoxyde active |’endoperxydase. La
cooxidation d'hydroguinone ou phénol durant la conversion de PGG2 en PGH2 (molecule
précurseur de prostaglandine) par le peroxydase conduit a une augmentation du taux de
prostaglandine (figure (5)). La cooxidation dhydroquinone aboutit a la formation de
P-benzoquinone qui cause la cassure ’ADN (Pellack et al., 1986 ). Inhibe sa réplication
(Pellack et al., 1985 ;Schwartz et al., 1986). Intéracte avec les groupes du sulfhydryl des

tubulines.
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Figure (5) : lllustre le métabolisme de I'hydroquinone au niveau du systeme phagocytaire
(Macrophage) selon (Lau & Monks, 1987).
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|.12.Effet de benzene sur le systemeimmunitaire

Beaucoup de médicaments et produits chimiques industriels sont des substances
toxiques sur le systéme immunitaire, ont des préjudices différents: le manque de poids des
ééments de la lymphe (ganglions lymphatiques, |a rate) coincide avec un manque de

résistance aux blessures infection (Paul-p et al., 1990). En outre, il y a des composés qui

I'inhibent, tels que: Benzopyréne (Urso et al., 1986), benzidine (Luster et al.,1985), Biphenyl
(Bekes et al., 1978), et I' inhaation de benzene (Rosenthal & Snyder ,1985; Aoyama
,1986 ; Snyder & Spivack , 1979). La moelle osseuse est un organe des lymphocytes
primaires responsable de la composition initiale des cellules meres des lymphocytes B et T et
se compose principalement de:

- Macrophages.

- Les cellulesfibroblastoides stromales (LTF).

Il a été constaté que les macrophages sont plus sensibles que les (LTF) (Dori et al., 1989).
lorsgu'elles sont exposées au benzene; pour les rai sons suivantes:

1. Les macrophages contiennent des enzymes Peroxydases qui travaillent sur la conversion
d'hydroquinone a 1,4 benzoquinone en présence de peroxyde d'hydrogene (Lunte & Kissinger
,1983).

2. Les macrophages sont incapable d'éiminer I'effet toxique des benzoquinones car elles
contiennent des quantités insuffisantes de I'enzyme DT-diaphorase qui est un enzyme
protecteur contre I'impact de quinone (Gaido & Wierda ,1984 ; Betsy et al.,1995; Ross &
Siegel ,1989), et celaalié a benzoquinone avec des sites actifs (les totaux de soufre)qui sont
distinés pour les enzymes Capaine ( Calcium activated neutral protease) et les transforme
comme des sites inactifs entrainant I'inhibition de la transformation de I'Avant-
interleukinela (34 KD) a interleukinel maturé (17 KD) (Richard ,1981; Dori & David
,1988 ; John & Kalf ,1991), et dans ce cas, les cellules fibroblastoides inhibent |a production
de:

CFS (Colony Stimulating Factor) est nécessaire pour générer des cellules dans les tissus
sanguins.

Interleukine 4: qui interfére dans le processus de maturation des lymphocytes B (Gaido &
Wierda ,1984). C'est ce qui explique I'augmentation de ces cellules au niveau de la moelle
osseuse (Suzane et al., 1989 ; Michadl & Snyder ,1985). Il y a une diminution du nombre de
cellules Lymphocytes B (Daniel et al., 1989 ; Andrew et al.,1987 ; Daniel & Richad .,1982),
Figure (6).
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Figure (6): L'impact d’hydroquinone sur les Macrophages (Kalf et al., 1989 ;Andrew et
al.,1989).
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La concanavaline a induit la production des lymphokines (interleukine-2) par les
lymphocytes .Cette production est inhibée par |e benzoquinone (Suzone et al .,1989 ).

Une exposition continue au benzene entraine un manque de mitogéne comme
lipopolysacharides (LPS) et Phytohemmaglutunine (PHA) (Michael et al .,1984 ).

Plusieurs éudes ont décrit ['augmentation de la tuberculose et pneumonia chez les
lapins inhalés le benzéne et la diminution de la réponse immunitaire (White & Gammon
,1914 ; Simonds & Jones, 1915). La dépression de la fonction immunitaire dépend de |'effet
lymphocytotoxique.

Lange et al (1973) ont étudié le sérum d'immunoglobuline chez les travailleurs exposés
au benzéne ,toluéne et xylene ,ils ont noté une diminution des taux dimmunoglobuline A
(IgA) et (IgG) chez les individus exposés chroniquement ,alors que le taux dIgM reste
normal.
|.13.Leffet de benzene sur letissu sanguin

Les premieres étapes de I'effet toxique du benzéne présumé des maladies de la moelle
osseuse, |'émergence de ce qui suit: un manque des plaguettes sanguines, faible nombre des
globules blancs, I'anémie aplasique (Sindey & Goldstein, 1988; Suzane & Snyder, 1996 ;
Lowell & Rhods ,1939; Goldstein ,1989; Ronald et al., 1993; Snyder et al., 1980). L’anémie
aplasique est un des effets hématol ogiques les plus séveres induit par inhaation de benzene et
peut évoluer vers un syndrome myéoprolifératif puis vers une leucémie. Le processus de
formation du tissu sanguin dans la moelle osseuse et la figure (7) illustre les différentes
cellules souches sangunes et I'organisation de leur développement (Germaine, 1981).

Maintenant, les chercheurs Snyder et kalf (1994) ont prouvé que I'exposition chronique
au benzene conduit a l'activation de la différentiation des cellules souches (myéloblastes) a
des cellules matures (basophiles, neutrophiles, eosinophiles) (Infont & White, 1983 ; Seidel et
al., 1989 ). Au cours de cet éape de la différentiation , le benzéne augmente la proportion de
proteine kinase C , resultant de la phosphorylation P 53 excessive, un catalyseur de phase de
ladivision cellulaire G1.

L'hématotoxicité provoqué par les métabolites du benzéne est plus complexe qu'une toxicité
directe.

Irons et al (1992) ont montré comment les métabolites de benzéne (hydroquinone)

peuvent provoquer des altérations lors de différentiation dans la moelle osseuse.
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Ross et Siegel (1989) ont montré que les métabolites de benzene provoquent |'appoptose
des cellules progéniteurs. Ces deux effets causent la réduction des cellules souches de la
moelle osseuse.

De plus le benzoquinone inhibe le processus de la formation finale des globule rouges
(Uyeki et al .,1977) .

Cellule souche pluripotente
Cellule souche / CEU-S "~~~ Cellule souche

myeloide lymphoide
/CFU-GEMAMK
BFU-E CEU-GM G-CSE
CFU-E CFU-M CFU-G CFU-Eo CFU-B CFU-Mk  Pro-B Pro-T
Proéryhtroblaste Monoblaste Myéloblaste Myéloblaste Myéloblaste ¢ Pré-B Pré-T
l 1 l ' ' Mégacaryoblaste :
Erythroblaste ,
basophile 1 Promonocyte PromyelocyteN || 5 L4
} oo
Erythroblaste Myélocyte N
basophile 2
E. polychromatophile : : l
4 \ 4 \ 4
E. acidophile Métamyélocyte N Megacaryocyte
Réticulocyte : : : :
| \ } oo booov
GR Monocyte  PolynucléaireN  PE PB Plaquettes LB LT

Figure (7): les cellules souches au cours du processus hématopoiétique (Germaine, 1981)
GR : Globule rouge.
PE : Polynucléaire éosinophile.
PB : Polynucléaire basophile.
LB : Lymphocyte B.
LT : Lymphocyte T.
BFU-E: Bone Forming Units érthrocyte.
CFU-E: Eosinophilic colony forming unit culture.

CFU-GM: IL: Granulocyte macrophage colony forming unit.
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[1. Animaux
I1.1. Elevage

Notre travail a été effectué sur des lapins de souche (Oryctolagus cuniculus), vertébrées,
Gnatostomes, tétrapodes appartenant a la classe des mammiféres provenant de I’institut
pasteur d’Alger. Au moment d’expérimentation les lapins ont été 50 a 12509 et sont agés de
35 a45jours.

- Classification Lapin domestique
Regne : Animal
Embranchement : Chordé vertébré
Classe : Mammifere placentaire
Ordre : Lagomorphe
Famille : Léporidé
Genre : Oryctolagus
Espéce : Oryctolagus cuniculus
I1.1.1.Lieu d’élevage
Les animaux sont placés dans de grandes cages métallique adaptées de longueur 61cm, de
largueur 51cm et de hauteur 51cm qui sont disposées sur deux rangées superposees. Ces cages
sont dotées de mangeoires et d’abreuvoirs avec plateau mobile pour faciliter le nettoyage.
Latempérature de I’animalerie est maintenue adéquate grace a un radiateur éectrique.
Les animaux sont dociles et faciles a manipuler ; ils sont répartis en quatre lots expérimentaux
en raison de 05 animaux par cage.

- 01:lot: Témoins basal
02 : lot ; Traité au benzéne.

03: lot : Traité au thyroglobuline.

04 : lot : Traité au thyroglobuline et benzéne.

11.1.2.Conditions d’élevage
Ces conditions sont caractérisées par une température qui varie entre 18 a 24°C et une
photopériode variable. L’éclairage est fourni par une lampe de 60 watts, La Lumiére est

reparteé sur toute la surface de I’animalerie qui est de 10 m.

Les lapins recoivent une alimentation composée de la salade, carotte, soja blé.

- L’eau est fournie quotidiennement et a volante.
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- Le nettoyage des cages est réalisé chague jour pendants 15 jours dans I’animalerie de
département de microbiologie et biochimie" M’sila".

- Lesanimaux sont manipulés par le méme expérimentateur a fin d’éviter tout stress (DUNN
et al., 1973).

[1.2. Traitement des Animaux
I1.2.1.Traitement par du benzene

Le benzene, de formule brute C6H6 (la structure du benzene figure (2) page.8)
(4 instaurations : 1 cycle et 3 doubles liaisons) fait partir des composeés aromatiques, ¢’est-a-
dire de composés cycliques plans, qui possedent 4n+2 électrons = ou non liants conjugués. Le
terme d’aromatique provient du fait que la plupart de ces composés ont une odeur (parfois
agréable, mais bien souvent désagréable) !

Il s’agit de composé particulierement stable. On estime I’énergie de stabilisation ou énergie
de résonance du benzéne par rapport a un cyclohexatriene hypothétique a 150 kJ.mol/1 (cette
énergie de dtabilisation du benzene est évaluée a partir des enthapies standard
d’hydrogénation de cyclohexéne, de cyclohexa-1,3-diene et du benzéne).

11.2.2.Traitement par la thyroglobuline

La thyroglobuline (Tg) est synthétisée par les cellules thyroidiennes et secrétée dans la
lumiére folliculaire, ou elle représente le congtituant majeur de la colloide. Elle est le
précurseur des hormones thyroidiennes (T3, T4),site a la fois de I’iodation des résidus
tyrosyls, du couplage des iodotyrosines en iodothyronines et, aprés couplage dans la colloide
et recaptage par les cellules thyroidiennes, de la libération par protéolyse des hormones
thyroidiennes T3 et T4. La synthese et |a protéolyse de |a thyroglobuline sont sous I’influence
de lathyréostimuline (TSH) (Gaillard, 1991).

11.3. Prélévements du Sang
11.3.1.Sanguin

Le prélévement se fait a partir les oreilles des lapins, dans |e troisiéme jour d’injection de
produit.

Le sang est recueilli dans des tubes héparinés et a éé rapidement centrifugé a 4000
tours/min g pendant 15 minutes. Le plasma a éé immédiatement congelé a —20°C jusqu’au
moment de la rédisation des dosages des Gammaglobulines, protéines ol et o2 et les
lymphocytes et éosinophiles et dans des tubes hémato pour la confection des frottis sanguins

(un échantillon par lot).
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11.3.2.Protocole Experimentale

>
@ (répartition@

L3: Groupe3n=5 Groupe 1 n=5

Benzéne 100mg /L L1 Témoin L2: Groupe 2n=5

Thyroglobuline 10 ng /mL

L4 : Groupe4 n=5
Benzéne (100mg /L) + Thyroglobuline (10ng /mL)

S

Pendant 10jours Experimental

U7

Benzéene —— VVoie buccae

Thyroglobuline —— Voie buccale

- Frottis Sanguins:
- Frottis Sanguins (L ymphocytes, éosinophile)
- Dosage des protéines sériques ol et a2, 6 globulines.

- Tests Sédimentations Erythrocyte.
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11.4. Analyse Statistique des Données

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes plus ou moins standard de déviation.

Pour la comparai son des moyennes, nous avons utilisé le test de Student (p<0.05).
I1.5. Frottis Sanguins et Coloration
I1.5.1.Frottis Sanguins

Une goutte de sang est mise sur le bord d’une lame (1cm) et est étalée sur toute sa surface

avec une lamelle placée suivant un angle de 30° et on seche rapidement al’air.

— —
. —
—
[ = | = | [ —

A B C D

Figure (8) : Technique defrottis sanguin (WILD LIFE CONSERVATION SOCIETY, 2008)

Réalisation d’un frottis sanguin :

La technique de frottis est une technigue particuliere permettant un étalement homogéne du sang
sur une lame deverre.

Une petite goutte de sang est déposée a environ 1cm de I’extrémité d’une lame.

Une lamelle est approchée de cette goutte, inclinée a 45° par rapport alalame et mise a son contact
(A). Cette goutte adhére par capillarité tout du long de la base de lalamelle (B). Lalamelle est alors
poussée de maniére rectiligne (A) de facon a éaler le sang en couche mince et uniforme (D).

Pour |”’observation au microscope la coloration au May-Grunwald est nécessaire.

Celui-ci colore de maniére différentielle les différentes zones d’une cellule sanguine en fonction de

son caractere acidophile, basophile, neutrophile ou éosinophile.
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11.5.2.Coloration

Laméthode utilisée est celle de MAY-GRUNWALD et GIEMSA.

- Le MAY-GRUNWALD fixe le frottis par son alcool méthylique et colore surtout le cytoplasme
et granulation neutrophiles, basophiles et acidophiles.

- Le GIEMSA, quand alui, colore les noyaux et les granulations azurophiles.

En placons les lames sur support et versons un nombre suffisant de gouttes de MAY-

GRUNWALD pour recouvrir toute la surface et nous laissons en contacte 05 minutes.

Aprés 05 minutes, gjoutant autant de gouttes d’eau distillée et nous laisser en contacte 05
minutes. Puis égouttons et gjoutons de gouttes de Giemsa nous laisserons agir 10 minutes.
Enfin ringons sous un jet d’eau distillée et laisserons sécher avant examen microscopique

du frottis.
11.5.3.Lecture
Il sagit d’établir le pourcentage en comptant 100 leucocytes (granulocytes, Lymphocytes,

Monocytes) selon le schéma de Shiling qui consiste a balayer |e champ d’observation (grossie
400 fois au microscope).

11.5.4.0bservations et exploitations
[1.5.4.1. Etude quantitative deslymphocyte et éosinophiles

| amdlle de verre
Quadrillage
Chambre _ﬁ Cdlile de Malasser

Figure (9) : Schémad’une lame de Malassez.
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Rectangle non quadrillé

Rectangle quadrillé verticalemant

Rectangle gquadrillé horizantalemeant

Rectangls subdivise
en 20 petits carrés
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Figure (10) : Schémad’une grille de Malassez (Adapté et modifié de |’ ACADEMIE DE ROUEN, 2008).

Figure (11) : Observation au microscope d’un des 25 rectangles quadrillés de la cellule

—___  __  Hématies

Tl o

de Malassez utilisée (grossissement X400)
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11.6. Dosage et séparation des protéines sérique olet o2 et

Gammaglobulines par éectrophorese sur acétate cellulose (sdon la
méthode de TESSILUS & KABOT (1949)).
11.6.1.Principe
L’ électrophorese sur acétate de cellulose est la méthode analytique la plus employée a

I’heure actuelle. Sa relative simplicité de mise en cauvre, la minimisation des phénoménes

d’évaporation (dus a I’effet Joule durant I’électrolyse), la rapide décoloration du font et la

transparence de ce support sont les principales raison qui I’ont fait adopter et ont conduit a

I”abandon progressif de |’électrolyse sur papier.

11.6.2.Réactifsutilisés
- Ceélogel 2.5x14cm;

- Tampon véronal-trisPH 9.2 ;

- Migration 200V-32 minutes ;

- Colorant ponceau S : 5g dissous dans |’acide trichloroacétique a5% ;
- Décoloration : acide acétique a5% (50ml) ;

Transparisant a préparer extemporanément : Méthanol 75ml+ acide acétique Glacia 20ml.

11.6.3.Technique

A. Immerger le Cdlulogel dans le Tampon: 10 minutes minimum. Eviter que les
membranes ne restent collées entre elles.

B. Eliminer I’exces de Tampon entre deux Feuilles de Papier Filtre repérer la mate
absorbante en placant la membrane verticalement, coin coupé en bas a droite et placer la
membrane sur le portoir, correctement tendue, et placer les fixes bandes.

C. Condition de Migration

- Cdluloge 2.5x14cm

- Portoir 8 avec guide de dépbt

- Dépbt a 18mm du bord du portoir, coté cathodique
- Migration 200V- 32mn

D. Coloration
- Utiliser 100ml de colorant pour 25membranes 2.5x14. Au-dela, le colorant perd sont

pouvoir fixateur.
- Pour la coloration, présenter la face absorbante directement en contact avec la surface

de la surface de la solution colorante.
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E. Décoloration

30 bains successifs dans I’ acide acétique a 5% jusqu’a décol oration totale du Cellulogel.

F. Transparenceet Densimétrie
- Déshydrater lamembrane dans le méthanol pur pendant 3 a5 minutes.
- Immerger exactement 1Imunite 30 secondes dans |a solution de transparisation.
- Etaler le cellulogel sur une plague de verre propre-face mate contre le verre, éiminer
lesbulles d’air et I’exces de solution transparente.
- Laisser sécher a température ambiante. Aprés transparence compléte, on peu
éventuellement utiliser une source de chaleur < 70°c pour accélérer le séchage, la

lecture se f ait au densitométre.
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Partie 3 Résultats

1. Résultats

[11.1. Lerdledu systemeimmunitaire

Le réle du systéme immunitaire a reconnaitre les antigenes de corps, cette systéme immuni-
taire il travaille pour protéger le corps contre les agents pathogenes, si microbienne ou molé-
culaire, mais il arrive parfois un déséquilibre dans la création d'emplois ainsi une réponse
immunitaire n'est pas possible non plus conduire a des mal adies auto-immunes ou hypersensi-
bilité( Bach,1990 ; Christine et al.,1990).L'agent métagenique peut modifier la régulation du
systeme immunitaire soit débiliter ou I'augmentation de la réponse immunitaire, cette réponse
nous avons observé chez les lapins traités ou substance toxique "benzéne», immunologique-
ment nous avons enregistré des changements dans les proportions des lymphocytes et ainsi

gue des gammaglobulines.

111.1.1. Etude dela réponseimmunitaire

[11.1.1.1. Variation du taux deslymphocytes (Tableau (3), Figure (12))

o Chez leslapins témoins et les lapins traitée ala Thyroglobuline :

- Une augmentation significative du taux lymphocyte chez les lapins traitée a la Thyroglobu-
line par rapport aux témoins (48.4+ 7.127) S = (39+ 4.09)

- Une augmentation significative du taux de lymphocyte chez les lapins traités a Thyroglobu-

line (48.4+ 7.127) par rapport chez les lapins traités aux Benzéne (36.8+ 2.94).

Tableaux (3) : Variation du taux des lymphocytes chez les|apins.

Témoin 10hg/mi 100mg/l 100mg/I + 10hg/m
Thyroglobuline Benzene Benzene + Thyroglobuline
lymphocyte 39+ 4.09 48.4+ 7.127% | 36.8+ 2.94** 42+ 2.12

Page 27




Partie 3

Résultats
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Figure (12): Variation du taux des lymphocytes chez les lapins.
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Les lymphocytes jouent un role important dans la protection contre les organiques exotiquesil
ya deux phases:

La premiére consiste a reconnaitre les valeurs de lymphocytes “ B ” et les globulines immuni-
taires par lamembrane de lacellule lymphocytes “ T ” par des antigénes d'histocompatibilité.
Dans la deuxiéme consiste les cellules stimulant transmuté comme des lymphocytes (B et T)
de cellules différenciées efficace immunitaire a éliminer les corps éranger.

Gréce anotre éude de laboratoire et compte tenu des résultats globale dans le tableau (2) et la
figure (12) I'augmentation de lymphocytes chez les lapins traités par thyroglobuline, attei-
gnant (48.4+ 7.127) par rapport au témoin (39+ 4.09), attribué cette augmentation a la fonction
de cet article dans induction du systéme immunitaire, et également enregistré

Une augmentation remarquable des lymphocytes en particulier chez les lapins traités avec le
benzene pendant |a durée de I'expérience, pour devenir significative (P< 0.05) au cours de la
durée de I'expérimentale dans les lapins traitement par Thyroglobuline et le benzéne, estimé
que le taux d'augmentation (42+ 2.12) substance toxique du benzéne pour exhorter le systéme

immunitaire.
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[11.2. Variation du taux des gammaglobulines (Tableau (4), Figure (13))

o Chez les lapins témoins et |es lapins traités par thyroglobuline :

- Une augmentation significative du taux de du Gammaglobulines chez les lapins traités par
thyroglobuline par rapport aux témoins [(15.8+ 2.387) VS = (8.2+ 1.788)].

o Chez leslapins témoins et les lapins traités par thyroglobuline et le benzéne:

- Une augmentation tres significative du taux de Gammaglobulines chez les lapins traités par
thyroglobuline et |e benzéne par rapport aux témoins [(20.4+ 2.190) TVS = (8.2+ 1.788)].

o Chez les lapins traités par thyroglobuline et les lapins traiter par le (benzéne et le (benzene +

thyroglobuline):

Une augmentation significative du taux de Gammaglobulines chez les lapins traités par thy-

roglobuline par rapport aux les lapins traités par le benzene [(15.8+ 2.387) VS = (11+

2.738)].

Une diminution significative du taux de Gammaglobulines chez les lapins traités par thyro-

globuline par rapport aux les lapins traités par (benzéne + thyroglobuline):[(15.8+ 2.387)

VS = (20.4+ 2.190)].

- Une diminution tres significative du taux de Gammaglobulines chez les lapins traités par

benzéne par rapport aux lapins traités par (benzéne + thyroglobuline):[( 11+ 2.738) TVS =

(20.4+ 2.190)].

- L’effet de benzéne est moins marqué que celui de lathyroglobuline.

Tableaux (4) : Variation du taux des gammaglobulines (mg/l).

Groupe Témoin 10hg/mi 100mg/l 100mg/I + 10hg/ml
Thyroglobuline Benzene Benzene + Thyroglobuline
y-globulin
Gammaglobulines(mg/l) | 8.2+ 1.788 | 15.8+ 2.387*** 11+ 2.738* 20.4+ 2.190* ***

P<0.05 ;N=5
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Figure (13): Variation du taux des gammaglobulines (mg/l)
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Des cellules de mémoire, caractérisé la réponse immunitaire sécretent des protéines connues
comme anticorps de sérum, a l'encontre de facteurs infirmiere particuliere 106, aprés la anti-
génique dinduction initiale, sont produites principalement le type dimmunoglobulines IgM,
et au cours de cette phase se posent ont la capacité de reconnaitre le méme antigéne quand il
est entré pour la deuxiéme fois, conduisant & une réponse secondaire production rapide et in-
tensive immunitaire d'lgG (Rosenthal & Snyder,1985). Nous avons observé au cours de notre
étude ou nous avons enregistré des valeurs morales élevées de gammaglobulines pendant la
durée de I'expérience chez les lapins traité par |e benzéne seulement ou instigateur immuni-
taire (thyroglobuline), Cette comparaison avec témoin entre 8.2+1.788 mg/l. le contraste, nous
avons observé une diminution significative (P< 0.05) de ces valeurs au cours de la durée |'ex-
périence dans | e cas des lapins traités avec le benzéne (Iapins trés trouble)

Cela confirme le fait que cet article afait inhibitrice de freiner le systéme immunitaire et sont
les mémes que les résultats obtenus par (Snyder & Kocsis, 1975 ; Simondjsp & Jonesh, 1915;
Shimada & Satoand, 1988). Mais aprés un événement d'une semaine compléte il ya un adap-
tation dans les animaux traité par le benzéne, ce qui explique les valeurs relativement élevées
de gammaglobulines, cela coincide avec les résultats obtenu par Manjan (1987). qui stipule
que I'exposition constante a la tourmente engendrer une augmentation de la réponse immuni-
taire.

Dans le cas du groupe de traité par le benzene (100mg/L) et Thyroglobuline (10ng/mL)
augmenté de facon tres significative (20.4+ 2.190) les valeurs de gammaglobulines pendant la
durée de I'expérience, une augmentation trois fois par rapport au témoin et deux fois par rap-
port ou traité thyroglobuline, et conclure qu'il thyroglobuline un impact positif sur la produc-
tion gammaglobuline (Tableau (4), Figure (13))

Les résultats qui obtenue et déduire qu'il existe une relativement proportionnelle a la réponse
immunitaire de la cellule de production (lymphocytes) et la production d'moléculaire gamma-
globuline, et avait une diminution notable du pourcentage de lymphocytes au cours de durée
de I'expérience dans le groupe trait par le benzene (100mg/L), et la concentration de gam-
maglobuline pendant 1a durée de |'expérience dans |le méme groupe.

Alors que nous avons enregistré un décalage dans la réponse immunitaire dans le dernier
groupe traité avec benzene, ou nous avons remarqué |'augmentation de la gammaglobuline
morale et peu de différence dans le pourcentage des lymphocytes par rapport au témoin, ce

qui indique gue I'effet de benzéne est évident dans laréponse cellulaire.
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111.2. Etude de la Réponse | nflammatoire

[11.2.1. Protéinesimmunitaires al et a2

o Chez leslapins témoins et les lapins traités par thyroglobuline :

- Une augmentation significative du taux des protéines al et a2 chez les lapins traités par
thyroglobuline par rapport aux témoins [(1.8+ 0.836, 7 + 1.224) VS = (2+ 0.707, 7.8 £
1.643)].

o Chez les lapins témoins et les lapins traités par |e benzéne et les lapins thyroglobuline et le

benzéne:

- Une augmentation tres significative du taux de protéines ol et a2 chez les lapins traités par
thyroglobuline et le benzéne par rapport aux témoins [(1.8+ 0.836 ;7 + 1.224) TVS =
(5.8+1.923;13.6 + 3.781)].

o Chez leslapinstraités par thyroglobuline et les lapins traiter par le (benzene et le (benzéne +
thyroglobuline):

- Une augmentation significative du taux des protéines al et a2 chez les lapins traités par
thyroglobuline par rapport aux les lapins traités par le benzene [(2+ 0.707 ;7.8 + 1.643)
VS = (5.2+ 2.588 ;12.6 + 2.966)].

- Une diminution significative du taux des protéines ol et a2 chez les|apins traités par thyro-

globuline par rapport aux les lapins traités par (benzene + thyroglobuline): [(2+ 0.707 ; 7.8
+ 1.643) VS=(5.8+ 1.923 ; 13.6 + 3.781)].

Tableaux (5) : Variation du taux des protéines sériques al (mg/l).

Groupe Témoin 10hg/ml 100mg/I 100mg/l + 10hg/ml
Thyroglobuline Benzene Benzene + Thyroglobuline

\

Protéine al
Protéine sériques al 1.8+ 0.836 2+ 0.707* 5.2+ 2.588* 5.8+ 1.923**

P=005 ;N=5
Tableaux (6) : Variation du taux des protéines sériques a2 (mg/l).

Groupe Témoin 10hg/ml 100mg/I 100mg/l + 10hg/ml
Thyroglobuline Benzene Benzene + Thyroglobuline
Protéine o2
Protéine sériques a2 7+1.224 7.8+ 1.643* 12.6 + 2.966* 13.6 + 3.781**

P<0.05 ;N=5
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Figure (14): Variation du taux protéine sériques al (mg/l).
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Figure (15): Variation du taux des protéines seriques a2 (mg/l).
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[11.2.2. Tests de sédimentations Erythrocytaire
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Figure (16): Variation du taux de tests sédimentations d’érythrocytaires (mm).

Tableaux (7) : Variation du taux de sédimentations d’Erythrocytaires premier heure (mm)

Groupe Témoin 10hg/ml 100mg/I 100mg/l + 10hg/ml
Thyroglobuline | Benzene | Benzene+ Thyroglobuline
SE

Sédimentations Erythrocyte
(mm)

1.2+ 0447 2.2+ 0.836

1.6+ 0.547 1+ 00

P<0.05 ;N=5

Tableaux (8) : Variation du taux des sédimentations d’Erythrocytaires deuxieme heure (mm)

100mg/l 100mg/l + 10hg/ml
Benzene + Thyroglobuline

Groupe Témoin 10hg/ml
Thyroglobuline | Benzene
SE

Sédimentations Erythrocyte 3+1
(mm)

5.8+ 1.095

2+ 0 3.2+ 1.095

P<0.05 ;N=5
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Figure (17): Variation du taux des sédimentations d’Erythrocytaires premiére heure (mm).
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Figure (18): Variation du taux des sédimentations d’Erythrocytaires deuxieme heure (mm).
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[11.2.3. Variation du Taux d’Eosinophile (Tableau (8), Figure (19))

o Chez leslapins témoins:

- Une augmentation significative du taux éosinophile chez les lapins témoins par rapport aux
les lapins traités par la thyroglobuline et (benzénetthyroglobuline) [(2.8+ 0.836) VS =
(0.8+ 0.447; 1+ 00)].

- Une augmentation significative du taux éosinophile chez les lapins traités par le benzéne

par rapport aux traités par thyroglobuline [(2.4+ 0.547) V S= (0.8+ 0.447)].
- Une augmentation significative du taux éosinophile chez les lapins traités par le benzéne par
rapport aux traités par (thyroglobuline+ benzene) [(2.4+ 0.547) VS= (1+ 00)].

Tableaux (9) : Variation du taux d’Eosinophile (mm?)

Groupe Témoin 10hg/mi 100mg/I 100mg/I + 10hg/ml
Thyroglobuline Benzene Benzene + Thyroglobuline
Eosinophile

Eosinophile 2.8:0.836 | 0.8+ 0.447*** | 2.4+ 0.547** 1+ 00***

P<0.05 ;N=5

Apres examen microscopique les cellules semblent avoir une forme ronde diamétre acide
entre (12-14u microns) et sont neutres, mais il est caractérisé par ses granules contenus dans
cytoplasme acide, ils sont plus grands taille et coloré par I’éosine, avoir un diametre compris
entre (0,2 -0,7 1 microns). Le noyau est souvent avec seulement deux lobes (Photo 1.2.3). Le
réle de cette noyau I’interattraction chimique et la phagocytose afin de se débarrasser des les
microbes, qu'elle soit ou microbienne. Sait que les proportions de cellules est beaucoup moins
éosinophile dans des conditions inflammatoires, chez les lapins traités par le benzénel00mg/|
le nombre des éosinophile (2.4+ 0.54) sont diminué par rapport aux témoins au cours de la
durée expé&imentale en raison du taux élevé de métabolisme de benzéne au niveau de la
moelle osseuse et le sang, et |es effets toxiques du benzéne.

Les résultats globaux obtenus sur les facteurs des conditions inflammatoires, confirme que la
capacité de benzéne cette toxicité, surtout a la dose de 100mg/l. nous avons observé une aug-
mentation significative du taux protéines sérique al et a2, et la vitesse Sédimentations
d’érythrocytes au cours de la durée expé&imentale, qui a dépassé les valeurs de la faiblesse du
systeme immunitaire de maniére significative, et en raison de la rétention de ces cellules éry-

throcytaire dans |a moelle osseuse (inhibition de métabolisme du benzéne dans sang).
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Figure (19): Variation du taux d’Eosinophile (mm?®).
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[11.4. Résultatsde Frottis

Photo 1 : Frottissanguins delot 01 : Témoin basal (grossissement X400)

b A By

1- Lymphocyte
2- Eosinophile
3- Basophiles

4- Lymphocyte T

Photo 2 : Frottis sanguins delot 02 : Thyroglobuline 10ng /mL (grossissement X400)

1- Lymphocyte
2- Eosinophile
3- Basophiles

4- Lymphocyte T
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Photo 3 : Frottis sanguins delot 03 : Benzene 100 mg /L (grossissement X400)

1- Lymphocyte
2- Eosinophile
3- Basophiles

4- Lymphocyte T
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V. Discussion

Dans un précédant travail nous avons rapporté la constatation d’élevassions anomales des
(lymphocytes et éosinophiles) chez certains lapins traité de benzene varie. Ces fortes
augmentations (cas d’hyperréticulocytose entre 120000 et 450000 cellulesmm?® ). Jamais
décrites par d’autres, éaient des anomalies isolées de I’hémogramme, sans modification des
autres lignées sanguines, par ailleurs sans stigmates biologiques d’hyperhémolyse associée.
Des sujets susceptibles de montrer des anomalies sanguines liées a un certains degrés
d’hémolyse résultats d’une intoxication de benzene ont été exclus de notre éude. En ce qui
concerne I’intoxication de benzene, un travail récent a démontrés que la présence de benzéne
dans la circulation pouvait entraines une atération de la membrane du globule rouge et de ce
fait conduire a la formation de molécules réactionnelles responsable d’une hémolyse
inexpliquée par ailleurs (KNAPP et al., 1997) par ailleurs certains benzopyrene, le
métabolisme en benzopyréne peuvent étre responsable d’une hyperhémolyse en forte
contamination (GIJSENBERGH et a., 1989; LAMBERT et al.,1995; RAMBOURG-
SCHEPPENS et al.,1988). Cependant ces derniers solvants n’ont pas été rencontrés au cours
de cette étude.
Le recours a des lapins comme témoins ne constitue pas le respect scrupuleux des
recommandations du prélévement de sang chez le témoins une remarguée une augmentation
de hématopoiese la (figure (7)).
Nous avons trouveé dans les groupes (3) et (4) traité par le benzene une augmentation modérée
mais signification des lymphocytes, éosinophiles et gammaglobuline par rapport au groupe
témoins non traité au benzéne.
Cette augmentation ne dépendant par de I’intensité de I’exposition ou de sa durée. Ayant d§ja
rapporte dans quelques observations une augmentation numérique des lymphocytes,
éosinophiles et les gammaglobulines circulants lors de I’exposition au benzene (CARDOSO,
1991). Nous avons séparé dans cette étude le groupe (3) traité par le benzéne et le quatrieme
traité par |e benzene et thyroglobuline. Nous n’avons pas trouvé de différence significative.
Un article d§a ancien s’est intéressé au conséguence hématologiques de I’exposition aux
benzénes et a de nombré les lymphocytes, éosinophiles et les gammaglobulines sans trouver
d’élévation significative dans des situations de traitement d’importance variable (PEDERSEN
et al.,1982).
La toxicocinétique du benzéene et des autres solvants nous apprend que leur pénétration dans
I”’organisme est favorisée par la chaleur ambiante une publication ancienne insiste sur le réle
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des températures é evées associées a des expositions chroniques au benzene dans la survenue
d’anomales hématol ogiques par hyperfonctionnemnet initial de moelle osseuse avec élévation
des réticulocytes (Koslova, 1957).

Il est intéressant de constater que les éosinophiles sont également plus éléves dans les groupes
(3) et (4) traité aux benzénes par rapport aux témoins. Cette augmentations globale des
éosinophiles et due a I’augmentation des polynucléaires, et surtout, fait remarquable, des
lymphocytes, comme pour |a réticulocytose, les deux groupes traité aux benzenes concernées
par cette lymphocytose ne semblent pas subir I’influence de la dose, de la durée de
I’exposition et de la nature du benzéne. Nous n’avons pas d’explications définitives a cette
derniére congtitution dans un travail en préparation nous essaierons de mieux analyser
I’implication de chaque benzene et de savoir si lalymphocytose relative touche tous les types
des lymphocytes.

Les modifications numériques des lymphocytes circulantes ont déja été décrites au cours de
traitement par le benzéne, les produits ineriminés sont presque toujours des solvants
aromatiques et plus particuliérement le benzene, le toluene et le xylene.

Mais les auteurs ont uniguement rapporté des baisses du nombre des lymphocytes circulants
sous I’effet de ce benzéne (Lisiewicz, 1993; Moszczynski & Lisiewicz ,1983; Pouget et al.,
1987). A I’inverse une éude a retrouvé chez des vernisseurs par pulvérisation de légeres
lymphocytoses relatives mais attribuées aux seuls. Alkylbenzene xylenes et éthylbenzene

En conclusion, bien gqu’il existe une différence significative du taux de lymphocytes,
éosinophile et gammaglobuline et protéine sérique alet a2 entre les traité de benzéne et les
témoins, I’hypothése d’une interaction n’est pas étayée par une relation dose-effet ou
ancienneté-effet. Malgré la constatation d’une augmentation statistiqgue des taux des
lymphocytes, éosinophiles dans les groupes traité aux benzénes, les valeurs observées
n’atteignent pas des niveaux pathologiques. Il s’agit donc d’un résultat préliminaire qui
mériterait d’étre conformé par une nouvelle éude avec des effectifs beaucoup plus
importants, la surprise de cette éude est I’existence d’une lymphocytose liée a |I’exposition
aux benzénes. L’augmentation des taux des lymphocytes et éosinophiles liée a I’exposition
chronique aux benzenes décrite dans notre éude confirme les premieres constatations
(Angerer & Wulf ,1985). Dans une groupe traité aux benzénes aux utilisant certaines akyl-
benzéne. Notre étude généralise la constatation de cette augmentation des lymphocytes et
éosinophiles a d’autres benzenes, il est difficile d’expliquer la survenue d’une modification
quantitative de I”’hémogl obine en |’absence de variations du nombre des globules rouge. Cette

étude ne permet pas encore d’expliquer les mécanismes responsables de |’augmentation des
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réticulocytes, lymphocytes et éosinophiles biens que les différences entre les groupes traité
aux benzenes et les groupe témoins sont statistiquement significatives, on ne peut considérer
gu’elles aient une signification pathologique puisque les taux observés d’anomalie des
globules rouges restent dans les valeurs normales validées par tous les laboratoires

d’hématol ogique.
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Conclusion

Au terme de cette étude on conclu que:

L'homme est exposé a la toxicité de benzéne a cause de différentes sources d'exposition dans
I”environnement.

Le benzene est absorbé par toutes les voies d'exposition et I'intoxication principale se fait
par I'inhalation .1l est rapidement distribue préférentiellement dans les tissus riches en lipides
.La métabolisation a principalement lieu dans le foie et la moelle osseuse .Une partie du
benzéne exhal ée sous forme non métabolisée mais la plus grande partie est métabolisée et les
métabolites sont excrétés sous forme conjuguées dans I'urine.

Le benzene a un effet toxique sur I'organisme notamment I'’ADN, le systeme immunitaire
et le sang dont il provoque :

§ Un dommage al'ADN.

§ Affaiblissement de systéme immunitaire causé par la diminution de poids des ééments
immunitaires (LB, LT, Macrophage, Ig ...).

§ L'anémie résulte d'une part par la réduction des cellules souches hématopoiétique qui sont a
I'origine de la moelle osseuse et d'autre par I'apoptose des cellules matures se qui entraine la

leucémie ( cancer dusang) .
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Résume

En raison de I’utilisation large du benzéne comme solvant organique des produits industriels et composant essentiel des carburants avec sa
facilité de pénétration a |’organisme d’une maniére spontanée par la voie respiratoire, il en résulte I’atteinte du tissu hématopoiétique par quelques

maladies graves et chroniques parmi lesquelles, on cite I’anémie médullaire qui se manifeste along terme.

En plus I’apparition de quelques variations au niveau du systéme immunitaire qui se caractérisent généralement par la diminution de quelques

paramétres tel's que les gamma-globuline et les cellules lymphoides.

Ains |’&tre humain exposé a cette substance sera dans un état sanitaire grave, afin de diminuer la gravité de I’ utilisation de cette substance des

mesures nécessaires doivent étre proposés telles que :

1. L utilisation des masques spéciaux pour diminuer le taux du benzeéne inspiré.

2. Lasubstitution du benzene par des substances moins toxiques telles que xyléne et toluéne ou respecter le taux adopté 1ppm.

3. Education sanitaire des travailleurs.

4. Eviter la toxicité du benzene en administrant des médicaments a des doses convenables d’une part pour stimuler le systéme immunitaire et

d’autre part pour activer le systéme de glutathion.

Motsclés: Benzéne ; Toxicité ; Tissu sanguin ; Systéme immunitaire.

Abstract

It is well known that the benzene penetrates easely the organism throught the respiratory tracts. Some very serious déseases as the medullary
anemia wich occurs next, are causedby this very activ element found in the hematopoetical tissue. This chemical is widely used in industry as an

organic solvent.

Moreover, some troubles affecting the immunity system are very perceptible, namely a decrease of some fonction as those of gama-globulin and

lymphoid. In oder to decrease the harmfulness of such a substance, necessary measures must be taken as:

1. The use of adequate protectors to diminuate the inhaled substance.

2. Substitution of the substance by an other one more efficient and less toxic as the Xyléne, Toluene or the respect of an appropriate and adopted
ratelppm

3. Sanitary education of labourers.

4. Ovoiding tue toxicity of the benzene in choosing convenient amounts wich could stimulant the immunity system and activate the glutathion
system.

Key words: Benzene; toxicity; Blood tissue; Immune system.
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