2

Hématotoxicité et immunotoxicité

La premiere expertise collective Inserm (Inserm, 1999) sur les risques pour la
santé liés a I'exposition aux éthers de glycol a décrit trois types d’effets
hématotoxiques pour les substances de cette famille chimique :

e des effets hémolysants observés avec 'EGBE et son acétate, ainsi que, a
un moindre degré, avec I'EGnPE, 'EGiPE, 'EGPhE, le DEGBE et leurs
acétates ;

¢ une hypoplasie médullaire et des cytopénies périphériques, portant plus
particulierement sur les granulocytes, avec 'TEGME, 'EGEE et leurs acétates,
le DEGDME, ainsi que, 2 un moindre degré, avec 'EGnPE, le DEGME et
leurs acétates ;

¢ un effet lymphopéniant, éventuellement associé & une immunosuppres-
sion, avec 'EGME, 'EGEE, le DEGME et leurs acétates, ainsi que, a un

moindre degré, avec 'EGnPE et son acétate.

Le texte qui suit rappelle les informations présentées dans 'expertise Inserm
de 1999 pour chacun de ces effets et décrit les données nouvelles acquises
depuis.

Hémolyse

L’expertise collective réalisée par I'Inserm (1999) rapporte que 'EGBE et
son acétate ont induit une hémolyse chez plusieurs especes animales ; la sou-
ris, le rat, le lapin, le hamster, le babouin sont des especes trés sensibles a cet
effet toxique alors que I'effet hémolysant est faible chez le chat, le chien, le
cobaye, le porc et 'homme. L’hémolyse induite par 'EGBE et son acétate a
été observée quelle que soit la voie d’administration. Chez le rat, les doses
maximales sans effet (NOAEL : no-observed adversed effect level) par voies
intraveineuse, orale et percutanée étaient respectivement de 62,5, 129 et
150 mg/kg. Pour cette espece et probablement pour les autres, les animaux
les plus Agés sont les plus sensibles & 'effet hémolysant. L’hémolyse induite
par PEGBE et son acétate est précédée par une sphérocytose, ce qui se tra-
duit par une augmentation du volume globulaire moyen (VGM). Elle est
associée a une déformation (stomatocytose) des hématies et a leur fragmen-
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tation (schizocytose) ; elle produit des cellules fantdmes (ghost cells), vidées
de leur contenu. In vivo, quand elle est importante, elle peut s’accompagner
d’une splénomégalie et d'une nécrose tubulaire rénale.

L’exposition répétée des animaux diminue leur sensibilité aux effets hémoly-
sants, probablement parce que les hématies les plus 4gées sont les plus sensi-
bles et qu’elles sont détruites dés les premiéres expositions, laissant la place a
des cellules plus jeunes et plus résistantes.

Les données disponibles en 1999 (Inserm, 1999) montraient aussi que
I’EGBE et son acétate n’étaient pas directement responsables de ’hémolyse
observée. C’est leur principal métabolite, 'acide butoxyacétique (BAA), qui
la provoque. La sensibilité des sujets 4gés est augmentée du fait qu’ils élimi-
nent moins bien le BAA. L’hémolyse induite par le BAA est précédée d’une
déplétion en ATP des hématies, mais les données disponibles en 1999 ne
permettaient pas d’expliquer précisément le mécanisme de ’hémolyse.

L’expertise collective de I'Inserm (1999) indiquait que des effets hémolysants
semblables & ceux décrits avec 'EGBE avaient également été observés expéri-
mentalement avec le DEGBE, 'EGnPE, 'EGIPE et 'EGPhE. A doses égales,
ces éthers de glycol avaient des effets moins marqués que ceux de 'EGBE sur
les hématies. Le mécanisme de I’hémolyse était inconnu, dans tous les cas.

Les données cliniques et épidémiologiques analysées dans 1’expertise collec-
tive Inserm (1999) confirmaient la faible sensibilité de I'espece humaine aux
effets hémolysants de 'EGBE. Les quelques cas d’hémolyse intravasculaire
qui avaient fait I'objet de publications avaient tous fait suite a I'ingestion
accidentelle ou volontaire de plusieurs dizaines ou plusieurs centaines de
millilitres du solvant.

En revanche, aucune toxicité hématologique significative n’avait été rappor-
tée chez les travailleurs exposés. En comparant les hémogrammes de 31 tra-
vailleurs exposés 2 'EGBE et de 21 témoins, une équipe belge (Haufroid
et coll., 1997) avait observé une diminution discréte (3,3 %), mais statisti-
quement significative, de I’'hématocrite chez les sujets exposés ; ces derniers
présentaient aussi une augmentation minime (2,1 %), mais également signi-

ficative, du VGM.

Aucun effet hémolysant n’a été rapporté chez ’lhomme avec les autres éthers
de glycol.

Des données nouvelles issues d’études expérimentales concernent 'EGBE, le
DEGBE, EGiPE, 'EGPhE et le TEGDME ; quant aux données nouvelles

en clinique et épidémiologie, elles concernent toutes 'EGBE.

EGBE

Une dizaine d’études nouvelles ont précisé les effets hématotoxiques de
I’EGBE. Dans une série d’expérimentations conduites chez le rat, deux équipes
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(Nyska et coll., 1999a et b ; Ghanayem et coll., 2000 ; Long et coll., 2000 ;
Udden, 2000 ; Ghanayem et coll., 2001 ; Ezov et coll., 2002 ; Koshkaryev
et coll., 2003 ; Nyska et coll., 2003 ; Redlich et coll., 2004 ; Shabat et coll.,
2004) ont étudié les effets hémolysant et procoagulant de cet éther de gly-
col. Ces études sont résumées dans le tableau 2.1.

Les nouvelles données obtenues permettent de préciser I'histoire naturelle
de ’hémolyse induite par le 'TEGBE : elle est précédée par une diminution
de la plasticité des hématies, par leur gonflement (augmentation du VGM,
sphérocytose) et leur déformation (stomatocytose). La fragmentation et la
destruction des cellules circulantes produisent des schizocytes et des cellu-
les fantdmes (ghost cells) (Nyska et coll., 1999a et b ; Ghanayem et coll.,
2000 ; Udden, 2000 ; Ghanayem et coll., 2001 ; Ezov et coll., 2002). Les com-
plications de ’hémolyse induite par 'EGBE (Nyska et coll., 1999a et b ; Gha-
nayem et coll., 2000 ; Long et coll., 2000 ; Ghanayem et coll., 2001 ; Ezov et
coll., 2002 ; Redlich et coll., 2004 ; Shabat et coll., 2004) sont celles rappor-
tées dans toutes les maladies responsables d’hémolyse intravasculaire aigué :
e coagulation intravasculaire disséminée, responsable de thrombi et
d’infarctus dans de nombreux tissus et organes ;

e précipitation d’hémoglobine dans les tubules rénaux entrainant une
nécrose tubulaire ;

e apparition de foyers d’hématopoiese extra-médullaires et en particulier
spléniques.

L’hémolyse induite par 'TEGBE ne se distingue pas, dans ses manifestations
et ses complications, de celle observée dans les hémoglobinopathies respon-
sables d’accidents hémolytiques aigus (Udden 2000 ; Ghanayem et coll.,
2001 ; Ezov et coll., 2002 ; Redlich et coll., 2004). En conséquence, les tra-
vaux publiés au cours des derniéres années ont permis de faire de ’hémolyse
induite par 'EGBE chez le rat un modele d’étude des accidents hémolytiques
aigus et subaigus. Les informations déja obtenues, grice a ce modele, appor-
tent un début d’explication aux effets procoagulants observés et indiquent
un mécanisme multifactoriel : la diminution de la déformabilité des héma-
ties et 'augmentation du volume globulaire y jouent un role certainement
important (Udden, 2002), mais d’autres phénoménes sont impliqués tels que
I'augmentation de I’'adhésion a 'endothélium vasculaire résultant de la libé-
ration de médiateurs par les cellules endothéliales anoxiques, et la mise en
circulation de facteurs d’agrégation par les plaquettes (Koshkaryev et coll.,

2003 ; Nyska et coll., 2003).

Le responsable de ’hémolyse n’est pas 'TEGBE lui-méme, mais son métabo-
lite le BAA. L’homme est une espeéce trés peu sensible aux effets hémoly-
sants du BAA, environ 100 fois moins que le rat dans 1'étude in vitro de

Udden (2002).

Chez le rat, les femelles sont plus sensibles que les méales 2 ’hémolyse induite

par 'administration d’EGBE (Nyska et coll., 1999b ; Ghanayem et coll.,
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2000 ; Ghanayem et coll., 2001 ; Ezov et coll., 2002 ; Shabat et coll., 2004).
Cette plus grande susceptibilité n’est pas due 2 une sensibilité accrue aux
effets hémolysants du BAA. Elle résulte probablement de facteurs
toxicocinétiques : d’une part, I'activité des aldéhyde déshydrogénases respon-
sables de la production de BAA est plus élevée chez les femelles (Aasmoe
et coll., 1998) et d’autre part, celles-ci éliminent plus lentement ce métabo-

lite responsable des effets toxiques de ’'EGBE (Dill et coll., 1998).

Le mode d’action du BAA n’est pas encore parfaitement élucidé, mais il est
établi qu’il augmente l'entrée du sodium dans les hématies ; cette entrée
n’est pas compensée par une sortie équivalente de potassium. Le mode
d’action du BAA s’accompagne également d’une entrée d’eau et de calcium.
Les mouvements liquidiens vont entratner I'augmentation du volume globu-
laire et in fine, ’hémolyse. L’entrée de calcium pourrait avoir un rdle protec-
teur transitoire en activant la sortie de potassium (Udden, 2002 ; Udden et

Patton, 2005).

Depuis 1999, seulement 4 publications ont rapporté des intoxications par
I’EGBE. Aucune ne décrit d’effet hématotoxique.

L’observation de McKinney et coll. (2000) avait déja fait I'objet d’un exposé
dans un congres et était présentée dans I’expertise collective Inserm (1999) :
une femme de 51 ans a eu des troubles de conscience, des vomissements, une
hypotension et une acidose métabolique hyperchlorémique apres une prise
de 24 a 72 g I’EGBE associé a de I'isopropanol. Aucune hémolyse n’a été
observée. La malade a été traitée symptomatiquement et par 'administration
d’éthanol. Elle a guéri sans séquelle.

L’observation de Gualideri et coll. (2003) avait également été présentée a
un congrés avant 1999 et érait commentée dans la précédente expertise
(Inserm, 1999). Un homme de 18 ans a ingéré successivement a 10 jours
d’intervalle 79 a4 106 g, puis 106 g EGBE. Au cours du premier épisode, des
troubles de conscience, une acidose métabolique, une élévation modérée de
'activité des transaminases et de la bilirubinémie libre (sans signe franc
d’hémolyse) ont été observés ; un traitement par hémodialyse et administra-
tion d’éthanol a permis une guérison compléte en 60 h. Apres la deuxiéme
ingestion d’EGBE, la prise en charge a été trés précoce : ’hémodialyse et le
traitement par éthanol ont prévenu la survenue de tout symptdme.

Osterhoudt (2002) a rapporté la survenue de troubles de conscience et d’'une
acidose métabolique rapidement corrigée par I'administration de fomépizole
chez une enfant de 16 mois, apres la prise d'une dose inconnue I’EGBE asso-
cié a de 'éthanolamine et de la potasse. Aucune hémolyse et aucune brilure
chimique du tractus digestif n’ont été signalées bien que les substances asso-
ciées 2 'EGBE dans ce cas soient corrosives ou fortement irritantes.

Une équipe francaise a publié un cas de glomérulopathie avec mésangiolyse
chez un homme de 53 ans professionnellement exposé a une préparation
contenant de PEGBE (Daniel et coll., 2004). Aucun argument chronologi-
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que ou sémiologique en faveur d'un lien causal entre cette exposition et
l'atteinte rénale n’est présenté par les auteurs.

Il n’y a pas eu, depuis 1999, d’étude épidémiologique publiée sur des effets de
I’exposition a 'EGBE ou a d’autres éthers de glycol pour lesquels un effet
hémolysant a été rapporté expérimentalement.

DEGBE

L’administration orale de 3 564 mg/kg/j de DEGBE a des rats, 5 jours par
semaine et pendant 6 semaines, a induit une altération de ’état général, une
diminution de la prise de poids et une hémolyse (Boatman et Knaak, 2001).

Des rats F344 ont recu 0, 1 000, 1 500 ou 2 000 mg/kg/j de DEGBE, pendant
deux semaines dans leur eau de boisson, ou bien, selon le méme protocole,
0, 50, 250 ou 1 000 mg/kg/j de cet éther de glycol (Johnson et coll., 2005).
Dans les deux protocoles de cette étude, des diminutions modérées mais
significatives du taux d’hémoglobine, du compte des hématies et de ’héma-
tocrite ont été observées, a partir de 250 mg/kg/j pour les deux premiers
parametres, a partir de 1 000 mg/kg/j pour ’hématocrite.

Le DEGBE est principalement métabolisé en acide butoxyéthoxyacétique
(BEAA). Une étude récente a évalué, in vitro, la toxicité du DEGBE et du
BEAA pour les hématies de rat (Udden, 2005). Ces derniéres ont été
incubées pendant 4 h avec des solutions de 0,5 ou 10 mM de I'une ou l'autre
de ces deux substances. Aucun effet n’a été observé avec le DEGBE, mais le
BEAA a induit une augmentation du VGM, une sphérocytose, une diminu-
tion de la déformabilité des hématies et une hémolyse (modérée), dépendan-
tes de la dose. Dans les mémes conditions, aucun effet n’a été observé pour
des hématies humaines. Au total, les effets hématotoxiques du DEGBE sont
semblables a ceux de 'EGBE, mais ils sont moins marqués. Le DEGBE n’est
pas directement responsable de ces effets: son principal métabolite, le
BEAA, peut au moins partiellement les expliquer. Il ne peut étre exclu que
le métabolisme du DEGBE entraine aussi la formation de BAA, mais dans
un tel cas les quantités produites seraient tres faibles. Le pouvoir hémolysant
du BEAA sur les hématies humaines est certainement trés faible, si tant est
qu'il soit décelable.

EGIPE et EGPhE

L’injection sous-cutanée d’EGiPE (0, 0,625, 1,25 ou 2,5 mmol/kg) ou
d’EGPhE (0, 2,5, 5 ou 10 mmol/kg) a induit une augmentation du VGM et
une hémolyse dépendantes de la dose chez le rat (Starek et coll., 2004).
Dans cette étude, l'effet hémolysant de 'EGIPE était environ 10 fois plus
important que celui de 'EGPhE.
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TEGDME
Des rats ont recu des doses de 0, 62,5, 250 ou 1 000 mg/kg/j de TEGDME

dans leur alimentation pendant 28 jours (Hoechst, 1992). Il n’a pas été
observé de diminution du compte des hématies ou d’augmentation de la bili-
rubinémie.

Toxicité pour la moelle osseuse

L’expertise collective de I'Inserm (1999) rapportait que les dérivés alkylés a
chatne courte, en particulier les dérivés méthylés, de I’éthylene glycol et du
diéthylene glycol induisaient expérimentalement une hypoplasie médullaire,
avec diminution des progéniteurs, principalement de ceux des granulocytes
et de la lignée rouge, responsable de cytopénies périphériques (leucopénie,
neutropénie, anémie). En pratique, un effet dépresseur médullaire a été
observé avec 'EGME, P’EGEE, 'EGnPE, le DEGME (et/ou leurs acétates) et
avec le DEGDME, dans toutes les especes ot il a été recherché. Clest un
effet dépendant de la dose, d’autant plus marqué que la chaine alkylée est
plus courte (EGME > EGEE > EGnPE). Ces effets hématotoxiques sont pro-
bablement médiés par les alcoxyacétaldéhydes et les acides alcoxyacétiques
correspondants. Ils pourraient résulter d'une inhibition de la synthese des
bases puriques et pyrimidiques et en conséquence, de celle des acides nucléi-
ques, ou de I'induction d’anomalies du fuseau mitotique, ou encore de la for-
mation de ponts intercaténaires dans I’ADN.

D’assez nombreux cas de cytopénies sanguines d’origine centrale ont été rap-
portés chez des travailleurs exposés a 'EGME, 'EGEE ou leurs acétates,
avant 1999 (Inserm, 1999). De méme, 'expertise de 1999 rapportait les
résultats de plusieurs études transversales qui montraient une prévalence
élevée de cytopénies et/ou des comptes significativement diminués des élé-
ments figurés du sang chez des travailleurs exposés a 'TEGME, ’EGEE ou
leurs acétates, comparés a des témoins.

Des données nouvelles d’études expérimentales sont présentées pour
I’EGME, le DEGDME et le TEGDME et des résultats d’études cliniques et
épidémiologiques pour 'EGME et 'EGEE.

EGME

Takagi et coll. (2002) ont incubé des cellules médullaires humaines et des
cellules issues d’'une lignée de leucémie humaine (HL60) avec de ’TEGME ou
I'un de ses deux principaux métabolites, le méthoxyacétaldéhyde (MALD)
ou l'acide méthoxyacétique (MAA). Aucun effet cytotoxique n’a été

observé avec 'EGME (<10 mM). Les concentrations de MALD et de MAA
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entratnant une inhibition de 50 % (IC 50) de la formation des colonies
étaient respectivement de 3 et 3,9 mM pour les cellules médullaires, et de
2,45 et 5,6 mM pour les cellules HL60. La formation d’échelles ’ADN
caractéristique de I’apoptose a été observée dans les cellules HL60 traitées
par le MALD. De méme, l'incubation dans le MALD induisait I’activité de
la capsase-3, enzyme impliquée dans le processus apoptotique. Cette étude
confirme que ce sont le MAA et/ou le MALD, plutot que PTEGME, qui sont
responsables des effets hématotoxiques de ce dernier. Elle apporte plusieurs
arguments en faveur d’'un mécanisme apoptotique de 'atteinte médullaire.

Deux études épidémiologiques conduites en Asie du Sud-Est ont confirmé la
toxicité hématologique de 'TEGME. Elles sont rapportées ci-dessous et résu-
mées dans le tableau 2.11.

Une étude a été conduite a Taiwan dans une usine de fabrication de stratifiés
plaqués cuivre. Quarante sept hommes et 6 femmes directement exposés a
’EGME ont été comparés a 93 hommes et 28 femmes indirectement exposés
(Shih et coll., 2000). Au niveau des postes de travail (individus directement
exposés), la concentration atmosphérique moyenne d’EGME était de
3,98 ppm alors qu’elle était de 0,28 ppm pour les individus indirectement
exposés. Quant a la concentration urinaire d’acide méthoxyacétique, elle
était respectivement de 19,95 mg/g de créatinine et inférieure 4 1,26 mg/g de
créatinine pour les individus directement exposés et ceux qu’ils I'étaient indi-
rectement. Une diminution du taux d’hémoglobine, de 'hématocrite et du
compte des hématies a été observée chez les hommes ; ces trois parameétres
étaient corrélés négativement 2 la mesure de MAA (p < 0,001) ainsi qu'a la
concentration atmosphérique d’EGME au poste de travail pour le dernier
(p=0,004). La fréquence de I'anémie (hémoglobine < 13,5 g/dl) était de
26,1 % chez les hommes exposés et 3,2 % chez les non-exposés (p < 0,0001) ;
de méme, les valeurs anormalement basses de ’hématocrite (< 40 %) et du
compte des hématies (<4 500 000/ul) étaient plus fréquentes chez les
hommes exposés (p < 0,0001) que chez les non-exposés. Aucun effet de
’exposition n’a été observé sur les autres lignées sanguines. Aucun effet signi-
ficatif n’a été constaté chez les femmes exposées, mais compte tenu du faible
nombre d’individus concernés, ce résultat est difficilement interprétable.

Dans la méme entreprise que précédemment, une politique de réduction des
expositions 2 '"EGME a été mise en place en parallele a un suivi des parame-
tres hématologiques (Shih et coll., 2003). Trois campagnes de mesure ont eu
lieu successivement en février, avril et aolt 1997. Les concentrations
moyennes ’EGME dans Iair étaient respectivement de 9,62 ppm, 2,34 ppm
et 0,34 ppm et les concentrations urinaires de MAA étaient de 51 mg/g de
créatinine, 20 mg/g puis 7 mg/g chez 29 employés (24 hommes, 5 femmes)
directement exposés. Un groupe de 90 employés (67 hommes, 23 femmes)
indirectement exposés a été constitué. Les niveaux d’exposition de base
étaient de 0,08 ppm d’EGME dans I'atmosphere et de 0,53 mg/g de créati-
nine pour la concentration urinaire de MAA. Les associations trouvées lors
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de I'examen initial sont semblables a celles rapportées dans I'étude précé-
dente (Shih et coll., 2000). Les parametres hématologiques sont revenus a la
normale en avril (2,5 mois plus tard) aprés une réduction des expositions et
étaient stables & I’évaluation suivante, en aofit. Sous réserve que la réduction
des expositions ait porté essentiellement sur 'EGME, cette étude apporte
une preuve supplémentaire des effets hématotoxiques potentiels de 'TEGME.

DEGDME

Des groupes de 20 rats males et 10 rats femelles ont été exposés, par le
museau seulement, 2 des concentrations atmosphériques de 0, 110, 370 ou
1 100 ppm de DEGDME, ou a une concentration de 300 ppm d’EGME
(témoin positif), 6 h par jour, 5 jours par semaine et pendant deux semaines
(Valentine et coll., 1999). Une anémie (diminution du compte des héma-
ties, du taux d’hémoglobine et de ’hématocrite) et une leucopénie (due 2
une lymphopénie, une monocytopénie et une neutropénie) ont été obser-
vées chez les males et les femelles traités par 1 100 ppm de DEGDME ou
300 ppm d’EGME. Une thrombopénie a été constatée dans les mémes grou-
pes et chez les males traités par 370 ppm de DEGDME. Tous ces troubles
ont été régressifs a larrét de lexposition. Ces anomalies périphériques
s’accompagnaient d’une atteinte de la moelle osseuse qui était hypoplasique
et d’'une atrophie des tissus lymphoides splénique et thymique chez les ani-
maux traités par 1 100 ppm de DEGDME ou 300 ppm d’EGME. Ces signes
de toxicité hématologique étaient associés, chez les males, a des lésions des
testicules, des vésicules séminales, de I’épididyme et de la prostate ; une
atteinte testiculaire était décelable dés 110 ppm.

TEGDME

Des rats ont regu des doses de 0, 62,5, 250 ou 1 000 mg/kg/j de TEGDME
dans leur alimentation pendant 28 jours (Hoechst, 1992). A la plus forte
dose, une diminution du compte des plaquettes a été observée chez les deux
sexes et une diminution de celui des leucocytes s’est produite chez les males
seulement.

EGEE

Des données de nature épidémiologique, provenant d’études conduites en
Asie du Sud-Est, sont rapportées ci-dessous et résumées dans le tableau 2.1I.

Dans une entreprise fabriquant des semi-conducteurs 2 Taiwan, une évalua-
tion globale de I’état de santé des 926 employés a été conduite en 1995.
Cent quatre vingt employés de fabrication (96 hommes, 84 femmes) sur les
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208 présents et 47 tirés au sort (18 hommes, 29 femmes) parmi les
718 employés hors-fabrication ont été inclus dans une évaluation des para-
metres sanguins hématologiques, hépatiques et rénaux (Luo et coll., 2002).
Une diminution significative du compte des leucocytes a été observée chez
les hommes travaillant dans les secteurs de la photolithographie (p = 0,003)
et de l'implantation (p = 0,018), comparés aux sujets non exposés; de
méme, la prévalence de la leucopénie était augmentée dans le secteur de la
photolithographie. Aucun autre paramétre hématologique n’était altéré.
Aucune information n’est donnée sur les niveaux d’exposition aux éthers de
glycol ni collectivement ni individuellement. Des éthers de glycol hémato-
toxiques sont, ou ont été utilisés dans les secteurs impliqués ici, en particu-
lier P’EGEE et I'EGEEA, mais aussi d’autres agents potentiellement
hématotoxiques, tels que 'arsenic ou des sources de rayonnements ionisants.

Les 29 employés (17 hommes et 12 femmes) directement exposés a 'TEGEEA
dans l'atelier d’'impression d’une entreprise de sérigraphie taiwanaise ont été
comparés A une population de témoins indirectement exposés, constituée des
56 autres salariés (29 hommes et 27 femmes) de I'entreprise (Loh et coll.,
2003). L’EGEEA était le solvant de nettoyage employé dans l'atelier qui en
consommait environ 1 000 kg par mois. Les concentrations atmosphériques
moyennes d’EGEEA étaient respectivement de 4,87 ppm, 9,34 ppm et
0,07 ppm, pour les hommes de I'atelier d’impression, les femmes du méme
atelier et les témoins. Le taux d’hémoglobine et 'hématocrite des femmes
exposées étaient significativement plus faibles que ceux des femmes du
groupe témoin. Aucune différence significative n’a été observée pour ces
parametres, chez les hommes, entre les groupes témoin et exposé. Il n’a pas
été noté de différence entre témoins et exposés pour les comptes des héma-
ties, des leucocytes et des plaquettes. La corrélation entre divers parametres
de 'hémogramme et I'exposition individuelle & 'TEGEEA a été étudiée chez
36 salariés dont les auteurs n’indiquent pas comment ils ont été sélectionnés.
Le taux d’hémoglobine, I'hématocrite et le compte des hématies (mais pas
ceux des leucocytes et des plaquettes) étaient corrélés négativement 2 la
concentration atmosphérique I’ EGEEA aprés ajustement sur le sexe, l'indice
de masse corporelle et le niveau d’études.

Trente deux femmes, employées de deux entreprises chinoises fabriquant des
plaques photosensibles et exposées & 'EGEE qu’elles utilisaient comme
diluant de peintures, ont été comparées 2 20 témoins appariés sur le sexe,
'age, le tabagisme et la consommation d’alcool (Wang et coll., 2004). La
concentration atmosphérique d’EGEE était en moyenne de 6,44 ppm pour le
groupe exposé et de 0,56 ppm pour le groupe témoin. Les concentrations uri-
naires moyennes d’acide éthoxyacétique (EAA) étaient respectivement de
120,87 et 2,21 mg/g de créatinine dans le groupe exposé et le groupe témoin.
Aucune différence des taux d’hémoglobine, des comptes des hématies ou de
ceux des leucocytes n’a été constatée entre les deux groupes. Deux femmes
du groupe exposé avaient une anémie, caractérisée par un compte des héma-
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ties et un taux d’hémoglobine inférieurs a la limite des valeurs considérées
comme normales.

Toxicité pour les organes lymphoides et immunotoxicité

L’expertise collective de 'Inserm (1999) rapportait des effets lymphopéniant
et/ou immunotoxique de plusieurs éthers de glycol, dérivés alkylés a chaines
courtes de I’éthyléne glycol et du diéthylene glycol (EGME, EGEE, DEGME
et leurs acétates). Latteinte des organes lymphoides a été décrite chez plu-
sieurs especes animales ; elle est dépendante de la dose. L’atrophie thymique
s’exerce principalement aux dépens des lymphocytes T du cortex, tandis que
l'atteinte splénique se traduit principalement par une diminution des lym-
phocytes CD4+. Sur le plan fonctionnel, une diminution de la production
d’anticorps en réponse a des stimuli antigéniques a été observée, de méme
qu'une diminution des réponses mitogenes et de la production d’interleu-
kine-2 dans les splénocytes. Aucun déficit de la fonction NK n’est décelable.
Il est établi que les effets immunosuppresseurs des éthers de glycol sont
médiés par les acides alcoxyacétiques correspondants.

Quelques cas de lymphopénie chez des travailleurs exposés a des éthers de
glycol ont été rapportés avant 1999 (Inserm, 1999). En 1986, Denkhaus
et coll. avaient observé une diminution des lymphocytes CD4 et CD11, sans
modification des lymphocytes CD8 et avec une augmentation des cellules
NK, chez des parqueteurs exposés a divers solvants dont TEGME, ’EGEE et
’EGBE.

Des données nouvelles issues d’études expérimentales ont été recensées pour
I’EGME, ’EGBE, ’EGPhE, le DEGME et le TEGDME. Depuis I'expertise
de 1999, il n’y a pas eu de publication rapportant des observations de cas cli-
niques ou une étude épidémiologique sur les effets immunotoxiques des
éthers de glycol.

EGME

Ju et coll. (1998) ont évalué I'immunotoxicité de 'EGME et de ses deux
principaux métabolites, le méthoxyacétaldéhyde (MALD) et Iacide
méthoxyacétique (MAA), dans des cultures de cellules sanguines mononu-
cléaires périphériques humaines. Les concentrations testées étaient : 0, 10,
20, 30, 40 et 50 mM pour ’EGME ; 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 et 0,5 mM pour le
MALD; 0, 0,4, 1, 2 et 5 mM pour le MAA. Une diminution dose-dépen-
dante de la production d’'IgM par les cellules en culture a été observée avec
les trois substances. C’est avec le MALD que cet effet était le plus marqué
(MALD > MAA >> EGME). Les trois substances ont également diminué la

réponse lymphoproliférative induite par la concanavaline A ; cet effet était
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dépendant de la dose et plus marqué avec le MALD et le MAA qu’avec
PEGME (MALD > MAA >> EGME). Le MALD et le MAA avaient des
effets cytotoxiques (diminution de la viabilité des cultures) : aux deux plus
fortes concentrations pour le MALD, i la plus forte pour le MAA. Cet effet
n’a pas été observé avec 'EGME. Les trois substances provoquaient une frag-
mentation de ’ADN caractéristique d’'un phénomene apoptotique ; cet effet
s'aggravait avec I'augmentation du temps d’incubation et il était plus pré-
coce avec le MALD et le MAA qu’avec 'EGME. De méme, le traitement
avec I'une ou l'autre des trois substances entrainait une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium, ce qui est également en faveur
d’un mécanisme apoptotique des effets immunotoxiques et cytotoxiques ; de
nouveau, c’est avec le MALD que ce phénomene était le plus marqué.

EGBE

Une équipe américaine a étudié in vivo 'immunotoxicité de I'application
cutanée d’EGBE chez la souris. Dans une premiére série d’expérimentations
(Singh et coll., 2001), des souris BALB/c ont recu des applications cutanées
de 100, 500, 1 000 ou 1500 mg/kg/j EGBE pendant 4 jours. Des effets
immunotoxiques étaient recherchés 24 h aprés la derniere dose. Aucune
modification de la taille ou de la cellularité du thymus n’a été notée. Une
augmentation du poids et de la cellularité de la rate a la plus forte dose était
observée, ce qui résultait probablement de I'effet hémolysant de 'EGBE. Les
réponses lymphoprolifératives des cellules spléniques 2 la concanavaline A et
a un antigéne allogéne étaient diminuées apres le traitement par les trois plus
fortes doses ’EGBE, mais dans les deux cas, cette diminution n’était signifi-
cative qu’aux deux doses intermédiaires. Aucune modification de la prolifé-
ration des lymphocytes B spléniques n’a été induite par les liposaccharides, ni
de la production d’anticorps induite par ’'addition aux splénocytes en culture
d’hématies de mouton. Il n’a pas été observé de modification des activités
cytotoxiques des cellules NK ou des lymphocytes T spléniques. Les auteurs
concluent que dans cette série d’expérimentations, 'EGBE est sans effet sur
I'immunité dépendante des lymphocytes B, mais qu'il a un effet suppresseur
de certains aspects de l'immunité dépendante des cellules T. Cependant,
'absence de relation dose-effet nette dans les deux essais dont les résultats
sont positifs incite 4 une interprétation prudente des résultats obtenus.

Dans une deuxiéme série d’essais, la méme équipe a recherché un effet modu-
lateur de P'EGBE sur la sensibilisation et la réponse allergique de contact
(Singh et coll., 2002). Des souris BALB/c ont été sensibilisées a 'oxazolone.
LEGBE était administré par voie orale ou appliqué localement : les doses
administrées oralement étaient de 0, 50, 150 ou 400 mg/kg/j pendant 10 jours,
la sensibilisation a4 l'oxazolone étant réalisée le 5¢ ou le 10¢ jour du
traitement ; le traitement topique utilisait des doses de 0, 0,25, 1, 4 ou 16 mg
appliquées sur la peau, sur le méme site que 'oxazolone et immédiatement
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apres cette derniére au moment de la sensibilisation, ou encore 0, 1, 3, 6 ou
10 h aprés au moment du déclenchement de la réponse allergique. L’admi-
nistration orale ’EGBE n’a pas modifié la sensibilisation et la réponse a
I’allergene. L’application locale de 4 mg de I'éther de glycol au moment de
la sensibilisation, du déclenchement de la réponse ou des deux, a été suivie
d’une diminution de la réponse locale a l'allergéne d’environ 20 % dans
tous les cas. Aucun effet n’a été observé au moment du déclenchement de
la réponse quand la méme dose était appliquée 1 h ou plus aprés 'oxazo-
lone. De méme, le traitement local par 'TEGBE n’a pas modifié la réponse a
l'allergéne aux autres doses (y compris a plus forte dose), quel que soit le
protocole employé. L’application locale d’acide butoxyacétique (BAA : 2,
4 ou 8 mg) au lieu ’EGBE était sans effet. Le prétraitement des animaux
par le 4-méthylpyrazole (inhibiteur de I'alcool déshydrogénase qui catalyse la
transformation de PEGBE en BALD) a augmenté I'inhibition de la réponse
observée apres application locale de 4 mg d’EGBE. Les auteurs concluent a un
effet immunosuppresseur de I'application locale ’EGBE qui serait imputable
au produit inchangé plutot qu’a ses métabolites. Leurs résultats doivent cepen-
dant étre interprétés avec prudence, en raison de I’absence de relation dose-
effet. L’incubation de cellules épidermiques de souris dans des solutions aqueu-
ses ’EGBE (1012, 1010, 108, 10, 104 M) n’a pas modifié 'expression des
antigénes de surface de classe II du complexe majeur d’histocomptabilité ou la
synthése protéique dans les cellules de Langerhans (Singh et coll., 2002).

EGPhE

Une équipe espagnole a étudié les effets immunomodulateurs de 'EGPhE
chez la daurade. L’ajout I’EGPhE a l'eau de 'aquarium (1,6 mM) a induit
une narcose, une diminution de lactivité du complément et de lactivité
phagocytaire des leucocytes chez les animaux traités (Ortuno et coll.,
2002a). L’ajout de benzocaine dans ’aquarium a les mémes effets. Des daura-
des placées dans un aquarium surpeuplé ou non ont été traitées par ajout
d’EGPhE dans I'aquarium a concentration sédative (60 pl/l) ou narcotique
(120 pl/1). Le surpeuplement a augmenté la glycémie et la cortisolémie des
animaux, ce qui est un signe de stress ; il a diminué P'activité du complément
et l'activité phagocytaire des leucocytes (Ortuno et coll.,, 2002b ; Ortuno
et coll., 2002c). Le traitement par 'EGPhE a eu des effets semblables. Les
effets immunodépresseurs du traitement par ’éther de glycol ne semblent
donc pas traduire un effet spécifique, mais plutdt le stress de I’anesthésie.

DEGDME

Dans une étude déja citée (Valentine et coll., 1999), des groupes de 20 rats
males et 10 rats femelles ont été exposés, par le museau seulement, a des

concentrations atmosphériques de 0, 110, 370 ou 1 100 ppm de DEGDME,
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ou 2 une concentration de 300 ppm d’EGME (témoin positif), 6 h par jour,
5 jours par semaine et pendant deux semaines. Une lymphopénie a été
observée chez les miles et les femelles traités par 1 100 ppm de DEGDME ou
300 ppm I’EGME. Cette anomalie périphérique s’accompagnait d’une atro-
phie des tissus lymphoides splénique et thymique.

TEGDME
Des rats ont recu des doses de 0, 62,5, 250 ou 1 000 mg/kg/j de TEGDME

dans leur alimentation pendant 28 jours. A la plus forte dose, une diminu-
tion du compte des leucocytes a été observée chez les males ; le poids du
thymus était diminué et histologiquement, des signes d’atrophie liés au trai-
tement y ont été observés (Hoechst, 1992).

En conclusion, les données publiées depuis 1999 ne modifient pas fonda-
mentalement notre connaissance des effets hématotoxiques des éthers de
glycol. Elles apportent quelques informations complémentaires utiles.

Ces données confirment le caractere hémolysant de 'EGBE chez le rat et
précisent l'histoire naturelle des accidents hémolytiques : ils sont précédés
par une diminution de la plasticité des hématies, leur déformation (sphéro-
cytose, stomatocytose) et une augmentation du volume globulaire. Quand
I’hémolyse est importante, elle se complique d’une coagulation intravascu-
laire responsable de thromboses et d’infarctus disséminés, de précipitation
d’hémoglobine dans les tubules rénaux entrainant une nécrose tubulaire et
de lapparition de foyers d’hématopoiese extra-médullaires. L’hémolyse
induite par 'EGBE chez le rat n’a, en fait, aucun caractere spécifique et des
phénomeénes exactement semblables sont observés au cours de toutes les
maladies hémolysantes, dont elle constitue un bon modele animal. L'utilisa-
tion de ce modele a déja permis une meilleure compréhension des effets pro-
coagulants des accidents hémolytiques. Par ailleurs, les publications récentes
confirment que c’est le BAA, principal métabolite de 'EGBE, qui est res-
ponsable de I’hémolyse. Les hématies humaines sont trés résistantes aux
effets hémolysants du BAA. Chez le rat, les femelles sont plus sensibles que
les males aux effets de 'EGBE, mais cette particularité ne traduit pas une
plus grande fragilité de leurs hématies : elle résulte de différences toxicociné-
tiques entre les deux sexes. Le mécanisme des effets de 'EGBE sur les héma-
ties n’est pas encore parfaitement élucidé, mais le primum movens semble une
entrée accrue de sodium et d’eau.

Des données récemment publiées confirment aussi la capacité de I'EGiPE,
de P’EGPhE et du DEGBE d’induire une hémolyse. Le pouvoir hémolysant
de ces trois substances est toutefois moins marqué que celui de 'EGBE, et
celui de ’EGIPE est beaucoup plus important que ceux de PEGPhE et du
DEGBE. Une étude in vitro a montré que ’hémolyse induite par ce dernier
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était probablement due 4 son principal métabolite, 'acide butoxyéthoxyacé-
tique (BEAA). Les hématies humaines sont trés peu sensibles & 'effet hémo-

lysant du BEAA.

De nouvelles études épidémiologiques ont confirmé I'effet hypoplasiant
médullaire de 'TEGME, 'EGEE et 'EGEEA, en montrant un exces de risque
de cytopénies périphériques corrélé a I'exposition chez les travailleurs de
divers secteurs d’activité. Une étude expérimentale établit I'hématotoxicité
du TEGDME chez le rat: chez cette espéce, I'administration répétée de
fortes doses de I’éther de glycol a induit des diminutions des comptes des
plaquettes et des leucocytes, ainsi qu'une atteinte thymique. Une autre
étude récente conduite chez le rat confirme leffet hypoplasiant du
DEGDME au niveau de la moelle osseuse et établit sa toxicité pour les orga-
nes lymphoides.

Deux études expérimentales ont confirmé que la toxicité de TEGME pour la
moelle osseuse et pour les organes lymphoides était médiée par ses deux
principaux métabolites, 'acide méthoxyacétique (MAA) et surtout, le
méthoxyacétaldéhyde (MALD) ; elles ont apporté des arguments en faveur
d’un mécanisme apoptotique de 'atteinte des cellules souches.
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