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Résumé

La pollution de I'environnement, et particulierement la pollution
atmosphérique et son possible impact sur la santé humaine, suscite un intérét
grandissant dans les pays en développement. Ce travail de these s’inscrit dans
cette thématique et constitue une étude pionniere en Afrique, et au Bénin plus
particulierement.

Nos résultats ont montré que l'essence utilisée a Cotonou était de pietre
qualité, caractérisée par I'absence d’additifs et par une forte concentration en
benzéne, et pouvait étre a I'origine de la dégradation de la qualité de l'air de la ville.
De méme, I'analyse d’échantillons de particules (PMzs et PMs25) prélevés dans le
quartier de St Michel a Cotonou, a mis en exergue un taux anormalement élevé de
particules en suspension dans l'air. La caractérisation physicochimique de ces
particules a montré la présence d'un cocktail de composés chimiques (ions,
métaux, COVs, paraffines, HAPs, etc.), en proportions plus élevées dans les
particules fines PMzs.

L’appareil respiratoire constituant la principale voie d’exposition de 'Homme
a ces particules atmosphériques, leur potentiel toxique a été évalué au travers
d’'une étude in vitro menée sur des cellules épithéliales bronchiques humaines
(BEAS-2B). 11 a été ainsi démontré les propriétés cytotoxiques des deux
échantillons de particules ainsi que leur capacité a induire 'expression génique des
enzymes de métabolisation des composés organiques et a générer un stress
oxydatif. Le déclenchement du processus inflammatoire via l'induction de
I'expression génique et la sécrétion protéique de cytokines et l'apparition de
modifications dans la voie de 1'acide arachidonique (leucotrienes, prostaglandine,
thromboxane) ont été notés.

Enfin, 'approche comparative des PM25 prélevées au niveau de trois villes
d’Afrique de I'Ouest a permis de mettre en évidence des caractéristiques proches
au Bénin, en Cote d’'Ivoire et au Sénégal et la contribution des émissions du trafic
routier dans la pollution de l'air.

Mots-clés : Pollution atmosphérique ; PMzs ; PMs25 ; caractérisation

physicochimique ; impact toxicologique ; Cotonou.



Abstract

Air pollution and its adverse health effects have shown a growing interest in
developing countries. This study deals with this subject and is one of the first
conducted in African countries, particularly in Benin.

Our results showed that the quality of gasoline used in Cotonou was poor,
characterized by the absence of additive and a high concentration of benzene.
Thus, it could be responsible for the degradation of the city air quality. Therefore,
particulate matter samples (PM2s and PMs25) were collected in St Michel
neighborhood at Cotonou and results showed very high levels of particles in the
ambient air. Physicochemical characterization of these particles revealed a
presence of various chemicals compounds (ions, metals, VOCs, paraffins, PAHs,
etc.) in higher proportion in PM2 s than PMss.

The respiratory system, the main way of exposure to these airborne
particles, was investigated through an in vitro study assessing the toxic potential of
PM on human bronchial epithelial cells (BEAS-2B). It has been demonstrated that
the two types of particles have cytotoxic properties and ability to induce gene
expression of organic compounds metabolizing enzymes and to generate oxidative
stress. These particles have triggered the inflammatory process through the
induction of gene expression and protein secretion of cytokines, and changes in the
arachidonic acid pathway (leukotrienes, prostaglandin, and thromboxane).

Finally, comparative approach for PM s sampled in three West African cities
highlighted the closeness of particles characteristics in Benin, Céte d'Ivoire and
Senegal, and a significant contribution of road traffic emissions in the air pollution.

Key-words: Atmospheric pollution ; PMz5; PMs25; physicochemical
Characterization ; toxicological effects ; Cotonou.
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Contexte & Objectifs

La qualité de l'air a connu ces dernieres décennies une attention particuliere.
Ceci fait suite a 'augmentation réguliére de la pollution atmosphérique enregistrée
de par le monde, avec pour cause des rejets dans I'atmosphere d’éléments toxiques
principalement d’origine anthropique. Ceci engendre des dégradations évidentes

et importantes de I'environnement et des écosystemes.

Par ailleurs, la modernisation des outils de production et le développement
sans cesse croissant des nouvelles technologies se sont accompagnés d’intenses
activités industrielles, agricoles, commerciales et de transport favorisant un fort
exode rural notamment dans les pays émergents du sud. Ce sont les facteurs
déterminants de la pollution atmosphérique dans les grandes agglomérations
urbaines qui ont nécessité des études épidémiologiques et toxicologiques afin
d’évaluer les conséquences sanitaires que peuvent engendrer les polluants
toxiques. Ces polluants largués constamment dans l'atmosphere, pénétrent
principalement le corps humain par le systeme respiratoire (Badyda et al., 2013;
Chuang et al, 2013; Wang et al, 2013). IIs peuvent atteindre les organes ou
s’effectuent les échanges d’oxygénation du sang ainsi que les parties inférieures

des tissus pulmonaires que sont les alvéoles.

De récentes recherches scientifiques ont montré la relation existante entre la
pollution de l'air et les effets sur la santé humaine tels que les maladies
cardiovasculaires et pulmonaires, les cancers de nombreux organes aux fonctions
vitales du corps humain, avec pour conséquence la réduction de I'espérance de vie
dans I'Union Européenne de plus de huit mois (European Environment Agency,
2013), la mortalité et la morbidité (Kelly and Fussell, 2012; Khan et al., 2010;
Merbitz et al., 2012; Pope et al., 2011; Raaschou-Nielsen et al.,, 2011; Sun et al,,
2012; Turner et al,, 2011). En 2008, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a

rapporté que 1,3 million de déces annuels de par le monde seraient imputables a la
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pollution atmosphérique, dont 82 000 en Afrique Subsaharienne (World Health
Organization, 2008). L’OMS a enregistré (entre 2004 et 2008) aussi une

augmentation de 16 % du nombre total de déces attribuables a la pollution de Iair.

Parmi les différents types de pollution atmosphérique, la pollution
particulaire tient une place importante (particules en suspension = particulate
matter : PM). Elle est décrite dans la littérature comme étant un mélange complexe
de métaux, de sels, de composés organiques issus de la combustion et de carbone
élémentaire ainsi que de microorganismes (Baulig et al.,, 2009; Osornio-Vargas et
al, 2011; Perrone et al.,, 2010). Ces polluants particulaires sont généralement
subdivisés en deux grandes classes que sont les particules fines et les particules
grossieres. Les particules fines (PM25) ont une taille granulométrique inférieure a
2,5 um et sont reconnues, a travers des études épidémiologiques comme étant
associées aux différentes pathologies précédemment citées ainsi qu’a I'asthme
surtout chez les enfants et a la broncho-pneumopathie chronique obstructive
(BPCO) qui affecte tant I'enfant que l'adulte (Boublil et al., 2013; Gualtieri et al,,
2010; Michael et al., 2013). Ces particules fines sont capables d’adsorber a leur
surface des composés organiques volatils (COVs), des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAPs) et de favoriser la formation des especes réactives de
I'oxygene (ERO), conduisant ainsi a 'induction du stress oxydant dans les cellules,
des réponses inflammatoires, des dommages a I’ADN et a la mort cellulaire
(Dergham et al,, 2012; Gualtieri et al.,, 2011; Okuda, 2013; Reche et al,, 2012). Elles
se sont révélées étre plus toxiques en terme de nombre que les grosses particules
(PM1o) (Senlin et al., 2008) qui ont un diametre inférieur a 10 pm et sont connues
pour leurs propriétés cytotoxiques et proinflammatoires (Camatini et al., 2012;

Gualtieri et al., 2010; Longhin et al., 2013).

Vu la diversité des maladies imputables a la pollution particulaire, de
nombreuses études ont été conduites afin d’évaluer les effets sanitaires afin de
mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques sous-jacents a
I'exposition aux PM (Boublil et al., 2013; Dergham et al., 2012; Dieme et al,, 2012;

Sun et al,, 2012). Dans les pays industrialisés, des plans de mesures de protection
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et de réglementation se sont trés rapidement implantés avec comme objectif bien
précis la réduction des émissions des différents polluants atmosphériques. Les
pays en développement connaissent eux, un démarrage ralenti de prises de
décision, de réglementation contre les concentrations croissantes de la pollution
de l'air. En Afrique Subsaharienne, peu de données sont disponibles concernant
I’évaluation des effets sanitaires de la pollution particulaire (Adohinzin et al., 2011;
Diouf et al,, 2006; Kouassi et al.,, 2010). De nombreuses recherches ont montré
I'influence de la caractérisation des aérosols particulaires sur les réponses
biologiques (Dergham et al, 2012; Oh et al., 2011; Peacock et al, 2011). De
récentes études toxicologiques conduites en Afrique de 1'Ouest, plus précisément
au Sénégal (Dakar, Dieme et al., 2012) ou des particules fines PMz 5 avaient induits
dans des cellules épithéliales bronchiques humaines (cultivées in vitro) des
perturbations du cycle cellulaire ainsi que des effets oxydatifs et inflammatoires.
C’est le cas également dans une étude réalisée en Cote d’'Ivoire (Abidjan, Kouassi et
al.,, 2010) ou la composition hétérogene des particules fines en suspension dans
I'air est suspectée étre responsable des effets oxydatifs sur des cellules de

carcinome du poumon humain.

A Cotonou, la capitale économique du Bénin, une mauvaise qualité de I'air a
été récemment reportée (Cachon et al, 2013). L’augmentation de la pollution
atmosphérique enregistrée est due principalement a I'exode rural (populations
rurales en quéte de devenirs meilleurs dans les villes) (United Nations, 2010), au
manque de transport en commun, a l'utilisation de véhicules vétustes (plus de 15
ans d'age) (Programme des Nations Unies pour I'Environnement, 2013), de
cyclomoteurs a deux temps trés polluants et a la vente d’essence illicite aux abords
des voies (Avogbe et al, 2011; Ayi Fanou et al, 2006; Cachon et al, 2013).
Actuellement, il est estimé que plus de 94 000 cyclomoteurs et 350 000 véhicules
d’occasion sont en circulation a Cotonou (Kelomé et al, 2006). De plus, des
bombonnes de carburant contenant de I'essence sans plomb de pietre qualité
commercialisée depuis le Nigéria voisin sans aucune précaution, abondent les rues
et les artéres de Cotonou. Ce phénomene galopant favorise la libération dans l'air

de certains composés chimiques volatils comme le benzéne, classé cancérigéne par
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le Centre Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC, 1974). Aussi, ces
essences vendues au Bénin respectent-elles les normes standards qui spécifient le
taux de benzeéne de 1% dans l'essence sans plomb ? Ayi-Fanou et al. (2011) a
montré que les niveaux élevés de concentrations des polluants chimiques dans l'air
favorisent l'apparition des adduits encombrants a ’ADN chez les populations
citadines de Cotonou alors que Avogbe et al. (2011) a rapporté des perturbations
hématologiques a travers une diminution des globules rouges, des lymphocytes et
des neutrophiles parmi une cohorte de conducteurs de taxi-motos exposés a des
concentrations dans l'ordre de 0,1 ppm de benzene. Il apparait de ce fait important
d’avoir une meilleure connaissance de la pollution de I'air, de son impact délétere
sur la santé des populations et de disposer des outils d’évaluation précoce des

mécanismes de toxicité et d’action des polluants.

Dans une continuité des quelques recherches déja effectuées, la présente
thése a pour objectif de se focaliser sur 'étude des particules fines (< 2,5 um) et
grosses (> 2,5 um) telles que définies ci-dessus ainsi que leur toxicité, ce qui est

une premiere au Bénin. Ainsi, cette étude aura quatre principaux objectifs :

A) Déterminer la composition et I'origine de 'essence utilisée au Bénin.

B) Contribuer a une meilleure connaissance de la composition chimique et des
propriétés physiques de la pollution particulaire de Cotonou et plus
particulierement des polluants particulaires ayant un diametre inférieur
compris entre 0,3 et 2,5 pm (PMz5) et de ceux ayant une taille compris entre

2,5et7,2 um (PMs25s).

C) Evaluer les effets toxiques des deux types de particule sur des cellules

épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2B) en culture in vitro.

D) Enfin, comparer les caractéristiques des particules fines PM2 s collectées au
Bénin avec celles des pays de 'Afrique de 'Ouest comme la Céte d’Ivoire et

le Sénégal.
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Ces objectifs nous conduisent a articuler la présente theése en six principaux

chapitres :

[. Présenter une synthése bibliographique sur la pollution atmosphérique et
ses conséquences en mettant en exergue les différents types de pollution
atmosphérique, les sources d'émission, les réglementations, les

bioindicateurs dans I'évaluation et la surveillance de la qualité de I'air.

II. Décrire la démarche expérimentale, en présentant plus particulierement les

différentes techniques analytiques utilisées.

[II. Indiquer les principaux facteurs favorisant la mauvaise qualité de l'air a
Cotonou notamment l'étude des essences utilisées dans les véhicules a
moteur a deux et a quatre roues en vue d’identifier les principaux

composants des essences et les traceurs de source de pollution.

IV. Caractériser de facon physicochimique les matiéres particulaires PMs et

PM:; 5 afin de déterminer le cocktail toxique adsorbé sur les particules.

V. Evaluer les réponses biologiques des cellules exposées aux particules en
mettant en évidence le potentiel toxique des polluants particulaires sur les
poumons, l'altération de la membrane cellulaire, la viabilité des cellules,
I'activité mitochondriale ainsi que les réponses oxydatives et

inflammatoires induites par les particules.

VI. Enfin, faire I'étude comparative de la pollution particulaire PMz 5 en Afrique
Subsaharienne en décrivant particulierement les caractéristiques des
particules fines de trois pays de I’Afrique de 1‘Ouest que sont le Bénin, la

Cote d’lvoire et le Sénégal.

Ce manuscrit présentera pour terminer, une synthese générale, les

perspectives et les recommandations de cette étude.
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Chapitre 1 : Pollution atmosphérique & ses conséquences

A. Pollution atmosphérique

On évoque le terme de pollution de I'air lorsque celui-ci est altéré par des
éléments chimiques et/ou biologiques a caractere polluant. Cet air pollué devient a
court ou a long terme nuisible a notre santé et a I'environnement: on parle de
pollution de l'air ou pollution atmosphérique. La pollution atmosphérique est une
problématique qui a réveillé les consciences depuis le début de I'ére industrielle
des 1848, et est devenu plus visible a la fin du XIXe siecle. Ce phénomeéne a retenu
'attention des décideurs publics, qui se sont penchés résolument sur le devenir de
notre environnement en commenc¢ant par lui donner une définition adéquate a

partir du milieu du siécle précédent.

Ainsi, plusieurs définitions de la pollution atmosphérique ont vu le jour
depuis 1968. Chacun des grands pays développés et en émergence dispose de ses
propres lois et normes en matiére d'environnement. Les définitions sont parfois
variées et spécifiques, mais convergent toutes vers les mémes concepts de base. Il
a fallu attendre la fin du XXe siecle pour avoir la définition la plus utilisée qui est
celle de la loi sur I'air et 'utilisation rationnelle de I’énergie de 1996 qui décrit la
pollution de I'air ou la pollution atmosphérique comme étant : « L'introduction
par 'Homme directement ou indirectement, dans I'atmosphére et les espaces
clos, de substances ayant des conséquences préjudiciables de nature a mettre
en danger la santé humaine, a nuire aux ressources biologiques et aux
écosystemes, a influer sur les changements climatiques, a détériorer les biens
matériels et a provoquer des nuisances olfactives » (ADEME, 1996). Cette
définition ressort 'aspect anthropique de la pollution de l'air. Ce qui dénote que les
activités humaines sont en générales les plus productrices de pollution
atmosphérique. Les polluants rejetés dans l'air connaissent des concentrations
variables et sont fonction de différents parametres tels la température, la pluie,
I'ensoleillement, le vent, etc. Notre environnement est donc menacé par nos

propres activités et ceci a différentes échelles.
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1. Echelles de la pollution atmosphérique

La pollution de l'air que nous abordons dans ce travail de these sera

présentée a trois niveaux : a I’échelle locale, régionale et planétaire ou globale.

1.1 Pollution atmosphérique locale

La pollution atmosphérique locale est essentiellement due aux activités
humaines et s’observe notamment dans les agglomérations quand on est proche
des sources d’émissions comme les émanations des systéemes de chauffage des
habitations, les rejets industriels et des gaz liés aux moyens de transport, etc.
comme le montre la figure 1. Les polluants induits sont en général d’origine
meétallique qualifiés de matieres particuliéres (« particulate matter: PM » en
anglais) ou oxyde comme le monoxyde de carbone (CO), le dioxyde de soufre (SO2),
les oxydes d’azote (NOx) ou encore carbonée comme les composés organiques
volatils (COVs), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), le carbone
élémentaire ou carbone suie, etc. La pollution de proximité a I'échelle locale affecte
la santé des populations, nuit aux plantes et au développement agricole et favorise

la dégradation des monuments et des batiments.

ECHELLE PLANETAIRE

‘»“SF ORMA TIo, w

turbulences sl

Chaleur / Lumiére / Humidité

EMISSIONS ECHELLE REGIONALE

~// \‘;

2 \
- //amhroplqucsl / naturelles \

Stratosphére

Troposphére

ECHELLE LOCALE

Figure 1 : Différentes échelles de pollution atmosphérique
(Source : adaptée de ADEME in AFSSET, 2006)
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1.2 Pollution atmosphérique régionale

Cette forme de pollution recouvre de larges territoires et est souvent décrite
comme étant le résultat de la transformation chimique ou photochimique des
polluants primaires (SO2, NOx, COVs, etc.) en polluants secondaires (O3: ozone
troposphérique, acide sulfurique, acide nitrique, etc.). Ces polluants sont issus des
rejets des villes et des campagnes (engrais chimiques agricoles et feux de brousse
en particulier) et sont généralement a l'origine des pluies acides. C'est une
pollution décalée des sources émettrices. Elle est caractérisée par la formation de
brouillard ou smog (en anglais) lorsque les concentrations en ozone (mauvais

ozone) dans I'air ambiant sont élevées.

1.3 Pollution atmosphérique planétaire

La pollution atmosphérique globale ou planétaire est une pollution qui
contribue aux changements climatiques. Le réchauffement planétaire causé par
I'accumulation des gaz a effet de serre est 'une des caractéristiques de cette
pollution. Elle affecte la couche d’ozone stratosphérique (bon ozone) notamment a
partir des rejets dans l'air du dioxyde de carbone (COz), du méthane, du protoxyde
d’azote (N20) et des gaz halogénés (hydrofluorocarbure : HFC, hexafluorure de
soufre : SFe, etc.) issus des activités domestiques. Cette réduction de la couche
d’ozone protégeant des radiations ultraviolettes peut causer des dommages tels

que le cancer de la peau chez I'homme.

2. Polluants classiques de I'air

La composition chimique de I'air dépend de plusieurs facteurs et résulte d'un
meélange trés complexe de centaines de polluants difficilement quantifiables. Il
existe naturellement dans l'air certains polluants qui connaissent des
concentrations variables qui deviennent parfois tres critiques souvent en raison
des activités anthropiques. Les majeurs polluants secondaires et primaires de I'air

couramment rencontrés sont :
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«+ l'ozone troposphérique (03),

« les oxydes d’azote (NOx),

+ le monoxyde de carbone (CO),

w le dioxyde de soufre (S02),

< les composés organiques volatils (COVs),

« les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs),
« les métaux lourds (plomb, cadmium, etc.),

« les matieres particulaires en suspension.

Les matieres particulaires font partie de la pollution particulaire qui est une
forme de pollution atmosphérique tres peu connue du grand public. Le monde
scientifique s’attele de plus en plus de nos jours a mieux comprendre cette forme
de pollution, ses origines et son impact sur la santé humaine. Cette pollution

particulaire constituera particulierement I'objet de notre étude.

3. Pollution particulaire

Depuis quelques décennies, les particules atmosphériques viennent agrandir
le nombre de polluants généralement retrouvés dans l'atmosphere. Elles
participent fortement a la pollution particulaire qui est généralement définie
comme étant un mélange complexe de substances microscopiques solides et/ou
liquides en suspension dans l'air. Elles subissent des trajectoires variables,
peuvent étre transportées sur plusieurs milliers de kilometres et demeurer
longtemps dans l’atmosphére a cause de leur tres faible sédimentation

gravitationnelle liée a leur masse.

La pollution particulaire regroupe les aérosols solides et liquides qui
proviennent de sources directes ou indirectes. Ils sont majoritairement issus de
I'influence humaine, mais proviennent également des éruptions volcaniques et des
incendies naturels de foréts surtout en période chaude. Les aérosols sont formés a
partir de la condensation de gaz atmosphériques, de la végétation (suspensions de
spores, de pollens), de la vaporisation de I'eau de mer, du soulévement de

poussieres, etc. La durée de vie des aérosols dépend principalement de leur taille
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qui varie approximativement entre 0,001 pm et 100 pm (Ahmadi, 2004). Les
aérosols ayant une taille de l'ordre de 10 pm restent quelques heures dans
I'atmosphere alors que les plus petits (inférieurs a 0,1 um) ont une durée de vie de
plusieurs jours. Leur évolution dans 'atmosphere dépend de la concentration en
particules, de I'agrégation de particules fines dans la fraction grossiére, etc. Les
effets des particules dépendent de leur taille, leur nature et de leur composition en
éléments chimiques (Plé et al, 2013) et en éléments biologiques comme les
pollens, les spores, les bactéries, les champignons, etc. La classification des
particules est liée a ce parameétre tres déterminant qu’est la taille dans leur
caractérisation physicochimique et dans la détermination des impacts négatifs
qu’elles peuvent engendrer. Elle est appelée aussi diametre aérodynamique, terme
plus utilisé dans le monde scientifique. Comme les particules ne sont pas toutes

sphériques, il est parfois difficile de définir leur taille.

aérosols

impuretés normales dans 1’air gouttes de
extérieur brouillard brume pluie
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>

poussieéres de ciment
+——>
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—> +—>
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> 4>
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virus et
protéines
<>
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L 2 d
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]
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v
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Figure 2 : Diamétres aérodynamiques des aérosols dans I'atmosphére
(Source : adaptée de Lamy, 2004)
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C’'est ainsi que le concept de « diamétre aérodynamique » est né et décrit le
diameétre d'une sphére a la densité normalisée de 1 g/cm?® (Debry, 2010) qui a la
méme vitesse de chute dans l'air immobile ou fluide que les particules elles-mémes
dont on ne connait pas précisément la forme. La figure 2 illustre les différents

diametres (en micrometre) des différentes substances dans 'atmosphere.

Aussi, le terme aérosol est parfois utilisé a tort en parlant de particules
atmosphériques. En effet, I'aérosol regroupe un grand nombre de petites particules
liquides (gouttelettes en suspension, brouillards, nébulisation des peintures, des
lubrifiants, des pesticides, des détergents, etc.) et solides (suspension de farine, de
ciment, de poussiere, etc.) d'origines diverses et renfermant des composés
chimiques et/ou biogéniques. Le développement de cette étude ne tient pas
compte de la fraction « vivante » ou biologique des aérosols, mais se concentre
essentiellement sur l'aspect physique des matieres particulaires ainsi que les

composés chimiques adsorbés sur leur surface.

3.1 Matieres particulaires

Les matieres particulaires encore appelées particules en suspension ou
poussieres en suspension ou encore particules atmosphériques ou particulate
matter PM sont autant de terminologies pour décrire un mélange de solides et de
liquides en suspension dans l'air. Généralement, dans les grandes villes, la
caractérisation de ces matieres particulaires désigne celle des particules et des
émanations en suspension dans l'air ambiant, qui se déposent et s’accumulent sous
forme solide a la surface des infrastructures routieres, immobiliéres, des
monuments et méme sur des surfaces des murs, planchers et plafonds a I'intérieur

des maisons.

Les particules en suspension sont des polluants a I’échelle microscopique, de
quelques nanomeétres a quelques dizaines de micrometres. Elles proviennent le
plus souvent des processus de combustion (imbrilé des chambres de combustion

des moteurs a explosion, pot d’échappement des voitures, systemes de chauffages
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au bois, feux de brousse, etc.) : on parle de « particules primaires ». Ces particules
sont aussi issues de I'usure pneumatique, du frottement des freins, des poussieres
naturelles, de la fumée de cigarette, des centrales thermiques, des émanations
industrielles, etc. Elles subissent dans I'atmosphere des réactions chimiques ou
photochimiques suite a des interactions avec d’autres polluants primaires. Ces
interactions et transformations complexes conduisent a la formation d’autres
particules plus complexes appelées « particules secondaires » a partir des gaz

précurseurs (dioxyde de soufre, oxydes d'azote, ammoniac, composés organiques

volatils).

Les matieres particulaires contiennent entre autres des espéces chimiques
telles que SOz, NOx, métaux lourds et hydrocarbures aromatiques polycycliques.
Elles sont responsables de la pollution atmosphérique urbaine et de la formation
d’'ozone troposphérique (mauvais ozone, chef de file de la pollution
photooxydante) qui sont le résultat des réactions photochimiques impliquant des
précurseurs notamment les oxydes d’azote (NO, NO2) et les COVs. Ces particules se
forment dans 'atmosphere a différentes échelles granulométriques, et suivant des

mécanismes plus ou moins complexes.

3.2 Mécanismes de formation des particules

Bien que certaines particules se retrouvent directement dans I'atmosphere a
partir des aérosols naturels ou anthropiques (sel de mer provenant des embruns,
résidus de combustion incomplete, pollen, etc.), un grand nombre de particules se
forment cependant dans l'atmosphere a partir des phénomenes récemment
élucidés (Metzger et al, 2010). Les processus de formation des matieres
particulaires se résument généralement a trois mécanismes. Il s’agit de la

nucléation, la condensation et la coagulation qui sont représentées sur la figure 3.
+  Nucléation : Une fraction significative du nombre total de particules

présentes dans I"atmosphere est formée initialement par nucléation homogéne a

partir de la phase gazeuse (Curtius, 2006) : c’est la genese des particules. Ces

12
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particules ont un diametre compris entre 1 et 2 nm. Le phénomene de nucléation
que connaissent ces particules a été souvent basé sur la combinaison de deux

molécules d’acide sulfurique (H2S04), gaz précurseur essentiel.

f @ \

\(k‘x._../’
| Nucléation | Condensation Coagulation |
" o - by i |

\ —

Figure 3 : Mécanismes de formation des particules

L’équipe d’Axel Metzger a décodé récemment dans une chambre a smog
(pour la reproduction des processus atmosphériques) le mystére caché par le
mécanisme de la nucléation : I'association d’'une molécule d’acide sulfurique et
d’une molécule organique. En effet, sous 'action de la lumiere du soleil, le dioxyde
de soufre (SO2) se transforme en H2S04 et le triméthylbenzeéne (TMB) s’oxyde en
composés moins volatils. La combinaison de ces deux produits d’oxydation conduit
a une concentration d’acide sulfurique proche de celle retrouvée dans
I'atmosphere lors du mécanisme de nucléation (Metzger et al., 2010). Cependant,

I'identité de la molécule organique n’est pas élucidée.

13



Chapitre 1 : Pollution atmosphérique & ses conséquences

+  Condensation : C'est un processus ou des molécules gazeuses se
condensent sur les particules. Ce mécanisme augmente le diametre des particules

tout en conservant leur nombre.

w  Coagulation: Cest un processus qui augmente le diametre des
particules primaires en diminuant leur nombre. Il s’agit ici de la formation d’une

particule a partir de la combinaison de deux ou plusieurs particules élémentaires.

Ces mécanismes de formation des matieres particulaires conduisent a
différentes classes de particules réparties suivant la distribution de leur diametre

aérodynamique.

3.3 Différents types de matieres particulaires

Les particules ayant différents diametres aérodynamiques, possédent des
propriétés différentes de pénétration dans le systéme respiratoire humain. Des
connaissances sur la distribution de leur taille sont donc essentielles pour estimer
leur degré de nuisance sur la santé. Ainsi, les particules en suspension sont
regroupées en plusieurs classes dont les plus connues sont : les PM1g, les PM3ss, les
PM25.10, les PMy, les PMo1 et les particules totales (TSP). La figure 4 illustre les

classes granulométriques des particules.

(quelques dizaines de micrométres)

PMy,
(diamétre < 10 pm)
@

‘ PM,; 5

| (diameétre < 2,5 pum) )

Particules totales (TSP) ]

Figure 4 : Principales classes granulométriques des particules

14



Pollution atmosphérique

+  TSP: Cette classe de particules regroupe les particules totales en
suspension dont la taille peut atteindre quelques dizaines de micrometres. Ces
particules sont également appelées «total suspended particles: TSP »

(Kulshrestha et al., 2009).

+  PMjg: Les particules ayant un diametre aérodynamique inférieur ou
égal a 10 um sont réunies dans cette catégorie. Dans les études toxicologiques,
elles sont appelées « particules inhalables » (Kulshrestha et al, 2009) et sont
connues pour leurs propriétés cytotoxiques et proinflammatoires (Camatini et al,,
2012; Gualtieri et al., 2010). Dans la littérature, en terme de masse, les PM1o sont
parfois plus toxiques que les PM2;s. Ceci pourrait étre di aux effets combinés de
leur taille et de leur composition chimique (Duvall et al., 2008; Osornio-Vargas et

al, 2011).

+  PMzs5: Ce sont des particules qui ont un diameétre aérodynamique
inférieur ou égal a 2,5 um. Elles sont connues sous I'appellation « particules fines »
et sont issues majoritairement du mode d’accumulation (allant de 0,1 a 2,5 pm)
(Ladji et al., 2009) a partir de la conversion des gaz et de particules en « particules
secondaires ». Elles proviennent aussi de la condensation des particules primaires
avec des gaz précurseurs (SO, NOx, etc.) et de la coagulation des particules
primaires issues des combustibles fossiles (figure 5). Cette fraction fine des
particules posséde une capacité élevée d’adsorption de composés chimiques et
biogéniques tels que des composés organiques volatils, des hydrocarbures
aromatiques polycycliques, les métaux, les microorganismes, etc. (Longhin et al.,
2013; Osornio-Vargas et al.,, 2011). Elles ont également la propriété de pénétrer
dans l'appareil respiratoire et d’atteindre les alvéoles pulmonaires ou elles
exercent leur toxicité (Delfino et al,, 2011; Raaschou-Nielsen et al., 2011). Elles
sont souvent associées a diverses pathologies respiratoires et cardiovasculaires
(Boublil et al., 2013; Gualtieri et al., 2010). Dans la littérature, elles se sont révélées
étre capables d’adsorber des éléments plus toxiques tels que I'As, le Pb, le Zn, le Cd,
le Ni, le Cr, etc. (Senlin et al, 2008). Les particules fines peuvent rester dans

I'atmosphere pendant plusieurs semaines et peuvent étre transportées plus loin
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par l'air ambiant (Wang et al.,, 2013). Les particules fines, par conséquent, influent

considérablement surI'

environnement.
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Figure 5 : Distribution de taille des particules et principaux processus

(Source : adaptée de DETEC, 2011)

+  PMzs5.10: Ces particules ont un diametre aérodynamique compris

entre 2,5 et 10 um. Pour des études sanitaires, épidémiologiques et toxicologiques,

on parle de «grosses particulesou particules grossieres». Cette fraction

comprend le « mode grossier » ou les particules peuvent fortement contribuer a la

masse des particules, mais leur nombre, comparé a celui des particules fines, est

cependant tres petit. Elles sont issues en grande partie de la sédimentation de
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particules primaires provenant entre autre de I'abrasion des pneus et freins ainsi
que des sources naturelles. En raison de leur taille relativement grande, les grosses
particules tombent généralement sur le sol lorsqu’elles sont soumises a une

humidification (Wang et al., 2013).

+ PM;: Cette classe de particules ne prend en compte que les

particules ayant un diametre aérodynamique inférieur ou égala 1 pm.

v PMy.1: Ce sont des particules dont le diamétre aérodynamique est
inférieur ou égal a 0,1 um. Ces « nanoparticules » encore appelées « particules
ultrafines : PUF » sont moins répandues dans I'atmosphere en terme de masse
comparées aux particules fines. Grace a leur tres petite taille, elles possedent des
propriétés de pénétration intracellulaire bien spécifique (Geiser et al.,, 2005). Les
particules ultrafines sont directement émises par combustion ou formées dans
I'atmosphere par nucléation homogéne (Ladji et al, 2009) de particules

nanométriques.

Toutes les classes citées ci-dessus sont incluses dans les TPM alors que la
classe des PMyo inclut les PM;5 comme le montre la figure 5. Les émissions des
particules sont généralement quantifiables en termes de masse. Il n’est donc pas
correct d’y intégrer des rejets de PMzs ou de PM1o qui excedent les TPM. De méme,
les émissions de PMzs dans I'air ambiant ne peuvent non plus excéder celles des
PM1o. La quantification de ces émissions de particules dans 'atmospheére a I’échelle
mondiale est parfois difficile a réaliser. Cependant, des normes de réglementation,
d’évaluation et de surveillance de la qualité de l'air permettent de réduire
progressivement dans les grandes villes occidentales leur émission dans

I'atmosphere.
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B. Bilan mondial de la pollution atmosphérique

1. Situation dans les pays développés

La pollution de l'air fait annuellement de nombreuses victimes et ceci est dii
en grande partie aux rejets importants de polluants dans I'atmosphere provenant
principalement des activités anthropiques. En effet, le développement économique
important des pays du Nord au cours de la deuxiéme partie du XXe siecle (période
des « trente glorieuses ») a généré des activités industrielles et commerciales de
haute densité. Cela a contraint les décideurs publics a prendre des dispositions
réglementaires en vue de préserver la santé des populations et de sauvegarder
I’écosystéme planétaire. Ainsi, Les objectifs du Sommet de Cancun, en 2010, fixent
les émissions de COz a 32 milliards de tonnes par an afin de limiter la hausse des
températures a 2 °C, seuil au-dela duquel les conséquences du réchauffement
climatique risquent de devenir incontrolables. En 2012, selon le Service de
I'observation et des statistiques, 31,7 milliards de tonnes de CO2 sont émises dans
I'atmospheére. Les pays industrialisés contribuent fortement a cette pollution
atmosphérique dans le monde dont I'Europe serait responsable de 7,3 tonnes de
rejets de CO2 dans I'atmosphere par habitant en 2010 (Service de 'observation et
des statistiques, 2013).

i - Figure 6 : Emissions directes de

S— 2011 CO; par habitant dans le monde

liées a la combustion de I'énergie

) (tCOz/hab)
(Source : ADEME, 2012)
ui tCOz/hab = tonnes de CO; par habitant
AENREAN .

18

]




Bilan mondial de la pollution atmosphérique

La figure 6 présente les pays de I'Union Européenne les plus émetteurs de
CO2. On y retrouve dans l'ordre pour I'Europe : I'Allemagne, la Pologne, le
Royaume-Uni, I'Italie, et la France. Mais il y a également, les Etats-Unis qui sont en
téte de file avec une importante émission de plus de 15 tonnes par habitant en

2011.

Par ailleurs le Canada s’est vu contraint de quitter le protocole de Kyoto a la
fin de 'année 2011. En effet, le Canada s'était engagé a réduire ses émissions de
gaz a effet de serre (GES) de 6 % en 2012 par rapport au niveau de 1990. En 2010,
ses émissions totales de GES s’élevaient a 692 mégatonnes (Mt) d’équivalent de
COz, ce qui représente 17 % (102 Mt) au-dessus des émissions de 1990" Il est a
souligner que certains états de I'Union Européenne ont fait un effort dans la
réduction de leur émission de CO>. Ainsi, les émissions ont chuté au Portugal (- 9
%), en Grece (- 7 %) et en Espagne (- 5 %). En revanche, elles ont connu une
hausse en Estonie (+ 26 %), en Suede (+ 15 %), en Finlande (+ 14 %), au Royaume-
Uni (+ 3,9 %), en Italie (+ 2,3 %), en Allemagne (+ 1,9 %) et en France (+ 1,8 %)

(Service de I'observation et des statistiques, 2013).

Le dioxyde de soufre SO fait également partie des principaux polluants
atmosphériques. Il forme avec lI'eau dans I'atmosphere des smogs ou brouillards
ainsi que des aérosols d'acide sulfurique. C’est le précurseur des sulfates,
principale composante des particules en suspension dans l'atmosphere, aussi
responsables des problemes respiratoires. Dans les pays développés, les émissions
anthropogéniques de SO, décroissent considérablement et de fagon exponentielle
depuis les années 1980 jusqu’en 2005. Les émissions dans I'atmosphere de SO>
venant de I'Europe représentent 9,6 % des émissions globales (Smith et al., 2011).
Les pays de I'Union Européenne les plus pollueurs en SOz sont les pays de I'Europe
de 1'Ouest (Allemagne, Royaume-Uni, Italie, France, Espagne, etc.) qui émettent
plus de 5 % de SOz dans le monde. Mais il y également les gros pollueurs tels que

les Etats-Unis et le Canada (13 % des émissions mondiales).

1 www.ec.gc.ca (Consulté le 06-08-2013)
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Les émissions anthropiques d'oxydes d'azote (NOx) peuvent changer
rapidement en raison de la croissance économique et de I'avancée technologique.
Les estimations des émissions du dioxyde d’azote (NO2) permettent d’avoir une
meilleure connaissance de la pollution de l'air, des pluies acides et des
changements climatiques. Les NOx participent a la formation de l'ozone
troposphérique et sont formés a partir des processus de combustion. Les
observations par satellite des colonnes de NO; troposphériques sont des outils
fréquemment utilisés pour des données en temps réel ou pour estimer 1'évolution
des émissions des NOx. Ainsi, les données du satellite SCIAMACHY (Scanning
Imaging Absorption Spectrometer for Atmospheric Chartography) de I’Agence
Spatiale Européenne (ESA : European Space Agency) (Lamsal et al., 2011) ont
permis d’observer depuis 2005 jusqu'en 2010 une régression des émissions de
NO2 aux Etats-Unis (22,7 %), au Japon et dans certains pays de 'Europe (13,7 %)
(Streets et al.,, 2013).

De méme, depuis une vingtaine d’année, des réductions importantes des
émissions d’autres polluants atmosphériques ont été observées en Europe et aux
Etats-Unis. Outre les COz, SOz, NOx, les émissions de monoxyde de carbone (CO),
d’ammoniac (NH3) et de composés organiques volatils non méthaniques (COVNM)
ont connu une diminution significative en Europe comme l'illustre la figure 7 a
partir des données établies par le réseau de surveillance et d’évaluation des
polluants atmosphériques en Europe (EMEP : European Monitoring and Evaluation
Programme). Ainsi, on observe une réduction de 39 % pour les émissions du CO,

38 et 23 % pour les émissions respectives de COVNM et NH3 (Monks et al., 2009).

Aux Etats-Unis, selon ’Agence pour la protection de 1'environnement (EPA :
Environmental Protection Agency), les véhicules routiers et les centrales
électriques sont les principaux responsables de la majorité des émissions
anthropogéniques de CO, NOx et de SOz enregistrées dans l'air ces vingt dernieres
années (Monks et al., 2009). Les émissions de CO ont diminué de 3 a 5 % chaque

année de 1990 a 2005.
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Figure 7 : Emissions annuelles des polluants primaires en Europe

(Source : Monks et al., 2009)

Tg/yr = million de tonne par an

Les COVs, les NOx et le CO sous l'action de la lumiere, se décomposent et
favorisent par plusieurs réactions photochimiques la formation de l'ozone
troposphérique qui est aussi responsable des troubles respiratoires, du
ralentissement de la photosyntheése chez les plantes, de I'appauvrissement des
récoltes agricoles, etc. Quant aux concentrations d’ozone troposphérique dans
I'atmosphere, elles ont diminué progressivement de facon générale dans le monde
surtout en Amérique du Nord et dans les pays de 'Union Européenne (Jonson et al,,
2006; Lefohn et al, 2010, 2008) et ont cessé d’augmenter depuis une décennie
(Foucart, 2012). Les pays comme la France, la République Tcheque, I’Allemagne, la
Grece, I'Australie et I'Italie ont vu baisser leurs concentrations en ozone en 2010
par rapport a 2001. La figure 8 présente cette baisse significative des
concentrations de O3 dans les Etats membres de 'Union Européenne, mais aussi
les observations les plus basses et les plus élevées sur la base du dépassement au
26¢me jour du maximum journalier de la moyenne sur 8 heures des concentrations

(120 pg/ms3, valeur cible).
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Figure 8 : Concentrations d’ozone troposphérique enregistrées en Europe par
rapport a la valeur cible sur la moyenne de 8 heures maximum par jour

(Source : European Environment Agency, 2012a)

L’évolution des concentrations en matieres particulaires PMzs et PMyo de
I'atmosphére ces dernieres années meérite une attention particuliere. Selon un
communiqué de presse de 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) tenue en
Septembre 2011 a Geneve, la pollution atmosphérique liée aux matieres
particulaires atteint des niveaux dangereux pour la santé dans de nombreuses
villes. Les données sur la qualité de I'air regroupent les statistiques de 1100 villes

dans 91 pays, dont des capitales et des villes de plus de 100 000 habitants. Les
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lignes directrices de I'OMS relatives a la qualité de l'air fixent le seuil de
concentration moyenne annuelle des particules PM1p a 20 pg/m3, mais certaines
villes dépassent ce seuil et la concentration peut atteindre et méme excéder 300
ug/m3 (Organisation Mondiale de la Santé, 2011a). En Europe, les villes les plus
exposées et les plus polluées en matiéres de particules PM1o sont Plovdiv (70
ug/ms3, Bulgarie), Sofia (68 pg/m3, Bulgarie), Ashkelon (61 pg/m3, Israél), Pleven
(57 pg/m3, Bulgarie), Thessalonique (56 pg/m3, Grece), Nicosie (53 pg/ms3,
Chypre), Torino (47 pg/m3, Italie), Zaragoza (45ug/ms3, Espagne) (World Health
Organization, 2011a). Il existe encore d'autres pays de 1'Union Européenne (UE)
dont les concentrations en PM1o excédent largement les normes directives (tableau
1) de 'OMS (moyenne annuelle 20 pg/m3) et de I'UE (moyenne annuelle 40 pg/m3,

European Environment Agency, 2012a).

Tableau 1 : Normes directives de 'OMS et de I'UE concernant les PM2.5 et PM¢

(Source : European Environment Agency, 2012a)

OMS UE
. Moyenne Moyenne
Particules - -
horaire annuelle horaire annuelle
25 pg/m? 3 3a
PMzs (24 h) 10 pg/m 25 ug/m
20 pg/ms3b
50 pg/ms3 5 o0pg/mdc 1d
PMu1o (24h) 20 ug/m (24 h) 40 pg/m

a valeur limite a atteindre au ler Janvier 2010 ; P valeur limite a
atteindre au ler Janvier 2015 ; ¢ valeur limite a ne pas dépasser
plus de 35 j/an. Valeur a atteindre au ler Janvier 2005 ; d valeur
limite a atteindre au ler Janvier 2005.

La figure 9 illustre les concentrations de PMio et de PM25 enregistrées en
Europe en 2001 et en 2011. Selon I'AirBase V.7 de I'Agence Européenne pour
I'Environnement (European Environment Agency : EEA), les pays de I'Europe de
I'Ouest (Portugal, Espagne, Italie, Grece, Belgique, Allemagne, Turquie) ont rejeté
des quantités importantes de particules PM1o dans I'atmospheére en 2001. En 2011,
I'évolution spectaculaire des particules PM1o émises dans l'atmosphére montre que

le Sud-Est de I'Europe est sérieusement affecté. Cependant, ce sont des estimations
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a prendre avec précaution car en 2007, la méthode de mesures réglementaires des

particules prend désormais en compte la fraction semi-volatile a I'aide de la

technologie TEOM-FDMS (Tapered element oscillating microbalance coupled with

Filter Dynamics Measurement Systems) .
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Figure 9 : Concentrations moyennes annuelles de PM1o et de PMz.5 (ug/m?3) des

émissions anthropogéniques en Europe

(Source : European Environment Agency, AirBase v.7)

Concernant les concentrations de PMzs, les pays comme la Pologne (Zabrze,

40 pg/m3), I'ltalie (Torino, 34 ug/m3), la Grece (Athenes, 27 ug/m3), I’Autriche
(Graz, 24 pg/m3), la France (Paris, 23 pg/m3), la Belgique (Liege, 21 pg/m3),

I’Allemagne (Berlin, 21 pg/m3), etc. ont connu des niveaux élevés en 2008
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dépassant le seuil fixé par 'OMS (moyenne annuelle 10 ug/m3) (World Health
Organization, 2011a). Les lignes directives de I'UE fixent ce seuil a 25 pg/m3 a
atteindre avant le 1¢r janvier 2015 (European Environment Agency, 2012a). De fait,
par manque de données sur certains pays de I'UE en 2001, la cartographie de la
figure 9 présente peu de données sur les concentrations des particules fines PMz s
pendant cette période. Néanmoins les concentrations étaient relativement moins
élevées en Belgique, en Allemagne, en Angleterre, en Italie et en Autriche. Seul le
Sud-Est de la France était en alerte rouge. En 2011, la Pologne, la Bulgarie et I'Italie

sont les plus pollueurs en matiere de PMzs.

Selon I'OMS, aux Etats-Unis (USA) et au Canada (CAN), les concentrations
élevées en PMj étaient retrouvées en Bakersfield (38 pg/m3, USA), en Hinton (36
ug/ms3, CAN), en Fresno (35 ug/m3, USA) et en Sarnia, Montréal (34 ug/m3, CAN).
Celles des particules fines PM25 sont de 51 ug/m?3 au Mexique, 34 pg/ms3 au Pérou,

33 pg/ms3 au Chili, etc. (World Health Organization, 2011a).

Pendant que les pays Américains et Européens bénéficient d'un air de plus en
plus sain et plus propre (que les siécles derniers) en s’efforcant de réduire leurs
émissions dans l'atmosphere, les pays en développement produisent l'effet

contraire et aggravent la qualité de I'air ambiant.

2. Situation dans les pays en développement
2.1 Cas général

Les pays émergents connaissent de nos jours une croissance démographique
tres importante et une modernisation en plein essor. Plusieurs pays en
développement sont encore liés aux habitudes traditionnelles, c’est-a-dire aux
combustibles fossiles. Ils contribuent de ce fait a une dégradation de
I’environnement et surtout de I'atmosphere. Ainsi, dans les pays en développement
comme ’Afrique, I'Asie du sud et I'Asie pacifique, les émissions de CO; liées aux
consommations d’énergie par personne varient de maniere significative et sont
aux alentours de 2 tCOz/hab comparées aux 19 tCOz/hab d’Amérique du Nord
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(ADEME, 2012). Les émissions mondiales de CO; liées a la combustion d’énergie
étaient de - 1,7 % en 2009 et grimpent a + 4,7 % en 2010. La Chine, le premier
émetteur mondial devant les Etats-Unis, a cause du fait de l'utilisation de charbon
dans leurs centrales thermiques, gonfle les émissions mondiales de COz (30,3
milliards de tonnes (Gt) de CO2) dont 7,3 Gt CO: lui sont attribuables soit 5,5
tCOz2/hab (comme la France) (Service de I'observation et des statistiques, 2013).
En Afrique, ces émissions sont de 0,9 tCO2/hab en 2010, soit 3,1 % des émissions
mondiales. Le tableau 2 met en évidence les pays les plus émetteurs de CO2 dans
'atmosphére avec a leur téte la mégalopole chinoise. L'Inde, apres les Etats-Unis,

contribue pour 5,4 %.

Tableau 2 : Les dix pays les plus émetteurs de CO; dans I'atmosphére?

(Source : Service de I'observation et des statistiques, 2013)

Pays Emissions de CO; en 2010 Emissions mondiales
(106 tonnes) (%)
Chine 7 311 24,1
Etats-Unis 5369 17,7
Inde 1626 5,4
Russie 1581 5,2
Japon 1143 3,8
Allemagne 762 2,5
Iran 5723 1,83
Corée du Sud 563 1,9
Canada 537 1,8
Royaume-Uni 484 1,6

2 Tableau reconstitué a partir des données du Service de I'observation et des statistiques, 2013

3 (United Nations Statistics Division, 2013). Données de 2010 recueillies sur
http://mdgs.un.org/unsd/mdg/SeriesDetail.aspx?srid=749&crid= (Consulté le 08-08-2013)
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Aussi, les pays en développement rejettent dans l'air d’autres polluants tels
que le SO2. Pendant que les pays industrialisés comme les Etats-Unis et ceux de
I'Union Européenne connaissent en 2005 des réductions importantes de SOz dans
'air, les pays émergents, présentent une tendance inverse avec des émissions

croissantes de SO; comme l'illustre la figure 10.
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Figure 10 : Emissions anthropogéniques mondiales de SO:

(Source : Smith et al., 2011)

Gg = milliard de gramme ; Aust/NZ = Australie + Nouvelle Zélande ; Trans = Transport

Par ailleurs, les pays Asie et du Moyen-Orient et du Sud Afrique connaissent
une augmentation des émissions des oxydes d’azote (NOx) qui regroupent le
monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NOz). Des augmentations de 24,9 %
et 26,8 % sont observées depuis 2005 respectivement en Asie de I'Est et dans la
grande métropole chinoise (Streets et al, 2013). Cette augmentation est due a
l'utilisation accrue de combustibles fossiles dans une économie ascendante. Les
images satellitaires de ’Agence Spatiale Européenne montrent sur la figure 11 ci-
contre les émissions globales de NO; qui sont tres accentuées dans les pays

émergents surtout en Asie de I'Est.

27



Chapitre 1 : Pollution atmosphérique & ses conséquences

>
6.0 10™
4.010"

Latitude

2.010™"
0.0 10%°
-2.0 10"
-4.0 10"

<

Longitude

Figure 11 : Représentation des émissions troposphériques annuelles mondiales
de NO: (en 1015 molécule/cm?)
(Source : European Space Agency, 2012, 2007)

La chimie de l'atmosphére étant complexe, se repose également sur les
processus de formation d’ozone dans l'air et de ses précurseurs (Sikder et al,,
2011). En Chine, en Inde et dans les pays de 1'Asie du Sud-Est, de fortes
concentrations d'ozone furent enregistrées ces quinze dernieres années. Ces
concentrations élevées en ozone de cette région du monde ont affecté a travers le
Pacifique (I'atmospheére de 1'Océan Pacifique est aussi influencé par cette région,
Tanimoto, 2009) et aux trajectoires des masses d'air, la région de 1'Ouest des Etats-
Unis (Ambrose et al,, 2011; Ou Yang et al., 2012; Perrin, 2010; Villeneuve, 2010)
aggravant ainsi la qualité de 1'air en Amérique. Dans les couches atmosphériques
des pays africains, précisément a I'Ouest et au Centre, les concentrations moyennes
annuelles d’ozone sont plus ou moins faibles. Elles varient de 4 a 14 ppb” pour la
période de 2001 a 2007 (Adon et al,, 2010) alors qu’elles sont de 43,6 ppb en Chine
et 35,9 ppb au Japon et en Corée, et ceci pour la période de 2006 a 2009 (Ou Yang
et al, 2012). L’'industrialisation peu prononcée explique sans doute ces faibles
taux. On pourrait également expliquer ces faibles concentrations par I'existence de
nombreuses zones arides, et les faibles émissions de COVs par la végétation dans

ces régions.

4 ppb = partie par billion
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Les émissions anthropogéniques des pays en développement, surtout en Asie,
sont toujours en croissante évolution (figure 12A) et dépassent largement celles
des Etats-Unis et de I'Europe comme le montre la figure 12B. Les inventaires des
émissions de CO en Asie indiquent une fois encore la quantité importante de CO
émise dans 'atmosphere. En 2000, les émissions de CO en Asie étaient de 306 Tg
(Monks et al., 2009) et celles de la Chine étaient estimées a 141 Tg (Streets et al,,
2006).
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Figure 12 : Emissions annuelles de CO en Asie (A) comparées a celles de
I’Europe et des Etats-Unis (B)

(Source : Monks et al., 2009)
E-Asia = Asie de I'Est ; S-Asia = Asie du Sud ; EU-27 = Union Européenne composée de 27 pays

Les émissions de CO de I'’Asie de I'Est atteignent pratiquement les 180 Tg/an
en 2003 alors qu’elles sont environ a 100 Tg pour les Etats-Unis et 40 Tg pour
I'Union Européenne (27 pays). Les émissions mondiales ont grimpé de 523 a 542

Tg de CO/an de 1990 a 2000, soit une augmentation de 3,6 %.
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Par ailleurs, les pays de la Méditerranée, du Pacifique et de 1'Asie du Sud-Est
rejettent dans 1I'hémisphére nord d’importantes particules atmosphériques. Les
villes comme Ahwaz (372 pg/m3, Iran), Oulan Bator (279 pg/ms3, Mongolie),
Sanandaj (254 pg/m3, Iran), Ludhiana (Inde) et la ville pakistanaise de Quetta, avec
251 pg/m3, connaissent les plus fortes concentrations en PM1o jamais enregistrées
dans le monde (Riviere, 2012). Selon la Banque Mondiale, la pollution
atmosphérique urbaine serait concentrée en particules PM1o surtout dans les pays

de I’Asie, du Moyen-Orient et de I’Afrique de 'Ouest comme l'indique la figure 13.
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Figure 13 : Pollution atmosphérique urbaine particulaire PM1o dans le monde

(Source : Banque Mondiale?)

Les données de 'OMS basées sur les chiffres de 2008 et de 2009 ont révélé
que les populations des pays comme la Chine (150 pg/m3, Lanzhou), la Corée du
Sud (64 pg/ms3, Séoul) ainsi que les pays de I'Afrique de I'Ouest comme le Sénégal
(145 pg/ms3, Dakar), le Nigéria (122 pg/m3, Lagos), le Ghana (98 pg/m3, Accra), le
Madagascar (68 pg/m3, Antananarivo), I’Afrique du Sud (66 pg/ms3, Johannesburg)
sont victimes d’une forte pollution particulaire PM1o (World Health Organization,

2011a). Cette pollution engendre de nombreux déces prématurés chaque année.

5 http://www.astrium.com/Pollution-athmospherique-urbaine-monde.html (Consulté le 08-08-2013)
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Selon une étude récente réalisée par van Donkelaar et al. (2010), 80 % de la
population mondiale vit dans des régions ou les concentrations moyennes
annuelles de PMzs, excedent les objectifs de 10 pg/m3 fixé par I'OMS. Ainsi, les
pays en développement, les plus émetteurs et exposant leurs populations aux
particules fines sont la Mongolie (63 pg/m3, Oulan Bator), la Chine (41 pg/m3,
Hong Kong), le Koweit (51 pg/m3). En Afrique, le Sénégal, le Ghana, et le
Madagascar ont enregistré respectivement 38 pg/ms3 (Dakar), 50 pug/m3 (Accra) et
59 pg/m3 (Antananarivo) (World Health Organization, 2011a). La figure 14 met en
exergue les fortes concentrations de particules fines qui s'étendent de I'Afrique du
Nord (Désert du Sahara) jusqu’a I'Est de I'Asie. Ces concentrations de PMgs
enregistrées dans les pays émergents du continent africain et asiatique, sont
largement supérieures a celles de I'Europe, de 1'Est des Etats-Unis et de 1'Ouest de
I'Amérique du Sud. Ces fortes concentrations de particules fines surtout dans
I’Afrique subsaharienne pourraient étre issues non seulement de sources
terrigenes, de la combustion automobile et de biomasse mais aussi sous influence

du désert du Sahara.

Figure 14 : Concentrations moyennes annuelles de PM:.5 (ug/m?3) de 2001 a

2006 (Source : van Donkelaar et al., 2010)
Ces matieres particulaires font particulierement 1'objet de cette étude car

elles sont & l'origine de nombreuses pathologies respiratoires. A Cotonou, la

capitale économique du Bénin, elles sont issues principalement du transport
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routier qui favorise une pollution atmosphérique importante et perceptible,

suscitant d'énormes interrogations concernant la qualité de I'air au Bénin.

2.2 Cas particulier du Bénin : Cotonou

Au Bénin, les problemes environnementaux sont devenus de plus en plus
perceptibles et aigus depuis quelques années, en particulier a Cotonou, la capitale
économique. Ceci est dii principalement a I'accroissement rapide de la population,
conséquence d’'un exode rural massif, le développement commercial et industriel,
et les mauvaises infrastructures routiéres. Ces problémes environnementaux
résultent en particulier de la pollution atmosphérique qui connait une évolution
fulgurante a Cotonou, ou apres les émissions domestiques, le secteur du transport
semble étre le principal responsable mais également d'une activité portuaire
territorialement concentrée et des activités commerciales désordonnées et mal
maitrisées nécessaires a la survie des populations confrontées a un marché de
I'emploi difficilement accessible. A l'instar des grandes métropoles africaines en

croissance, la qualité de I'air est devenue une préoccupation importante au Bénin.

La pollution atmosphérique ou pollution de l'air, selon la loi-cadre sur
I'environnement en République du Bénin est définie comme étant « I'émission
dans la couche atmosphérique de gaz, de fumées ou de substances de nature a
incommoder les étres vivants, a compromettre la santé et la sécurité publique
ou susceptible de nuire a la production agricole, a la conservation des
constructions et monuments ou au caractere des sites ». En effet, a I'entrée de la
ville de Cotonou, des nuages de fumée blanche surplombent les habitations et les
populations. Ces fumées sont issues des activités de combustion de bois, des feux
des ordures ménageres du fait d’'une non prise en compte de leur incinération par
les communes, parfois des feux de brousse (aux alentours de Cotonou), des
émanations des industries et surtout des gaz d'échappement des nombreux
véhicules vétustes y compris des motos. Ainsi, la pollution de I'air a Cotonou est
caractérisée essentiellement par un mélange d'hydrocarbures, de composés

organiques volatils et de poussieres venant globalement de 1'ensemble des
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transports et en particulier des transports terrestres. Cependant, il ne faut pas
négliger les émissions de particules ainsi que de SOz issues du transport maritime.
Le secteur du transport routier en zone urbaine a Cotonou regroupe en majorité
les motocycles et les véhicules automobiles qui ont une moyenne d'age d'environ
15 ans (Banque Mondiale, 2007). Les véhicules sont au nombre de 446 000 unités,
dont 96 000 motocycles a Cotonou (Kelomé et al., 2006). Ce nombre important de
motocycles et de voitures engendre la congestion du trafic rendant la fluidité de la
circulation difficile surtout aux heures de pointe. Ceci occasionne dans la ville, la
libération de nombreux polluants atmosphériques a travers les gaz d'échappement

des automobiles et des motos comme illustrés sur la figure 15.

Figure 15 : Emissions des automobiles et motos a Cotonou

(Photo : CACHON, 2013)

L’ensemble de ces émissions de fumées cache de nombreux polluants
atmosphériques. Des études récentes ont montré que l'air de Cotonou est

contaminé par divers polluants comme les composés organiques volatils (COVs),
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les particules en suspension ainsi que les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAPs) (Avogbe et al., 2011, 2005; Ayi Fanou et al., 2006). En 2007,
une étude de la Banque Mondiale a montré qu’en plus des polluants précités, 'air
de Cotonou contenait également du dioxyde d’azote (NO2), du dioxyde de soufre
(SO2), du dioxyde de carbone (CO2) et de l'ozone (O3) en forte concentration
(Banque Mondiale, 2007). Parmi ces polluants, le benzeéne, classé comme puissant
carcinogene a été trouvé a un taux de 76 pg/m3 a Cotonou, soit un niveau 15 fois
plus élevé que la norme de 5 pg/m3 admise par 'OMS (World Health Organization,
2006). Le tableau 3 présente les estimations des émissions des principaux
polluants rejetés en zones urbaines dans la ville de Cotonou. Les émissions
annuelles de PMjo issues des foyers domestiques semblent étre tres importantes
comparées a celles émises par les véhicules a moteur. Ceci pose sans doute un
probléme d’accumulation de polluants a l'intérieur des maisons et concessions.
Aussi, les COV liés a l'énergie domestique seront surement importants.
Malheureusement, nous disposons treés peu de données sur les polluants retrouvés

a l'intérieur des habitations.

Tableau 3 : Estimations des émissions annuelles des principaux polluants de

I'air a Cotonou en 2005 (Source : adapté de Banque Mondiale, 2007)

Emissions annuelles
(tonnes)

PMio NOx SO: COVs

Concentrations annuelles (pg/m3) 78 36 9 302
Véhicules 1616 4693 1249 45245
Industries 120 235 1199

Energie domestique 13886 1377

230 pg/ms3 = concentration de benzéne

A Cotonou, les émissions urbaines représentent 80 % de I'ensemble des

émissions urbaines du territoire national (Banque Mondiale, 2007). Ainsi, les
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émissions des NOx en zones urbaines sont de 3 369 t et 1 324 t par an provenant
respectivement des véhicules a essence et des véhicules diesel. D’énormes
quantités de COVs sont rejetées dans I'air a Cotonou par I'ensemble des véhicules.
Les émissions domestiques provenant des bois et charbon de bois ne sont pas non
plus a négliger. Concernant la part des émissions provenant des motos, les
émissions annuelles de particules PMio sont de 1 359t. Les COVs et surtout les

matieres particulaires restent les principales sources de pollution de la ville.

Les particules PM1o font trés peu partie des mesures sur la qualité de I'air a
Cotonou, encore moins les PMzs. Les matieres particulaires sont de plus en plus
importantes dans l'air et on peut apprécier a une dizaine de kilometres cette
pollution particulaire au-dessus de la ville, due principalement aux rejets issus des
imbrulés de la combustion au niveau des véhicules. La figure 16 montre la ville de
Cotonou ou juste en dessous du ciel bleu réegne la pollution particulaire bien visible

(couleur brune tannée).

Figure 16 : Pollution particulaire a Cotonou (Photo : CACHON, 2013)
Cette pollution est majoritairement issue des émissions des motos, surtout

des taxi-motos, dont les propriétaires, par manque de moyen, négligent I'entretien.

Ceci est a 'origine du rejet d’énormes quantités de polluants dans 'atmosphere.
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2.2.1 Phénomeéne des taxi-motos

Le manque de transports en commun, un secteur moins développé au Bénin,
a favorisé dans la ville de Cotonou un nouveau mode de transport — assuré par les
conducteurs de taxi-motos — communément appelés « zémidjans ». Ce phénomene
s'est accentué lors de la crise économique au début des années 90 ou les premiers
taxis motos sont apparus a Porto-Novo en 1977 ou les derniers taxis de ville
avaient cessé leur activité par manque de routes praticables et de clients. Ce
phénomene s'est étendu a Cotonou en 1983 avec une croissance rapide.
Aujourd'hui, les zémidjans deviennent de plus en plus nombreux et « pullulent » un

peu partout dans la ville (figure 17).

Figure 17 : Phénomeéne de taxi-motos a Cotonou (principal mode de transport)
(Photo : CACHON, 2013)
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I[Is sont favorisés au détriment des taxis de ville a cause de leur prix
relativement abordable, leur accessibilité, leur porte-a-porte, leur rapidité a
atteindre la destination souhaitée malgré 1'état parfois dégradé de la route. Ils
assurent l'essentiel du transport routier (70 % des déplacements de la ville) et
sont estimés a 96 000 sur un total de 219 200 zémidjans au Bénin (Banque
Mondiale, 2007). Ils utilisent pour la plupart des motos a deux temps (70 %) mais
aussi plus rarement des motos a quatre temps moins polluants. Le fréquent
manque d'entretien de leur moteur, l'utilisation d'essence de mauvaise qualité ont
fait des zémidjans les principaux acteurs de la pollution de l'air a Cotonou. Ils
liberent a longueur de journée des trainées de fumées blanchatres qui forment le

nuage impressionnant qui surplombe la ville, rendant ainsi la qualité de l'air

extrémement médiocre.

Bien que la pollution de l'air par les transports terrestres soit la plus visible
et constitue la préoccupation majeure a I'heure actuelle, celle liée aux émanations
des composés organiques volatils issues de la vente illicite de carburant de qualité
douteuse joue un role tres important dans les émissions de polluants dans

I'atmosphere.

2.2.2 Phénomeéne de vente illicite d’essence

Selon une étude sur la qualité de I'air faite a Cotonou en 2000 par la société
Tractebel, le bilan énergétique du Bénin a montré que le secteur du transport est
un consommateur important d'énergie et le premier consommateur de produits
pétroliers (Tractebel, 2000). Aussi, le parc automobile est constitué
essentiellement de véhicules roulant a I'essence. 80 % des automobiles roulent a
I'essence a Cotonou et 20 % au gasoil (Banque Mondiale, 2007). Ceci permet de
comprendre le role important de I'utilisation de I'essence dans la pollution de I'air.
Par ailleurs, la manipulation incontrélée et sans précaution d'essence importée
frauduleusement du Nigéria voisin et vendue le long des artéres et voies
principales de Cotonou. Malgré l'interdiction par le gouvernement béninois de

I'importation illicite et de la vente de l'essence frelatée localement appelée
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« kpayo » dans les villes, ce phénomene se répand a tous les coins de rue de

Cotonou ainsi qu’a l'intérieur du pays (figure 18).

Figure 18 : Phénomeéne d’essence frelatée (Source : Bourbao, 2006)

Les principales actrices de cette filiere sont des femmes qui sont la plupart du
temps avec des enfants au dos ou des enfants de moins de 5 ans. Les stands de
vente sont parfois confiés aux enfants par leurs parents. Les vendeurs (ou
vendeuses) stockent les essences dans des bidons, des bombonnes et des
bouteilles exposant leur environnement immédiat a des évaporations importantes
dans l'air de composés organiques volatils surtout de benzene, I'un des composés
les plus cancérigenes. Les gros bidons noirs servent a transporter le carburant
depuis le Nigéria. Plus de 10 % de la population, soit 500 000 personnes vivent de
ce trafic d’essence. Selon le gouvernement béninois, ce trafic illicite représenterait
prés de 80 % du marché des carburants. Ce marché informel ferait perdre pres de
20 milliards de francs CFA a I'Etat chaque année (Bourbao, 2006). Le
gouvernement béninois a pris en cette année 2013 une nouvelle décision drastique
d’interdiction de vente de ces carburants illicites qui a été respectée seulement
pendant quelques semaines. Puis le commerce illicite a repris de fagon plus limitée

en ne vendant que par contenant de 1 a 5 litres (les bombonnes de 10 et 20 litres
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restant dans les arriere-cours en vente discrete). En réalité, il s’agit d’'un probleme
social lié a I'exercice de travail informel que le gouvernement integre dans ses
propres statistiques de 80 % de sous-emplois affichés a I’ANPE, ne faisant

apparaitre qu’un chiffre officiel de 2,6 % de chomage.

En effet, toute activité génératrice de revenus mémes les plus dérisoires
(quelques dizaines ou centaines de FCFA par jour) exercée par exemple par les
vendeurs de rues aux différents carrefours de la capitale économique ne rentre pas
dans les statistiques officielles de chdomage. Selon quelques grands partis
d’opposition, ce commerce illicite d’essence dans les rues des grandes villes
béninoises ne disparaitra pas tant qu’il continuera d’avoir des ruptures de stock
fréquentes dans les stations officielles d’essence, et surtout qu’il n'y aura pas
d’emploi de substitution. Par ailleurs, n’oublions pas que la plus grande partie de la
pollution atmosphérique générée est liée a l'état de vieillesse surannée des

véhicules a moteur.

3. Pollution atmosphérique en images dans le monde

Figure 19 : Pollution
atmosphérique dans
I'agglomération de Paris
(Source : Ladonne, 2009)

Figure 20 : Pollution de l'air au-
dessus de New-York

(Source : Beja, 2012)
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Figure 21 : Pollution
atmosphérique a Moscou

(Source : 7s7,2010)

Figure 22 : La pollution
atmosphérique chinoise parvient

jusqu’en Tokyo®

Figure 23 : Pollution
atmosphérique a Pékin le 9 mars
2013, aggravée par une tempéte

de sable (Source : Upton, 2013)

Figure 24 : Pollution
atmosphérique a grande échelle a
Séoul

(Source : John, 2013)

6 http://www.hebdo.ch/la-pollution-atmosph%C3%A9rique-chinoise-arrive-au-japon
(Consulté le 08-08-2013)
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Figure 25 : Téhéran sous la
pollution atmosphérique

(Source : Erdbrink, 2013)

Figure 26 : La présidence
enveloppée par la pollution de I'air
a New Delhi

(Source : Mandhana, 2012)

Figure 27 : Les populations de New
Delhi en Inde ressentent I'air
dégradé

(Source : Delhigo, 2012)

Figure 28 : La pollution

atmosphérique a Dakar?

7 http://www.planet-action.org/web/85-project-detail.php?projectID=7905 (Consulté le 08-08-2013)
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Figure 29 : La ville de Cotonou entourée par la pollution atmosphérique

(Photo : CACHON, 2013)

4. Réglementation générale de la pollution atmosphérique

La pollution atmosphérique est devenue une préoccupation mondiale et pour
mieux la contréler, les instances nationales et internationales comme ’'OMS ont
établi sur la base des études épidémiologiques et toxicologiques, des valeurs
guides, des valeurs limites d’exposition (VLE) ou encore des valeurs limites
réglementaires (VLR). Aussi, la pollution diffuse ou transfrontaliére a favorisé une
harmonisation internationale des réglementations. Ce document présentera les
principales réglementations en vigueur ainsi que les valeurs-guides des polluants

majeurs rejetés dans 'atmosphere.

4.1 Réglementation occidentale et mondiale

La législation liée a la pollution atmosphérique de I'Union Européenne vise a
protéger la santé humaine et 'environnement de facon générale. Les premieres
législations furent celles de la convention sur la pollution atmosphérique
transfrontiére a longue distance, tenue a Genéve, le 13 novembre 1979 et entrée en
vigueur le 16 mars 1983. Cette convention porte sur I'élaboration de politiques
appropriées, I'échange d'informations, la réalisation d'activités de recherche et sur
la mise en ceuvre et le développement d'un mécanisme de surveillance de la

qualité de I'air. Les Etats membres qui ont ratifié la convention se sont engagés a
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limiter, a prévenir et a réduire progressivement leurs rejets de polluants
atmosphériques et, de ce fait, a lutter contre la pollution transfrontiere qui en
résulte. Les conventions et protocoles les plus marquants de l'histoire de la

pollution atmosphérique sont ceux de :

<+  Vienne (22 mars 1985, portant protection de la couche d’ozone ; 1986,
convention sur les accidents nucléaires — a partir de la catastrophe de

Tchernobyl) ;

+ Montréal (16 septembre 1987, relatif a des substances qui
appauvrissent la couche d’ozone ; adapté et modifié par la réunion de

Londres de 1990 et par la réunion de Copenhague de novembre 1992) ;

«+ Rio de Janeiro (juin 1992, convention-cadre des Nations Unies

concernant les changements climatiques, signée par 155 Etats) ;

+  Kyoto (11 décembre 1997, visant a réduire les émissions de gaz a effet
de serre de 5,2 % en moyenne d’ici 2012, par rapport au niveau de
1990. Il entra en vigueur le 16 février 2005. Ce protocole a été ratifié

par 141 pays a I'exception des Etats-Unis et de I'Australie).

Plus récemment, le 21 mai 2008 en vue d’'une qualité de I'air ambiant et un
air pur pour I'Europe, la législation européenne relative a la qualité de l'air
ambiant a été révisée par le Parlement européen et le Conseil européen (Directive
2008/50/CE). Le tableau4 ci-aprés présente l'ensemble des législations
européennes en termes de régulations des émissions des polluants
atmosphériques. Cette directive permet de réduire les effets nocifs des polluants
pour la santé et I'environnement, d’évaluer la qualité de l'air dans les Etats
membres sur la base de critéres et de méthodes communs, de surveiller les
tendances a long terme, d’informer le public, etc. C’'est une directive qui a des
objectifs bien spécifiques en matiere de pollution par les PMzs et PM1o. Le texte

maintient les normes déja existantes pour les PM1o.
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Tableau 4 : Principales législations européennes régulant les émissions des

polluants atmosphériques

(Source : adapté de European Environment Agency, 2012a)

Directives Polluants pris en compte
Directives 2008/50/CE  PM 03 NO, SO, CO Pb CeHs
régulant la
qualité de I'air As, Cd,
ambiant 2004/107/CE Hg, Ni BaP
2001/81/CE () () NOx NHs; SO, COVNM
2010/75/UE  PM (¥) NOx,NH; SO, CO Cd,Tl, COV
Hg, Sb,
As, Pb,
Cr, Co,
. . Cu, Mn,
Directives .
, Ni, V
régulant les
émissions des Limites Euro
polluants de sur les He
1'air émissions des PM (b) NOx co g
-y HCNM
véhicules
routiers
94/63/CE ® ® cov
2009/126/CE ® ® cov
1999/13/CE ® ® cov
Directives 1999/32/CE ® S
régulant la C6H6,
qualité des 2003/17/CE (3 (v) S Pb HC, HAP
carburants cov
MARPOL 73/78 PM (b) NOx  SOx
OIS LRTAP PM (®) NONH; SO, CO Cd, Hg COVNM BaP
internationales
() Pb

HC = Hydrocarbures ; HCNM = Hydrocarbures non méthanique ; C¢He = Benzene; BaP = Benzo(a)pyrene
MARPOL = Marine Pollution Convention ; LRTAP = Long-range Transboundary Air Pollution Convention

(3) Directives et conventions limitant les émissions des précurseurs des PM (SOz, NOx, NH3 et COV) dans
le but de réduire les concentrations de PM de l'air ambiant

(b) Directives et conventions limitant les émissions des précurseurs de O3 (NOx, CO et COV) dans le but
de réduire les concentrations de 1'ozone troposphérique

Les concentrations de PM1o sur 24 h ne doivent pas dépasser 50 pg/m3 plus

de 35 fois par an et la concentration moyenne annuelle maximum est fixée a 40

ug/m3 (Court, 2012). Cette directive prend particulierement en compte les

particules potentiellement toxiques pour la santé: les PMzs. Les Etats membres

devront faire I'effort de réduire I'exposition aux particules fines en zone urbaine de
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20 % en moyenne d'ici 2020 par rapport a 2010. La valeur cible de 25 pg/m?3 devra

étre atteinte au niveau des Etats membres dans la mesure du possible en 2010

sinon pour 2015 (tableau 5).

Tableau 5 : Valeurs guides des principaux polluants atmosphériques

(Source : adapté de European Environment Agency, 2012a; US EPA, 2011)

UE US EPA
Moyenne Moyenne Moyenne
Polluants - - -
horaire annuelle horaire annuelle horaire annuelle
25 pg/m3 3 34 | 35 Hg/m? 3
PM:z.5 (24h) 10 pg/m 25 pg/m (24 h) 15 pg/m
20 pg/ms3b
50 pg/ms3 3 50 pg/m3c 3q | 150 pug/m3
PM1o (24 h) 20 pg/m (24 h) 40 pg/m (24 h)
0 100 pg/m3 120 pg/m3e 150 pg/m3
* (8 h) (8h) (8 h)
200 pg/m3 3 | 200 pg/m3f 3 | 190 pg/m3 3
NO:z (1h) 40 pg/m (1h) 40 pg/m (1h) 100 pg/m
BaP 0,12 ng/m3 1 ng/m3s
500 pg/ms3 350 pg/m3h 200 pg/ms3
(10 min) (1h) (1h)
SO:
20 pg/ms3 125 pg/m3i
(24 h) (24 h)
30 mg/m3 10 mg/m3 40 mg/m3!
(1h) (8h) (1h)
co
10 mg/m3 10 mg/m3!
(8h) (8h)
Pb 500 ng/m3 500 ng/m3J 150 ng/m3
Benzéne 5 pg/m3 5 ug/m3k

avaleur limite a atteindre au ler Janvier 2010 ; P valeur limite a atteindre au ler Janvier 2015 ; ¢ valeur limite
a ne pas dépasser plus de 35 j/an. Valeur a atteindre au ler Janvier 2005 ; d valeur limite a atteindre au ler
Janvier 2005 ; ¢ valeur cible a atteindre au ler Janvier 2010 et a ne pas dépasser 25 j/an sur 3 ans; f valeur a
ne pas dépasser 18 h/an ; ¢ valeur cible a atteindre en 2013 ; h valeur a ne pas dépasser 24 h/an ; i valeur a ne
pas dépasser 3 j/an; k valeur limite a atteindre en 2010 ; i valeur limite a atteindre au ler Janvier 2005 ;!
valeur a ne pas dépasser plus d'une fois/an
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Aussi, les niveaux d'exposition doivent étre au-dessous de 20 pug/m3 d'ici
2015 (European Environment Agency, 2012a). Dans tous les cas, cette limite reste
supérieure au taux de 10 pg/m3 préconisé par 'OMS. Le tableau 5 résume les
normes et valeurs guides des principaux polluants de l'air promulguées par les
Nations Unies et 'Union Européenne. Concernant la régulation de la pollution
atmosphérique, ces normes internationales sont tres strictes par rapport a celles

des pays en développement.

4.2 Réglementation au Bénin contre la pollution de I'air

Dans les pays en développement et plus particulierement en Afrique, les
législations concernant la pollution de l'air peinent a surgir et méme si elles
existent, ne sont pas appliquées véritablement en vu d’'une amélioration de la
qualité de I'air et de la protection de 'environnement. Les instruments juridiques
bien spécifiques a la pollution atmosphérique, qui doivent accompagner les
politiques nationales et sanctionner en cas de non respect des lois et codes en
vigueur, ne sont pas le plus souvent suivis d’arrétés d’application et laissent croire

a des « pays sans police ».

Au Bénin, des réglementations existent en matiére de protection de

I'atmosphere dont les plus spécifiques a la pollution atmosphérique sont:

<+  le décret N°2001-110 du 04 avril 2001 fixant les normes de qualité de

I'air en République du Bénin ;

+  l'arrété interministériel® du 23 novembre 2004 fixant les normes de
qualité de l'essence sans plomb commercialisée en République du

Bénin ;

- I'arrété’ du 07 mars 2005 fixant les normes de qualité des essences

sans plomb commercialisées en République du Bénin.

8 N° 94MMEH,/MEHU/MICPE/DC/SG/CTRNE/CT]-DGE/DE/SA
9 N° 10/MMEH,/DC/SGM/CTRNE/CT]/DGE/SA
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Il existe également des textes juridiques qui, bien que n’étant pas spécifiques
a la pollution de l'air participent a la lutte contre la pollution atmosphérique. Il

s’agit:

<+ delaloi-cadre sur I'environnement (N° 98-030) du 12 février 1999 ;

+  du décret N°2001-096 du 20 février 2001 portant création, attribution,

organisation et fonctionnement de la police environnementale ;

+  del'arrété interministériel™ du 08 janvier 2003 portant réglementation
de 'importation des substances appauvrissant la couche d’ozone et des

appareils et équipements usagés utilisant de telles substances ;

+  du décret N°2003-332 du 27 aolit 2003 portant gestion des déchets

solides en République du Bénin ;

+ de l'arrété interministériel™™ du 17 octobre 2003 fixant les modalités
d’agrément des garagistes pour le réglage antipollution et la réparation

des moteurs en vue du respect des normes d'émission de gaz polluants ;

«+ du décret N°2004-710 du 30 décembre 2004 portant obligation

d’importer des véhicules automobiles équipés de pots catalytiques.

L’analyse minutieuse des textes a montré qu’ils contiennent des faiblesses
telles que les non prises en compte des émissions des feux de brousse, des
pratiques domestiques et de I'incinération des déchets. Les textes ne prennent pas
non plus en compte l'intervention et la concertation des acteurs ainsi que les lois et
code en vigueur (Banque Mondiale, 2007). Certains méme de ces arrétés sont
surréalistes en ce sens qu'ils sont inapplicables tant les services de controle sont
quasiment inexistants. En effet, pres de dix ans apres le décret du 30 décembre
2004, la tres grande majorité des «venus de France», véhicules importés

transitant par le port de Cotonou reste encore des voitures d’occasion de plus de

10 N° 002/MEHU/MICPE/MFE/DC/SG/DE/SEL/DEE/SA
11 N° 0062/MEHU/MTPT/DC/CTE/SG/DE/SA
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10 ou 15 ans sans pot catalytique d’origine qui recoivent néanmoins le feu vert de
circulation. De plus, rares sont les véhicules qui sont recalés apres un controle
technique pour manquement aux mesures préventives destinées a améliorer la

qualité de l'air.

La convention cadre sur les changements climatiques adoptée a Rio de
Janeiro le 13 juin 1992 est entrée en vigueur au Bénin le 13 décembre 1993 et celle
de Vienne relative a la protection de la couche d’ozone et le protocole de Montréal
relatif aux substances qui appauvrissent la couche d'ozone sont entrés
respectivement en vigueur au Bénin les 30 juin 1994 et 16 mars 1993. Le tableau 6

reporte les normes de qualité de I'air ambiant au Bénin.

Tableau 6 : Normes de qualité de I'air ambiant au Bénin comparées a celles de

roms

(Source : adapté de La présidence, 2001; World Health Organization, 2006)

Bénin OMS
Polluants : Moyenne _ Moyenne
horaire annuelle horaire annuelle
0 160 pg/m? 100 pg/m3
3 (8h) 8
230 3 50 3
PM1o (zigl{)m Soug/m® | oy {;)n 20 pg/m?
150 3 200 3
(1h) (10 min)
SO
200 pg/m?3 80 pg/m3 20 pg/m?3
(24h) (24 h)
40 mg/m3 30 mg/m?3
(1h) (1h)
co
10 mg/m? 10 mg/m3
(8h) (8h)
Pb 2000 ng/m? 500 ng/m?
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Comparées aux normes européennes et de I'OMS, ces normes sont peu
strictes. Le benzene, un des polluants cancérigenes rencontré dans l'air, ne fait
méme pas partie des normes établies. Les normes des concentrations annuelles de

particules sont tres larges.

Selon le rapport de la Banque Mondiale, les concentrations moyennes
annuelles des PM1o sont de 78 pg/m3 avec des pointes journalieres dépassant 300
ug/ms3 alors que celles de 'OMS sont de 50 pg/m3 (norme journaliere) et 20 pg/m3
(norme annuelle). Aussi, les législations devront étre révisées, car elles ne tiennent
pas compte des particules fines PM25 qui sont considérées comme plus toxiques.
Les informations contenues dans la base de données de I'OMS doivent
principalement permettre aux villes de surveiller I'évolution de la pollution
atmosphérique dans le temps a travers les différentes sources afin de choisir des

interventions efficaces, de les améliorer et de les généraliser.
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C. Sources d’émission, évaluation et surveillance

1. Emissions naturelles

Il s’agit ici des émissions non anthropiques telles que les embruns marins, et
des éruptions volcaniques qui rejettent des milliers de tonnes de CO2, de soufre,
d’aérosols et autres polluants dans I'atmosphere. Les facteurs « naturels » comme
les conditions météorologiques, aggravent ou améliorent la qualité de l'air. Les
conditions météorologiques parfois défavorables limitent la dispersion des
polluants dans l'atmosphere et contribuent a I'observation de pics de pollution qui
dégradent la qualité de l'air (temps froid ou ensoleillé, anticyclone, vent faible ou
violent, etc.). Les émissions naturelles regroupent également les incendies naturels
de foréts, la décomposition de la matiere organique, le soulevement naturel de

poussieres, etc. Elles ne sont donc pas a négliger.

Selon Auby (2012), les émissions naturelles de composés organiques volatils
par la végétation seraient cinq fois plus intenses que celles d’origine anthropique.
Généralement, I'analyse des composés organiques volatils ne tient pas compte du
méthane (CH4). C'est un composé qui est surtout lié aux émissions naturelles. C’est
pourquoi il n’est pas compté, pour ne pas « fausser » les chiffres, parmiles COV (on
parle de COVNM = COV non méthanique). Cependant, les rapports des flux
anthropiques aux flux naturels sont bien plus importants pour certains polluants

atmosphériques.

2. Emissions anthropiques
2.1 Emissions par secteur

De nombreuses activités humaines contribuent a une augmentation de la
pollution atmosphérique, en particulier les activités industrielles, agricoles et les

activités liées aux transports.
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Dans les pays occidentaux, l'industrie demeure l'un des premiers
responsables de la pollution atmosphérique. Pourtant, les efforts de traitement et
de réduction de la pollution ont été considérables ces derniéres années. Dans les
pays en développement, la situation est parfois critique. La surveillance, les
installations de dépollution des industries et les législations en matiere de

protection de I'environnement sont presque inexistantes ou non respectées.

L’agriculture joue un roéle trés important dans l'assainissement de la qualité
de I'air, en fixant des polluants atmosphériques comme le dioxyde de carbone ou
certains polluants acides. Cependant, ce secteur n’en demeure pas moins
responsable d’émissions polluantes variées (telle que I'utilisation des pesticides)

dont la dispersion peut se faire sur de tres longues distances.

L’incontournable secteur des transports participe de facon considérable a la
pollution de l'air. Les gaz d’échappement, I'usure des organes mécaniques (freins,
pneus, etc.), I'évaporation et la combustion incomplete des carburants sont autant

de sources de pollution liées au transport.

Les centrales énergétiques ou thermiques constituent I'une des sources de
pollution de l'air surtout dans les pays occidentaux. Dans les pays en
développement, des phénomenes d'émissions polluantes ont été pendant
longtemps et méme de nos jours parfois peu considérés. En effet, les incinérations
et surtout les feux de brousse ou de biomasse liés aux activités de défrichement
pour l'utilisation permanente de terres pour I'agriculture, I'élevage et I’élimination
des résidus agricoles (Assamoi, 2011) ainsi que les chauffages domestiques pour la
cuisson (utilisation du bois de chauffage et de charbon) constituent des sources
locales non négligeables produisant une importante pollution atmosphérique.
Cependant, la principale cause de la pollution atmosphérique est d’origine

automobile. Plus de 85% des gaz polluant 'atmosphere proviennent de la
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combustion de carburant fossile'. La figure 30 illustre les principales sources

anthropiques émettrices de polluants atmosphériques.

Figure 30 : Principales sources anthropiques émettrices des polluants majeurs

de I'atmosphére

2.2 Emissions par les polluants majeurs

Les COVs proviennent généralement des sources mobiles (transports
routiers), des évaporations des carburants (surtout dans les pays en

développement comme le Bénin) et des procédés industriels tels que le raffinage

12 http: //www.edunet.ch/activite /wall/enfants/dossiers/pollution/sources.htm (Consulté le 10-08-2013)
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du pétrole, I'application de peintures et de vernis, I'imprimerie, etc. (ASPA, 2007).
Le méthane (CH4), également un COV, est libéré a partir de l'extraction du gaz
naturel, des mines de charbon, des décharges, des eaux usées, des animaux
ruminants, de la riziculture et de la combustion de biomasse (European

Environment Agency, 2012b).

Le secteur des transports (gaz d’échappement, combustion des carburants,
poussieres en suspension des routes), les pratiques domestiques (combustion du
bois ou du charbon) et le secteur industriel (incluant la génération d’énergie des
centrales thermiques et les procédés industriels), I'incinération anarchique et les
feux de biomasse (dans les pays en développement) sont les principaux émetteurs

de matieres particulaires.

Les véhicules diesel et les centrales électriques sont les principales sources
d’émissions de NOx. Grice et al. (2009) a montré que le pourcentage d’émissions de
NO: primaire peut atteindre 70 % au niveau des véhicules diesel. Aussi, le SOz est
émis dans 'atmosphere lors de la combustion des combustibles contenant du
soufre et le CO provient essentiellement du transport (combustion incompléte des

combustibles fossiles et biocarburants).

Quant aux éléments traces métalliques (ETM), les principales activités
responsables de leurs émissions dans l'atmosphere sont l'industrie (Gotschi et al.,
2005; Rajsi¢ et al., 2008; Salvador et al., 2012; Vallius et al, 2005), avec en
particulier la production d'acier en ce qui concerne les éléments Pb, Cd, Cr, Zn, Mn,
As, Ni (Moreno et al.,, 2006), les cimenteries (Al, Si, Ca, K, Cd, Pb, As, Cu, Mg,
Santacatalina et al., 2010), la pétrochimie (Ni, V, Zn, Cr, Co (Moreno et al., 2006) et
Pb dans certains pays africains), la combustion des carburants (Ni, Mo, Co, V,
Illacqua et al., 2007; Mazzei et al., 2008; Pakkanen et al.,, 2001), la combustion du
charbon (Se, Pb, Cd, Salvador et al., 2012; Schleicher et al., 2011) et les gaz
d’échappement (Cu, K, Mn, Zn, Pb, Ba, Sb, Br, As, V, Cd, Besli¢ et al., 2008; [lacqua et
al., 2007; Mazzei et al., 2008).
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Par ailleurs, les HAPs sont adsorbées sur des particules fines provenant de la
combustion incompléte de matiere organique (European Environment Agency,
2012b). Leurs émissions sont souvent favorisées par le chauffage au bois, les feux

de brousse, de pneus, ainsi que I'incinération des déchets.

3. Flux d’émissions des particules dans I'atmosphere

A I'échelle globale, de nombreux travaux fournissent une estimation a la fois
des émissions de particules primaires et des quantités de particules secondaires
présentes dans l'atmosphere, ceci en les différenciant suivant leur origine
anthropique ou naturelle (tableau 7). La premiere information tirée de ces
données est la disproportion importante entre I'intensité des émissions naturelles
(qui représentent plus de 90 % du flux total d’émission) et des émissions
anthropiques. Plus précisément, on s’apercoit que I'origine de cette disproportion
est essentiellement due aux émissions de particules primaires marines et
désertiques, c’est-a-dire respectivement aux sels de mer et aux poussieres
minérales. L’examen global des contributions respectives des émissions naturelles
et anthropiques suggere une faible perturbation du cycle des aérosols par les
activités humaines, puisque celles-ci n’interviennent que pour 10 % environ de la
masse d’aérosols émise chaque année dans I'atmospheére a I’échelle de la planete. Il
ne faut pourtant pas négliger les émissions anthropiques : celles-ci se répercutent
en forte proportion sur le mode fin des aérosols. De plus, leur composition retient
I'attention des scientifiques : les composés organiques tels les COVs, les HAPs et
PCB, mais aussi un grand nombre de métaux de transition, présentant des risques
pour la santé humaine et notre environnement, proviennent de contributions
anthropiques. Plus précisément, 70 a 90 % de la concentration atmosphérique de
certains métaux lourds, du soufre particulaire et de certains composés organiques
sont aujourd’hui directement liés aux émissions anthropiques. Autrement dit, les
activités humaines émettent chaque année dans 'atmospheére 4 a 5 fois plus de ces

éléments que ne le fait 'ensemble des sources naturelles (Delmas et al., 2005).
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Tableau 7 : Estimation des émissions de particules dans I'atmosphére

(Source : Delmas et al., 2005)

Origine de la source Sources Flux (106 t/an)

Estimation Estimation
moyenne Min et Max

Naturelles Primaires

Poussiéres minérales 1500 1000-3000
Sels de mer 1300 100010000
Cendres volcaniques 33 4-10000
Débris biogéniques 50 26 - 80
Secondaires

Sulfates biogéniques 90 80 - 150
Sulfates volcaniques 12 5-60
Aérosols organiques secondaires 55 40 - 200
Nitrates 22 15-50
Total 3060 217023540

Anthropiques Primaires

Suies 20 5-20
Poussieres industrielles 100 40-130
Secondaires

Feux de végétations 80 60 - 160
Sulfates anthropiques 140 170 - 250
Nitrates anthropiques 36 25-65
Aérosols organiques 10 0,5-25
Total 390 300-710

Une deuxieéme information qu’apporte ce tableau est I'incertitude importante
liée a ces estimations. La variabilité de I’estimation est proportionnellement plus
grande pour les sources d’aérosols secondaires que pour les sources primaires. De
méme, l'incertitude sur l'estimation des émissions particulaires secondaires et
primaires est proportionnellement plus importante pour les sources naturelles
que pour les sources anthropiques. Il faut mentionner que les flux d’émissions sont
calculés a partir d'un parametre caractéristique d’activités pour la source
concernée (énergie consommeée, quantité de produits fabriqués, etc.) pondéré par

un « facteur d’émission » caractérisant le rejet de la source liée a I'activité. Si les
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facteurs d’émission sont relativement bien connus pour les gaz comme les oxydes
d’azote ou le monoxyde de carbone, ils le sont moins pour les émissions de
particules, car ils sont extrémement variables en fonction de I'activité considérée.
Par exemple, les facteurs d’émissions par les véhicules diesels varient du simple au
triple suivant le type de véhicule et le mode de conduite. De méme, la quantité de
particules émises par les feux de biomasse dépend tres fortement du type de
combustion. Il en résulte une grande incertitude sur les émissions des sources
fixes, c’est-a-dire les sources ponctuelles comme les industries et les sources

surfaciques comme les décharges.

Toutes ces émissions de polluants toxiques dans l'atmosphere méritent
d’étre évaluées et suivies pour une meilleure protection de la santé des

populations exposées et de I'environnement.

4. Evaluation de la qualité de I'air

Il existe différentes facons d’évaluer la qualité de lair. Outre la
caractérisation physique et/ou chimique des polluants atmosphériques, la qualité
de I'air peut étre évaluée grace a la bioindication des polluants et par le tracage des
sources de pollution. Cependant, le premier suivi mis en place partout dans le
monde est la surveillance par les réseaux de mesure. Ces réseaux assurent la
surveillance de la qualité de l'air extérieur et l'information aupres du public. Il
s’agit des associations agréées de la surveillance de la qualité de I'air (AASQA) du
réseau ATMO, le programme européen de surveillance des retombées
atmosphériques (EMEP), le réseau national de surveillance aérobiologique (RNSA),
le réseau national de surveillance de la pollution atmosphérique (RNSPA, Canada),
lagence de protection environnementale (US-EPA, Etats-Unis), etc. Dans ce
manuscrit, nous nous intéressons a la biosurveillance qui fait partir de nos
perspectives visant a contribuer a la surveillance de la qualité de l'air et a la

sensibilisation du public dans nos mégalopoles africaines.
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4.1 Bioindicateurs dans la surveillance de la qualité de I'air

La biosurveillance de la qualité de l'air est un outil simple et peu coliteux,
complémentaire aux mesures physico-chimiques réalisées par les réseaux de
surveillance. Elle ne permet pas de connaitre la concentration de l'air en polluants,
mais elle donne des indications sur les impacts potentiels que ces polluants
atmosphériques peuvent avoir sur les étres vivants. Nous présentons ici la
biosurveillance végétale bien que 'usage des animaux pour la caractérisation de la
qualité de l'air soit également bien connu. La biosurveillance végétale reste encore
trop peu employée en tant qu’outils de caractérisation ou de suivi de la qualité de

I'air par les réseaux de mesure (Moha_123, 2010a).

La bioindication est une méthode qui permet d’observer la dégradation des
compartiments de I'’environnement grace a des végétaux bien spécifiques. Dans le
cas de la surveillance de la qualité de l'air, des bioindicateurs permettent de
réaliser des prévisions et des cartographies. Ce sont des outils qui favorisent
I'observation en temps réel des effets néfastes des polluants chimiques de
I'atmosphere sur les végétaux. Ils permettent également de mesurer les niveaux de
pollution et d’obtenir des informations précises sur la répartition spatiale des
polluants. Cette méthode de la surveillance de la qualité de l'air se repose
essentiellement sur 'usage des plantes de culture telles que le tabac, la misére ou
le peuplier qui sont utilisées comme bioindicateurs de pollution a I'0zone ou aux
substances mutagenes contenues dans l'air. La figure 31 regroupe quelques
plantes fréquemment utilisées dans le suivi de la pollution atmosphérique. La

plante de tabac sauvage Bel W3 (Nicotina tabacum) (figure 31A) est un

bioindicateur de I'ozone (Klumpp et al., 2006a, 2006b) connu depuis les années
1960. Les graines sont cultivées généralement sous serre puis les jeunes plants
sont exposés afin d’observer la dégradation de la chlorophylle des feuilles par
I'ozone a travers les taches appelées nécroses. Le taux de nécroses est
représentatif de la pollution subie pendant la durée d’exposition (figure 32). Le

peuplier (Populus nigra : Brandaris) (figure 31B) est également une plante sensible

a l'ozone (Bortier et al., 2001) qui présente des nécroses, chloroses (jaunissement
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ou chute prématurée des feuilles) et une diminution de la croissance des feuilles en
cas de concentrations relativement élevées en ozone. La misere (Tradescantia
occidentalis) (figure 33C) est une plante qui présente des altérations
chromosomiques suite aux contaminations par des substances mutagénes (van

Haluwyn, 2009).

Figure 31 : Quelques bioindicateurs et bioaccumulateurs de pollution de I'air

A =tabac; B = peuplier ; C = misére ; D = ray-grass ; E = chou vert

Figure 32 : Estimation visuelle des dégats foliaires apres une exposition des

plantes a la pollution atmosphérique (Source : Castell, 2009a)
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De nombreux végétaux peuvent étre utilisés pour la biosurveillance de la
qualité de Tair, soit parce qu’'ils présentent des réactions biologiques
caractéristiques en réponse a certains polluants, soit parce qu’ils accumulent dans
leurs tissus certains des composés toxiques qui se trouvent dans l'air qui les
entoure. En effet, il existe des plantes bioaccumulatrices qui ont pour propriété de
retenir certains polluants atmosphériques. Il s’agit du ray-grass (Lolium
multiflorum) (figure 31D) qui accumule le soufre et surtout les ETM (Bidar et al,,
2009; Klumpp et al., 2009). Le chou vert (Brassica oleracea) (figure 31E) qui est

reconnu étre un accumulateur des HAPs (Tankari Dan-Badjo, 2007). En outre, les
plantes de haricot et les lichens présentent des différences de sensibilité aux
polluants et sont également de bons bioindicateurs de la pollution de I'air (Castell,

2009b; Moha_123, 2010b).

Cette approche biologique de la surveillance est un outil de sensibilisation du
public aux questions environnementales, en particulier, aux problemes liés a la
qualité de I'air. C’est aussi un outil d’aide a la décision en matiere de politique de
santé humaine. Dans le contexte actuel d'un « principe de précaution » en matiere
d’environnement, la biosurveillance peut étre vue comme un outil d’alerte pour
I'opinion publique. Dans les pays en développement, cette méthode est trés peu
utilisée et il serait intéressant de rechercher a I'avenir des plantes tropicales qui
serviront de bioincateurs ou bioaccumulateurs de polluants atmosphériques,

principalement dans les pays d’Afrique subsahariens.

Par ailleurs, pour évaluer la qualité de I'air, les bioindicateurs de polluants ne
suffisent plus. Le croisement d’informations sur la mesure des concentrations de
polluants, le tracage de leurs sources d’émission, sont mis a contribution pour

évaluer de facon plus précise la pollution.
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4.2 Traceurs de pollution de I'air

Bien que les traceurs biologiques soient largement utilisés a des fins de
recherches scientifiques et d’études d’'impact de la pollution atmosphérique sur la
santé humaine, des traceurs chimiques font I'objet de recherches approfondies
dans la surveillance et le contréle des émissions de polluants atmosphériques dans
le but d’'une optimisation de la qualité de l'air dans les villes. Ce sont généralement
des polluants caractéristiques d’une pollution spécifique. Cette theése se penchera

sur les traceurs de sources d’émission de polluants atmosphériques.

La présence des polluants traceurs dans I'écosysteme permet de détecter le
dépdt et le cheminement de la pollution de I'air de fagon a déterminer le plus
distinctement possible les différentes sources d’émission. Des chercheurs utilisent
par exemple le carbone isotopique pour évaluer la pollution urbaine de CO ou CO2
(Kelomé et al., 2006; Piletic et al., 2013), 'ozone comme traceur et indicateur de
pollution photochimique (Duan et al., 2008; Sikder et al., 2011), le SOz, le traceur
habituel de la pollution industrielle, le NO, le NO; et les nitrates isotopiques sont
des traceurs de pollution liée au trafic (Kojima et al, 2011), les HAPs pour la
pollution provenant de phénomenes de combustion: combustion de biomasse
(AMPASEL et al,, 2010), rejets automobiles et émissions industrielles (Cazier et al,,
2011; Tobiszewski and Namie$nik, 2012). De plus la dégradation de la qualité de
l'air suite aux conditions météorologiques défavorables est parfois suivie par les
COVs (Liu et al.,, 2012). Dans ce document, nous avons utilisé des ratios pour la
détermination des sources de pollution. Le tableau 8 présente un panel de ratios
de composés chimiques couramment rencontrés dans I'atmospheére ou adsorbés
sur des particules. L’évaluation et la surveillance de la qualité de I'air a travers la
bioindication, le tracage des sources d'émission et la caractérisation
physicochimique compléte réalisés par les réseaux de surveillance, contribuent
significativement a la mise en place des politiques de santé publique et réduisent
au mieux les impacts environnementaux et surtout sanitaires de la pollution

atmosphérique.
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Tableau 8 : Quelques ratios d’identification des sources de pollution

Ratios HAPs Valeurs Sources Référence
>COMB/>HAPs ~1 Combustion Ravindra et al. (2008)
BaP/BghiP <0,6 Emissions non liées au trafic Katsoyiannis et al. (2007)

> 0,6 Emissions liées au trafic
BaP/(BaP + Chr) 0,5 Emissions de moteurs diesel Cazier etal. (2011)
>0,5 Emissions de moteurs a essence
BaP/(BaP + BeP) ~0,5 Emissions fraiches de particules Oliveira etal. (2011)
<05 Vieillissement de particules
BaA/(BaA + Chr) 0,2-0,35 Combustion du charbon Akytiz and Cabuk (2010)
> 0,35 Emissions de véhicules
YMePhe/Phe <1 Combustion du pétrole Callén etal. (2011)
>1 Combustion du diesel
BbF/BKF 2,5-2,9 Emissions des alumineries
Ant/(Ant + Phe) <01 Origine pétrogénique Pies et al. (2008)
>0,1 Origine pyrogénique
Flu/(Flu + Pyr) <04 Origine pétrogénique Torre-Roche et al. (2009)
0,4-0,5 Combustion de combustibles fossiles
>05 Combustion du bois, du charbon,
de I'herbe
>0,5 Emissions de moteurs diesel Ravindra et al. (2006)
<0,5 Emissions de moteurs a essence
Ind/(Ind + BghiP) 0,35-0,70 Emissions de moteurs diesel Ravindra et al. (2006)
Ratios COVs
T/B 1,5-4 Emissions du trafic routier Miller et al. (2012)
B/T 0,4 Emissions de véhicules Wang etal. (2012)
X/E 0,2-0,9 Réactions photochimiques Lan and Binh (2012)

(présence d’ozone)

Autres ratios

Ste/Pal <025 Fu,mfée (%e bois, combustion de la Rogge et al. (2006)
vegetation
0,25-0,5 Emissions de véhicules diesel
0,5-1 Poussiéres du trafic routier
OC/EC 0,3-0,4 Combustion de véhicules Pio etal. (2011)
8,5-10,9 Combustion de biomasse Satsangi et al. (2012)

Benzo[a]Pyrene = BaP, Benzo[gh,i]Perylene = BghiP, Chrysene = Chr, Benzo[e]Pyrene = BeP,
Benzo[a]Anthracene = BaA, MePhe = Methylphenanthrene, Phenanthrene = Phe, Benzo[b]Fluoranthene = BbF,
Benzo[k]Fluoranthene = BKF, Anthracene = Ant, Fluoranthene = Flu, Pyrene = Pyr, Indeno([1,2,3-c,d]Pyrene =
Ind, }HAPs = Somme des HAPs non alkylés, T = Toluéne, B = Benzene, E = Ethylbenzéne, X = Xyléne, Ste =
Acide stéarique, OC = Carbone organique, EC = Carbone élémentaire, Pal = Acide palmitique, > COMB = )’ BaP,
Chr, Flu, Pyr, BaA, Ind, BKF, BbF, et BghiP
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D. Conséquences de la pollution atmosphérique

Les effets de la pollution atmosphérique sur l'environnement peuvent se
ressentir a différents niveaux. Ces effets sont visibles sur les batiments et
monuments suite a la corrosion générée par les composés soufrés, aux
noircissements et encrolitements par les poussiéres ou particules de la combustion
des combustibles fossiles, en association avec 'humidité et les microorganismes

(figure 33).

Figure 33 : Développement des croiites noires dues a la pollution de l'air!3

Les effets de la pollution de l'air sur les végétaux sont plus visibles a travers
des nécroses sur les feuilles des plantes (illustrées dans le sous-chapitre
précédent), ainsi qu’'une réduction de leur croissance, occasionnant parfois une
mauvaise production agricole. D’autres effets néfastes sont les pluies acides,
entrainant le dépérissement des foréts et I'appauvrissement des sols.

Outre ces impacts environnementaux perceptibles et trés peu étudiés, le
monde de la recherche scientifique s’investit et se focalise majoritairement sur les

effets sanitaires parfois mortels pour ’homme.

13 http://www.airparif.asso.fr/pollution/effets-de-la-pollution-generalites (Consulté le 10-10-2013)
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1. Impacts sanitaires de la pollution atmosphérique

La pollution atmosphérique est incontestablement génératrice d’effets
néfastes sur la santé humaine. Selon I'OMS, l'exposition a la pollution
atmosphérique constitue la 13¢me cause de mortalité dans le monde (Ezzati et al,,
2002). Le journaliste Mat McDermott avait écrit un article a ce sujet: «La
pollution de I'air tue plus de personnes dans le monde chaque année que le
sida et le paludisme réunis ». En effet, depuis 2010 a ce jour, la pollution de l'air
extérieur a causé 3,3 millions de morts et celle de l'intérieur a engendré 3,5
millions de déces (Karlt, 2013) alors que moins de 2 millions de déces sont
imputables au sida et au paludisme réunis (World Health Organization, 2011b,
2011c). Les endroits les plus touchés par la pollution de 'air sont généralement les
pays en développement, plutot pauvres, disposant des normes moins rigoureuses
avec des technologies d’évaluation encore obsoletes et dont les ressources sont
faibles. D’ailleurs, 'OMS estime que la pollution de I'air intérieur est responsable
d’environ 2 millions de déces prématurés par an, principalement dans des pays en
développement. Celle du milieu urbain serait responsable de 1,3 million de déces
dans le monde par an dont 82 000 en Afrique Subsaharienne (World Health
Organization, 2008). Les plus vulnérables sont les enfants de moins de 5 ans. En
Asie, la pollution atmosphérique a causé la mort de 2,1 millions de personnes en
2010, ce qui correspond a 52 millions d’« années de vie corrigées de l'incapacité »
(disability-adjusted life years en anglais) qui ont été perdues en Asie, soit la somme
des années de vie potentielles perdues en raison d'une mortalité prématurée et des

années productives perdues en raison d’incapacités (Garric, 2012).

Les efforts de réduction des émissions polluantes surtout dans les pays
développés n’ont pas suffi a améliorer de facon permanente la qualité de I'air.
Ainsi, une proportion importante de la population mondiale reste exposée a des
concentrations élevées de polluants atmosphériques agressifs et dangereux pour
I’'homme. Les particules et I'ozone troposphérique sont reconnus comme étant les
deux polluants les plus significatifs en termes d’incidence sur la santé (European

Environment Agency, 2013). Il ne faut cependant pas omettre d'autres polluants
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tels le dioxyde d’azote dontlimpact sanitaire peut parfois se révéler plus
important que celui de I'ozone. Une récente étude a démontré, a partir des calculs
d’exposition quotidienne de la population générale ou des professionnels du
transport, et en tenant compte des données de fond et de proximité du trafic, que
les expositions aux oxydes d’azote étaient sous-estimées par rapport a celles de
I'ozone qui elles étaient surestimées (Morin et al., 2009). De nombreuses études
épidémiologiques ont montré la corrélation existant entre l’exposition aux
matieres particulaires et l'apparition des pathologies comme les maladies
respiratoires et cardiovasculaires ainsi que la mortalité (Kelly and Fussell, 2012;
Merbitz et al., 2012; Sun et al., 2012; Turner et al., 2011). Selon les estimations, les
particules fines (PMz;5) dans l'air ont réduit 'espérance de vie statistique dans 'UE
de plus de huit mois (European Environment Agency, 2013). Le tableau 9 résume
I'ensemble des effets néfastes de la pollution de l'air sur I'environnement, la santé

et le climat.

Tableau 9 : Les effets de la pollution de I'air sur I'environnement

(Source : adapté de European Environment Agency, 2012a)

Polluants || Effets sur la santé || Effets sur I'environnement || Effets sur le climat
Affecte les systémes nerveux ||Affecte les écosystémes, les Effet sur le climat varie en
central et de reproduction, animaux et la croissance des fonction de la taille et de la
peut causer ou aggraver les plantes. Effets de salissure des |[composition: refroidissement

PM maladies cardiovasculaires et ||monuments et batiments. ou réchauffement. Peut
pulmonaires, les crises modifier les précipitations.
cardiaques, le cancer et la mort
prématurée.

Peut diminuer la fonction Endommage la végétation, la  ||Gaz a effet de serre
pulmonaire, aggraver l'asthme ||croissance et la reproduction |[contribuant au réchauffement
et d'autres maladies des plantes, diminuant les de I'atmosphere.

05 pulmonaires. Peut conduire a |[rendements agricoles. Peut
une mortalité prématurée. altérer la structure des

écosystemes, réduire la

photosynthese et la

biodiversité.
Affecte le foie, les poumons, la ||Contribue a 'acidification eta ||Contribue a la formation de
rate et le sang. Peut aggraver ||I'eutrophisation des sols et de |'O3 et des PM.
les maladies pulmonaires et I'eau conduisant aux

NOx accroitre la susceptibilité aux |lchangements de la
infections respiratoires. biodiversité. Est un précurseur
Impacts cardiaques, de I'0s et des PM. Endommage
aggravation de I'asthme. les batiments.
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Aggrave l'asthme et peut
réduire la fonction pulmonaire.
Peut causer des maux de téte,

Contribue a I'acidification des
sols et des eaux de surface.
Cause des dommages a la

Contribue a la formation de
particules sulfurées, au
refroidissement de

SOz malaise général et I'anxiété. végétation, des pertes I'atmosphere.
d'espéces dans les écosystémes
Contribue a la formation des
PM. Endommage les batiments.
Peut conduire a des maladies ||Peut affecter aussi les animaux.||Contribue a la formation de
cardiaques, endommager le gaz a effet de serre tels que le
co systéme nerveux et provoquer COz et]'0s.
des maux de téte, la fatigue et
des étourdissements.
Notamment |'oxyde de Toxique pour la vie aquatique. [|Pas d’effet spécifique.
cadmium est susceptible d'étre||ll est trés persistant dans
Cd cancérigeéne. Peut causer des |I'environnement et s’accumule.
dommages aux systemes Contamine les sols et les
respiratoire et de reproduction||aliments.
Peut affecter presque tous les ||S’accumule dans les Pas d’effet spécifique.
organes et systémes, en organismes vivants et perturbe
particulier le systéme nerveux. ||les mécanismes et équilibres
Pb Peut causer une naissance biologiques. Problémes de
prématurée, une réduction de [[comportement et de
la croissance, altérer le reproduction chez les animaux.
développement mental.
Cancérogene pour 'homme. Effet toxique aigu sur la vie Gaz a effet de serre
Peut causer la leucémie, aquatique. S'accumule, surtout [|contribuant au réchauffement
affecter les systemes nerveux ||chez les invertébrés. Conduit a ||de I'atmosphere. Contribue
COVs central, immunitaire et de des problémes de reproduction|/également a la formation d'03
Benzene |[reproduction. et des changements de et des aérosols organiques
comportement. Peut secondaires.
endommager les feuilles et
causer la mort des plantes.
HAPs Cancérigéne. Peut irriter les Toxiqu(.e pour la vie aquatique ||Pas d’effet spécifique.
B(a)P yeux, le nez, la gorge et les et les oiseaux. S'accumule

bronches.

surtout chez les invertébrés.

Comment les polluants atmosphériques, notamment les particules, arrivent-

ils a pénétrer dans I'organisme et exercer leur toxicité ?
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2. Toxicité des particules atmosphériques
2.1. Pénétration des particules dans I'organisme par voie aérienne

L’appareil respiratoire est la cible privilégiée des agents pathogenes et
polluants toxiques de l'air que nous respirons. Les particules en suspension
pénetrent dans 'appareil respiratoire par les voies aériennes supérieures (Chuang
et al, 2013; Wang et al., 2013). Celles-ci comprennent notamment le nez, les voies
nasales, la bouche, les sinus, le pharynx et le larynx ou les particules grossieres
PM2 .10 sont bloquées. Celles-ci sont avalées ou éliminées par des éternuements et
la toux. Les plus fines (PMzs5) échappent a cette barriere nasopharyngienne et
poursuivent leur chemin a travers les voies aériennes inférieures comprenant la
trachée et ses ramifications: les bronches et les bronchioles et peuvent ainsi
atteindre les petits sacs d’air (figure 34) que sont les alvéoles (Boublil et al., 2013;
Lietal, 2013) qui assurent les échanges d’0; et de CO; entre I'air et le sang sur une
surface développée de 100 a 150 m2. Elles sont également capables de libérer dans

I'organisme des substances toxiques via la circulation sanguine.

Le profil granulométrique des particules atmosphériques conditionne
étroitement leur degré de pénétration, de rétention et d’élimination (Ricaud and
Witschger, 2012). La déposition des particules dans I'appareil respiratoire est
fonction de 5 principaux mécanismes. La figure 35 illustre le cheminement des

particules en fonction de leur taille et les modes de déposition associés. Il s’agit de :

+ limpaction : les particules en suspension dans l'air ont tendance a suivre
leur trajectoire initiale. Toutefois, lorsqu'elles atteignent une courbe dans les
voies aériennes, plutét que de suivre I'écoulement d'air, de nombreuses
particules, continuent tout droit et s'impactent sur les parois au niveau des
bifurcations. La probabilité d'impaction dépend de la vitesse de I'air et de la
masse de la particule. Ce mode de dépot concerne particulierement les

particules > 0,5 um (Balashazy et al., 2003).
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Voies aériennes
supérieures

Lobe supérieur
Bronchioles
Voies aériennes Bronches pri
inférieures ou bronches souches
Poumons Meédiastin

Tissu conjonctf

P —

Figure 34 : Structure de I'appareil respiratoirel4

14 http://www.auxbulles.com/decouverte-plongee-physiologie_la_respiration_et_la_plongee_sous_marine.html
(Consulté le 11-10-2013)
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+ la sédimentation : l'attraction gravitationnelle et la résistance de l'air
finissent par annuler la flottabilité des particules (leur tendance a demeurer
dans l'air), ce qui entraine leur dépot sur la muqueuse des poumons ou la
vitesse de 'air est faible. Ce type de dépot est tres fréquent dans les bronches

et bronchioles.

Dépot
extrathoracique

Dépot
trachéo-bronchique

Sédimentation <
Dépot
alvéolaire

Diffusion <

: Impaction

: Sédimentation

: Interception

: Diffusion

: Effet électrostatique

Tl W

Figure 35 : Mécanismes de déposition dans le systéme respiratoire en fonction
de la granulométrie des particules

(Source : adapté de Hervé-Bazin, 2007)
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+  linterception : les particules ne suivant pas I'écoulement d’air ou étant trop
grosses sont interceptées au niveau des points de jonction de I'arbre

bronchique. Ce mode de dépot est visible pour les fibres comme l'amiante.

+  la diffusion brownienne : c’est le mouvement aléatoire des particules. Plus la
particule est petite, plus cette agitation est énergique. Lorsque des particules
sont agitées par un mouvement aléatoire, leur dépot sur les parois des
poumons se fait au hasard. La diffusion est le mécanisme de dépot le plus
important dans les voies aériennes inférieures surtout dans les alvéoles et

concerne particulierement les particules fines < 0,5 um.

+  linteraction électrostatique : ce phénomeéene se produit en raison de la
charge inverse présente sur les parois, mais uniquement pour des particules

fortement chargées.

Les particules fines et ultrafines, arrivées dans les sacs alvéolaires,
séjournent, s’accumulent et exercent leur mécanisme de toxicité conduisant

généralement a des affections respiratoires aigués et chroniques.

2.2 Pathologies pulmonaires & cardiovasculaires

Le systeme respiratoire constitue la voie d’exposition principale aux
polluants atmosphériques. La respiration est un phénomene physiologique
involontaire sur lequel I'individu possede tres peu de controle (Lajoie et al., 2003).
Prés de 10 000 L d’air sont respirés en 24 heures chez I'adulte, ce qui prédispose
I’homme a de fortes contaminations extérieures. Les contaminants diminuent les
moyens de défense immunitaire et augmentent la susceptibilité aux pathologies
respiratoires pulmonaires ou cardiovasculaires telles que les bronchiolites, les
rhino-pharyngites, l'cedeme pulmonaire, I'hypersécrétion bronchique, Ila
pneumopathie d’hypersensibilité, I'hypertension artérielle. A travers les
mécanismes de déposition, les polluants de 'air en particulier les PM favorisent la
contraction des muscles lisses des poumons, ce qui conduit a I'obstruction les voies

respiratoires notamment les bronches entrainant des maladies comme la broncho-
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pneumopathie chronique obstructive (BPCO) et une dégradation de la fonction
ventilatoire conduisant aux crises d’asthme surtout chez les enfants (Boublil et al.,
2013; Gualtieri et al,, 2010; Michael et al.,, 2013). Lors d’une crise d’asthme, le
muscle bronchique se contracte (bronchoconstriction), la paroi des bronches
s’épaissit (cedeme) et secrete d’'importantes mucosités (hypersecrétion), ce qui
entraine un rétrécissement de leur calibre et réduit le débit d’air inspiré et expiré.
Les causes profondes de l'asthme restent a élucider. Cependant, selon 'OMS,
I'exposition aux particules atmosphériques est l'un des facteurs de risque
susceptible de provoquer des réactions allergiques, d’irriter les voies respiratoires
et méme d’entrainer une mortalité a long terme. Il existe actuellement 235 millions
d’asthmatiques dans le monde et plus de 180 000 en décedent chaque année
(Organisation Mondiale de la Santé, 2011b). L’asthme touche aussi bien les pays
développés que les pays en développement. Les particules (PMz5) sont également
responsables des cancers de poumons, d’'une augmentation de la morbidité
cardiovasculaire et ont une incidence sur la mortalité a long terme par effets

mutagenes (Pope et al.,, 2011; Raaschou-Nielsen et al., 2011; Tie et al., 2009).

Les pathologies cardiovasculaires sont peuvent étre associées a l'exposition
aux particules (Brook et al,, 2010; Pope et al., 2009). Les plus fréquentes sont
I'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et 'angine de
poitrine. Une étude Nord-Américaine a d’ailleurs conclu qu'une augmentation de
I'exposition moyenne sur un an a une concentration de particules supérieure a 10
pg/m?3 se traduit par une augmentation de 16 % du taux global de mortalité et un
accroissement de 43 % du taux de mortalité par infarctus (Ferrer and Maherou,
2013). En effet, I'exposition a la fraction ultrafine des particules est souvent
responsable des crises d’hypertension et d’autres symptémes cardiaques qui
s’observent seulement 2 jours apres exposition (Franck et al.,, 2011). On retrouve
également ces effets a court terme lors des expositions a d’autres polluants tels
que le dioxyde d’azote. Des études sur les émissions de moteurs a combustion ont
révélé que la phase gazeuse est responsable des impacts cardiovasculaires plutot
que la phase particulaire (Morin et al,, 1999; Ohyama et al., 1999). Cependant,

I'exposition aux PM2s pendant quelques heures a quelques semaines peut
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bouleverser le rythme cardiaque et une exposition a long terme entraine une
mortalité et une réduction de I'espérance de vie (Brook et al., 2010). Cependant, les
mécanismes biologiques qui sous-tendent les affections cardiaques aux expositions
a long terme sont peu élucidés. Néanmoins, certains auteurs pensent que les PM
seraient liées a une inflammation systémique, au déséquilibre du systéme nerveux,
a une structure cardiaque altérée et au développement de l'athérosclérose (Gill et

al., 2011; Hoffmann et al., 2007).

2.3 Effets biologiques des polluants de I'air sur les autres organes

De nombreuses études s’intéressent a la toxicité des polluants de l'air (en
particulier des PM) sur les organes ne dépendant pas des systéemes
cardiovasculaires et respiratoires. Outre les poumons, la cible des PM, les reins
sont préférentiellement la cible des métaux lourds tels que le plomb et le cadmium
qui entrainent a long terme des insuffisances rénales (Cabral et al., 2012; Carrier et
al., 2012; Houston, 2007). Certains polluants, par un effet toxique indirect sur les
tissus, provoquent des lésions en se comportant comme des antigénes et
déclenchent une réponse immune délétere. Les organes atteints sont surtout le
systéme nerveux central, le foie et les reins (organes tres vascularisés) avec des
mécanismes physiopathologiques tres complexes. Les particules fines, ultrafines et
certains ETM associés franchissent la barriere épithéliale, la paroi des vaisseaux, se
retrouvent dans le flux sanguin et peuvent s’accumuler dans les autres organes.
Des études chez des mineurs exposés a des poussieres ultrafines de charbon ont
démontré l'accumulation de ces poussieres au niveau du foie et de la rate
(Donaldson et al., 2005). En effet, le foie est un site majeur d’accumulation. De plus,
chez le rat, des accumulations mineures ont été retrouvées dans le cceur et dans les
reins (Akerman et al., 2002). Aussi, les particules peuvent traverser la barriere
placentaire affectant ainsi le feetus. En effet, d’autres polluants atmosphériques
tels que le benzeéne, chef de file des COVs, joue un réle dans la foetotoxicité mise en
évidence chez le rat par une diminution du poids du feetus (AFSSET, 2008). L’étude
de Coate et al. (1984) menée chez 250 rats femelles en gestation exposés a 1, 10,

40 et 100 ppm (3,24 - 32,4 - 129,6 - 324 mg/m3) de benzeéne, 6 heures par jour du
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6¢me qu 15éme jour de gestation a montré une diminution significative du poids des
feetus a partir de 100 ppm (325 mg/m3) de benzene comparé au groupe témoin (p
< 0,05). Ces concentrations sont nettement supérieures aux niveaux de
concentration moyens annuels en benzene relevés dans l'air extérieur par les
AASQA (1 pg/m3 en sites urbains de fond et plus de 10 pg/m3 en sites de proximité
au trafic)®>. Le benzeéne est connu également pour son accumulation dans les tissus
riches en lipides et pour sa toxicité sur la moelle osseuse réduisant la production
des globules sanguins et augmentent le risque de leucémie. Il a été constaté chez
des sujets exposés a 1 ppm (3,25 mg/m?3) de benzene, une réduction des globules
blancs, des plaquettes, et des valeurs hématologiques (Lan et al., 2004). Avogbe et
al. (2011) a également montré une atteinte hématologique chez des conducteurs
de taxi-motos de Cotonou exposés constamment aux gaz d’échappement et aux
émanations des essences aux abords des rues. Il faut souligner que les niveaux
exacts de benzene qui induisent la leucémie n’ont pas été clairement définis
(Johnson et al.,, 2007). Certaines études ont suggéré que l'exposition au benzene
associé a d’autres facteurs de risque, pourrait conduire a une diminution de la
fertilité féminine (AFSSET, 2008), voire une stérilité féminine et une impuissance
sexuelle chez 'homme, a des petits poids de naissance, des retards de croissance
intra-utérine, et méme des décés prématurés chez les enfants (Bohand et al,
2007). 1l faut souligner que le benzene est considéré comme un polluant sans seuil

en matiere de potentiel cancérigene.

D’autres effets toxiques des particules touchent également la fertilité et la
stérilité. En effet, I'exposition aux particules fines peut affecterle systeme de
reproduction surtout lors du stade blastocyste, mais n’interféere pas dans le
développement précoce de I'embryon (Maluf et al.,, 2009). Les particules ambiantes
de l'air par instillation intra-trachéale (1 pg/pL) peuvent modifier I'hémostase
chez les animaux en bonne santé et favoriser la formation de caillot sanguin chez
les individus sensibles (Cozzi et al, 2007). Néanmoins, les mécanismes

physiopathologiques associés aux différents effets restent a élucider et font

15 http://www.notre-planete.info/actualites/actu_133_pollution_benzene_locaux.php
(Consulté le 09-11-2013)
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d’ailleurs l'objet de nombreuses recherches scientifiques a ce jour bien peu

(Protéines, Lipides insaturés,
Acides nucléiques, etc.)

conclusives.
XENOBIOTIQUE
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Figure 36 : Principaux effets toxiques résultant de l'interaction entre un
composé xénobiotique et les constituants cellulaires

(Source : adapté de Picot, 2003)
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3. Mécanismes d’action toxique des PM

Le plus souvent, la cible finale d'un xénobiotique toxique est la cellule, ou,
plus précisément, certains de ses constituants vitaux, parmi lesquels les plus
exposés sont les protéines, les phospholipides insaturés (constituants des
membranes plasmiques délimitant les cellules) et les acides nucléiques (ADN et
ARN). Lorsque les structures réactives formées lors de la métabolisation ne sont
pas immédiatement neutralisées par les systémes de défense de l'organisme
(molécules soufrées comme le glutathion, mais aussi les vitamines C, E et les
enzymes de défense), elles vont s’attaquer aux macromolécules cellulaires

essentielles qui, une fois endommagées, ne pourront plus assurer leurs fonctions.

Ainsi, va apparaitre un processus toxique qui selon la ou les cibles
biologiques touchées pourra aller d'une simple destruction cellulaire (nécrose) a
une atteinte des systémes de défense immunitaire (effets immunotoxiques) ou
plus grave, a des transformations du patrimoine génétique (effets génotoxiques).
Dans ce dernier cas, l'apparition de modifications au niveau du génome
(mutations) entrainera le démarrage d'un processus tumoral (cancer) ou
I'apparition de malformations dans la descendance, si ce sont les cellules sexuelles
(gametes) qui sont touchées. La figure 36 ci-contre résume les interactions

cellulaires et les types de toxicité apres une attaque de xénobiotique.

Ainsi, les atteintes cellulaires par les xénobiotiques, au travers de I'attaque de
cibles multiples peuvent avoir des conséquences graves, parfois méme
irréversibles. Afin de limiter leur impact, une meilleure évaluation de 'exposition
et une compréhension approfondie du processus toxique est nécessaire. C’est en ce
sens, et dans le but d'une détection précoce afin de prévenir ou de réduire
I'exposition des organismes aux polluants que des «biomarqueurs» ont été
développés. Le terme « biomarqueur » peut se référer a différents composants de
I'organisme qui indiquent une modification sur I'état de santé. C’est un
changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique,

cellulaire, physiologique ou comportemental qui révele 1'expression présente ou
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passé d'un individu a au moins une substance chimique a caractere polluant (Doly,
2007). Ainsi les biomarqueurs constituent un outil d'évaluation de la qualité de
I'environnement. Ils peuvent permettre une bioévaluation a moyen et long termes
des expositions et dommages a différents niveaux de I'organisation biologique. En
effet, ils expriment un état pathologique ou une réponse a une contamination ou

empoisonnement (Eurasanté, 2005). IIs peuvent étre classés en deux groupes :

+ les marqueurs de défense : indiquent la réaction de défense de 1'organisme

exposé a un contaminant,

+ les marqueurs d’effets: indiquent les dommages et les modifications

directes causés par un contaminant a un organisme.

Le monde de la recherche scientifique utilise des centaines de biomarqueurs
qui sont spécifiques ou non. Dans ce manuscrit, nous nous limiterons aux
biomarqueurs de toxicité, d’exposition et d’activité (marqueurs de cytotoxicité, du
stress oxydant, de l'inflammation, de métabolisation des xénobiotiques et de

détoxication).

3.1 Métabolisme des xénobiotiques

Nous sommes constamment et inévitablement exposés aux xénobiotiques
atmosphériques. Ces substances sont fréquemment hydrophobes et/ou
comportent des groupements chimiques réactifs. Leur métabolisme est donc
nécessaire soit pour les rendre plus hydrophiles et donc plus facilement
éliminables, soit pour neutraliser leurs groupements réactifs. Compte tenu de
I'immense variabilité de structures chimiques potentielles et de réactions a
catalyser, il existe un vaste nombre d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques,
chaque catégorie comportant plusieurs isoformes. Dans ce manuscrit, nous nous
intéresserons essentiellement aux cytochromes P450 (CYP ou P450) du fait de leur
implication dans la voie de métabolisation des composés toxiques tels que les

HAPs et les COVs adsorbés sur les particules atmosphériques.
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Les produits de métabolisation sont généralement moins toxiques que le
xénobiotique initial, mais dans certains cas, les métabolites générés peuvent
entrainer une toxicité plus importante. L’équilibre entre ces voies dépend de la
nature et de I'expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques et, en
particulier, des cytochromes P450. Les CYP jouent un rdle central dans les
phénomenes de biotransformation, du métabolisme et/ou de la détoxication des
composés étrangers a l'organisme. Le métabolisme des xénobiotiques se

décompose en 3 phases qui aboutissent finalement a I'élimination des substances

étrangeres dans la bile et 'urine (Guéguen et al., 2006) (figure 37).

XENOBIOTIQUE
(Substrat hydrophobe)

GST
uGT
SULT

€ *®R, ... =

R N glutathion,
Réticulum N glucuronyl-
> endoplasmique lisse conjugaison

Figure 37 : Schéma illustrant le métabolisme des xénobiotiques16

16 http://www.irsn.fr/FR/Larecherche/publications-documentation/aktis-lettre-dossiers-thematiques/
envirhom/xenobiotique/Pages/xeno1l.aspx (Consulté le 15-10-2013)
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Les enzymes de la phase [ (essentiellement des CYP), dites de
fonctionnalisation, catalysent essentiellement les réactions d’oxydoréduction et
d’hydrolyse. Les CYP sont majoritairement localisés a la surface du réticulum
endoplasmique. Le site actif du CYP contient un atome de fer (Fe) entouré
d’atomes d’azote (N). Le composé organique est oxydé et un atome d’oxygene

moléculaire est incorporé au produit chimique (-OH).

Apres la métabolisation par les enzymes de la phase I, celles de la phase II
(glutathion-S-transférase ou GST, UDP-glucuronosyltransférase ou UGT,
sulfotransférase ou SULT, etc.), dites de conjugaison, prennent le relai en
catalysant les réactions de transfert entrainant la formation de métabolites
relativement hydrophiles pour faciliter leur élimination. Enfin, les transporteurs
de la phase III (P-glycoprotéine ou P-gp, multi drug resistance protein ou MDR,
multi drug resistance-associated protein ou MRP) évacuent au travers de la
membrane plasmique les xénobiotiques, et surtout les dérivés conjugués hors de
I'organisme. La superfamille des CYP humains comprend 57 génes qui codent des
enzymes jouant un role primordial dans la détoxication des xénobiotiques et dans
le métabolisme de nombreux composés endogénes, tels que I'acide arachidonique,
les éicosanoides, le cholestérol, les acides biliaires, les stéroides et la vitamine D

(Guéguen et al., 2006).

La détoxication des xénobiotiques tels que les dioxines ou les HAPs (dont le
benzo(a)pyrene B(a)P, le plus cancérogene) fait appel a la famille des CYP1 qui
regroupent trois genes importants de métabolisation a savoir : les CYP1A1, 1A2 et
1B1. Les CYP1A1 et 1B1 sont inductibles dans les poumons alors que le CYP1A2 est
exprimé au niveau du foie (Guéguen et al., 2006). Les HAPs induisent en particulier
I'expression du CYP1A1l qui est régulé au niveau transcriptionnel par les
récepteurs AhR (aryl hydrocarbon receptor) et ARNT (aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator). En effet, 'HAP, dés son entrée dans le cytoplasme, est pris en
charge par la protéine AhR associée a la molécule chaperonne Hsp90 (Heat shock
protein 90) qui le transporte jusqu’au noyau. Ce complexe HAP-AhR se lie a son

tour au récepteur ARNT. Le nouveau complexe HAP-AhR-ARNT constitue un
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hétérodimere, qui se fixant sur les éléments de réponse aux xénobiotiques (XRE)

(séquences d’ADN) et jouant le réle de facteur de transcription induisant

I'expression du CYP1A1 (figure 38) et de certaines isoformes de GST (Whitlock,
1999).

QO9® Ligand (HAP)

Cytoplasme

m Dégradation

Figure 38 : Mécanismes de l'induction du géne CYP1A1 par activation
transcriptionnelle et rétrocontréle négatif de AhR par AhRR

(Source : adapté de Mimura and Fujii-Kuriyama, 2003)

Dans le noyau, existe le répresseur AhRR (AhR repressor) qui interagit
spontanément avec ARNT (partenaire usuel d’hétérodimérisation de AhR) de facon
indépendante de la présence d'un ligand d’AhR ou xénobiotique HAP dans
I'environnement réactionnel. L’AhRR ne s’associe pas a Hsp90. En effet, lors
d’essais in vitro utilisant la séquence cible XRE, 'hétérodimere AhRR-ARNT n’a
montré aucune capacité de modulation d’expression génique. En revanche, dans
des conditions expérimentales comparables, AhRR (exprimé dans le cceur, les

poumons et le foie) est capable de réduire de maniére dose dépendante 'activation
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transcriptionnelle associée a l'activation d’AhR. Cette fonction de répression
compétitive s’observe d’'une part entre AhR et AhRR pour le recrutement d’ARNT
(Lesca and Pineau, 2012) et d’autre part entre complexes AhR-ARNT et AhRR-
ARNT pour la fixation aux sites XRE des genes cibles. D’autres enzymes de la
famille des CYP2 jouent également un rdle important notamment dans le

métabolisme et la détoxication des COVs.

Parmi les xénobiotiques métabolisés dans les poumons, se trouvent les COVs.
Le composé organique volatil le plus étudié est le benzéne, car considéré
cancérogeéne. C'est un composé a un seul noyau aromatique qui est inhalé et
distribué dans I'’ensemble du corps ou il s’accumule de préférence dans les tissus
riches en lipides. Il est non seulement métabolisé dans le foie, mais aussi dans
d’autres tissus ou il se fixe, notamment dans la moelle osseuse. La toxicité du
benzéne serait liée a I'action de ses métabolites. Nous verrons dans plus loin les

processus de son activation métabolique et son mécanisme de toxicité.

Le processus de biotransformation du benzéne fait appel a la famille des
CYP2 et particulierement le CYP2E1 (Rossi et al.,, 1999) qui oxyde le benzene en
époxybenzene et en oxépine réarrangé spontanément en phénol (Figure 39). Le
phénol, principal métabolite, peut-étre hydroxylé en hydroquinone (HQ) ou en
catéchol qui subissent par la suite une oxydation via le CYP2E1. Les métabolites
primaires sont bioaccumulés dans la moelle osseuse ou ils peuvent étre bioactivés.
La moelle osseuse est riche en myéloperoxydase (MPO) qui favorise la production
de quinones extrémement toxiques. Ces dérivés de quinones activent les enzymes
de la phase II, NADPH quinone oxydoréductase (NQO1), GSH-S-époxyde
transférase pour les processus de détoxication (sulfation, la glucuronidation, la

conjugaison du glutathion).
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AL
TNH

Acide S-phénylmercapturique

0

NQOI
—_—
—

MPO

S

1,4-Benzoquinone

| N
Z
Benzéne
l CYP2EI OCH COOH
0
A~ OH 0 A\ \ \
GST |ff Fe/ OH' \ AD \
S—G CHO HOOC

Aldéhyde trans,trans-muconique Acide trans,trans-muconique

Oxépine Epoxybenzéne

Réarran gem‘en/

OH
| N
Z OH
Phénol Benzéne dihydrodiol

CYP2EI

CYPZEI/
OH

0
__cwmr > —CEBOET NQOI ~
N
0

OH

Hydroquinone 1,2,4-Benzénetriol 1,2-Benzoquinone

Catéchol

Figure 39 : Métabolisme du benzéne (Cytochrome P450 (CYP)2E1, Epoxyde hydrolase microsomale (EHm), Dihydrodiol

déshydrogénase (DHD), Myéloperoxydase (MPO), Glutathion-S-transférase (GST), NADPH quinone oxydoréductase (NQO1)

(Source : adapté de Kim et al., 2006)
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La réduction de I'expression des enzymes de bioactivation diminue la toxicité
du benzene (Singh and Winn, 2008). En effet, I'élimination du CYP2E1 et de
I'époxyde hydrolase chez des souris, montrent une diminution de la toxicité apres
une exposition au benzéne (Bauer et al, 2003). Cependant, la réduction de
I'expression des enzymes de détoxication peut accroitre la sensibilité a la toxicité

du benzene (Singh and Winn, 2008; Zhang et al., 2007).

Le mécanisme de toxicité du benzene se traduit souvent par de la
génotoxicité. En effet, les métabolites du benzene peuvent induire une alkylation
de I'’ADN, des cassures simple ou double brin, des délétions de bases
nucléotidiques, des translocations chromosomiques, des modifications de
'activation des protéines (Bollati and Forni, 2009; Singh and Winn, 2008). De tels
changements génétiques peuvent activer les oncogenes, perturber les genes
suppresseurs de tumeurs ou conduire a la production d’adduits a 'ADN (Snyder,
2004; Whysner et al., 2004). D’autres études ont montré que les métabolites du
benzéne favorisent la formation des especes réactives de l'oxygene (Wan and
Winn, 2007; Winn, 2003) qui peuvent se lier de maniere covalente aux
macromolécules cellulaires (protéines, ARN et ADN) induisant un stress oxydatif

cellulaire.

3.2 Stress oxydant cellulaire

Le stress oxydant est un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défense antioxydants et les prooxydants en faveur de ces derniers. Ce déséquilibre
est généralement dii a une défaillance des systemes de défense ou a une
surproduction d’espéces réactives de 'oxygene (ERO) d’origine exogene (polluants
oxydants) par atteinte du métabolisme mitochondrial notamment par découplage
de la chalne respiratoire. Les altérations membranaires sont souvent associées a
des exposions aux polluants atmosphériques, principalement les particules qui

favorisent la production des ERO.
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3.2.1 Especes réactives de I'oxygene

Ce sont des molécules d’oxygeéne particulierement réactives. Elles se forment
au sein des cellules ou leur activité oxydative peut occasionner de sérieux
dommages aux composants intrinseques comme les lipides, les protéines et I’ADN.
Les ERO sont des molécules chimiques instables qui contiennent un ou plusieurs
électrons non appariés (radicaux libres) et ayant une durée de vie tres courte du

fait de leur grande réactivité. D’autres sont non radicalaires (tableau 10).

Tableau 10 : Principales espéces réactives de I'oxygéne

ERO Especes
02" Anion superoxyde
OH" Radical hydroxyle
Radicalaires NO* Monoxyde d’azote

ROO’ Radical peroxyle
RO Radical alkoxyle
NO2” Dioxyde d’azote

10, Oxygene singulet
H20; Peroxyde d’hydrogene
ONOOH Nitroperoxyde

Non radicalaires

ONOO  Peroxynitrite

Les sources endogenes productrices d’ERO sont nombreuses et varient selon
les tissus. Outre le transfert d’électrons a partir de 1’02 au niveau mitochondrial,
I'activation des cellules immunitaires est une source importante de régénération
d’ERO. En effet, lors d’'une attaque de xénobiotique, un exces de consommation en
02 par les macrophages entraine la formation de radicaux libres qui non seulement
neutralisent le corps étranger, mais aussi les tissus de I'organisme (Forman and

Torres, 2002; Ray et al., 2012). Le NO est un acteur primordial via I'induction de la
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iNOS (inductible nitrogen oxide synthase) dans de nombreux processus
physiologiques (régulation de la pression artérielle, mécanismes de défense et de
réparation, etc.) et physiopathologiques (inflammation, infections, maladies

néoplasiques, cirrhose du foie, diabete, etc.) (Lechner et al., 2005) (figure 40).

NADPH oxydase

0, Lipoxygénase

ﬂ-jo})
'"0\1 H,0,

/ ONOO”

NO-synthase

GSH-Px

H,O0 Peroxysome

catalase

Chaine de transport || H;0, —H,0+1/20,
mitochondriale

Mn-S0D
02.- -_—r H zo 2

Membrane de [a cellule

Figure 40 : Principales sources des espéces réactives de I'oxygéne

(Source : adapté de Bonnefont-Rousselot et al., 2002)

GSH-Px : glutathion peroxydase ; SOD : superoxyde dismutase

La réaction de Fenton (H20; + Fe?* = Fe3* + OH™ + OH’) produit constamment
des ERO dans la cellule. Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes en
particulier les cytochromes P450 qui en oxydant les acides gras insaturés et les
xénobiotiques toxiques générent les ERO qui régulent la sécrétion des protéines.
La NADPH oxydase (dans le mécanisme phagocytaire), la xanthine oxydase (dans
la métabolisation de I'’hypoxanthine des cellules endothéliales, hépatiques et
intestinales), la lipoxygénase (dans le métabolisme de I'acide arachidonique pour
la synthése des leukotrienes, médiateurs de I'inflammation) et I'autooxydation des

molécules telles que 'adrénaline, les flavines, les hydroquinones et la dopamine,
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favorisent la production des ERO (Acquier et al., 2013; Kelley et al., 2010; Shin et
al, 2008). Les ERO sont activées dans différents compartiments cellulaires
(mitochondries, noyau, peroxysome, membrane cytoplasmique) en présence de

métaux de transition tels que le fer et le cuivre.

Des productions d’ERO peuvent également étre provoquées par des
composés exogenes comme les expositions prolongées aux radiations solaires,
I'administration de médicaments, l'alcool, le tabac, les sports intensifs, les
polluants atmosphériques gazeux (NOx, O3z) et particulaires (Araujo, 2011;

Belkheiri, 2010; Imrich et al., 2007).

3.2.2 Dommages oxydatifs

Un stress oxydatif sévere ou prolongé entraine des perturbations majeures
du métabolisme cellulaire, en 1'absence de réponse antioxydante. En effet, le
déséquilibre entre la production de molécules oxydantes et les défenses
antioxydantes aboutit a une augmentation importante d’ERO qui peut
endommager les macromolécules endogenes et conduire a un dysfonctionnement
cellulaire, myocardique et endothélial (Monteil et al., 2004). Le plus souvent, les
peroxydations des acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires
induisent la diminution de la fluidité et de la résistance des membranes cellulaires,
voire des lésions membranaires conduisant a la mort cellulaire. De plus, la
dénaturation de protéines spécifiques du cytoplasme conduit a une chute de

l'activité enzymatique cytosolique. Les ERO peuvent inhiber la synthese protéique

par cassure de I'ADN et dégradation des intermédiaires transcriptionnels.

La production excessive de radicaux libres entraine l'oxydation d’acides
aminés dont les plus sensibles sont la cystéine, la méthionine et la tyrosine
(Rinalducci et al, 2008; Trachootham et al., 2008). En effet, les processus
réversibles d’oxydation et de réduction, notamment des groupements thiols de
résidus cystéine des protéines, sont impliqués dans bon nombre de processus de

signalisation et de régulation de l'expression des genes (signalisation redox). Ils
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nécessitent des concentrations d’ERO bien plus faibles que celles requises pour

induire des dommages oxydatifs irréversibles.

La peroxydation lipidique membranaire est 'une des caractéristiques du stress
oxydant. Le malondialdéhyde (MDA) est le plus important des biomarqueurs qui
témoignent des altérations membranaires induites par la peroxydation lipidique
(Ercal et al.,, 2001; Guan et al.,, 2000; Yoon et al., 2012). Aussi, le MDA et le 4-
hydroxy-2-nonenal (HNE) (un des marqueurs de peroxydation membranaire)
réagissent tres facilement avec les protéines et 'ADN pour former des adduits

(Forman et al., 2008; Schutt et al., 2003; Tuma, 2002).

Espéces réactives de l'oxygéne

ADN Lipides Protéines

Oxydation des acides Oxydation des groupements

Peroxydation lipidique

nucléiques sulfhydryls
Production d'aldéhydes :
malondialdehyde,
hydroxynonenal...
Altération Perturbation Altération des protéines
des génes de |'intégrité membranaire Sytémes enzymatigues
Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 41 : Principaux dommages induits par les espéces réactives de I'oxygéne

(Source : Monteil et al., 2004)
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Les macromolécules telles que les acides nucléiques sont les cibles
potentielles des ERO. Les bases nucléiques notamment la guanine subissent des
attaques radicalaires conduisant a la formation de 8-hydroxy-désoxyguanosine (8-
OHdG), adduit d’oxydation d’ADN et marqueur d’attaque oxydative des acides
nucléiques (Prabhulkar and Li, 2010). Les dommages a ’ADN induits par les ERO
regroupent en outre généralement les cassures de brins d’ADN, I'’hydroxylation des
bases nucléiques, les aberrations chromosomiques, les délétions de bases
nucléiques, la distorsion de la double hélice de 'ADN (Su, 2006; Valavanidis et al.,
2005). La figure 41 ci-contre regroupe les principales interactions entre les

différents dommages induits par les ERO.

Par ailleurs, il apparait également que le stress oxydatif constitue un facteur
causal et aggravant du phénomene de sénescence chez I'animal. Le vieillissement
cellulaire, qui conduit a I'apoptose, serait le résultat d'un déséquilibre chronique
de plus en plus important entre la production interne de molécules oxydantes, les
défenses antioxydantes, et les processus de réparation de I’ADN (I'oxydation
intracellulaire générant des dommages irréversibles au niveau des hélices d’ADN).
Aussi, I'implication du stress oxydatif dans les processus inflammatoires est, quant
a elle, due a I'absence de controle par 'organisme d'une trop grande production ou
de 'absence de destruction des radicaux libres en cause tant dans les phénomeénes
de prolifération tumorale, que dans des dépressions immunitaires ou des

dégénérescences arthrosiques chroniques.

3.2.3 Mécanismes de défense antioxydants

Pour faire face a la production d’ERO et limiter les dégats oxydatifs,
I'organisme met en place un systeme de défense antioxydant. Ce systeme est
constitué de molécules de poids moléculaires divers et assure le maintien de

I’équilibre entre la production des ERO et les défenses antioxydantes.

Les régulateurs du taux de prooxydants dans I'organisme contre le stress

oxydatif sont des systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. La
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superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx)
sont des enzymes antioxydantes majeures qui agissent de maniére coordonnée
pour éliminer les ERO. Les principales réactions du systéme antioxydant

enzymatique se résument comme suit :

SOD

0y~ +2H'+ 0~ —22,  H,0,+0; )
2H:0; =21, 0,4+ 2H0 )
GPx
ROOH + 2GSH ——4%  H;0+ ROH + GSSG 3)
GPx

H,02+2GSH —>» 2H;0+ GSSG NADPH (4)
X
GSH NADP*

L’anion superoxyde (027) formé est hydroxylé en peroxyde d’hydrogene
(H202) par la SOD (1) qui nécessite la présence des cofacteurs métalliques,
activateurs de la réaction catalytique. Il existe trois isoformes de SOD chez les
mammiferes : la forme extracellulaire (EcCu-SOD) et deux formes a localisations
intracellulaires différentes et prenant en charge des mécanismes différents. Il s’agit
de la forme mitochondriale couplée au manganeése (Mn-SOD) et la forme
cytosolique qui fait appel au cuivre et au zinc (Cu/Zn-SOD). L'H202 peut-étre
détoxifié par la CAT en Hz0 et en Oz (2) ou réduit en H20 par le glutathion
peroxydase (GPx) en oxydant le glutathion réduit (GSH) en glutathion disulfure
(GSSG) (4).

La réaction enzymatique liée a la catalase est 'une des plus rapides. Chez les
organismes aérobies, notamment eucaryotes, on la trouve dans le peroxysome des
cellules (catalase A) et dans le cytosol (catalase T). La GPx est présente dans les
liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des

mitochondries. C’est une enzyme a sélénium, ayant la propriété de catalyser la
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réduction des hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type ROOH
en ROH. La glutathion réductase (GR) permet ensuite la réduction rapide du
glutathion oxydé en présence de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) pour régénérer le GSH. Le rapport GSSG/GSH est largement utilisé dans
les études scientifiques comme indicateur pertinent du degré de stress oxydatif
(Abilio et al., 2003; Flohé, 2013). Les isoformes de la GPx contenant du sélénium
sont la GPx extracellulaire, la GPx cytosolique et mitochondriale et la GPx
phospholipide-hydroperoxyde (HPGPx) du cytosol qui réduit les phospholipides
hydroperoxydes et hydroperoxydes de cholestérol (Comhair and Erzurum, 2002;
Servais, 2004).

Les systemes de défense antioxydants non enzymatiques sont constitués de
molécules de faible poids moléculaire qui réagissent directement avec les agents
oxydants et les désactivent. Il s’agit des vitamines E (tocophérol) et C (acide
ascorbique), de l'acide urique et du glutathion. D’autres systemes antioxydants
regroupent les protéines de transport et de liaison des métaux telles que la
ceruoplasmine, 'apotransferrine et la transferrine, (Kelly, 2003) et des molécules
comme le [-carotene, le glucose, I'albumine, la thioredoxine, la coenzyme Q

(ubiquinone), les acides gras mono-insaturés (acide oléique), etc.

3.2.4 Stress oxydant induit par les particules atmosphériques

L’existence d’une association étroite entre I'exposition aux polluants
particulaires et le déclenchement d’un stress oxydatif n’est plus a démontrer. Selon
Li et al,, (2008), les particules ambiantes de l'air ont des effets néfastes sur les
poumons notamment les PM1g et les PMz5 qui sont largement étudiées. De plus, les
particules ultrafines sont encore plus dangereuses du fait des 1ésions oxydantes
graves qu’elles engendrent. En Allemagne, une étude toxicologique récente des
PMio de l'air ambiant a révélé que ces particules induisent non seulement des
réponses inflammatoires, mais également des dommages oxydatifs chez des
cellules épithéliales alvéolaires humaines (modele A549) et des macrophages

(modele RAW264.7) exposés pendant 0-96 h a des concentrations croissantes de
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PM (0-100 pg/mL) (Michael et al., 2013). Les effets toxicologiques sont dépendants
de la composition chimique des particules et de leur source. En effet, les composés
chimiques adsorbés sur les PM mettent en marche la machine de production des
radicaux libres et affectent ainsi les systemes antioxydants. Au Brésil, une
diminution de la fonction pulmonaire et de I'activité des enzymes antioxydantes a
été observée pendant les récoltes chez des travailleurs dans les champs de canne a
sucre exposés a des concentrations élevées (61 pg/m3) de PMzs issues de la
combustion de biomasse (Prado et al, 2012). Une étude réalisée dans notre
laboratoire a Dunkerque en 2006 a montré une augmentation de facon dose-
dépendante des marqueurs du stress oxydatif MDA, SOD, 8-OHdG, poly(ADP-
ribose) polymérase (PARP) lorsque des cellules pulmonaires de type L132 sont
exposées a des particules de 18,8 uygPM/mL et 75,4 ug PM/mL (Garcon et al,,
2006). D’autres travaux ont montré une induction du stress oxydant au niveaux
des cellules épithéliales pulmonaires humaines (L132 et A549) exposées a des
particules fines PMz5 prélevées en zone urbano-industrielle (Dagher et al., 2006;
Kouassi et al., 2010). Les particules diesel peuvent également étre a I'origine de la
production de radicaux libres par les cellules pulmonaires endothéliales humaines
et par les cardiomyocytes (Knuckles and Dreher, 2007). Le tableau 11 ci-contre
résume quelques travaux de recherches qui mettent en évidence 'effet oxydatif

des particules atmosphériques.

Les particules atmosphériques créent un déséquilibre de la balance entre les
systéemes de défense antioxydants et les prooxydants (ERO). Ceci engendre non
seulement des mécanismes de défense antioxydants, mais également des réponses
inflammatoires comme illustrées sur la figure 42 qui résume certains des

mécanismes toxicologiques induits par les particules.
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Tableau 11 : Etudes in vitro sur les effets oxydatifs induits par les particules

atmosphériques
Particules Types de Doses ou expositions  Effets Références
cellules
25-200 pg/mL | CAT activité
PM;s A549 (48h) 1 SOD activité (Deng et al., 2013)
T CAT
TSOD
PMj, BEAS-2B 100 pg/mL 1SE (Jung et al,, 2012)
™
i 50 pg/cm3 T CAT
PM; 5 BEAS-2B (24h) 150D (Ohetal.,, 2011)
PM.. et 20 pg/cm? T H20:
PMlO CEVOH (1h) TERO (Montiel-Davalos et al., 2010)
25 25 ug/cm? TERN
PM.o et T 8-OHdG +
PMm A549 20 pg/cm? Cassures (Shietal., 2006)
= d’ADN
PM;s L132 18,8 et 75,4 pg/mL T 8-OHAG (Dagher et al.,, 2006)
PM335-10, NHBE 11 pg/mL (pour NHBE)
PM;s et ot MA 50 pg/mL (pour MA) TERO (Becker et al., 2005)
PMio (18h)
DEP RAW264.7 10-100 ug/ml LGSH/GSSG  (Xiao etal., 2003)

(6h)

A549 = Cellules épithéliales alvéolaires; BEAS-2B = Cellules épithéliales bronchiques; CEVOH = Cellules
endothéliales de veine ombilicale humaine ; L132 = Cellules embryonnaires d’épithélium pulmonaire humain ;
NHBE = Cellules épithéliales bronchiques primaires humaines ; MA = Macrophages alvéolaires ; RAW264.7 =
Cellules macrophages murines ; M = Mannitol ; SE = Sélénite ; ERN = Especes réactives non radicalaires ; DEP =
Particules diesel; CAT = Catalase; SOD = Superoxyde dismutase; ERO = espéces résctives de I'oxygene;
GSSG/GSH = Glutathion oxydé/glutathion réduit ; 8-OHdG = 8-hydroxy-désoxyguanine.
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3.3 Inflammation & mécanismes proinflammatoires

L’'inflammation est un processus de défense immunitaire stéréotypée de
I'organisme dont le but est de neutraliser, de combattre ou d’éliminer l'agent
pathogene en cause et de préparer la réparation des tissus affectés. Les agressions
sont souvent de types infectieux (virus, bactéries, champignons), allergiques,
physiques (chaleur, irradiations, traumatismes), mais peuvent également étre de
nature diverse comme les brilures, les polluants chimiques, les particules
atmosphériques, etc. ou de sources endogénes comme les pathologies auto-
immunes. Parfois, notre systéeme de défense est incapable d’assurer jusqu’au bout
la neutralisation du corps étranger et la réparation des diverses structures et
fonctions biologiques. Il se maintient alors dans un état d’activation permanent. On

parle d’inflammation chronique qui peut durer des mois ou des années.

L’'inflammation, lorsqu'elle est visible se manifeste classiquement par quatre
signes cliniques : une rougeur, une douleur, une tuméfaction (cedéme ou
gonflement) et une augmentation de la température (Marnet, 2013). Au niveau
cellulaire, les leucocytes, associés a des cellules aux fonctions bien organisées, sont
les acteurs les plus importants des mécanismes de défense. La réponse
inflammatoire est un phénomene trés complexe, qui peut parfois solliciter
|'utilisation de molécules dites anti-inflammatoires comme les corticoides ou les
anti-inflammatoires non stéroidiens. Quelles que soient la source et la nature de
I'agent pathogene, le déroulement d'une réaction inflammatoire suit les mémes
étapes mécanistiques. Cependant, ces étapes présentent des variations liées a

I'organe affecté et a la nature de I'agent pathogene.

v Les étapes d’une réaction inflammatoire

+ Réaction vasculo-exsudative : Cette réaction regroupe la congestion active

et 'cedéeme inflammatoire.
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> Congestion active : une vasodilatation apparait tres rapidement, apres une
breéve vasoconstriction. Cette vasodilatation est d'abord artériolaire puis capillaire
dans la zone atteinte. Localement, il en résulte une augmentation de l'apport
sanguin et un ralentissement du courant circulatoire. Les capillaires sanguins sont
dilatés et gorgés d'hématies, leur endothélium est turgescent. La congestion active
est déclenchée par un mécanisme nerveux (nerfs vasomoteurs) et l'action de

médiateurs chimiques.

> (Edéme inflammatoire : Il apparait dans le tissu conjonctif interstitiel ou
les cavités séreuses de I'exsudat (liquide fait d'eau et de protéines plasmatiques).
C’est un gonflement des tissus, responsable de la douleur, et qui résulte d'une
augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation et surtout d'une
augmentation de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux sous l'effet de
médiateurs chimiques, dont I'histamine et les quinines. L’cedéme dilue les produits
toxiques, limite le foyer par une barriére fibrineuse (fibrinogene), concentre sur
place les moyens de défense humoraux (immunoglobulines), apporte des
médiateurs chimiques et ralentit le courant circulatoire par hémoconcentration, ce

qui favorise la diapédese leucocytaire.

* Réaction cellulaire : Lors de cette phase cellulaire, les leucocytes (les
polynucléaires, les lymphocytes, les mastocytes et les monocytes circulants) sont
évacués hors des vaisseaux sanguins : c’est la diapédese (figure 43). Ces leucocytes
migrent vers le siege de la lésion ou ils englobent les agents pathogénes et

éliminent les débris cellulaires : c’est la phagocytose.

+ Détersion : c’est I'élimination des tissus nécrosés (issus de l'agression
initiale ou du processus inflammatoire lui-méme), des agents pathogenes et de
I'exsudat. La détersion prépare obligatoirement la phase terminale de réparation
et cicatrisation. Si la détersion est incompléte, I'inflammation aigué va évoluer en

inflammation chronique.
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Figure 43 : Phénomeéne de la diapédeése leucocytaire chez les polynucléaires

neutrophiles (Source : CoPath, 2011)

Les leucocytes subissent une roulade, puis sont activés et adhérent a I'endothélium, enfin
traversent cet endothélium et se dirigent vers le site de la réaction inflammatoire selon un gradient
chimio attractant. Plusieurs molécules jouent un réle important au cours de ce processus multi-
étapes : les sélectines pour la roulade, les chemokines pour l'activation des leucocytes et des
intégrines (passage vers un état de forte affinité), les intégrines pour l'adhérence stable a
I'endothélium, et le CD31 pour la migration a travers la paroi vasculaire.

+ Phase terminale de réparation et cicatrisation : c'est une détersion qui
est complete. Si 'agent pathogene n’a engendré que de lésions tissulaires limitées,
bréves, peu destructrices, la restitution ou régénération cellulaire est intégrale.
Dans le cas ou les 1ésions sont importantes, le processus de cicatrisation se met en
marche apres la reconstitution d’'un nouveau tissu conjonctif (bourgeon charnu qui
remplace les tissus détruits) jusqu’a la sclérose (phase finale de cicatrisation).
Cette réaction inflammatoire nécessité la présence des médiateurs de

I'inflammation.

94



Conséquences de la pollution atmosphérique

3.3.1 Médiateurs de l'inflammation

Lors d’'une agression, la présence de pathogene est détectée par les cellules
immunitaires qui sont activées et liberent des médiateurs de l'inflammation dans
le milieu extracellulaire, dont les effets combinés vont permettre le recrutement de
cellules circulantes, I'élimination du pathogene et la réparation de la lésion. Il
existe plusieurs types de médiateurs qui interviennent dans l'inflammation. Ces
médiateurs peuvent étre décrits sous la forme d'une part de systemes d’activation

plasmatique et d’autre part de médiateurs cellulaires.

> Les systemes d’activation plasmatique: Ce sont des systemes
multiprotéiques dont les composants sont produits a distance du foyer
inflammatoire. Les différents composants de ces systemes sont présents dans le
sang circulant ou ils demeurent a I'état de précurseurs inactifs, jusqu’a ce qu'’ils
soient mis en présence d'un activateur spécifique. Ces systemes ont des
interactions fonctionnelles trés étroites. On peut distinguer le systeme de contact,
le systeme de coagulation-fibrinoformation, le systeme de la fibrinolyse et le
systéme du complément. Le systeme de contact regroupe les protéines telles que le
facteur de Hageman (enzyme sérique activée par les complexes Ag-Ac), la
prékallicréine, le kininogene et le facteur XI. Le systeme de coagulation-
fibrinoformation aboutit a la formation de thrombine qui déclenche la formation
de fibrine a partir du fibrinogene et le systeme de fibrinolyse aboutit a la formation
de la plasmine qui détruit la fibrine par protéolyse. Le systéme du complément
intervient dans les mécanismes de l'inflammation et dans les mécanismes de
défense antibactérienne en complétant I'action des anticorps. Le complément C3a
augmente la perméabilité vasculaire et intervient dans la phagocytose et
I'opsonisation (recouvrement des bactéries par l'opsonine) et le C5a est un
excellent inducteur de production d’interleukine 1(IL1) par les macrophages, de la
libération des lipoxygénases et des cyclooxygénases par les cellules. Ce systéme
compte une trentaine de protéines dont 12 sont directement impliquées dans les
mécanismes d'élimination des pathogenes et les autres régulent finement I'activité

des premieres afin d'éviter une réaction auto-immune.
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- Les médiateurs cellulaires: De nombreux médiateurs cellulaires
interviennent dans les processus de l'inflammation. On retrouve les amines
vasoactives (histamine, sérotonine), la neurokinine, les enzymes de destruction
tissulaire, les radicaux libres oxygénés et monoxyde d’azote, les éicosanoides et les
cytokines. Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons aux meédiateurs les plus
importants que sont les cytokines et les médiateurs lipidiques de l'acide

arachidonique que nous verrons en fin de ce chapitre.

Les cytokines (du grec « cyto » : cellules et « kinos » : mouvement) sont de
petites protéines sécrétées par les cellules en réponse a divers stimuli. Au niveau
de la réponse immunitaire, elles permettent la communication entre les cellules
immunes, l'orientation de la réponse en fonction de la nature du signal détecté et

une régulation du systeme immunitaire.

Ce sont des glycoprotéines synthétisées et libérées par diverses cellules
leucocytaires (lymphocytes, monocytes et macrophages activés) et non
leucocytaires. Elles agissent a faible concentration, généralement localement (a
proximité de leur lieu de synthese), sur les cellules qui les ont synthétisées (action
autocrine) ou sur des cellules voisines (action paracrine), par l'intermédiaire d'une
fixation a des récepteurs membranaires de haute affinité. Elles sont nombreuses et
classées suivant les activités biologiques qu'elles exercent. Ainsi, la réaction
inflammatoire est démarrée par les interleukines 1, 6 et 8. Les TNF sont spécialisés
dans la régulation de l'inflammation, du sommeil, de la fievre, de I'hématopoiese
(formation des cellules du sang) ou de la destruction osseuse. Les interférons sont
les cytokines effectrices. Avec les facteurs nécrosant les tumeurs, ils assurent la
défense de l'organisme vis-a-vis des cancers et des germes microbiens. Les
cytokines immunorégulatrices (interleukines?2, 4, 5, 7, 10 et 12) régulent
essentiellement la production d'anticorps et la formation des cellules du systeme
immunitaire (tout particuliérement leur transformation en cellules tueuses). A ce
jour au moins 45 cytokines (Oboki et al, 2011) ont été décrites dont les plus

étudiées sont le TNF-q, les IL-1 et IL-6 (Mayol et al., 2013).
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> TNF : Les facteurs de nécrose tumorale sont des cytokines impliquées dans
I'inflammation systémique et dans la réaction inflammatoire de phase aigué
(Tracey et al., 2008). IIs sont de deux formes : TNF-a et TNF-3 dont la plus étudiée
est le TNF-a. Le TNF-f est produit exclusivement par les lymphocytes. A I'inverse,
le TNF-a est produit par de nombreuses cellules: macrophages, monocytes,
lymphocytes T et B, kératinocytes, cellules mésangiales, épithéliales, endothéliales,
basophiles et mastocytes, polynucléaires neutrophiles, et éosinophiles,
fibroblastes, etc. Le TNF-a stimule I'expression de molécules d’adhérence et la
production de chimiokines par les cellules endothéliales permettant le
recrutement des leucocytes sanguins vers le foyer inflammatoire. Il active aussi les
systémes microbicides des phagocytes et la production de facteurs de croissance,
qui seront indispensables a la réparation du tissu endommagé. Il intervient de
facon prépondérante dans I'inflammation et agit par I'intermédiaire d'un récepteur
membranaire spécifique dont il existe deux formes : TNF-R1 et TNF-R2 (Patel et al,,
2010). La présence d'une forme soluble du TNF-R constitue un systeme de
régulation important, la synthése du TNF-R étant sous le contréle du TNF lui-

méme.

> IL-1 : I’IL-1 existe également sous deux formes moléculaires, IL-1a et IL-1f3
différant par leur séquence d’acides aminés, mais ayant les mémes propriétés
biologiques. Néanmoins, I'IL-1a aurait essentiellement des actions de messager
intracellulaire, I'lL-13 assurant les activités extracellulaires. Cette interleukine est
produite principalement par les cellules phagocytaires, mais également par les
lymphocytes, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les kératinocytes,
les fibroblastes. L'IL-1 stimule 'expression de molécules d’adhésion au niveau de
I’endothélium vasculaire favorisant ainsi la migration des leucocytes circulants
vers le site enflammé. L'IL-1 est la premiere cytokine a étre synthétisée puis
stockée dans la cellule sous forme d'un précurseur inactif (Bossu et al, 2001;
Solomon et al., 2001). L’action de I'IL-1B-converting enzyme (ICE) ou caspase-1,
est nécessaire a la formation de I'IL-1f active, celle-ci agissant sur les cellules
cibles par I'intermédiaire d’un récepteur spécifique IL1-R (Oboki et al,, 2011). L’IL1

active I'expression de nombreux geénes qui interviennent dans la synthése des
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médiateurs de l'inflammation et induit la fievre lors d’'une agression (Fabricio et
al, 2006). En effet, il agit directement sur les centres de I'hypothalamus qui
augmentent la température du corps donnant un avantage aux lymphocytes qui se
divisent plus rapidement alors que certains pathogenes ne se divisent pas ou

moins bien a des températures élevées.

> IL-6 : L’Interleukine-6 est une cytokine proinflammatoire produite par les
phagocytes (macrophages et cellules dendritiques) et les cellules endothéliales en
cas d’'inflammation grace aux mécanismes transcriptionnels impliquant NF-kB
(Nuclear Factor-kB). Des études récentes ont montré que 1'lL-6 a un role tres
important dans la régulation de 1'équilibre entre 1' IL-17 produit par les cellules
Th17 (T helper cells) et des cellules immunorégulatrices T (Kimura and Kishimoto,
2010; Smith and Maizels, 2013). Elle induit localement I'activation des phagocytes
et la modification de I’endothélium. Elle favorise le recrutement de monocytes
sanguins vers les tissus et la production de protéines de la phase aigué par les
hépatocytes. Elle est également décrite comme cytokine anti-inflammatoire dans la
mesure ol elle a un effet inhibiteur sur I'action de I'IL-1 et du TNF-a qui sont des

cytokines proinflammatoires (Marie and Cavaillon, 1997).

D’autres cytokines intervenant dans les mécanismes inflammatoires sont
décrites, comme les interférons (IFN) qui induisent la production de molécules
antivirales (Senft et al.,, 2010), ainsi que I'IL-12 et I'[L-18, cytokines qui vont activer
les cellules NK (Natural Killer), cellules de I'immunité innée (Heidemann et al,
2010; Ni et al,, 2012). Les IFN sont des glycoprotéines naturellement sécrétées par
les cellules de l'organisme et outre leurs propriétés antivirales, ils possédent des
propriétés antiprolifératives, antifibrotiques, anticancéreuses et modulatrices du
fonctionnement immunitaire. Il en existe trois types : l'interféron alpha (IFN-a),
produit par les monocytes et les lymphocytes T ; le béta (IFN-B), par les
fibroblastes ; le gamma (IFN-y), par les lymphocytes T activés. Ils agissent en
inhibant la synthese des protéines et des acides nucléiques qui permettent la

multiplication des virus. De ce fait, en cas de maladie virale, les cellules infectées
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produisent des IFN-a et IFN- qui inhibent la synthese des constituants du virus, et

donc sa multiplication (de Paus et al., 2013).

Les chimiokines ou chemokines sont des cytokines impliquées dans la
migration cellulaire. Elles sont sécrétées par de nombreuses cellules sentinelles
apres stimulation par des signaux de dangers. Elles forment alors un gradient, et
dirigent ainsi la migration des populations leucocytaires requises vers le tissu
enflammé. Les chimiokines sont généralement réparties en deux groupes, en
fonction de la distance séparant deux résidus cystéines conservés. On peut
distinguer les chimiokines a qui ont une séquence CXC (cystéine-résidu aléatoire-
cystéine) et les chimiokines B qui ont une séquence CC (cystéine-cystéine). La
plupart des chimiokines interagissent avec plusieurs récepteurs, et chaque
récepteur peut reconnaitre plusieurs chimiokines. Chaque population leucocytaire
exprime un groupe défini de récepteurs, ce qui permet aux différents types de
cellules immunitaires de répondre spécifiquement a certaines chimiokines
seulement (Mayol et al., 2013). Le chemokine le plus étudié est IL-8 ou CXCL8 en
nomenclature internationale. C’est un facteur chimiotactique neutrophile qui est
produit par les macrophages et d'autres types cellulaires tels que les cellules
épithéliales, les cellules musculaires lisses des voies aériennes et les cellules
endothéliales (Hedges et al.,, 2000). Elle a pour propriété principale d’attirer les
leucocytes circulants vers un foyer inflammatoire. De nombreuses cellules
stimulées par I'IL-1 ou les TNF-a (monocytes, macrophages, fibroblastes, cellules
endothéliales, hépatocytes, etc.) produisent de I'IL8. Les polynucléaires
neutrophiles (activés par induction de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase)
(Roche et al, 2011) sont la cible privilégiée de I'IL8 par l'intermédiaire d'un
récepteur spécifique : I'IL8-R. De fagcon générale, les récepteurs spécifiques aux IL-
8 sont CXCR1 et CXCR2 (Bertini et al.,, 2012). Le schéma ci-contre montre les

différents interactions et rétrocontroles entre les cytokines d’intéréts.
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:
Activation du NF-xB

+

Figure 44 : Interactions et rétrocontroles des principales cytokines étudiées

3.3.2 Inflammation induite par les particules atmosphériques

Les mécanismes d’action des particules atmosphériques dans les processus
proinflammatoires ont fait l'objet de nombreuses études scientifiques qui
cherchent a trouver des explications causales aux données épidémiologiques qui
associent la pollution particulaire aux pathologies et mortalités respiratoires et
cardiovasculaires. Des études en condition contrdlée in vivo ou in vitro permettent

d’établir la relation dose/effet mise en évidence dans les études toxicologiques.

La composante inflammatoire parait déterminante dans le développement
des pathologies, et les cellules épithéliales participent directement a la réponse en
libérant des médiateurs capables d’activer les cellules du systéme immunitaire
(cellules épithéliales, monocytes, macrophages, mastocytes, lymphocytes T)
(Marano et al, 2004). Il a été démontré que les particules PMio, les PMzs, les
ultrafines et les particules diesel induisent une augmentation de I'expression des

geénes proinflammatoires ou la sécrétion des cytokines ou chimiokines telles que
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TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8 ou IL-10 (Baulig et al., 2009, 2003; Brown et al., 2000;
Dergham et al.,, 2012; Dieme et al., 2012; Fujii et al., 2001; Gualtieri et al., 2010;
Happo et al,, 2013; Kouassi et al,, 2010; Michael et al,, 2013; Shang et al,, 2013; van
Eeden et al,, 2001; Yoshida et al., 2010).

De récentes études toxicologiques ont montré l'induction de la sécrétion de
ces cytokines par les particules, suite au stress oxydatif déclenché au niveau des
cellules pulmonaires (Dergham et al,, 2012; Dieme et al,, 2012; Gualtieri et al,,
2011; Okuda, 2013; Reche et al., 2012). Musah et son équipe ont montré qu’'une co-
culture de macrophages (RAW 264.7) et de cellules épithéliales pulmonaires (MLE-
12) était sensible a une exposition aux particules ambiantes de l'air. En effet, ils ont
exposé des cellules monocytes/macrophages et des cellules épithéliales
pulmonaires de souris a la concentration de 1,7 pg/cm? de PM pendant 24 heures.
I[Is ont constaté que les PM déclenchent la production du facteur de nécrose
tumorale (TNF = Tumor necrosis factor) par les macrophages qui a leur tour
stimulent les cellules épithéliales pour la sécrétion de cytokines proinflammatoires
(Musah et al., 2012). Cette réaction d’action des macrophages dépend fortement de
la taille des particules plutdt que de leur composition chimique. A travers les
travaux de Nakayama Wong et al. (2011), les particules fines ambiantes induisent
également une production des ERO endogenes, I'expression des genes DUOX1,
SOD2 et PTGS2 associés au stress oxydant et une induction de la réponse
proinflammatoire associée a 'asthme et au BPCO (interleukines IL-1q, IL-1f3, IL-8
et CCL20). Selon Shang et al. (2013), les dérivés de quinones (présents sur les PM)
notamment le 1,4-naphthroquinone et le 9,10-anthraquinone, induisent sur des
cellules épithéliales bronchiques A549, des dommages d’ADN et participent donc a
la sécrétion des chemokines/cytokines proinflammatoires. Les particules sont
capables d’inhiber les processus de réparation de 'ADN et favoriser la mutagenése

(Mehta et al., 2008).
Des tests in vivo ont révélé que I'inhalation ou l'instillation intra-trachéale de

particules ultrafines engendre une augmentation des tumeurs suite a I'induction

de la réponse inflammatoire (Donaldson et al, 2001). De nombreuses autres
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études d'une part in vivo chez I'animal sain ainsi que chez des volontaires humains
et d’autre part in vitro sur des modeles cellulaires tentent d’expliquer les
phénomenes mécanistiques inflammatoires induits

par les particules

atmosphériques. Une partie de ces études est résumée dans le tableau 12.

Tableau 12 : Etudes sur les réponses inflammatoires induites par les particules

atmosphériques

Types de

Particules Doses ou expositions  Effets Références
cellules
Etudes in vitro
T TNF-q, IL-6
400 pg/mL 1IL-1a, MCP-1
PM;s MA (8h) 1 CCL5, GM-CSF (Shangetal, 2013)
LIL-10
PMio-25
PMysoset RAW2647 20-300ng/mL TTNF-« (Happo etal, 2013)
(24h)
PMo .,
MLE-12  0-172 pg/cm? 1 TNF
PM RAW264.7 (24h) (Musah etal., 2012)
i 2,83-15 pg/cm? T TNF-«a
PM325.03 BEAS-2B (24, 48 et 72h) T1L-6, IL-1p (Dergham et al., 2012)
10 pg/mL TIL-1a, IL-1B
PM NHBE (3h) 11L-8, GM-CSF (Nakayama Wong et al., 2011)
DEP A549 0,01-20 ppm TIL-8 (Patel etal., 2011)
T1L-6, IL-1B, IL-7
PM, s BEAs-2B - °0et100me/mb o vicpog (Fuentes-Mattei et al., 2010)
(24h) L GM-CSF
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Particules Espéces Doses ou expositions  Effets Références
Etudes in vivo
Instillation T TNF-a
PMio-25 Souris 100 pg/souris T macrophages (Williams et al., 2013)
(0,5h et 1h) morts
Instillation
PMo Rat 0,3-10 mg/kg 1 ITLNEBQ (Guo et al, 2012)
(24h)
Volontaires . ,
PM;s h . TIL-8 (Vattanasit et al., in Press)
umains
Instillation T TNF-q, IL-6
PM;s Souris 5-15 pg/souris T MPO (Rivaetal., 2011)
(24h) T neutrophiles
Instillation T TNF-q, IL-6
0,3,0,75,2 et 5 | Capacité de
PM;s Rat Mz frat phagocytose des (Huang et al., 2008)
7,51 et 58] macrophages
Inhalation
DEP Souris 20-80 mg/m3 T TNF-« (Saber etal., 2006)
(90 min)
Volontaires Instillation T TNF-a, IL-6
PMio . 500 pg/sujet TIL-18 (Ghio and Devlin, 2001)
humains

(24h)

T neutrophiles

A549 = Cellules épithéliales alvéolaires; BEAS-2B = Cellules épithéliales bronchiques; MLE-12 = Cellules
épithéliales pulmonaires ; NHBE = Cellules épithéliales bronchiques primaires humaines; MA = Macrophages
alvéolaires; RAW264.7 = Cellules macrophages murines; DEP = Particules diesel; MCP-1 = Monocyte
chemotactic protein-1 ; GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.

D’autres médiateurs tres peu étudiés et relativement liés aux cytokines
proinflammatoires sont les sous-produits des éicosanoides qui jouent également
un role tres important au cours des différentes phases de la réaction

inflammatoire.
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3.3.3 Médiateurs & mécanisme de l'acide arachidonique

L’acide arachidonique (AA) est un acide gras a longue chaine qu’on retrouve
dans certaines huiles végétales. Il est symbolisé par les nombres 20:4 (n-6, n-9, n-
12, n-15) (figure 45) pour indiquer qu’il a 20 atomes de carbone et quatre liaisons
éthyléniques situées sur les carbones n°5 (n-15), n° 8 (n-12), n° 11 (n-9) et n° 14

(n-6) : c’est un acide gras polyinsaturé.

20 18 16 13 10 7 4 Z

19 17 151412 11 § 8 ¢ s 3 1L00H

20:4 (n-6 n-9 n-12 n-15)

Figure 45 : Structure de l'acide arachidonique

C'est un élément constitutif des membranes cellulaires (phospholipides
membranaires). Il est fabriqué dans notre organisme a partir de I'acide linoléique
et joue un role de précurseur direct de messagers cellulaires dans les neurones. Il
exerce une fonction de régulation, un réle de médiateur dans l'activité des cellules
au cours de nombreux processus comme la contraction des muscles lisses,
I'agrégation plaquettaire, la sécrétion gastrique, les réactions inflammatoires, etc.
Dans cette étude, nous nous limiterons aux médiateurs de I'inflammation que sont

ses métabolites.
Le métabolisme de l'acide arachidonique est complexe, car les métabolites

intermédiaires et terminaux formés ont des effets variables et parfois antagonistes

au cours de l'inflammation. Parmi ces métabolites, on distingue les
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prostaglandines, les leucotriénes, les thromboxanes, les prostacyclines, les
lipoxines, les cystéinyl-leucotrienes, les hépoxylines et les anandamides. Il existe
deux principales voies métaboliques de l'acide arachidonique : la voie de la

cyclooxygénase et la voie de la lipoxygénase (figure 46).

Phospholipides membranaires l

l Phospholipase

Acide arachidonique

Cyclooxyg‘éy Wgénase

Endoperoxydes cycliques 5-HPETE
(PGG2 —» PGH2)

PGE l Dihydrolase

Pal synthase
Leucotriéne A4 (LTA4)

synthase
PGE:
Hydrolase Glutathion-S-transférase
PGE 9-kétoréductase
PGD
PGl synthase PGFzq LTB LTC,
TXA

synthase | y-glutamyl-transpeptidase
6-kéto-PGF1q PGD: LTD4

\ Dipeptidase
TXA:z LTE4

Inflammation, douleur, gastroprotection Inflammation, allergie, dommage gastrique ]

Figure 46 : Principales voies de métabolisation de I'acide arachidonique

> Voie de la cyclooxygénase: Cette voie conduit aux prostaglandines,
thromboxanes et prostacyclines. On distingue les cyclooxygénases de type 1 ou
COX-1, présentes au niveau de l'estomac, du rein, des thrombocytes et les
cyclooxygénases de type 2 ou COX-2, présentes au niveau des fibroblastes,
macrophages, et de l'utérus. La COX-1, dite constitutive est naturellement produite
par l'organisme. A l'inverse, la COX-2 est induite lors des agressions (PM par
exemple) (Macchione, 2013) et n’est active que lorsque les phagocytes sont

exposés A un processus inflammatoire”.

17 http://www.medecine.ups-tlse.fr/DCEM2 /module8/item112 /textel1.htm (Consulté le 17-10-2013)
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» Prostaglandines : Les prostaglandines sont réparties en 9 classes et ont
des effets trés variables. Elles sont synthétisées dans de nombreuses
cellules, en proportions tres différentes suivant les organes (PGE2 et PGA2
au niveau rénal, PGI2 sur I'endothélium des vaisseaux et le coeur, PGD2 au
niveau du cerveau, et méme une dizaine d'entre elles dans la vésicule
séminale, PGE2 dans la moelle épiniére (Zeilhofer, 2005), etc.). Le plus
souvent les prostaglandines entrainent la vasodilatation (PGE2, PGI2), la
douleur (PGE2), I'hyperperméabilité vasculaire, le chimiotactisme, la fievre.
Elles interviennent dans la perméabilité membranaire aux ions (Ca2+), la
contraction des muscles lisses (PGA1, PGA2, PGE2), I'hypertension et la
régulation de la pression artérielle (PGF2a, PGE2, PGA2), et dans le
déclenchement du travail au niveau de la sphere génitale (PGF2a, PGE2)
(Kelly et al., 2009). Elles agissent également au niveau des poumons, dans
I'asthme bronchique, dans le contréle de l'agrégation plaquettaire et de la
formation des caillots, au niveau du systeme nerveux central (PGD2), des
glandes endocrines et des ostéoblastes. La PGE2 inhibe I'activité des
lymphocytes T suppresseurs (Kalinski, 2012), augmente la production

d'immunoglobulines et diminue la production d’IL2 par les lymphocytes.

» Thromboxanes : On parle généralement de thromboxane A2 (TXAZ2) qui est
un puissant agrégeant plaquettaire et vasoconstricteur (Kontogiorgis and
Hadjipavlou-Litina, 2010). Il joue un rdle important dans différentes
pathologies humaines telles que l'infarctus du myocarde, la thrombose, les
troubles thrombotiques, I'hypertension pulmonaire, I'asthme,

I'athérosclérose, etc.

» Prostacyclines : Elles sont produites par les cellules endothéliales. Par
inhibition de la synthese des thromboxanes, elles constituent des
antiagrégants plaquettaires et vasodilatateurs. Elles peuvent avoir des
effets bénéfiques a court terme chez les patients atteints d'hypertension
artérielle pulmonaire (Paramothayan et al., 2005). La prostacycline est une

prostaglandine a action rapide naturelle qui peut améliorer le flux sanguin

106



Conséquences de la pollution atmosphérique

et I'oxygénation dans les poumons et réduire I'inflammation. Les recherches
cliniques sont insuffisantes pour pouvoir soutenir I'utilisation de routine de
la prostacycline inhalée en cas de 1ésion pulmonaire aigiie et de syndrome
de détresse respiratoire aigiie chez les enfants ou les adultes gravement

malades avec des niveaux bas d'oxygene dans le sang (Afshari et al., 2010).

- Voie de la lipoxygénase : C’est une voie qui regroupe des médiateurs qui
ont une action chimiotactique puissante (leucotriene B4, active les phagocytes),
vasoconstricteurs, bronchoconstricteurs et qui augmentent la perméabilité
vasculaire (leucotrienes C4, D4, E4). Les leucotrienes (LTA4, LTB4) et les cystéinyl
leucotriénes (LTC4, LTD4, LTE4) sont des substances libérées par les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, les mastocytes, etc.
IIs jouent un roéle important dans l'inflammation des voies aériennes dans le
traitement des pathologies pulmonaires telles que 1'asthme (Gelfand and Dakhama,
2006; Hsu et al., 2012). En effet, le leucotriene B4 (LTB4) se lie au récepteur LTB4-
1 (BLT1) en favorisant le recrutement dans les voies respiratoires des
lymphocytes T (CD8+) (Del Prete et al., 2007; Kim et al., 2006; Ohnishi et al., 2008)
qui secretent les interleukines IL-4, IL-5, [L-13 dans le cas de I'asthme (Gelfand and
Dakhama, 2006; Ismail et al., 2012). Les LTC4, LTD4, LTE4 agissent comme de
puissants bronchoconstricteurs dans le remodelage bronchique, la sécrétion de
mucus et la perméabilité vasculaire (Hallstrand and Henderson, 2009; Mehrotra
and Henderson, 2009). Les protéines de liaison des acides gras jouent un role
crucial dans la biosynthese des leucotriénes par la stabilisation de LTA4 contre
I'hydrolyse (Tholander et al,, 2010), résultant d’'une augmentation de signalisation
inflammatoire. Aussi, la production de LTC4 dépend activement des protéines de
liaison des acides gras (Long et al., 2013). La formation du leucotriene C4 (LTC4)
est la premiere étape de la synthese des cystéinyl leucotriénes (Lam, 2003). Hong
and Yang (2012) ont montré chez le rat que ’ARNm et I'expression des protéines
de LTC4S (LTC4 synthase) augmentent dans les hépatocytes et des cellules
endothéliales sinusoidales. Des tests in vivo ont révélé que le leucotriene D4
(LTD4) issu du LTC4, induit chez la souris des troubles cognitifs par activation du

récepteur CysLT1R stimulé par le NF-kB (Tang et al, 2013). Il augmente la
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perméabilité des cellules épithéliales intestinales (Rodriguez-Lagunas et al., 2013).
Le leucotriene E4 (LTE4) produit du LTD4, est démontré étre un bon indicateur
urinaire de I'inflammation induite chez les asthmatiques (Brockmann et al,, 2012;

Rabinovitch, 2012).

L’'induction par les particules atmosphériques des médiateurs de
I'inflammation de l'acide arachidonique est tres peu étudiée. Néanmoins, des
études récentes ont montré l'implication de ces particules ambiantes dans le
développement de I'asthme surtout chez les enfants. Rabinovitch et al. (2006) a
montré que l'exposition aux pics de concentration des PM (dans la matinée) a
engendré une augmentation moyenne de 6,2 % des niveaux urinaires de LTE4 chez
des enfants atteints d'asthme persistant, malgré l'utilisation de médicaments
appropriés. Il ajoute que le tabagisme passif modifie les effets aigus de PMzs
(niveau faible de concentration) et entraine des niveaux élevés de LTE4 chez les
enfants asthmatiques (Rabinovitch et al, 2011). Ainsi, I'exposition a des
concentrations élevées de PM;5 ambiantes engendre des réponses inflammatoires
a travers des niveaux urinaires de LTE4 élevés. Cependant, le tabagisme passif
pourrait fausser les effets des PM constatés (Baccarelli and Kaufman, 2011). Les
PM; (particules < a 1 um) peuvent causer le rétrécissement des voies respiratoires
et la bronchoconstruction. Cet effet des PM1 peut étre révélé par les leucotrienes,

mais reste incertain (Rundell et al., 2005).

D’autres études ont montré que les PM induisent I'expression de la COX-2 et
la production des PGE2 (Zhao et al.,, 2009). Les travaux de Bai et al. (2012) et de
son équipe ont révélé que l'exposition aux particules diesel (PDi) augmente
I'expression de la COX-2 dans l'aorte thoracique et racinaire sans modifier
I'expression de la COX-1. De plus, l'expression significative de la COX-2 est
positivement corrélée avec la quantité des cellules du muscle lisse dans les 1ésions
aortiques. Aussi, le niveau urinaire de la prostaglandine 6-kéto-PGF1-a est 15 fois
plus élevé chez les souris exposées aux PDi par rapport aux témoins. Par ailleurs,
les particules PM1s5 (10 ug/mL) induisent également chez le rat (4 mg/kg) I'afflux

de neutrophiles, l'augmentation de la perméabilité vasculaire et chez des
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macrophages alvéolaires (in vitro) exposés pendant 24 h, la production de PGE2
(1,9 fois) ainsi que I'IL-6 alors les PMos n'augmentent pas I'IL-6, mais accroit 2,5

fois la PGE2 (Beck-Speier et al., 2009).
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Chapitre 2 : Démarche expérimentale

A. Différents choix pour la méthodologie d étude

Nous avons réalisé notre étude sur des échantillons de particules collectés a
Cotonou au Bénin. Les dosages de COVs, HAPs, métaux majeurs, éléments traces
métalliques, espéces ioniques ont été réalisés au Centre Commun de Mesures (CCM)
de I'Universite du Littoral Céte d’Opale (ULCO), dirigé par le Dr fabrice CAZIER. Le Pr
Dominique COURCOT et son équipe, de I'Unité de Chimie Environnementale et
Interactions sur le Vivant (UCEIV) ont procédé a I'analyse par granulométrie laser et

a la détermination de la surface spécifique des particules.

1. Présentation du site d’étude

Cette étude a été réalisée a Cotonou, la capitale économique du Bénin, en
raison de lI'importance du trafic routier. Cotonou est situé sur le cordon littoral
entre le Lac Nokoué et I'Océan Atlantique. La ville est coupée en deux par un canal
(lagune de Cotonou) creusé en 1855. Trois ponts assurent la liaison entre les deux
rives. La ville comptait en 2011, une population de 1,2 million d’habitants avec une

densité de 15 000 habitants par kmZ.

Dans la ville, tres peu d’installations industrielles sont enregistrées.
Cependant, son parc automobile en pleine expansion (regorge de nombreux
véhicules d’occasion) et I'activité sans cesse croissante des conducteurs de taxi-
motos (principal mode de transport) exposent la population a une forte pollution
atmosphérique. Ainsi, ces facteurs de risques environnementaux font de Cotonou
un site de référence pour I'étude de la pollution atmosphérique et de ses impacts

sur la santé des populations.

2. Choix des particules atmosphériques

Les études antérieures réalisées dans notre laboratoire de Biochimie et

Biologie Moléculaire (LBBM) de la Faculté des Sciences et Techniques (FAST) de
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I'Université d’Abomey-Calavi (UAC), ont révélé que la qualité de l'air a Cotonou
était médiocre (Avogbe et al,, 2011, 2005; Ayi Fanou et al,, 2006; Ayi-Fanou et al,,
2011; Cachon, 2009). Ces études ont porté d'une part sur les impacts sanitaires :
profil hématologique, formation des adduits d’ADN, dommages oxydatifs chez les
conducteurs de taxi-motos constamment exposés a la pollution atmosphérique et
d'autre part sur les particules ultrafines en association avec des niveaux élevés de

benzeéne et d’autres composés organiques.

Dans une continuité des travaux et étant largement décrite dans la littérature
comme suspectée d’étre cancérigéne et confirmée tout récemment (17-10-2013)
par I'IARC (International agency for research on cancer) (CIRC, 2013), la pollution
particulaire a retenu notre attention, principalement les matieres particulaires
PMy;5 (fraction fine avec un diametre aérodynamique < 2,5 um) et les PMs;s
(fraction grosse ayant un diametre aérodynamique > 2,5 ym). La caractérisation
complete et les tests toxicologiques in vitro de ces particules nous permettront de

comprendre leur potentiel toxique, en particulier sur les poumons.

3. Choix du modéle cellulaire

Les poumons sont constitués d’au moins 40 types de cellules différents
(Polak, 2011). L’étude toxicologique des particules atmosphériques a été réalisée
in vitro sur une lignée cellulaire épithéliale d’origine pulmonaire humaine : une

lignée bronchique (BEAS-2B) (figure 47).

Les cellules bronchiques de la lignée BEAS-2B utilisées dans nos
expérimentations sont commercialisées par la société LGC Standards S.A.R.L.
(Molsheim, France ; référence : ATCC-CRL-9609). La lignée BEAS-2B, isolée apres
transfection par SV40 de cellules épithéliales bronchiques humaines normales
provenant de biopsies bronchiques humaines, a I'avantage de conserver un certain
nombre de parametres de différenciation (Kuntz et al., 2006). En particulier, ces
cellules épithéliales ont toujours leur caractére et leur polarité fonctionnelle ainsi

que la capacité a sécréter certains facteurs spécifiques tels que des facteurs
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d’inflammation et des glycoprotéines du mucus. Cette lignée cellulaire est
considérée comme étant un modele in vitro pertinent pour I'étude de la toxicité des
substances inhalables (Fuentes-Mattei et al., 2010). Ses capacités métaboliques ont

été prouvées par Uppstad et collaborateurs (Uppstad et al., 2010).

Figure 47 : Cellules BEAS-2B en culture observées au microscope (X1000)

4. Choix des parameétres biologiques

Dans cette étude d’évaluation de l'impact toxicologique de la pollution
atmosphérique, le choix des parameétres biologiques s’avére tres important. Ainsi,
nous nous sommes référés aux parametres les plus utilisés dans la littérature pour
les études d’impacts sanitaires et en particulier ceux pour lesquels les BEAS-2B

répondent le mieux.

Les dommages cellulaires sont fréquemment évalués par des tests
colorimétriques complémentaires : 'intégrité /perméabilité membranaire a travers
la LDH (Lactate DésHydrogénase), la viabilité cellulaire a travers la DHm
(DésHydrogénase mitochondriale), la prolifération cellulaire a travers la BrdU (5-

Bromo-2’-DésosyUridine) (Dergham et al., 2012; Dieme et al., 2012; Lehmann et
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al., 2006; Oostingh et al., 2011). Ces différents tests colorimétriques ont été utilisés

dans cette these pour évaluer la cytotoxicité globale.

De nombreuses études ont montré 'utilisation du MDA, du ratio GSSG/GSH et
de la SOD comme des biomarqueurs témoignant d’un stress oxydatif. De plus, les
travaux de Dergham et al. (2012) et de Dieme et al. (2012) réalisés au sein de notre
unité (Unité de Chimie Environnementale et Interactions sur le Vivant, UCEIV de
I'Université du Littoral Coéte d’Opale, ULCO, Dunkerque) ont montré que les
particules fines PMzs peuvent générer un stress oxydatif chez les BEAS-2B a
travers les différents parametres précédemment cités. Nous avons donc décidé de
vérifier si ces biomarqueurs identifiés peuvent témoigner d’'une possible toxicité
chez les cellules pulmonaires BEAS-2B suite a une exposition aux particules

collectées a Cotonou.

De méme, ces auteurs ont montré I'induction de I’expression de genes des
enzymes de métabolisation des composés organiques et aromatiques tels que les
COVs et HAPs adsorbés sur les PM. Ces genes sont les cytochromes P450 1A1, 1B1,
2Elet NQO1. Nous avons ajouté d’autres genes impliqués dans le mécanisme
d’induction et qui sont décrits jouant un role de transporteur des xénobiotiques
vers le noyau et de rétrocontrdle négatif (Lesca and Pineau, 2012 ; Mimura and

Fujii-Kuriyama, 2003). Il s’agit des récepteurs AhR, ARNT et AhRR.

Aussi, I'induction des génes et la sécrétion des médiateurs de I'inflammation
largement étudiées dans la littérature comme étant des biomarqueurs de toxicité
des particules ont été également utilisées dans nos expérimentations, notamment
les cytokines/chemokines proinflammatoires (TNF-a, IL-1(, IL-6, IL-8). D’ailleurs,
les travaux de Dergham et al. (2012) et de Dieme et al. (2012) ont prouvé que les
BEAS-2B répondent activement a travers ces biomarqueurs aux expositions aux
particules atmosphériques. Nous avons également exploré la piste des métabolites
de l'acide arachidonique qui sont aussi des médiateurs de l'inflammation

interconnectés avec les cytokines surtout dans les pathologies pulmonaires (LTB4,
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LTC4, LTE4, PGE2, TXA2) (Gelfand and Dakhama, 2006; Hsu et al., 2012; Ismail et
al., 2012; Kalinski, 2012).

5. Choix des concentrations d’expositions

Dans nos expérimentations d’exposition des cellules BEAS-2B aux particules,
nous avons choisi d'utiliser une large gamme de concentrations (0; 1,5;3;6; 12;
24 ; 48 et 96 pg/cm?) sur la base des études précédemment menées dans notre
laboratoire (Billet et al., 2007; Dagher et al., 2006; Dergham et al., 2012; Dieme et
al., 2012; Garcon et al., 2006) sur les lignées de cellules épithéliales pulmonaires
humaines afin d’observer les impacts cytotoxiques des particules. Les cellules qui
ont servi au dosage des autres biomarqueurs, ont été traitées avec les deux types
de particules collectées (PM25 et PM>25) a deux concentrations également choisies
a partir des résultats des tests de cytotoxicité. Il s’agit de 3 ug/cm? et 12 pg/cm?,
des concentrations a effets modérés et qui encadrent la Clio (concentration
inhibitrice a 10 %). Ceci nous a permis de disposer de cellules suffisantes pour

I’étude des différents parametres toxicologiques.

6. Choix de la cinétique d’exposition

Dans nos travaux de recherche, nous avons choisi des temps d’exposition
relativement court afin d’apprécier les effets biologiques a court terme que
peuvent engendrer les particules. En effet, de fagon théorique, plus Ia
concentration des particules est élevée, plus la durée des transformations
biologiques est courte et par conséquent plus la réaction/réponse est rapide. Ce
qui n’est pas toujours le cas dans la pratique. Ainsi, pour évaluer les réponses

biologiques la cinétique d’exposition était de 24, 48 et 72 h.

114



Chapitre 2 : Démarche expérimentale

B. Echantillonnages

1. Campagne de prélévements

Dans les pays développés, tres peu de personnes vivent ou travaillent en
permanence le long des routes. C’est le contraire dans les pays en développement.
Une grande partie de la population passe presque tout son temps aux abords
directs des voies de trafic. Pour cette raison, selon une étude de la Banque
Mondiale réalisée en 2007 sur la qualité de l'air a Cotonou, des sites « pic»
s'avereront plus représentatifs de l'exposition globale pour une partie de la
population. Aussi, apres avoir examiné les grands carrefours de Cotonou, St Michel
(notre site d’étude) s’est révelé étre le plus fréquenté et représentatif en matiere
de composition chimique des polluants retrouvés suite a une analyse des

particules collectées sur filtre.

Sur cette base, les prélevements de particules ont alors été effectués a St
Michel, une zone urbaine et a Akassato (site témoin) situé a environ 20 km de
Cotonou. En effet, durant toute la période de prélevement (16 novembre 2010 au 8
décembre 2010), les particules collectées a Akassato ne nous ont pas permis
d’avoir suffisamment de matiére pour envisager une caractérisation complete des
particules. Nous avons donc effectué les analyses physicochimiques uniquement
sur les particules collectées a St Michel. Néanmoins, nous avons pu déterminer les
concentrations des particules dans l'air a Akassato. Nous verrons par la suite ces
concentrations qui conféerent a ce site la qualité de site témoin que nous pourrons
utiliser dans nos études futures. Dans la suite de ce manuscrit, nous ne traiterons

que des PM collectées a St Michel ainsi que leur impact sanitaire.
Les prélevements de particules PMzs et PM.zs5 réalisés a St Michel

(6°22'2,3"N/2°25'46,4"E) (figure 48) étaient basés sur une collecte en continu

pendant 20 jours. Nous avons essayé d’identifier si des conditions météorologiques
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particulieres étaient rencontrées lors de la période de prélevement. Ainsi, les
données météorologiques locales (direction et vitesse du vent, température et
humidité relative) fournies par I’ASECNA (Agence pour la Sécurité de la Navigation
Aérienne en Afrique et a Madagascar) de I'aéroport international Bernardin Gantin
ont été considérées ainsi que les retrotrajectoires de masse d’air fournis par

I'application du modele NOAA HYSPLIT (Draxler and Rolph, 2013).

Lac Nokoué

—

£ 3

— P T —

Yt Site d'échantillonnage

0 1 2 ki Océan Atlantique

Figure 48 : Carte du site de préléevement a Cotonou

La température moyenne, la vitesse moyenne du vent (faible) et I'humidité

relative étaient respectivement 31,4 °C, 3 m/s et 72 %. Les données de 'ASECNA
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rejoignent celles des retrotrajectoires (figure 49) qui indiquent que les directions
des vents dominants sont de secteur Sud Sud-Ouest, exposant le site aux masses
d’air d’origine marine. En effet, les masses d’air viennent de I'Océan Atlantique
traverse visiblement le Sud-Est du pays, en notant cependant que la distance
parcourue en 24 h est faible; ce qui signifie que les vitesses des vents associées
étaient relativement faibles et favorisaient I'accumulation des particules sur le site

de prélevement.

Bénin

Nigeria

Ghana

12/08/2010:300/UT.C " 11/28/2010 13001U L /
¢ 4 7 o - ‘:i"-_ \.5_-.'

03"E élév. 134 m  altitud

Figure 49 : Retrotrajectoires des masses d’air pendant la campagne de

prélévement

2. Collecte des particules

Les particules ont été prélevées a 'aide d’'un impacteur en cascade de type
Sierra 235 (Sierra Anderson, Smyna, USA), comportant 6 étages dont les largeurs
de fente sont décroissantes, et d'une pompe aspirante a haut débit (80 m3/h)

(Staplex, modele TFIA, New York, USA). Cette technique de collecte sélective
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permet de réaliser une ségrégation en fonction de la taille aérodynamique des

particules (figure 50).

7,20 um < Plaque 1 =9
5,08 um <« Plaque 2 | PM,,;
2,10 um <Plaque3|
1,04 pm < Plaque 4 ,)
0,64 um <Plaque5 | € ¥
0,33 pum < Plaque 6 _

Figure 50 : Schéma de I'impacteur en cascade utilisé pour le prélevement

L’impaction des particules est basée sur un principe physique de mécanique
des fluides : 'inertie des particules dans un flux d’air. En effet, grace au flux d’air,
les aérosols sont dirigés au travers de chaque fente. Les particules animées d’'une
inertie suffisante s’écartent de la trajectoire et s’impactent sur le support de
collection ; les autres sont dirigées vers les plaques ou étages inférieurs jusqu’a ce
qu’elles acquierent la quantité de mouvement suffisante pour se déposer. Les
grosses particules sont ainsi recueillies sur la premiere plaque et les plus petites

sur la derniére.
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Le dispositif de prélevement est placé sur un support de 1,5 metre environ de
hauteur, a environ 3 metres de la voie de la circulation. Aussi, nous avons effectué
sur les 20 jours de prélevement, une collecte quotidienne de 10 h en moyenne avec
parfois des difficultés liées aux délestages électriques et a la pluie. Les plaques
ayant servi au prélevement sont mises a sécher sous hotte a flux laminaire pendant
24 h avant la récupération des particules. Apres grattage des plaques, les particules

recueillies sont ensuite sériées comme l'indique la figure 50.

3. Echantillonnage des essences

Des échantillons d'essence ont été collectés en aolit 2009 a Cotonou et au
Nigeria prés de la frontiére béninoise. A Cotonou, nous avons échantillonné dans
des vials de 2 mL de l'essence provenant de 5 stations officielles (Oryx, Texaco,
Total, Sonacop, et Pegaz) et 5 vendeurs ambulants installés le long des voies de
circulations (Védoko, Okpé-Oluwa, St Michel, Zongo et Etoile rouge). Rappelons
que cet échantillonnage d’essence est réparti sur I'ensemble de la ville. Aussi, trois
échantillons d’essence ont été obtenus au Nigéria et un échantillon sans plomb 98

en France.

4. Conditionnement des échantillons d’essences et de particules

Les vials d’essence ont été étiquetés de 1 a 10 pour les échantillons collectés
au Bénin et de 11 a 13 pour ceux du Nigéria. Les vials hermétiquement fermés ont
été immédiatement stockés au congélateur a -20 °C. Tous les échantillons ont été
ensuite convoyés a Dunkerque (France) pour les analyses chimiques liées a la

composition intrinseque des essences.

De la méme maniere, les deux lots de particules PMzs5 et PMs2s5 ont été
recueillies dans des vials propres. Ces vials ont été immédiatement scellés et
stockés a 4 °C puis expédiés a Dunkerque ou ils ont été congelés a -20 °C afin de
conserver au mieux leurs caractéristiques le temps de procéder aux analyses
physicochimiques et de déterminer leur potentiel de nuisance a partir des tests in

vitro précédemment décrits.
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5. Méthodologie générale de I'étude

compréhension des mécanismes de toxicité des particules atmosphériques
collectées a Cotonou, avec l'influence de la taille et de la composition chimique de
ces derniéeres, ainsi que d’autres facteurs qui favorisent leur accumulation et leur

potentiel toxique. Le schéma ci-apres (figure 51) résume la méthodologie générale

de nos travaux de thése.
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C. Techniques analytiques pour la caractérisation

des particules

1. Analyses physiques des particules

Les analyses physiques ont consisté en la détermination de la granulométrie

et de la surface spécifique des particules.

1.1 Distribution granulométrique des particules
Principe

Le principe de la granulométrie par diffraction laser se repose sur la théorie
de la diffusion de Mie. Elle prend en considération I'ensemble des phénomeénes
optiques liés a la diffusion des particules (diffraction, réfraction, réflexion). Le
calcul de l'image de diffusion dépendra dans ce cas non seulement de la
distribution granulométrique théorique considérée, mais également de la nature

du matériau diffusant, par I'intermédiaire de ses propriétés optiques (figure 52).

®
[}
[J
[
Laser Défocalisation Cellule Lentille de Détecteur
d’analyse Fourier

Figure 52 : Principe de la granulométrie laser
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Protocole

Les échantillons de particules (environ 20 mg) ont été solubilisés dans 50 mL
d’eau ultrapure. Ces particules sont dispersées aux ultrasons dans une phase
aqueuse (Beckman Coulter LS 13 320 MW - Universal Liquid Module, France). Elles
sont ensuite exposées a une lumiere quasi monochromatique : rayonnement laser.
Les intensités regues aux différents angles par photodiodes en silicium sont
numérisées. Ce granulometre a une capacité de mesure comprise entre 0,017 et
2000 pm. L’obscuration du faisceau est comprise entre 8 et 12 %. Les données sont
traitées par le logiciel LS 3.01, en prenant en compte d’'une part les indices de
réfraction et d’adsorption des particules et d’autre part I'indice de réfraction du
milieu dispersant (milieu aqueux). La distribution granulométrique est modélisée

par une loi log-normale.

1.2 Réactivité des particules
Principe

La détermination de la surface spécifique repose sur l'adsorption de gaz a
basse température. Ce phénomene d'adsorption s'effectue grace a des forces dites
faibles ou secondaires (forces de Van der Waals) a la surface des particules; ces
forces agissent vers l'extérieur, notamment sur des molécules de gaz qui
entoureraient I'échantillon a analyser. Selon le modele BET (Brunauer, Emmet et
Teller) du 1938, il est possible d’établir la surface accessible d’'un matériau,

exprimée en m?/g, et évaluer ainsi une certaine capacité d’adsorption (figure 53).

1 2 3
o
®
o o
o e
o L ® | o @ \ o
i o i
\A\Df—’\
Dégazage de I'échantillon Adsorption de I'azote Libération de I'azote par
gazeux sur Péchantillon chauffage de I'échantillon
refroidi et détection

Figure 53 : Méthode BET pour la détermination de la surface spécifique
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Protocole

Les différentes mesures ont été réalisées sur un sorptometre Quantasorb
(Ankersmit). Une masse d’échantillon comprise entre 30 et 50 mg a été introduite
dans une microcellule en verre, qui sera insérée sur les canalisations de 'appareil.
En un premier temps, I'échantillon a été dégazé sous flux d’azote pur (N60:
99,999 %) a une température comprise entre 150 et 200 °C pendant 30 a 60
minutes, afin de sécher I'échantillon et d’évacuer les impuretés présentes sur sa
surface. Une fois refroidi, I'échantillon a été balayé par un mélange d’azote (30 %
gaz adsorbant) dans d’hélium (70 % gaz porteur inerte), utilisé pour effectuer
I'adsorption de molécules d’azote a basse température (77 K soit -196 °C). La
quantification du nombre de molécules adsorbées lors de cette étape a été
déterminée a la suite de I'étape de désorption (lorsque I’échantillon est retiré de
I'azote liquide puis réchauffé dans de I'’eau) effectuée a température ambiante et
suivie par un catharometre de haute sensibilité (mesure de la variation de la
conductivité thermique du flux gazeux résultant des changements de
concentration de l'adsorbant). L’aire des pics obtenue est proportionnelle a la
quantité d’azote retenue a la surface puis désorbée lors de la remontée en
température de 'azote liquide. Dans le calcul de l'aire spécifique, il a été tenu
compte que chaque molécule d’azote adsorbé occupait théoriquement une surface
de 16,2 A% (= 16,2.10-20 m2). Le calcul de I'aire spécifique est réalisé par rapport au

témoin d’azote (Volume de calibration : 0,5 mL) suivant les formules :

S= 3,98(1-P/B AV
A cal
s= S
Mg

St : Surface théorique P atm : Pression atmosphérique (760 mm Hg)
S : Surface spécifique (en m?/g) A : Aire adsorption de I'échantillon
Po:Patm+ 15 Aca : Aire adsorption du calibrateur
P: Xn2 * P atm Veal : Volume calibration (en mL)
Xnz2: 0,3 (30 % N2) Mk : masse échantillon dégazée (en g)

Conditions : 3 bars (He), 2 bars (N3), Intensité (140 A), Atténuation (8 oul6)
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2. Analyses chimiques des particules

L’analyse chimique des particules regroupe la caractérisation des métaux,
COVs, HAPs, espéces ioniques et élémentaires, et acides gras adsorbés sur les
particules ainsi que la détermination des composés contenus dans les échantillons

d’essence.

2.1 Caractérisation des métaux
Principe

Les métaux et les éléments traces métalliques (ETM) ont été analysés par
spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (ICP-MS). Le principe
fondamental consiste a injecter au niveau du faisceau ionique de I'ICP-MS, un gaz
spécifique qui devra interagir avec linterférent ou lanalyte (figure 54).
L’échantillon introduit sous forme liquide est dispersé en tres fines gouttelettes
(de I'ordre de 10 pm) a l'aide d'un nébuliseur. Ces gouttelettes sont ramenées au
centre de la torche a plasma, alimentée par de I'argon ou les températures variant
entre 6000 et 8000 °C vont permettre I'ionisation compléte de I’échantillon sous
forme de cations monovalents. Une interface, composée de deux cones (un cone
échantillonneur et un cone écréteur) suivie d’'une série de lentilles, permet
d’éliminer les photons et les neutrons et de focaliser les cations vers le quadripole
ou ils seront séparés en fonction du rapport de leur masse atomique sur la charge
(m/z). Cette technique dispose d’'une grande sensibilité aux éléments réfractaires.
L’utilisation d'un gaz de collision ou réaction permet I'élimination des
interférences spectrales isobariques ou polyatomiques par les collisions ou les

réactions engendrées au sein du faisceau ionique.
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Figure 54 : Principe de fonctionnement de I'ICP-MS

Protocole

Traitement des échantillons: Les échantillons de particules ont subi
d’abord une minéralisation a l'aide d'un digesteur (MARS 5 XPRESS, CEM
Corporation). En effet, une masse d’échantillon d’environ 20 mg a été introduite
dans un réacteur en téflon avec un mélange concentré d’acides nitrique (HNO3,
2 mL) et perchlorique (HClOs4, 1 mL). Un «blanc » constitué du mélange d’acides
seul est également inclus dans chaque série de minéralisation. Les réacteurs
contenant les échantillons ainsi que celui du blanc sont ensuite hermétiquement
fermés puis introduits dans le digesteur (four micro-onde). Un programme

variable de parameétres (puissance 1600 W, température 180 °C et pression 24
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bars, durée de digestion 20 min) avec une montée progressive en température et
en pression permet de détruire la matrice et de solubiliser totalement les divers
éléments adsorbés sur les particules. Les solutions obtenues aprés minéralisation
sont filtrées sur filtre cellulose (0,45 pm, Whatman) puis diluées avec de I'eau
ultrapure a 50 mL. Les dilutions ainsi obtenues sont analysées par I'ICP a travers
une injection dans le pasma, sous la forme d'un fin aérosol, généré par un

nébuliseur.

Conditions d’analyse: L’ICP-MS utilisé est de modele Varian 820-MS,
équipée d’'une interface a collision/réaction afin d’éliminer les interférences par
injection de gaz simples (hydrogene Hz, hélium He) dans le plasma lors du passage
a travers les orifices des cones. Ce modele permet l'analyse précise et rapide des
éléments en traces et ultra-traces. La calibration de I'appareil est réalisée a I'aide
d’un standard multi-élémentaire commercial a 10 ppm (mélange de 33 éléments -
SCP33MS, SCP Sciences-Quebec, Canada) dilué dans une matrice HCIO4/HNO3 de
concentration équivalente a celle des échantillons a analyser. La gamme
d’étalonnage est de 0 a 50 ppb. L'instrument dispose d'un multiplicateur
d'électrons comme systéeme de détection/amplification du signal. Les éléments
recherchés sont : Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Ce, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, La, Li, Mg, Mn,
Mo, Na, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, T, V, Zn.

2.2 Composition ionique des particules
Principe

L’analyse des especes ioniques a été réalisée par chromatographie ionique
(CI) dont le principe repose sur les propriétés des résines échangeuses d’ions qui
permettent une fixation sélective des anions ou des cations présents dans une
solution. Les ions sont entrainés par une phase mobile (éluant) et séparés par la
phase stationnaire. Selon que l'interaction électrostatique entre la résine de la
colonne et les ions a séparer est plus ou moins forte, la séparation se fera plus ou
moins facilement. La détection spécifique des composés ioniques a partir de leur

caractére polaire est rendue difficile par leur faible concentration, au regard de
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I'abondance des ions présents dans la phase mobile. L'emploi d'un suppresseur est
alors nécessaire pour convertir 1'éluant fortement ionique en une espece
électriquement neutre. Ce qui permet un gain considérable de sensibilité avec une
diminution du bruit de fond et une augmentation du signal des especes a analyser.
Un éluant circulant en permanence sur la colonne, permet une séparation
progressive des ions en fonction de leur taille, leur charge et leur degré
d’hydratation. Chaque espece ionique est ainsi séparée et détectée par
conductimétrie a la sortie de la colonne (figure 55). La concentration de 1'espéce
ionique dans la solution est directement proportionnelle a la conductivité.
L’identification des ions est réalisée par comparaison des temps de rétention
relevés pour des ions présents dans les échantillons avec ceux correspondant a des

étalons externes.

Pré-colonne | “

Colonne de

séparation Suppresseur
chimique

Injecteur
(échantillon)

G Détecteur

Eluant
(phase mobile)

== I:I

e =

Figure 55 : Schéma simplifié d’'une chromatographie ionique

Protocole

Traitement des échantillons : Les échantillons de particules collectés sont
lixiviés dans 5 ou 10 mL d’eau ultrapure sous ultrasons pendant 30 minutes.
Ensuite, le lixiviat chargé des ions solubilisés est filtré sur filtre millipore en
cellulose de 0,45 pm et conservé a 4°C avant analyse. Le filtre usagé et les

particules lavées sont a nouveau lixiviés dans de I'eau ultrapure et le nouveau
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lixiviat est traité comme précédemment. Cette procédure est reconduite 6 fois
pour s’assurer que la totalité des ions hydrosolubles adsorbés a la surface des
particules prélevées a bien été suffisamment solubilisée. Les différents lixiviats
sont ensuite analysés par CI. Il est a noter que l'optimisation de la méthode
d’extraction a montré qu'un minimum de 4 lixiviations était nécessaire pour

extraire plus de 95 % des ions majeurs.

Conditions d’analyse : L’analyse simultanée des anions (F°, CI, NO3™ et
S0427) et des cations (Na*, NHs*, K*, Mg?* et Ca2*) solubles a été réalisée sur une
chaine anionique DX100 et une chaine cationique ICS900 de marque DIONEX. Les
anions sont déterminés par un suppresseur électrochimique de type ASRS-ULTRA
I et les cations par un suppresseur CSRS 300. La gamme est comprise entre de 0,5

a 100 ppm et est réalisée comme suit :

» étalonnage anion : NaF, NaCl, NaNO3z et NazSO0s4,
» étalonnage cation : NaCl, KCl, NH4Cl, MgCl; (6H20) et CaCl2.

L’éluant anionique est constitué de Na;CO3 (3,5 mM) et de NaHCO3 (1 mM) et
passe a travers la précolonne (Ion Pac AG14A, 4x50 mm) et ensuite par la colonne
(Ion Pac AS14A, 4x250 mm) avec un débit de 1,2 mL/min. Celui cationique est
préparé a partir de 20 mM d’acide méthane sulfonique (CH3SO3H) qui alimente la
précolonne cationique (Ion Pac CG12A, 4x50 mm) puis la colonne (Ion Pac CS12A4,

4x250 mm) avec le méme débit. 25 pL de chaque lixiviat ont été injectés dans la CI.

2.3 Caractérisation des composés organiques et aromatiques polycycliques
Principe

La détermination des composés organiques et aromatiques polycycliques
s’est basée sur la technique couramment utilisée en chimie analytique qu’est la
chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS). Cette
technique permet de séparer des molécules d'un mélange plus ou moins complexe

de caractéristiques physicochimiques diverses. Elle s'applique principalement aux
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composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans étre
dénaturés. L'échantillon injecté, est vaporisé a l'entrée de la colonne
chromatographique et ses composés sont séparés en fonction de leur affinité avec
la phase stationnaire. La ligne de transfert chauffée a 310 °C permet le passage des
composés en phase gazeuse dans la chambre d’ionisation du spectrometre de
masse ou un filament chauffé (280°C) va les ioniser grace a un faisceau
d’électrons. A ce stade, tout composé formé de molécules conduit 4 un mélange
statistique d’ions de fragmentation. Un champ magnétique sépare les ions ainsi
formés en fonction de leur masse et les dirige vers le détecteur (figure 56). L’étude
des trajectoires suivies, dans une enceinte ou regne un vide poussé, permet de
déterminer la nature des ions en fonction de leur masse/charge (m/z). Le
détecteur traduit 'empreinte de chaque composé sous forme de spectre masse,
représentant 'abondance de chaque ion formé, suivant son rapport masse/charge.
Il traduit, en intensité, la présence du trés grand nombre d’especes individuelles
semblables, apparues a partir de la quantité de tout échantillon soumis a cette
analyse. En opérant dans les mémes conditions, ce spectre est reproductible et
caractéristique du composé. La quantification absolue est effectuée par étalonnage

externe via l'injection de standards.

Chromatographe de gaz
Seringue
Gaz / Injecteur
vecteur A1 Source Amplificateur
d’ions  Analyseur  d@’électrons

/

> Lﬂuz:/ {Dé.m, HM

Lignedetransfert | 2

Chromatogramme
Lentilles de focalisation

| Spectromeétre de masse |

Figure 56 : Schéma illustrant les différentes parties de la GC-MS
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Protocole

Les protocoles utilisés ont été préalablement expérimentés puis validés de
maniere a réaliser simultanément I'analyse des COVs, des HAPs, des acides gras et
des paraffines. Une méme prise d'essai dédiée pour les composés organiques a
d’abord été désorbée thermiquement pour atteindre les composés les plus volatils,
puis ces mémes particules ont été placées dans un extracteur soxhlet pour extraire
les composés semi et non volatils par I'intermédiaire d’'un solvant. Les composés
légers ont été analysés par GC-MS (modele Briiker EM640). Les composés lourds
ont été quantifiés par un chromatographe de gaz (Varian 3800) couplé a un

spectrometre de masse (Varian 1200 TQ).

Conditions analytiques des composés Iégers : Dans un premier temps, des
cartouches de verre sont préparées en intercalant ’échantillon de PM (environ
20 mg) avec de la laine de quartz a chaque extrémité, celle-ci est préalablement
purifiée dans un four a 500 °C pendant 6 heures (la qualité de cette purification a
tout d’abord été vérifiée en réalisant un blanc de cartouche). Les cartouches sont
placées dans le désorbeur thermique intégré a la GC-MS chauffé a 220 °C. Le temps
de désorption est de 3 min et la durée d’analyse est d'une heure. Les conditions ont
été optimisées afin de désorber que les composés les plus volatils sans atteindre

les semi-volatils et les composés lourds.

Conditions analytiques des composés lourds : Apres la désorption, les
mémes échantillons de particules sont récupérés et introduits dans une cartouche
(cellulose) puis dans un soxhlet afin d’extraire les composés organiques lourds. Il
s'agit d'une extraction solide-liquide, reposant sur le principe de la percolation
d’un solvant a travers un échantillon solide contenu dans une cartouche poreuse.
Le corps de l'extracteur (i.e. le soxhlet), comprenant la cartouche, est fixé sur un
ballon contenant le dichlorométhane. Le solvant est vaporisé puis condensé, et
reste en contact avec le solide. La solution est soutirée périodiquement par
I'amorgage d'un siphon. La solution du ballon s'enrichit petit a petit en soluté et le

solide est toujours mis en contact avec du solvant fraichement distillé (figure 57).
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Le dichlorométhane (100 mL) permet de préserver l'intégrité de la matiere
organique adsorbée a la surface des particules. L’ébullition du solvant est effectuée
pendant 16 heures. L’extrait obtenu est concentré sous flux d’azote a 2 mL voire
200 pL et 1 pL est injecté (split de 1:20) en automatique dans la colonne capillaire
(VF-5 ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) de la GC-MS et véhiculé par un gaz vecteur
(He). La durée d’analyse est d’'une heure, la température de la source est de 280 °C
et la tension de l'impact électronique est de 70eV. Les composés ont été

recherchés entre 40 et 350 unités de masse.

Sortie de l'eau de
refroidissement

Condensateur =——p

Entrée de I'’eau de
refroidissement

<+ Tube d’adduction
Hautsiphon —=—p
Cartouche
Sortie siphon
Ballon a col rodé

Figure 57 : Représentation schématique d’un extracteur soxhlet
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2.4 Analyse élémentaire des particules
Principe

L'analyse élémentaire permet la détermination de la composition
centésimale d'une substance. Elle certifie de sa structure et de sa pureté. La
technique est basée sur la méthode classique de Dumas. L’échantillon contenu
dans une petite capsule d’étain est introduit automatiquement dans un réacteur
constitué par un tube vertical en quartz maintenu a la température de 1000 °C et
dans lequel passe un courant d’hélium (figure 58). A I'introduction de I'échantillon,
le courant d’hélium est automatiquement enrichi par une quantité déterminée
d’oxygene pur (99,9995 %), provoquant ainsi la combustion éclair (flash) de la

capsule et de I’échantillon.

Passeur
automatique

3% g Combustion Flash

1 2
Détecteur 'l /l| 3
TCD

Colonne GC

Figure 58 : Schéma simplifié de 'analyseur CHNS
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Les gaz de combustion entrainés par le courant d’hélium passent sur un catalyseur
d’oxydation (oxyde de cuivre) qui les transforme en CO2, H20, SOz, SO3, NxOy. Ces
gaz passent alors sur un deuxiéme catalyseur (cuivre réduit) qui va réduire les
oxydes d’azote en azote élémentaire, le SO3 en SO et piéger I'excés d’oxygene. A la
sortie du tube, on trouve en plus du gaz vecteur hélium, les gaz N2, SOz, CO2 et Hz0.
Les produits non dosés sont piégés. Les gaz obtenus sont alors séparés dans une
colonne de chromatographie et quantifiés par un détecteur a conductibilité

thermique. Le signal obtenu est amplifié puis traité par I'informatique.

Protocole

L'appareil d'analyse élémentaire CHNS/O (FlashEA 1112 équipé de deux
injecteurs MAS200R, Thermo Fisher Scientific) a permis de doser le carbone,
I'hydrogene, 1'azote et le soufre dans les échantillons de particules. Les analyses
sont effectuées avec une masse d’environ 1 mg de particules piégées dans la
capsule en étain avec ~1 mg de vanadium pentoxyde (catalyseur du soufre). La
capsule enroulée est ensuite introduite dans le four (température de 950 °C) a
I'aide d'un passeur automatique. Le débit du gaz vecteur (He) est de 140 mL/min
et les pressions sont de 250 kPa (He) et 220 kPa (02). La colonne de séparation
(PTFE, 2 m, 6x5 mm) de la GC est chauffée a 70 °C. Le standard utilisé est le
sulfanilamide (CsHgN202S) traité dans les mémes conditions que les échantillons.
Apres une premiere analyse, chaque échantillon de particules est incinéré a 450 °C
puis analysé a nouveau. Ceci permet de déterminer le carbone organique et le
carbone minéral contenus dans les particules. Les résultats sont validés pour trois

essais minimum.
3. Analyse des essences

Les échantillons d’essence ont été analysés par un chromatographe de gaz
(Varian 3800) couplé a un spectrometre de masse (Varian 1200 TQ). Les essences
ont été injectées directement dans les mémes conditions d’analyse que celles
décrites précédemment. L'identification des composés est effectuée a partir du

mode TIC (Total lon Current).
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D. Parametres biologiques étudiés

1. Préparation des suspensions particulaires

Chaque échantillon de particules est pesé en fonction de la gamme de
concentration a préparer. La concentration de la suspension de particules tient
compte de la surface du puits de microplaque de culture ou des flacons de culture
et s’exprime en pg de PM/cm2. Les particules prélevées sont solubilisées dans du
milieu de culture supplémenté. La suspension mere a été traitée avec de la
fongizone pour une concentration finale de 1 % (v/v) dans les puits ou les flacons

et mise sous ultrasons pendant 5 a 10 minutes avant I'exposition.

2. Culture cellulaire

Les cellules BEAS-2B ont été ensemencées dans des microplaques de
culture stériles (6 ou 96 puits) ou encore dans des flacons de culture stériles
(150 cm?) dont la surface d’adhérence a été prétraitée (Cell Coated ; Corning, USA).
Le traitement de Corning® CellBIND®, est un traitement de surface physique
intégrant un micro-onde a haute énergie, une chambre sous vide et un mélange de
gaz (azote/oxygene) afin de créer un plasma tres réactif. Ce dernier va pénétrer
dans tous les interstices des flacons en polystyrene a traiter dans le but
d’augmenter leurs tensions superficielles (hydrophilie) favorisant ainsi la

dispersion et I'adhérence des cellules.

Le milieu de culture utilisé est un milieu défini: Bronchial Epithelial cell
Basal Medium (BEBM; Lonza; USA) (500 mL) supplémenté avec de l'insuline
(0,5mL), de l'extrait d’hypophyse de beeuf (2 mL), hydrocortisone (0,5 mL), du
sulfate de gentamicine, de I'amphotéricine (GA-100) (0,5 mL), de I'acide rétinoique
(0,5mL), de la transferrine (0,5mL), du triiodothyronine (0,5mL), de

I'épinéphrine (0,5 mL), et du facteur de croissance épidermique recombinant
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humain (hEGF) (0,5mL). Les cellules en culture ont été incubées dans des
conditions de culture classiques (T =37 °C ; CO2=5 % ; atmosphere saturée en
humidité). Des passages successifs ont été réalisés afin d’obtenir, a partir d’'une
méme ampoule de cellules meres, un nombre suffisant de cellules en phase
exponentielle de croissance, pour pouvoir appliquer notre protocole d’exposition.
Les cellules en culture ne doivent pas excéder 80 % de confluence pour initier la

différenciation cellulaire (risque potentiel de modifications physiologiques).

3. Méthodes d’évaluation de la viabilité des cellules

Les cellules BEAS-2B ont été ensemencées dans des microplaques de
culture a 96 puits. La cinétique d’exposition observée était de 24, 48 et 72 h. Cette
cinétique nous a conduit a utiliser trois microplaques par échantillon de particules.
Chaque puits a été ensemencé avec 10x103, 5x103 et 2,5x103 cellules dans 200 pL
de BEGM, respectivement pour 24, 48 et 72 h. Dans chacune des microplaques,
8 puits ont été exposés pour chaque concentration de la gamme (1,5; 3; 6; 12;
24 ; 48 et 96 ng/cm?2), 16 puits ne contenant que de BEGM ont été considérés
comme des témoins négatifs, et 8 puits contenant du Triton X100 (2 % v/v) ont
servi de témoins positifs de mortalité (figure 59). La cytotoxicité a été évaluée
grace a trois méthodes complémentaires, visant a étudier la perméabilité

membranaire, le métabolisme mitochondrial et la prolifération cellulaire.

Chaque test de cytotoxicité a fait 'objet d’'une observation en microscopie
optique inversée (Olympus XKX41 ; Clara vision ; France) muni d'une glissiére de
contraste de phase pré-centrée (IXS2-SL ; Clara Vision). Une acquisition d’'images a
été réalisée a l'aide d’'une caméra numérique couleur (Scion CFW-1310C; Clara

Vision) et du logiciel Perfect Image (Clara Vision).
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Figure 59 : Schéma de microplaque pour I'étude de la cytotoxicité

3.1 Evaluation de l'intégrité et de la perméabilité membranaire
Principe

L’intégrité et la perméabilité membranaire ont été évaluées par dosage de la
lacticodéshydrogénase ou lactate déshydrogénase (LDH), enzyme cytosolique
stable impliquée dans la fermentation lactique, relarguée par les cellules dans le
milieu extracellulaire lorsqu’elles subissent des dommages membranaires. Le
principe du test repose sur la catalyse par la LDH de l'oxydation du lactate en
pyruvate, qui est associée a la réduction de son co-facteur, le NAD* en NADH+H?*,
qui se régénere en réduisant un sel de tétrazolium (2-[4-iodophényl]-3-[4-
nitrophényl]-5-phényltétrazolium chloride) en un composé formazan chromogene,
dont I'absorbance est déterminée par spectrophotométrie a la longueur d’onde test
de 490 nm (longueur d’onde de référence: 630 nm) grice a un lecteur de

microplaques (MRX ; Dynatech laboratories, France).
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Protocole

La détermination de l'activité enzymatique de la LDH extracellulaire est
réalisée sur les surnageants (100 pL/puits), prélevés dans les microplaques de
culture avant la mesure de 'activité de la Déshydrogénase mitochondriale (DHm),
grace au Cytotoxicity detection kit (LDH; Roche Applied Science, Allemagne)
suivant les instructions du fabricant. La courbe d’absorbance obtenue reflete
I'augmentation de la libération de la LDH a I'extérieur des cellules indiquant de ce
fait la perturbation de I'intégrité et/ou de la perméabilité membranaire causée par

les particules.

3.2 Evaluation de l'activité mitochondriale
Principe

La mesure de 'activité de la Déshydrogénase mitochondriale a été effectuée
en utilisant le test de cytotoxicité WST-1 (Roche Applied Science, Allemagne). Ce
dernier consiste a étudier la transformation par clivage enzymatique d'un sel de
tétrazolium (4-[3-(4-lodophényl)-2-(4-nitrophényl)-2H-5-tétrazolio]-1,3-benzene
disulfonate) en un composé formazan chromogene, dont l'absorbance est
déterminée par mesure spectrophotométrique a la longueur d’onde de 450 nm
(longueur d’onde de référence: 630 nm) grace a un lecteur de microplaques

(MRX; Dynatech laboratories, France).

Protocole

L’activité enzymatique de la Déshydrogénase mitochondriale (DHm) a été
déterminée dans les puits des plaques apres prélevement de surnageants pour
I'étude de la LDH. Le kit utilisé est commercialisé par Roche Applied Science
(Allemagne) et le test a été effectué suivant les instructions du fabricant. La
cinétique obtenue traduit la diminution de I'activité de la DHm engendrée par les

particules.

137



Chapitre 2 : Démarche expérimentale

3.3 Evaluation de la prolifération des cellules
Principe

La prolifération cellulaire est directement corrélée a I'incorporation de la 5-
bromo-2'-désoxyuridine (BrdU), un analogue de la thymidine qui s'incorpore dans
le matériel génétique pendant la phase de synthese de I'ADN, lors de la réplication.
C'est est un reflet de l'activité mitotique qui renseigne sur la prolifération
cellulaire. Le principe de ce test de cytotoxicité consiste en 'immunodétection par
fixation d’'un complexe anticorps anti-BrdU conjugué a une péroxydase sur la BrdU
incorporée a [I'ADN des cellules exposées. La conversion de la
tétraméthylbenzydine par la péroxydase est quantifiée par une mesure
spectrophotométrique a 370 nm (longueur d’onde référence : 490 nm) grace a un

lecteur de microplaques (MRX ; Dynatech laboratories ; France).

Protocole

Le test de cytotoxicité de I'incorporation de la BrdU dans I'’ADN a été realisé
a l'aide du kit « Cell proliferation ELISA BrdU (colorimetric) » (Roche Applied
Science, Allemagne) suivant les instructions du fabricant. Les cellules contenues
dans les puits de microplaque ont été exposées simultanément aux suspensions de
particules et a la solution de BrdU contenue dans le Kit (20 uL/puits, 40 pL/puits
et 60 pL/puits, respectivement pour 24, 48 et 72 h). La courbe d’absorbance
obtenue représente la diminution de l'incorporation de la BrdU, et donc la

diminution de la prolifération cellulaire engendrée par les particules.

L’étude des trois tests complémentaires de cytotoxicité nous a permis de
travailler a une concentration modérée de suspension particulaire (3 ug/cm? < Clzg <
12 pg/cm?) afin d’obtenir suffisamment de cellules pour l'étude des différents

parameétres toxicologiques.
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4. Méthodes d’évaluation des atteintes cellulaires

4.1 Expression des genes impliqués dans la métabolisation des composés

organiques

La détermination de l'expression génique des enzymes impliquées dans
'activation métabolique de la fraction organique des particules atmosphériques a

été effectuée par la méthode de la RT-qPCR en temps réel.

Principe

La méthode de real-time quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR, PCR
quantitative en temps réel), précédée d'une étape de Rétro-Transcription (RT) des
ARNm contenus dans les cellules, permet la détermination du niveau d’expression
de geénes cibles dans les cellules et la comparaison de ces niveaux entre les
différentes expositions. Cette méthode comprend plusieurs étapes permettant

successivement :

+ l'extraction des ARN (ici sans purification)
+ larétro-transcription des ARNm en ADNc (RT)

+ l'amplification et la quantification des ADNc (qPCR)

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé la chimie TagMan®. Cette
derniere repose sur l'utilisation, pour chaque gene cible, d’'un couple d’amorces
(primers) et d’'une sonde (probe) spécifiques. Les amorces sont choisies a la
jonction exon-exon, évitant ainsi 'amplification d’'un éventuel ADN génomique
résiduel et assurant la spécificité de la réaction. La sonde est associée a un « Minor
Groove Binder » (MGB®), qui augmente la température de fusion (Tm) de la sonde
et stabilise son interaction avec la matrice d’ADN. Il est ainsi possible d’utiliser des
sondes de plus petite taille, constituées de 12 a 20 bases contre 25 a 30 pour les
sondes TagMan® classiques. La méthode gagne alors en sensibilité, car l'efficacité

du quenching est améliorée par la faible longueur de la sonde. La sonde MGB®
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permet également d’éviter au maximum les mésappariements, ce qui accroit leur

spécificité (figure 60).

MGB
5 M 3

A. La sonde est composée de 12 a 20 bases, auxquelles sont ajoutés un Rapporteur (R)
en 5’ et un Quencher (Q) en 3’ qui empéche le rapporteur d’émettre sa fluorescence. Le
Minor Groove Binder (MGB) est également situé en 3’, associé au quencher. Dans un
souci de simplification, le MGB n’est plus représenté dans les étapes suivantes, mais
reste associéau quencher.

s 2.2

B. Hybridation et début de 1'élongation, la Taq polymérase progresse le long du brin.
Lorsque la sonde Tagman® est hybridée, la fluorescence du rapporteur est quenchée.
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C. Poursuite de I’élongation, I'activité 5’>3" exonucléase de la Taq polymérase permetle

clivage progressif de la sonde, libérant le rapporteur. Le rapporteur n’est alors plus
quenché et devient fluorescent.
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D. Fin de I’élongation, la sonde TagMan® est totalement dégradée.

Figure 60 : Structure et principe de fonctionnement de la sonde TagMan®
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Protocole

Exposition des cellules : Les cellules BEAS-2B ont été ensemencées dans des
microplaques de culture stériles (6 puits) dont la surface d’adhérence a été
prétraitée (Cell Coated ; Corning, USA), contenant 1,5 mL de milieu de culture
BEBM (Lonza ; USA) supplémenté, a raison de : 250x103, 125x103 et 62,5x103
cellules/puits, respectivement pour les temps d’exposition de 24, 48 et 72 h. Vingt-
quatre heures apres ensemencement, les cellules ont été exposées aux différentes
particules atmosphériques 3 des concentrations de 3 et 12 pg/cm?2. A l'issue de
chaque temps d’exposition (i.e. 24, 48 et 72 h), les surnageants de culture ont été
retirés et chaque puits a été rincé avec 2 mL de PBS frais (phosphate-buffered
saline; 0,01 M - pH 7,2). Les microplaques ont été immédiatement congelées a -
80 °C pour l'étude de l'expression génique des enzymes impliquées dans la
métabolisation des HAPs et des COVs ainsi que l'expression génique des

médiateurs de I'inflammation que sont le TNF-q, I'IL-1, I'lL-6 et I'IL-8.

Preélevements des cellules : Les microplaques ont été retirées de - 80 °C, puis
sur la glace, on ajoute 250 pL de PBS frais dans chaque puits. A 'aide d’un grattoir
stérile, les cellules ont été récupérées dans des tubes PCR et 5 pL. de chaque puits

ont servi a 'expression génique.

Conditions d’analyse : Nous avons quantifié les ARNm de sept XRE cibles
(CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1, NQO1, AhR, ARNT, AhRR) dans des cellules exposées
ou non. Pour ce faire, nous avons utilisé le kit TagMan® Gene Expression Cells-to-

Ct™ (Life Technologies) en suivant les instructions du fournisseur.

L’extraction des ARN a été réalisée en ajoutant 50 uL. de tampon de lyse
contenant 1 % (v/v) de DNase I dans chaque tube contenant les 5 uL de cellules.
Apres 5 min d’incubation a température ambiante, la réaction a été arrétée par
I'ajout de 5 pL de solution stop suivie d’'une incubation de 2 min a température
ambiante. Les lysats cellulaires ont ensuite été placés sur la glace puis déposés

dans une plaque 96 puits pour la RT.
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La RT a été réalisée a partir de 5 uL de lysat cellulaire ou d’eau nuclease free
(controle négatif de RT) auxquels ont été ajoutés 20 uL. de mélange réactionnel

contenant :

«+ 12,5 uL de RT Buffer 2X
+ 1,25 pL. de RT Enzyme Mix
+ 6,25 pL d’eau ultrapure.

La RT a été réalisée en utilisant le thermocycleur 7500 Fast Real-Time PCR

System (Life Technologies) programmé comme suit :

+ 60 min a 37 °C (rétro-transcription)
+ 5 mina95 °C (inactivation)

+ maintien a 4 °C.

Les produits de RT ont ensuite été répartis sur différentes plaques pour
procéder aux PCR. Les plaques n’étant pas utilisées immédiatement ont été

stockées a - 20 °C.

La PCR a été réalisée a partir de 2 pL. d’ADNc (échantillons ou contrdle de RT)
ou d’eau ultrapure (contrdle négatif de PCR) auxquels ont été ajoutés 18 pL de
meélange réactionnel contenant :

+ 10 pL de TagMan® Fast Universal PCR Master Mix 2X
+ 1 uL de TagMan® Gene Expression Assay, spécifique de la cible :
» ARN 18S: référence Hs99999901_s1 (controle endogene)
CYP1A1 : référence Hs00153120_m1
CYP1B1 : référence Hs00164383_m1
NQO1 : référence Hs00168547_m1
AhR : référence Hs00169233_m1
ARNT : référence Hs01121918_m1
> AhRR: référence Hs01005075_ m1

YV V. V V V

+ 7 uL d’eau ultra-pure.
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La PCR a été réalisée sur le méme appareil que la RT, configurée en mode

« Fast », selon le protocole suivant :

+ 20 sa95°C (activation de la Taq polymérase)

+ 40 cycles d’amplification :

» 3s5a95°C (dénaturation)

» 30sa60°C (hybridation-élongation & collecte des données).

Analyse des résultats : Les résultats de I'amplification ont été visualisés en
temps réel et exprimés sous la forme de ARn (différence entre l'intensité de
fluorescence émise par le rapporteur et le bruit de fond de fluorescence) en
fonction du nombre de cycles d'amplification. Pour chaque geéne, le cycle seuil
(Cycle threshold, Ct), défini comme le nombre de cycles d'amplification
permettant une augmentation significative de l'intensité de fluorescence au-dela
de la ligne de base, a été déterminé grace au logiciel Sequence Detection Software

v.2.0.3.

Les calculs ont ensuite été réalisés selon la méthode des 2-2ACt décrite par
Livak et Schmittgen (Livak and Schmittgen, 2001). La valeur du Ct correspondant a
I'ARN 18S, utilisé comme controle endogene, a été retranchée au Ct du gene cible

pour obtenir le ACt pour chaque cible et chaque échantillon de cellules :

ACtéchantillon = Ctcible — Ctigs

Utiliser cette valeur lors des calculs ultérieurs rend possible les
comparaisons entre les résultats des différentes expositions. En effet, ’ARN 18S est
exprimé de maniere forte et ubiquitaire. Son ADNc peut donc étre utilisé pour
normaliser les résultats, afin de s’affranchir d’éventuelles variations de qualité des

ARN et/ou d’efficacité de RT.
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Le facteur d'expression relative (RQ) a été calculé pour chaque géne et pour
chaque temps d'exposition par rapport aux cellules non-exposées selon la

formule :

RQ = Z'AACt, avec AACt = ACtexposition - Athellules_non-exposées

Les résultats sont exprimés a partir de cinq répliquas biologiques.

4.2 Exposition des cellules aux particules pour I'étude du stress oxydant et de

I'inflammation
Protocole

Exposition des cellules : Les cellules BEAS-2B ont été ensemencées dans des
flacons de culture stériles (150 cm?) dont la surface d’adhérence a été prétraitée
(Cell Coated ; Corning, USA), contenant 30 mL de milieu de culture BEBM (Lonza ;
USA) supplémenté, a raison de : 4x106 2x106 et 1x10° cellules/puits,
respectivement pour les temps d’exposition de 24, 48 et 72 h. Vingt-quatre heures
apres ensemencement, les cellules ont été exposées aux différentes particules

atmosphériques a des concentrations de 3 et 12 pg/cm?2.

Prélévements de surnageant et des cellules: A Tissue de chaque temps
d’exposition (i.e. 24, 48 et 72 h), des aliquotes de surnageant de culture ont été
récupérés et immédiatement congelés a - 80 °C. Ces surnageants ont servi a la
détermination des protéines totales et de la sécrétion protéique des médiateurs de

I'inflammation que sont le TNF-a, I'IL-1f3, I'IL-6 et I'IL-8.

Le reste de surnageant des flacons a été retiré puis les cellules ont été
collectées et centrifugées a 200 g pendant 10 min. Les culots de cellules ont été
remis en suspension et lavés deux fois avec 4 mL de PBS frais (0,01 M ; pH 7,2)
puis aliquotés dans des tubes en tenant compte du nombre de cellules nécessaires
pour les différents parametres a étudier. Les tubes ont été centrifugés comme
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décrit précédemment. Les surnageants sont retirés et les culots de cellules sont

congelés immédiatement a - 80 °C.

4.3 Evaluation de la réponse oxydative des cellules

Les propriétés prooxydantes des particules anthropogéniques et la formation
d’espéces réactives de 'oxygene (ERO) participent a I'apparition de dommages
cellulaires et a l'induction de mécanismes physiopathologiques. Les ERO
constituent des entités chimiques certes réactives, mais indispensables au
métabolisme des étres vivants. Cependant, en cas de déséquilibre de I'homéostasie
redox cellulaire, la genese d'un stress oxydant peut engendrer de graves
conséquences déléteres sur les diverses macromolécules cellulaires (protéines,
lipides, ADN) produisant des molécules souvent toxiques que 'on retrouve dans

les fluides biologiques et qui constituent des biomarqueurs du stress oxydant.

Pour cette étude, nous nous sommes limités au dosage du malondialdéhyde

(MDA) et de la superoxyde dismutase (SOD) et du glutathion (GSSG/GSH).

4.3.1 Dosage du malondialdéhyde
Principe

Le stress oxydant induit par les particules atmosphériques peut résulter de
différentes sources notamment la production directe des ERO a la surface des
particules, des composés solubles tels que des métaux de transition ou encore des
composés organiques, le complexe NADH oxydase, etc. Certains composés de la
fraction inorganique des particules collectées, tels que le fer, sont a I'origine
d'altérations oxydatives cellulaires dont la peroxydation des lipides cellulaires qui
aboutit a la formation d’aldéhydes tres réactifs et donc extrémement toxiques tels
que le malondialdéhyde. En milieu acide (pH 3,5), a chaud (95-100 °C), le MDA
forme avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA), une base de Schiff

extractible par des solvants organiques absorbants a 532 nm.
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Protocole

Dans un culot cellulaire, on ajoute 200 puL de PBS (0,01 M ; pH 7,2) puis
100 uL de la suspension cellulaire ont été repris dans un tube en polypropyléne et
additionné a 1 mL d’acide d’HCI (0,1 M,). Apres agitation, 3 mL d’acétate d’éthyle
ont été ajoutés au mélange pour en extraire le MDA. Ce mélange est agité pendant
5 min puis les tubes sont centrifugés a 900 g a 4 °C pendant 10 min. Cette étape
d’extraction est répétée deux fois. La phase organique ainsi obtenue est récupérée
dans un tube en verre et évaporée sous flux d’azote jusqu’a 'obtention d’un extrait
sec. Ce dernier est reconstitué dans 100 pL. de méthanol puis ajouté au mélange
réactionnel contenant de TBA a 0,6% (m/v eau ultrapure) et d’acide
orthophosphorique (H3P0O4) au 1/100 placé dans un bain-marie a 100 °C pendant
30 minutes. Apres refroidissement, 50 pL de la solution colorée sont analysés par
HPLC (détecteur UV SPD-M20A, Shimadzu LC-20AD). La phase mobile est
constituée d'un mélange de tampon phosphate (KH2PO4, pH 6,8) et de méthanol
(60 % et 40 % en volume). La pompe est réglée a un débit de 0,5 mL/min avec une
température ambiante et une durée d’analyse de 3 min a une longueur d’onde de
532 nm. Les concentrations ont été collectées numériquement avec le logiciel LC

Solution Version 1.23.

4.3.2 Dosage de la superoxyde dismutase
Principe

La SOD est une enzyme qui catalyse la dismutation du radical superoxyde
(027) en peroxyde d'hydrogene (H202) et dioxygeéne (02), évitant ainsi la formation
de dérivés plus toxiques comme la peroxynitrite (ONOO) ou le radical hydroxyle
(OH™). L’activité de la SOD constitue un élément essentiel dans le systeme cellulaire
antioxydant pour protéger la matrice extracellulaire ainsi que les cellules des effets
déléteres de l'anion superoxyde (O:7) et ces dérivés. Elle constitue donc un
biomarqueur de la production de I'ion superoxyde cellulaire liée a I'exposition de

particules atmosphériques.
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Le principe repose sur l'oxydation de la xanthine en acide urique et en
peroxyde d’hydrogene par la Xanthine OxyDase (XOD). Les ions superoxyde (027),
géneéres lors de cette oxydation subissent la dismutation par la SOD, ce qui entraine
la conversion du NitroBlue Tetrazolium (NBT) en composé NBTdiformazan qui
absorbe a la longueur d’'onde de 550 nm. La SOD réduit la concentration en ions
superoxyde et, par conséquent, diminue la quantité de NBT-diformazan formée.
L’activité de la SOD présente dans I'’échantillon est dosée par mesure

spectrophotométrie.

Protocole

L’extrait cytosolique a été réalisé a partir d'un culot cellulaire (~ 5x10°6
cellules) traité avec du Tris-HCI frais (100 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM) sous ultrasons
pendant 5 min. La suspension est centrifugée a 10 000 g pendant 15 min a 4 °C. Le
surnageant est retiré et I'extrait cytosolique a été traité a I'aide du Kit « Superoxide
Dismutase Assay Kit» (R&D Systems Europe, Ltd. Abingdon, Royaume-Uni) en
suivant les instructions du fournisseur. La lecture de I'absorbance est faite a
550 nm et a chaque 30 secondes pendant 5 min avec un lecteur de plaques MRX

(Dynex technologies, France ; Logiciel : Revelation v3.2).

4.3.3 Evaluation du statut du glutathion

Le glutathion, tripeptide antioxydant indispensable a la défense cellulaire,
existe sous deux formes : une forme oxydée (GSSG) et une forme réduite (GSH). Le
calcul du ratio glutathion oxydé/glutathion réduit (GSSG/GSH) est une maniere
simple d’apprécier le niveau d'oxydation du couple GSSG/GSH. Alors, en
complément des dosages des parametres du stress oxydant, nous avons cherché a
mettre en évidence les concentrations en glutathion oxydé et réduit dans les
cellules BEAS-2B, apres traitement, a I'aide de la méthode chromatographique

(HPLC) décrite par Kand’ar et al. (2007).
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Les aliquotes de cellules BEAS-2B qui ont été réalisés précédemment et
maintenus a - 80 °C, ont été utilisés pour les analyses du ratio GSSG/GSH. Le
traitement pré-analytique concernant le dosage des glutathions réduit et oxydé a
été réalisé comme suit: Les protéines ont été précipitées par ajout de 280 pL
d’acide chlorhydrique froid (HCI, 0,1N) a 120 pL de surnageant. Apres sonication
pendant 10 min et centrifugation (15 000 g, 10 min, 4°C), la totalité du surnageant
est transféré dans un tube propre puis 100 pL sont injectés dans un systeme HPLC
(Shimadzu LC-20AD, Kyoto, Japon) équipé d'un détecteur UV a barrettes de diodes
(SPD-M20A) et d'un détecteur de fluorescence (RF-10AX2). Une pompe (P4000,
Spectra Physics) est raccordée au systeme en sortie de colonne afin de délivrer
I'acide orthophosphorique (OPA 0,15 %, m/v phase mobile), un agent de

dérivation fluorogénique a 0,5 mL/min.

La séparation des formes oxydées et réduites du glutathion est réalisée a
I'aide d'une colonne RP 80A (Synergy Hydro, 150 mm x 4,6 mm) munie d'une
colonne de garde (Guard security) fournie par Phenomenex (Le pecq, France)
maintenue a 27 °C en utilisant une phase mobile isocratique (KH2POs 10 mM,
pH2,6 avec 0,01% EDTA) a 1mL/min. Les composés sont détectés en
fluorescence a la longueur d'onde d'excitation fixée a 350 nm et a la longueur
d'onde d'émission fixée a 420 nm. Les temps de rétention sont de 4 min pour le
GSH et 9 min pour le GSSG. Pour les standards et les surnageants de culture, 2 uL
pour le GSH et 100 pL pour le GSSG ont été injectés dans le systeme. Les données

ont été collectées numériquement avec le logiciel LC Solution Version 1.23.

4.4 Evaluation de la réponse inflammatoire des cellules

L’étude de la réponse inflammatoire est basée sur la quantification de
I'expression génique et du dosage de la sécrétion protéique des cytokines TNF-q,
IL-1B, IL-6 et IL-8. Les médiateurs issus du métabolisme de 1'acide arachidonique

(LTB4, LTC4, LTE4, PGE2 et TXB2) ont été également dosés.
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4.4.1 Dosage des cytokines

Expression génique : Les profils de I'expression génique des cytokines TNF-
a, IL-1B, IL-6 et IL-8 ont été étudiés par la méthode de la RT-PCR en temps réel
décrit dans le paragraphe «4.1 Expression des geénes impliqués dans la
meétabolisation des composés organiques ». Le protocole expérimental utilisé est
également identique a celui décrit dans ce paragraphe. TagMan® Gene Expression

Assay, spécifique de la cible :

ARN 18S : référence Hs99999901_s1 (contréle endogene)
TNF-a : référence Hs99999043_m1

IL-1P : référence Hs00174097_m1

IL-6 : référence Hs00174131_m1

IL-8 : référence Hs00174103_m1

YV V. V V V

Sécrétion protéique: Les concentrations protéiques des médiateurs de
I'inflammation ont été déterminées par la méthode immunoenzymatique ELISA
(Enzyme linked ImmunoSorbent Assay). Le principe de cette méthode implique la
reconnaissance de la cytokine d’intérét par un premier anticorps spécifique qui est
immobilisé sur une matrice. Dans un deuxieme temps, un deuxiéme anticorps
spécifique, couplé a une enzyme (un conjugué), est fixé sur la cytokine d’intérét. Le

systéme est ensuite révélé par I'addition d'un substrat qui se colore.

Le protocole expérimental pour le dosage des cytokines TNF-q, IL-1, IL-6
et IL-8 s’est basé sur des kits « Quantikine ELISA kits » (R&D Systems, France) et
est décrit dans la figure 61. Les surnageants de cultures (- 80°C) ont été
décongelés pour le dosage protéique (des cytokines d’intéréts) décrit dans le

paragraphe « 4.5 Dosage des protéines ».
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y Y v
Surface d'un puit prétraitée
avec des anticorps

Substrat TMB

HRP e HRP

\
2

Addition du substrat de la péroxydase (le Tétraméthyl
Benzidine Dihydrochloride ; TMB) couplé a Iavidine qui
va se fixer sur la biotine.

Loxydation catalysée du TMB par la peroxydase va
donner un chromophore de couleur bleue.

v

HRP
Yx YL Y't Lavage pour éliminer les
anticorps de détection non liés Y
KSubslrat T™B

¢ ¢ Echantillon ou standard

Y
Yy "
Lavage pour éliminer les
Y antigénes non liés
1
3Y
HRP
yYy

Addition d'un anticorps de détection

biotinylé (HRP).
Reconnaissance  du  complexe
anticorps-cytokine par HRP

La coloration bleue indique donc la présence de la cytokine
d'intérét dans I'échantillon. Plus la coloration est intense plus la
quantité de cytokine dans 'échantillon est importante

Figure 61 : Technique ELISA pour le dosage des médiateurs de I'inflammation
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4.4.2 Dosage des médiateurs de I'acide arachidonique
Principe

L’analyse de traces de composés organiques présents dans les matrices
aqueuses est principalement réalisée par chromatographie. Cependant Ia
sensibilité des détecteurs associés a ces méthodes de séparation ne permet pas
I'analyse directe des échantillons. Une étape de concentration avant analyse est
nécessaire. Une méthode dite d’extraction sur phase solide (SPE: solid phase
extraction), de plus en plus utilisée en raison de sa rapidité et de son efficacité,
consiste a percoler I’échantillon aqueux sur un support solide (phase stationnaire)
contenu dans une cartouche (de la forme d'un corps de seringue) pour piéger les

analytes recherchés. Les lavages permettent d'éliminer les composés génants.

Protocole

Les surnageants de culture ont été purifiés en utilisant la méthode
d'extraction en phase solide (SPE) sous vide. Les colonnes adsorbant C18
PolyClean™ HCX sont fournies par Interchim (Montlucon, France) et sont en
polypropylene (100 mg/1 mL) avec un diametre de 60 um de filtres en
polyéthyléne.

Les surnageants de culture ont été traités avec 5 puL. de butylhydroxytoluene
BHT 1% (m/v dans du méthanol) afin d'éviter la peroxydation lipidique. Apres
une acidification des surnageants (250 uL. de HCI frais 1 M), les protéines
dénaturées sont centrifugées a 1900 g. Les surnageants ont été retirés et purifiés
par des colonnes Polyclean (conditionnement : 100 % méthanol 5 mL/100 % d'eau
ultrapure 5mL, pH 3). Apreés le conditionnement des colonnes, 10,5 mL de
surnageant sont filtrés et les colonnes sont ensuite rincées avec 10 mL de solvant
de lavage (eau ultrapure pH 3,0/méthanol, 95/5, v/v) afin d’éliminer toutes les
impuretés. Les colonnes sont séchées 2 min pour éliminer I'eau. Apres le séchage,
5 uL de BHT 1 % ont été ajoutés puis les colonnes ont été rincées par 750 pL de

solvant frais (acétate d'éthyle/méthanol, 95/5, v/v). Cette derniére étape a été
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répétée quatre fois. Apres évaporation a sec sous flux d'azote, les extraits
organiques ont été reconstitués dans 250 uL de tampon fourni par le fabricant (EIA
Kit, Cayman Chemical, Interchim, Montlucon, France) et directement stockés a -
80 °C jusqu'au dosage des médiateurs de 'inflammation qui sont ici des dérivés de
'acide arachidonique (LTB4, LTC4, LTE4, PGE2, et TXB2). Ces cinq médiateurs ont
été déterminés a partir des extraits reconstitués en utilisant la méthode
immunoenzymatique a l'aide des kits EIA (Enzyme Immuno Assay) (Cayman

Chemical, Interchim, Montlugon, France).

4.5 Dosage des protéines

Principe

Ce test colorimétrique a été inventé par Paul Smith en 1985. 1l est basé sur
la réaction entre 1"acide bicinchoninique avec les complexes de Cu?* et de protéines
dans un milieu alcalin en formant un complexe de couleur pourpre. L’absorbance
de ce complexe a 562 nm est proportionnelle a la quantité de protéines. Elle est
déterminée par rapport a une courbe d’étalonnage réalisée avec de l'albumine
sérique bovine (BSA) (protéine de référence). Cette méthode est sensible (jusqu'a

2 ug/mL), rapide, et généralement compatible avec les détergents (SDS, etc.).

Protocole

La premiere étape du protocole décrit par Pierce (Rockford, USA) a consisté
a préparer une gamme étalon (1000 a 50 pg/mL en duplicat) a partir d'une
solution mere de BSA diluée dans le méme tampon que les échantillons a doser. On
a distribué 25 pL de BSA ou d’échantillons sur une plaque de 96 puits. Deux blancs
(diluant seul) sont ensuite réalisés. On a préparé le tampon réactionnel (19,5 mL
de réactif A « BCA » avec 0,39 pL. du réactif B « CuSO4 »). On a ajouté 200 pL du
tampon réactionnel aux puits et la plaque a été incubée pendant 30 min a 37 °C
avec une légere agitation. Apres refroidissement de la plaque a la température
ambiante, 'absorbance a été mesurée a 570 nm avec un lecteur de plaques MRX

(Dynex technologies, France ; Logiciel : Revelation v3.2). La mesure de la densité
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optique reportée sur la courbe étalon indique la concentration en protéines de

I'échantillon.

5. Analyses statistiques

Les variables aléatoires quantitatives continues (DHm, LDH, BrdU, TNF-q,
IL-1B, IL-6, IL-8, MDA, SOD, GSH, et GSSG) ont été décrites par leurs moyennes et
leurs écarts-types. Les variables aléatoires de chaque groupe (controles négatifs,
controles positifs et concentrations croissantes des aérosols particulaires
prélevés) ont été comparées a celles du groupe non-exposé, via le test non
paramétrique U de Mann-Whitney. Le niveau de significativité est P < 0,05 et la
corrélation de Person dans cette étude est r =2 0,8 pour un R2 = 0,64. Le traitement
des données a été réalisé avec le logiciel d’analyses statistiques SPSS pour

Windows, Version 17.0.0, 2010 (SPSS France, Paris, France).
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Chapitre 3 : Principaux facteurs favorisant la mauvaise qualité de l'air a Cotonou

Syntheése de la publication 1

La pollution de I'environnement, et particulierement la pollution
atmosphérique et son possible impact sur la santé humaine, est considérée depuis
des décennies comme un enjeu majeur dans les pays industrialisés, et commence
désormais a constituer un centre d’intérét dans les pays en développement.
Jusqu’alors, tres peu d’études en la matiere ont été menées sur le continent

Africain, et ce travail s’avere étre une étude pionniere dans le domaine au Bénin.

Dans le souci d’examiner les facteurs qui peuvent influencer et/ou affecter la
qualité de l'air a Cotonou, nous avons d’abord cherché a savoir si la qualité des
carburants vendus dans la ville, en particulier 'essence majoritairement utilisée
pour alimenter les véhicules a moteur, répondait aux normes en vigueur. De méme,
des composés suspectés dans l'essence ont été recherchés dans l'air ambiant a

partir des badges GABIE afin de déterminer leur concentration.

1. Principaux composants des essences utilisées a Cotonou

L’analyse par GC-MS des essences a révélé que les 13 échantillons d’essence
collectés a Cotonou puis au Nigéria en 2009 présentaient une composition
similaire concernant les pourcentages massiques des différents composés aussi
bien dans les stations officielles qu’au niveau des stations ambulantes. L’ETBE
(Ether éthyle tertiobutyle), un additif des carburants oxygénés couramment utilisé
dans la production d'essence et qui augmente l'indice d’octane), est pratiquement
inexistant dans les échantillons de Cotonou et de Nigéria. Cependant, 'ETBE est
retrouvé, mais en tres faible proportion dans un échantillon de station officielle
(0,75 % - Pegaz, Cotonou) et dans deux stations ambulantes (0,29 % - Védoko et
0,65% - Etoile rouge). L'échantillon SP 98 de la France, analysé a titre de

comparaison, renfermait quant a lui 13,68 % d’ETBE.
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Les pourcentages massiques de benzéne dans les essences étaient également
tres proches. Il a été enregistré un pourcentage de 3,44 % de benzene au niveau
des stations officielles de Cotonou, 3,21 % dans les trois stations officielles du
Nigéria et 2,84 % au niveau des stations ambulantes. L’essence SP 98 issue de la
France présentait une quantité bien plus faible de benzeéne avec un pourcentage

proche de 0,7 % seulement.

La composition moyenne en composés aromatiques des essences était de
43,92 % et 51,68 % respectivement dans les stations officielles de Cotonou et de
Nigéria et 41,12 % dans les stations ambulantes alors que la composition

aromatique de I'essence SP 98 était 44,70 %.

En outre, les proportions de paraffine totale des stations officielles du Bénin
variaient de 5,71 a 6,25 % et 3,32 a 8,54 % pour les stations ambulantes alors
qu’elles étaient de 2,34 a 6,15 % dans les trois stations officielles de Nigeria.
L'essence sans plomb francaise avait révélé un pourcentage de paraffines de

5,41 %.

2. Traceurs de source de pollution

Le ratio toluene/benzene (T/B), fréquemment utilisé pour le tracage de
sources de pollution était en moyenne de 2,76 dans les stations officielles de
Cotonou, 2,83 au Nigéria et 3,76 au niveau des stations ambulantes alors que ce
ratio était de 10,25 dans l'essence SP 98. Les résultats montrent également que le
pourcentage de toluene varie de 5,59 a 11,38 % pour les essences officielles de
Cotonou. Au niveau des stations ambulantes, nous avons enregistré des valeurs de
toluéne allant de 7,51 a 12,02 % alors qu’elles étaient de 6,44 a 10,83 % dans
I'essence a la frontiere bénino-nigériane. En France, le pourcentage de toluéne

dans 'essence SP 98 était d’environ 7 %.

Le ratio T/B dans l'air obtenu a partir de 'exposition d’'une semaine des

conducteurs de taxi-motos a I'aide des badges GABIE, varie de 0,03 a 0,72. Ce ratio
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s’explique par des concentrations relativement élevées de benzene dans I'air qui
étaient en moyenne de 35,07 pg/m3 et des concentrations faibles de toluene dont

la moyenne était de 3,09 pg/ms.

156



Environment and Pollution; Vol. 2, No. 2; 2013
ISSN 1927-0909 E-ISSN 1927-0917
Published by Canadian Center of Science and Education

3. Publication : Analysis of gasoline used by motorbike-taxi drivers in Cotonou

Environment and Pollution, 2013

Analysis of Gasoline Used by Motorbike-Taxi DrivémsCotonou

Boris Cachoh?? Lucie Ayi-Fanod, Fabrice Caziéf’, Paul Genevrdy Kifouli Adéoti®, Dorothee
Dewaelé® Agnes Debendé, Faustin Aissi& Ambaliou Sanni

1 Université Lille Nord de France, Lille, France

2 Unité de Chimie Environnementale et Interactions lsuVivant (UCEIV) EA 4492, Maison de la
Recherche en Environnement Industriel 2, UniverditéLittoral-Céte d’'Opale, 189A Avenue Maurice
Schumann, 59140 Dunkerque, France

% Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaireadtlté des Sciences et Techniques, Université
d’Abomey-Calavi, 04 BP 0320 Cotonou, Bénin

4 Centre Commun de Mesures, Maison de la Recherchenginonnement Industriel 1, Université du
Littoral-Céte d’Opale, 145 Avenue Maurice Schuma®140 Dunkerque, France

Correspondence: Ambaliou Sanni, Faculté des Scieet@echniques, Université d’Abomey-Calavi, 04
BP 0320 Cotonou. Tel: 229-21-30-1024. E-mail; anaasanni@gmail.com

Received: December 24, 2012 Accepted: Februa29¥3 Online Published: March 12, 2013
doi:10.5539/ep.v2n2p39 URL: htigix/Hoi.org/10.5539/ep.v2n2p39

Abstract

In 2009, samples from itinerant stations were takerCotonou. Official reference gasoline stations
(French and boundary African country) were alsalistil. The analysis was done by gas chromatography
coupled to a mass spectrometer (GC-MS). The reshititered appreciate difference between itinerant and
official gasoline samples: ETBE (Ethyl Tert-Butyther) was found in the composition of the French
reference but not in the African gasolines compmsitBenzene was detected at yields less than & % i
the French reference gasoline whereas in the gasolade in the African countries benzene yieldsewer
between 2.36 and 4.39 %. The ratio of toluene/benz@ried between 1.27 and 10.25 in studied gasolin
and was much lower in ambient air. For major congmt® (aromatics and paraffin compounds), we
observed another heterogeneity for itinerant gasol(pprobably due to numerous hands making and
transport).

Keywords: ETBE, toluene/benzene ratio, gasoline, motorbikédevers, Cotonou
1. Introduction

All the way from Cotonou, to approximately 3 kmtbe international airport Bernardin GANTIN, it is
easy to note an exposition to gasoline carboysgatbe roadside and to observe above the different
crossroads, a thick layer of smoke which wrapspthulation. These gasoline carboys contain unleaded
gas coming from Nigeria (Avogbe et al., 2011) arefjfiently crossing the countryside all the way to
Cotonou without taking any precaution.

Nearly 90% of Cotonou’s population gets its suppled gasoline from these exposed carboys. This
preference is due to the low income and the loviscokthis gasoline coming from Nigeria, suppongd
the currencies exchanges on the unofficial marketréntly 300 FCFA in 2009 against 490 FCFA in the
official stations). This phenomenon is of big camceecause it contributes to the deteriorationhef t
environment and a worrying atmospheric pollution.

In such situation, a pilot study has been condutidegixamine the quality of the ambient air (Avogite
al., 2005; Ayi-Fanou et al., 2006). Our resultsvedd that the ambient air in Cotonou contained neainy
pollutants including volatile organic compounds @€) like benzene and its derivatives, ultrafine
particles (UFPs) associated with polycyclic aromdiydrocarbons (PAHs) at high concentrations. The
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benzene reaches an average concentration pf)/i&, a value higher than the admissible concentration
of 5 pg/m’ recommended by the WHO:; PAHs and UFPs reach 108°rand 166816 particlesim
respectively, against 1.55 ng/mnd 5276.5 particlesfrin a pilot site located at 80 km to Cotonou
(Sohon village).

Moreover, aren’'t any petrochemical industries inniBethat use benzene, a product classified as a
carcinogenic compound (International Agency ford&esh on Cancer [IARC], 1974).

At the moment, Benin has adopted the unleadedagasnew investigations have been led to know the
potential origin of the pollutants which have besrtountered in the air. The main purpose was tavkno
if the gasoline sold in Benin (carboys along thadr@and official stations) respected the internation
standard specification with a benzene concentratio©% in the gasoline (Kolmetz & Gentry, 2007)
similar to that sold in the developed countrieshsas France. Indeed, the unleaded gasoline is ynainl
mixture of hydrocarbons and oxygenated compounds as Ethyl Tert-Butyl Ether (ETBE) (Linnekoski,
Krause, & Rihko, 1997Reich, Cartes, Wisniak, & Segura, 1998nuesa, Mirabel, & Ponche, 2003)
which increase the octane number of the gasolinegéDst, 2007) and reduce the concentrations of
aromatic compounds in the mixture (Nadim, Zack, ¢ja& Liu, 2001). This additive can be added to a
total value of 15% in the gasoline in France. Ttieaeol seems to decrease the steam pressure of the
gasoline, reducing the losses by evaporation (Wa,SCataluna, de Menezes, Samios, & Piatnicki5200

In contrast, the addition of ethanol in gasolinduees by 10 % the emission of carbon monoxide
(Poulopoulos, Samaras, & Philippopoulos, 2001)tHarmore, an American study carried out within the
framework of American Car/QOil Program showed that addition of ETBE in the gasoline leads to a
reduction in the carbon monoxide emissions (Kivieri, Nylund, Kuto, & Orre, 1992; Reuter et al.,
1992; Noorman, 1993) and hydrocarbons (Guibet, 19@8Menezes, Cataluiia, Samios, & da Silva,
2006).

Thus, samples of gasoline were taken in Cotonowm fthe official stations and carboys along the
roadside. The main objective was to determine tbemposition in benzene and its derivatives and in
ETBE and to compare their concentrations to thasérénch unleaded gasoline label “Sans Plomb 98"
and motorbike-taxi drivers (MBTD) exposition folled for few years (Avogbe et al., 2011).

2. Method
2.1 Sampling Campaign

In August 2009, gasoline samples were taken inf@atdFigure 1) and Nigeria. Samples were convoyed
for analysis in Dunkirk, France. The samples warlected as follow: one French gasoline from Total
France sampled in Dunkirk and thirteen African diass originated from Nigeria and Benin. The latter
were sampled in official stations (Oryx, Texacotalp Sonacop, and Pegaz) and carboys along the
roadside (at Vedoko, Opke-oluwa, St Michel, Zongal aed Star site “Place Etoile rouge”). Samples
were collected in 2 mL sealed vials (3 replicatesly one was analysed and referred in the following
way: gasoline from France: SP 98, gasoline fromiBesamples 1 to 10 and gasoline from Nigeria:
samples 11 to 13. All the samples were storederfribezer at -20 °C before analysis.

2.2 Analytical Conditions

Volatile and semi-volatile hydrocarbons analysisravbased on the analytical methods described by
Caplain et al. (2006). 1 ul of each sample wascteg (split ratio of 20:1) in a gas chromatograph
(VARIAN 3800) coupled to a mass spectrometer (VARIA200 TQ). The capillary column is a Factor
four VF-5 ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) and helwsed as carrier gas. The total time for this amalys
was 60 mins ; 40 °C for 5 mins, 5 °C/min up to 3@and 310 °C for 3 mins. The parameter of mass
detector was impact electronic ion current = 70@d &emperature of source 280 °C. The samples were
analyzed between 40 and 350 mass unit. BenzenEBBE were identified based on their characteristic
ions: m/z = 78 for benzene and m/z = 57 and 8EfBBE. The total composition of the gasoline was
given by using the mode TIC (Total lon Current).

2.3 Identification of Compounds

Compounds were identified by comparing retentianes of chromatographic peaks from gasoline
samples with those from standard mixtures and lmpesing mass spectra with those contained in NIST
and/or WILEY libraries. The percentage of each coumu was determined using TIC surface areas.

2.4 Study of the Exposure of Motorbike-Taxi Driier8enzene and Toluene
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Benzene and toluene ambient concentrations of pakrsxposure were determined by using GABIE (Gas
Adsorbent Badge for Individual Exposure) diffusisamplers (ARELCO, ARC20001UP, France)
consisting of an active carbon cartridge. A randsefection of MBTD was performed to obtain
individual-level measurements of benzene and t@ueelected MBTD wore GABIE badges while
driving all over the city for about sixty-three hreufor one-week (that is, 9 h/day). Benzene, taden
ETBE, paraffin and aromatic compounds were analysgdsC-MS using the method described by
Sgrensen, Skov, Autrup, Hertel, and Loft (2003)e Tatio of toluene/benzene was used to evaluate the
variability and origin of fuel (Guo, Lee, Louie, &0, 2004).

% Official stations
* Itinerant stations

Y
ST-JEAN Y M*.Hﬂ.

ZONE
INDUSTRIELLE

D i e

Figure 1. Geographical location of the sampling BitCotonou

3. Results and discussion

Alkyl-lead compounds are replaced by oxygenated pmamds which have become increasingly
important components in automotive gasoline, thmproving octane rating (Nadim et al., 2001) and
reducing the emission of carbon monoxide (de Memesteal., 2006). One of the most widely used
oxygenated compounds in gasoline is ETBE (van Wéadjker, Vink, Versteegh, & de Voogt, 2009). We
will show in this section the main results of gaselcompositions (Benzene, toluene, ETBE, paraifid
aromatics) present in gasoline using by motorbéke-drivers of Cotonou. The Table 1. shows the
compositions of gasoline (benzene, ETBE) determine@C-MS analysis.
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Table 1. Benzene and ETBE amounts (percent) isahgples of examined gasoline
Sample Benzene Median Mean+SD ETBE

SP 98 SuperPlus 0.69 13.68
Official stations 2 4.15 3.58 344+091 nd.*
Benin 3 2.92 n.d.*

6 3.58 n.d.*

8 2.18 n.d.*

10 4.39 0.75
Official stations 11 2.36 3.16 3.21+0.87 nd.*
Nigeria 12 4.10 n.d.*

13 3.16 n.d.*
Itinerant stations 1 1.98 2.84 2.81+0.64 0.29

4 2.84 n.d.*

5 3.19 n.d.*

7 3.63 n.d.*

9 2.42 0.65

* n.d. : not detected

For these studied gasoline, we can see that theasitions of all thirteen samples are relativelyitar

for gasoline originating from both official statemand itinerant stations (African stations). ETBE aot
detected in all samples except Pegaz of officatiats, Vedoko and Etoile of itinerant stations wiawve
respectively 0.75, 0.29 and 0.65 % of ETBE wheitagms 13.68 % in SP 98 of France. According to
french regulations, ETBE concentration in gasotiaa reach 15% (Norme NF EN 228, 2008stphal,
Krahl, Bruning, Hallier, and Biinger (2010) and Ki@&Shea & Cooper (2012) had similar results. There
was no difference concerning the percentage ofédvenin all examined gasolines. Official and itimgra
stations showed a remarkably higher percentageeokdne. The highest percentage (4.39 %) was
observed in official stations whereas in SP 98&asuess 1 % either three to six times as highexscfr
unleaded gasoline. The benzene concentration levéhe gasoline is 1 % in international standard
specification (Kolmetz & Gentry, 2007). Some stgdé#owed that the gasolines respect this regulation
(France, Simon et al., 2004; Italy, Adami et a0@& ; Brazil, Bonfim, Alves, & Filho, 2012). Tabklists
some average ETBE, aromatic compounds, paraffirratial of toluene/benzene for various countries.

Table 2. Summary of average ETBE, aromatic compsupdraffin and ratio of toluene/benzene in
gasoline for different countries

Cities/Countries ETBE Aromatics Paraffin Ratio T/B Benzene Reference
Germany 10% - - - - Westphal et al., 2010
USA 15.7% - - - - Kim et al., 2012

Italy - 29.02-41.77%  36.68-44.75% 6.59-15.54 a3%B% Adami et al., 2006
Brazil - - - - 0.30-0.60% Bonfim et al., 2012
Brazil (Sao Paulo) - - - 1.68 16.7ug/m Gee et al., 1998

Chile (Santiago) - - - 2.01 14.8ug/m Gee et al., 1998

Chine (Hong Kong) - - - 7.07 10.05pug/m Lee et al., 2002

Spain - 64% - - - Montells et al., 2000
Scotland - 30.5% - - - Sentenac et al., 2012
Brazil - 26.90-38.50% 10.10-13.70% - - de Menezes et al., 2006
USA (Atlanta) - - - 5.14 0.55% NESCAUM, 1995
USA - - - 3.56 11.50 mg/mL Kaplan et al., 1997
Brazil - - - 3.33 30 g/L Montells et al., 2000

(-) not available
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ETBE is also used in gasoline formulation to deseethie concentration of aromatics (Pumphrey, Brand,
& Scheller, 2000; Nadim et al., 2001).

Table 3. shows trends of paraffin and aromatic dgdrbons found in all three types of gasolines.

Table 3. Values (percent) of paraffin and aromlagidrocarbons in the three types of gasoline
Paraffin Median Mean +SD Aromatic Median Mean> S
SP 98 5.41 44.70

Official stations ~ 5.07 557 5.57+0.46 39.91 4426 43.92 +3.87

Benin 6.25 40.14
5.57 48.51
5.23 46.80
5.71 44.26

Official stations  6.15 237 3.62+219 51.51 51.56 51.68+0.26
Nigeria 2.34 51.56
2.37 51.98

Itinerant stations 8.54 6.88 591 +226 39.40 91.341.12+2.18

6.88 41.39
7.04 41.49
3.75 38.91
3.32 44.42

In this study, total concentration of aromatics \vegsiivalent in studied gasoline (Mean: 41.12 t&%81.
%). These concentrations were lower than the aiomével in unleaded gasoline in Spain (Montells,
Aceves, & Grimalt, 2000) and higher than the ldaebcotland (Sentenac, Ayeni, & Lynch, 2012), Brazi
(de Menezes et al.,, 2006) and Italy (Adami et 2006) (Table 2). This high level of aromatics in
examined gasolines could be probably due to thekwete of ETBE. Furthermore the total paraffin
values of official stations of Benin ranged fron¥5b.to 6.25 % against 3.32 to 8.54 % for itinerant
stations and 2.34 to 6.15 % for official statiofmshe border between Benin and Nigeria. Frenchaded
gasoline showed 5.41 percent of paraffin. Theseeatnations of paraffin were lower than those régubr

in Brazil (de Menezes et al., 2006) and Italy (Adatal., 2006).The means and medians obtained show
a better homogeneity resulting from the three typkegasoline as well as for total paraffin and ttota
aromatic hydrocarbons. Some authors used concemntnatios of toluene/benzene in order to evaluate
different types of fuel and rate of diesel or gasolehicles driven in different urban sectors (Gual.,
2004).
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Table 4. present toluene/benzene ratio in exangasdlines.

Table 4. Ratio of toluene and benzene in the ttyges of gasoline

Benzene (%) Toluene (%) Toluene/benzene Mean + SD

SP 98 0.69 7.03 10.25
Official stations 4.39 5.59 1.27 2.76+£1.38
Benin 4.15 6.30 1.52
2.92 11.38 3.89
3.58 9.79 2.74
2.18 9.56 4.38
Official stations 2.36 6.44 2.73 2.83+0.26
Nigeria 4.10 10.83 2.64
3.16 9.88 3.13
Itinerant stations 1.98 11.45 5.77 3.76 £1.30
2.84 12.02 4.24
3.19 10.42 3.27
3.63 8.84 2.43
2.42 7.51 3.10

The mean toluene/benzene (T/B) ratio of unleadesblgees of official stations in Benin, Nigeria and
itirenant stations were respectively 2.76, 2.83 &b (Table 4). These results showed a similarity
between these different stations. The toluene/benzatio in gasoline is in the order of 9 (Institut
National de I'Environnement Industriel et des RexjINERIS], 2010). This ratio was 10.25 in unledde
gasoline SP98 of France. On the other hand theevafiuhis ratio was low in Atlanta city (5.14 while
considering percent of toluene and benzene, Nath8tates for Coordinated Air Use Management
[NESCAUM], 1995), USA (3.56 while considering avgea(mg/mL) of toluene and benzeréplan,
Galperin, Lu, & Lee, 1997) and Brazil (3.33 whilensidering concentration (g/L) of toluene and
benzene, Montelles et al., 2000). This ratio vafiean 6.59 to 15.54 in examined gasoline in ltaly
considering the percentage of toluene and benzsatenii et al., 2006). The values obtained in thislgt
vary from 2.76 to 3.76. The differences observetiveen values obtained in African and developed
countries may be due to differences in the comjpositf gasoline and/or concentration of compounds.
The results showed a low ratio of toluene/benzemesampled gasolines which indicates a high
concentration of benzene in gasolines.

The main source of benzene and toluene is vehidiaust gases and Lee, Chiu, Ho, Zou, and Wang
(2002) described that the ratio of toluene/benieaeases with traffic. Meuwese-Mulder (2006) shdwe
clearly that at remote urban sites ratios of tobuenbenzene are often below 1, the well-knowndzteth
values ranging from 3 to 5 corresponding to a sityackground. This result is also confirmed by the
paper of Gelencsér, Siszler & Hlavay (1997), whbeeratio of toluene/benzene was used as a tool for
charactezing the distance from vehicles emissiamces (1 to 1.5). For Xu, Pereira, Miller, Grgicak-
Mannion, and Wheeler (2010), benzene is predoninasmhitted from traffic whereas toluene is
generated from both traffic and solvents. The rattween toluene and benzene (T/B) can act as an
indicator of traffic emissions when this ratio ithin the range of 1.5 to 4.3 as repeated by previo
studies (Hoque, Khillare, Agarwal, Shridhar, & Baiandran, 2008; Liu et al., 2009). For ratios > 4.3
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solvent source compounds likely. For fresh plunati® rof toluene/benzene was 2 to 2.4 and agedito <
(Bahreini et al., 2012). In this study, the resoftpersonal exposure monitoring are presentedalilers.

Table 5. Summary of personal exposure monitorimgfee-week

motorbike-taxi drivers

Compounds

1 2 3 4 5 Mean = SD
Benzene (ug/M 14.05 4.65 24.57 44.79 87.27 35.07
Toluene (ug/m 082 334 551 290 2.86 3.09
Ratio T/B 0.06 0.72 0.22 0.06 0.03 0.22

The benzene concentration of MBTD over one-weekage exposure was more ten times as high as
toluene concentration. Therefore the ratio of T/Bsvbetween 0.03 and 0.72. These results indicated
much lower ratio of T/B within MBTD. This ratio iair is in the order of 5 (INERIS, 2010). In Touleus
City, Simon et al. (2004) have found ratio of T/gual to 5.54, 2.90 to 3.40, 2.20, 3.80 to 4.40084hd

up to 10 were observed in Paris (Vardoulakis, GlezzRlesca & Fisher, 2002), Copenhagen (Hansen &
Palmgren, 1996), Mortsel (Belgium; Buczynska et 2009), Ren-Wu (Taiwan; Hsieh, Yang, & Chen,
2006), Hong Kong (Lee et al., 2002), respectivBlyczynska et al. (2009) suggested the same common
source (traffic exhausts) of toluene and benzeranasplanation for such low values of T/B ratiothis
work, this ratio was much smaller because of higinZene concentration level (Mean: 35 pj/m
Benzene concentration in Cotonou ambient air wasrs¢éimes as high as the European limit value (5
pg/nT). It suggests the existence of other sources tiadfic exhausts which could result using itinerant
gasoline along the roadside and different cross.oBhiis could be the proof of an excessive mantfmuria

of gasoline (successive transfer and/or evaporgtion

In conclusion, Benin unleaded gasolines doesn'tainrETBE which increase the octane number of the
gasoline (Dagaust, 2007) what promote a reductfasoncentrations of aromatics (Nadim et al., 2001),
carbon monoxide emissions (Noorman, 1993) and logdlbmns (de Menezes et al., 2006). Moreover,
benzene is found in high level in the gasoline. $ame conclusions have been found in the gasofine o
the border Benin-Nigeria. It confirms that Benirtgga stock in gasoline to Nigeria neighboring count
These results demonstrate that the ambient aiobor©u contains high levels of benzene, carcinageni
compound by IARC (1974) which come as well as itafkhaust that gasoline.
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Chapitre 4 : Matieéres particulaires PMzs et PMs s : Caractérisation physicochimique

Syntheése de la publication 2

Apres avoir démontré que I'essence utilisée a Cotonou, issue d'un commerce
illicite en provenance du Nigeria, était de pietre qualité et pouvait donc étre source
d’'une dégradation de la qualité de I'air dans la ville de Cotonou, il a été retenu de se
pencher sur la question des caractéristiques physicochimiques des particules en
suspension dans l'air. Apres avoir étudié plusieurs quartiers de Cotonou en y
suivant les concentrations d’éléments traces métalliques (Cr, Cu, Mn, Pb, etc.), nous
avons sélectionné le quartier St Michel pour y mener une campagne
d’échantillonnage des particules. En effet, de par sa position au cceur méme de la
ville, le quartier St Michel est un des quartiers les plus fréquentés par la population

et par conséquent il est sans cesse traversé par les véhicules a moteur.

Dans le but de savoir si les particules (PMz5 et PMs25) peuvent représenter
un risque pour la population qui y serait exposée, ce chapitre se propose de
présenter les principaux résultats liés au préléevement et a la caractérisation

physicochimique des particules collectées a Cotonou.

1. Caractérisation physique des particules

Afin de déterminer le potentiel risque sanitaire encouru par la population en
relation avec l'exposition aux particules en suspension, il était primordial de
connaitre la concentration des particules dans I'air ambiant. Ainsi, le tableau 13 ci-
apres résume l'ensemble des données issues de 'échantillonnage des particules
PM:2s et PM.2s, ainsi que leur concentration dans l'air a Cotonou. Nous avons
inséré les informations liées aux concentrations des particules collectées a
Akassato, qui correspond a un site rural de référence, au niveau duquel un
échantillonnage de particules a également été entrepris dans ce travail. Cependant,
nous ne développerons par la suite que la caractérisation des particules

échantillonnées a Cotonou (St Michel) car cette derniére n’a pu étre effectuée sur
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les échantillons d’Akassato, faute de quantité suffisante de matieres particulaires

rurales.

Tableau 13 : Ensemble des données de préléevements et concentrations des

particules
Site de PM Masse Durée de Nb de jour Durée Dédit Volume ConcPM
prélévement collectée Prélévement (h)/] pompé Air
(mg) (h) (m3)  (nug/m3)
Urbain PM2s  2329,78 214,67 20 10,73 80m3/h 17173,6 180,88
(StMichel)  pm.,5s 12175 94,52
Rural PMzs  150,9 201,9 18 11,22 80m3/h 16152 12,46
(Akassato)  pM.,s 1404 11,59

Rappelons que notre dispositif d'impaction en cascade présente un diametre
de coupure de 0,33 pm sur la derniere plaque. Ce qui signifie que les particules les
plus fines (<0,33 um) ne sont pas retenues par ce systeme. La distribution
granulométrique des particules, déterminée par granulométrie laser, présente un
profil granulométrique semblable pour les deux types de particules avec une
fréquence cumulée de 97,5 % de PMzs. Les fréquences relatives indiquent une
proportion également identique au niveau des deux PM (55,2 % pour les particules
comprises entre 0,5 et 1 um). Les particules de diametre aérodynamique compris
entre 0,33 et 0,5 um étaient retrouvées a 24,0 % et 22,5 % respectivement pour les
PM:s et les PMs25. De méme, la réactivité et la capacité des particules a adsorber
des composés chimiques et biogéniques, a travers la détermination de la surface
spécifique par porosimétrie a azote ont révélé des valeurs d’aires spécifiques

relativement élevées et assez proches dans les deux échantillons de particules. Ces

valeurs étaient de 11 m2/g pour les PMz 5 et de 13 m2/g pour les PMss.

2. Caractérisation chimique des particules

L’analyse par ICP-MS des éléments inorganiques dans les échantillons de

particules a permis de déterminer les teneurs globales en éléments majoritaires et
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éléments traces métalliques (ETM) présents dans les particules. Il apparait dans
les PM2s5 et PMs25 une différence de niveaux de concentration des éléments
majeurs et ETM, qui se traduit par une concentration totale en éléments analysés
deux fois plus élevée dans les particules fines que les particules grossieres: 10,78
ug/ms3 pour les PM; s et de 5,68 pg/m3 pour les PMs; 5. Le fer et I'aluminium étaient
les éléments les plus abondants dans nos deux échantillons de particules. En
suivant un ordre de concentration décroissant, les éléments relativement
concentrés sont Na, Mg, Zn, Ti, Mn, Cu et Pb, en mentionnant I'origine anthropique
prépondérante pour Zn, Mn, Cu et Pb. En observant la composition qualitative de
ces éléments, on s’apercoit que les PM2s et PMs;5 présentaient pratiquement la

méme distribution en ETM.

L’analyse des especes ioniques par chromatographie ionique a révélé une
abondance d’especes ioniques plus importante dans les particules fines que dans
celles de la fraction grossiére. Les ions majoritaires étaient: Ca2* (2,5 ug/m3 ou
39,2 % pour les PMz5 contre 1,1 pg/m3 ou 37,7 % pour les particules > 2,5 um),
S042” (1,4 pg/m3 ou 21,5 % contre 0,5 ug/m3 ou 16,6 %) et NO3™ (0,8 ug/m3 ou
13,0 % contre 0,2 ug/m3 ou 5,8 %). Les ions Na* et CI', essentiellement associés a
une influence marine, étaient quant a eux retrouvés a une méme concentration. Les
concentrations totales d'espéces ioniques dans les PM;s étaient de 6,3 pg/ms3

contre 3,0 pg/m3 dans les PMs2 .

L’analyse élémentaire CHONS a révélé une forte proportion de carbone
organique, deux fois plus élevée dans les PMzs que pour les PM.2s5 avec un
pourcentage de 21,21 % pour les particules fines et 12,81 % pour les plus
grossieéres. L’azote, I'hydrogeéne, et le soufre étaient relativement en faible
proportion avec une prédominance pour ’hydrogene dans les deux échantillons de
particules. En outre, le ratio du pourcentage de chaque élément sur le carbone total
révele une répartition similaire des éléments par rapport a la quantité totale de

carbone dans les deux types de PM.
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Les concentrations de COVs retrouvés dans les échantillons étaient 7 fois plus
élevées dans les particules fines que les plus grossieres avec une répartition
proche en benzene (B) et en éthylbenzene (EB) (B: 5,2 % et 4,2 % respectivement
pour PMz5 et PMs25; EB: 9,3 % et 8,3 % respectivement pour PMz s et PMs25). Les
ratios d’identification de sources de pollution étaient respectivement 3,9; 0,3 et
4,2 pour T/B (toluene/benzeéne), B/T (benzene/toluéne) et X/E
(xylene/éthylbenzéne) pour les PMzs et 1,4; 0,7 et 0,7 pour les PMs2s.

Les HAPs et les paraffines étaient de maniére générale en plus forte
concentration dans les PMzs. Toutefois, des paraffines lourdes (C29 a C36) ont été

retrouvées majoritairement dans les PMs2ss.

Concernant les acides gras, les acides palmitique (C16) et stéarique (C18)
étaient les plus abondants dans nos deux échantillons. Les concentrations totales
en acides gras étaient élevées et atteignaient 330,76 pg/m3 pour les PMzs et

196,31 ug/m3 pour les PMs2 .

Différents ratios de concentrations de composés organiques habituellement
utilisés dans la littérature pour la détermination des sources d'émission des
différents polluants étudiés ont été utilisés et sont présentés dans la publication ci-
apres. Cet examen permet de mettre en évidence le mélange de contributions

naturelles et anthropiques qui se répercutent sur la composition des particules.
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3. Publication 2 : Physicochemical characterization of air pollution particulate
matter (PMz.s and PM>;.5) in urban area of Cotonou, Benin
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Abstract

PM, s and PM, s samples were collected in Cotonou (Benin) usimgd holume cascade impaction

air samplers. The samplings were based on contscollection during twenty days (from November 16,
2010 until December 08, 2010). Physical and chemltaracteristics of samples were determined by siz
distribution (laser granulometry), specific surfameeas (BET method), inorganic elements (ICP-MS),
ionic species (IC), CHNS analysis and organic camgg (GC-MS). Average concentrations of air
particulate matter were 180.9 pg/and 94.5 pg/fin PM, sand PM, 5, respectively. The most abundant
ionic species concentrations recorded weré",C20,%, NOs, Na and Cl for both PM. Moreover,
concentrations were almost two fold higher in Mhan in PM, s with total metals of 10.78 pgfm
found in PM s versus 5.68 pg/fin PM.,s. Both PM samples under study presented similaartigjon of
elements as considering their percentage. Reaudigested that particle RVt sample contain within it
agglomerate fine particles. Identification toolsnadjor pollution source as inorganic elements, ffiasa
fatty acids ratios and PAHSs ratios indicated tHdtuhder study were originated from traffic exhaust.

Keywords: Air pollution, Particulate matter, metals, PAHs@atCotonou
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Physicochemical characterization of air pollution particulate matter
(PMzs and PM>;5) in urban area of Cotonou, Benin

1. Introduction

Air pollution particulate matter (PM) is a complerxture of metals, salts, organic chemicals and
biological materials (Baulig et al., 2009; OsorMargas et al., 2011; Perrone et al., 2010). Several
studies used chemical and physical characterizaisfoRM (source, size, mass, surface area, organic
composition, metals, etc.) to assess adverse hefflthts linked to particles (Dergham et al., 2012;
Dieme et al., 2012; Yoshida et al., 2010). In ttmasphere, particles could be generated by differen
ways (Fig. 1). Airborne particulate matters, espiigiparticles with aerodynamic diameter below than
2.5 um (fine particles PMls) had large surface area and are able to adsorbusacompounds such as
heavy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons (BAknd many other organic compounds. Their low
diameter allow them to reach the alveoli and cdusg cancer and cardiopulmonary mortality (Cazter e
al., 2011; Delfino et al., 2011; Raaschou-Nielsemle 2011), and has been reported that exposure t
these particles is probably more toxic than copesécles (Senlin et al., 2008).
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Fig. 1. Simplified size distribution of atmospheaierosol particles and important process.
A = ultrafine particles, B = accumulation mode, Cegarse particles. Away from sources, mode B
predominatesSource: DETEC (2011)
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Many studies have shown the influence of partitlaracteristics on biological responses that may
cause many diseases (Dergham et al., 2012; Oh, &04l1; Peacock et al., 2011). Therefore, Pagnti
al. (2009) published that the main PM source isublgicle exhaust emission and that the traffic &as
significant impact on both quantitative and quéia aspects of ambient PM. However, in developing
countries, there is only few data concerning plodiemical characterization and adverse health tsffec
assessment (Diouf et al., 2006; Kouassi et al.,0R0In Sub-Saharan Africa countries, it appears
important to have a better knowledge on the ailuioh. Over the past decade, air quality of Cotgno
the economic capital of Benin, has worsened ircttyedue to the widespread use of motorbikes ddd o
second-hand cars (Avogbe et al., 2011; Cachon,e2@13). The city had more than 94,000 motorbikes
and more than 350,000 old second-hand cars (Aveghed., 2011; Kélomé et al., 2006). In such a
situation, to examine the quality of ambient airpit study has reported the presence of many air
pollutants including volatile organic compounds (@€) like the benzene and its derivatives, fine and
ultrafine particles (UFPs) associated with poly@yclaromatic hydrocarbons (PAHs) at high
concentrations (Avogbe et al., 2005; Ayi Fanoul ¢2806).

In this study, samples of ambient particulate matd/l,s and fraction of particles with
aerodynamic diameter above 218 (PM., ) were collected in Cotonou where the traffic imagkably
dense. The main objective was to determine physiedlchemical characteristics of particles in otder
choose specific physicochemical parameters foriplesselection of urban activities tracers to asses
adverse health effects.

2. Materials and Methods
2.1. Site description and PM sampling

Two PM (PMys and PM, ) samples were collected in Cotonou, Benin (Figa2)l samplings
were based on continuous collection from Novemtger2D10 until December 08, 2010. Samples were
exactly from St Michel (6°22'2.3"N/2°25'46.4"E) etllistrict which record a dense traffic and whée t
roofs of the houses are covered of soot. The samite (under urban-related emission sources) has
SSW/SW as prevailing wind direction. Other meteogidal conditions were 31.4 °C of average
temperature, 72 % of relative humidity and 3.0 agswind speed average. Both particles were cotlecte
during twenty days, using high volume cascade iripacir samplers (Staplex, New-York, USA), as
collection method described by Billet et al. (200Bjiefly, the impactor’s plates were mounted witho
any filter and backup filter to maintain a constaspiration flow rate (i.e., 80%h). The impactor system
consists in 6 impaction plates collecting partictesm 7.2 um to 0.33um. Two identical impacting
systems have been used alternatively, protectéidegbossible rains and were changed every threg day
Samples were pooling after each collection. Sarmgglinmps were placed to approximately 50 meters of
the crossroad and about 1.5 m above the ground CABE(Agence pour la Sécurité de la Navigation
Aérienne en Afrique et a Madagascar) of the intéonal airport Bernardin GANTIN supplied
meteorological data (wind direction and speed, enafpre and relative humidity). After PM sampling,
impacting plates were dried under a laminar flowdie Then, PM were removed from plates and divided
into two size fractions : particles ranging fromd gm to 0.33um named PMs and particles ranging from
7.2um to 2.5um named PM, s The two types of particles were kept in cleanedsvand immediately
stored at 4 °C.
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Fig. 2. Map of urban sampling site in Cotonou, Beni

2.2. Experimental analysis
2.2.1. PM physical characterization
PM size distribution

At the beginning, each sample was prepared witmg®f particle in 50 mL of distilled water and
well mixed. Samples suspensions were ultrasonichdigersed before measurement. PM size distribution
was studied by using laser granulometry. The lgsnulometer (Beckman Coulter LS 13 320 MW with
Universal Liquid Module) measures particle sizetribisition over the range from 0.017 to 2000 pm of
samples suspensions, based on polarization inyedsferential scattering (PIDS). All measurements
beam obscuration was kept within the limits of 88612 %. Cumulative frequency and relative
frequency size distribution were used for analg$igesults.

Specific surface area

About 50 mg of each PM were placed in a small Pyweshaped cell and analysed by using a
QuantasorB Surface Area Analyzer (Quantachrome CorporaticewNork, U.S.A.) which is based on
Brunauer Emmett Teller (BET) theory. Particle sasplvere outgassed at 200 °C for 1 h. Nitrogen was
used as a calibration gas and helium as an inetiecgas with a rate of 30 % versus 70 % nitrogen.
Current was 140 A and pressures of helium and getmowere 3 and 2 bars, respectively. Thereafter,
volumes of pure nitrogen gas were adsorbed to theface at -196 °C. The amount of nitrogen adsbrbe
at various partial pressures was used to calctilatsample’s surface area and pore structure.

2.2.2. Inorganic elements and ionic composition

Both PM were mineralised (about 20 mg) using HNidd HCIQ (ratio 1:2) by microwave
digestion (MARS 5 XPRESS, CEM Corporation). Expexnintal conditions were 1600 W of power, 180
°C as temperature, pressure of 24.16 bars and 2@fwun time. Thereafter, the solutions weresfiid
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by Whatman cellulose filters, diluted up to 25 miithwultrapure water and analyzed by inductively
coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS, Varidh M3). Calibration solutions were prepared in 1
% HNO; matrix using a commercial 10 ppm multi-elemennhdtad (SCP33MS, SCP Science-Quebec,
Canada).

About 20 mg of particles collected were leachedGnmL ultrapure water by ultrasonic agitation
for 30 min. Extract solutions were filtered on o@dse acetate filter 0.45 um. This step was replesite
times on the same aliquot to recover 95 % of selutshs and then 25 L were injected. Soluble anions
were determined by chemically suppressed ion chtmgnaphy (carbonate 1mM/bicarbonate 3.5 mM
eluents and AG14A/AS14A columns, 1.2 mL/min) usan@ionex DX 100 ion chromatograph. Soluble
cations were determined by chemically suppresseccimomatography (methane sulfonic acid 20 mM
eluents and CG12A/CS12A columns, 1 mL/min) usingDmnex ICS 900 ion chromatograph.
Chromatographic data were analyzed by Chromé&lsoftware.

2.2.3. Element composition

Element concentrations (carbon, nitrogen, hydrogephur) were detected by usi@HNS/O
Elemental Analysers (FlashEA 1112 equipped to 2ciors MAS200R, Thermo Fisher Scientific).
Carbon is converted by oxidation to carbon dioxitgjrogen to water; nitrogen to nitrogen gas/oxioes
nitrogen and sulphur to sulphur dioxide. £8,0, N, and SQ obtained after oxidation and reduction of
gases (Baneschi et al., 2013; Eksperiandova e2@11) were separated by a GC packed column (PTFE,
2 m, 6 x 5 mm), kept at 70 °C and detected by embeconductivity detector. A quartz reactor wasduse
to determine elements and kept at 950 °C with 140mm of He flow as carrier gas. For oxidation bét
samples, pressure of 250 kPa (He) and 220 kRawére required. Cycle run time, sampling delay and
oxygen injection end were 600, 25, 17 sec, respaygtiPM samples were introduced in tin capsulas an
packed carefully. Sulphanilamide (Thermo Fisher8iific) was used as standard of calibration. After
first analysis, each sample was incinerated at°€5ih order to remove organic carbon and then aealy
again for determine mineral carbon. The amountgasfes in column output were proportional to the
carbon, hydrogen, nitrogen and sulphur containiripé samples.

2.2.4. Organic and polycyclic aromatic compounds

The used volatile compounds (VOCs) analytical métvas based on these described by Caplain
et al. (2006). At the beginning, samples have liesgped in a glass tubes prior and desorbed bynter
desorption at 220 °C using GC/MS (Combi Injectog®der module - EM640 Briiker). Desorption time
was 3 min to desorb VOCs and compounds frogt€ C;5 without reach the semi-volatile compounds
extracted with solvent later.

After thermal desorption, the two particles samplese extracted by soxhlet extraction with 100
mL of dichloromethane for 16 h to determine poljiyaromatic hydrocarbons (PAHs) and paraffins.
The extracts were concentrated under nitrogen fllxul of each sample was injected in a gas
chromatograph (VARIAN 3800) coupled to a mass spewtter (VARIAN 1200 TQ). The capillary
column is a Factor four VF-5 ms (30 m x 0.25 mm.250um) and used helium as carrier gas. The total
time for this analysis was 60 min ; 40 °C for 5 mBn°C/min up to 310 °C and 310 °C for 3 min. The
parameter of mass detector was impact electroniciorent = 70eV and temperature of source 280 °C.
The samples were analyzed between 40 and 350 m#sompounds were identified by comparing
retention times of chromatographic peaks from sampkith those from standard mixtures and by
comparing mass spectra with those contained in Nigior WILEY libraries.

3. Results and discussion

Air pollution is a serious environmental healthkrfactor for humans (Bachmann, 2007; Pope et
al., 2009). Epidemiological studies have shown tbatticle exposure causes many diseases in both
developed and developing countries (Cao et al.22®elly and Fussell, 2012; Zhu et al., 2013).
However, the underlying mechanisms of action gamayaadverse health effects are still unclear. ©the
toxicological studies reported the relationship westn physicochemical characterization, particle
concentration and toxic effects of particulate era(Billet et al., 2007; Dergham et al., 2012; Déest
al., 2012; Kouassi et al., 2010). In Sub-Saharaicafcountries, there is little available datahisttopic
(Diouf et al., 2006; Kouassi et al., 2010). It aprgenow necessary to have a better knowledge on the
African air pollution.
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3.1. PM physical characteristics

During this study, St Michel district (sampling&jitrecorded SSW as dominant wind direction.
Total masses of the two types of collected PM w&Bg and 1.2 g for PM and PM, s, respectively.
During the collection period, average concentratiohair particulate matter were 180.9 pgfor PM,5
and 94.5 pg/ffor PM.,s Fig. 3 showed sizdistribution by cumulative frequency (%) and relati
frequency (%). Total PM number with geometric diteneg 2.5 pm was identical (97.5 %) in both PM.
The highest particle number detected in size ctagses also identical (55.2 %) for 0.5-1.0 um. F@30
0.5 um class, we found 24.0 % and 22.5 % fop PAid PM., 5, respectively.
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Fig. 3. Size distribution by cumulative frequené)(and relative frequency (%) of BMand PM, 5
collected in an urban site, Cotonou.

Recent studies conducted in West Africa have disava a significant level of Pp4 fraction in
ambient air of urban city. However, concentratiémsnd in this work were markedly higher than those
recorded in Abidjan (88.3 % of fine particle numbkpuassi et al., 2010) and Dakar (94.7 % of fine
particle number, Dieme et al., 2012). Nevertheless, othamtties have found PM concentrations
markedly lower than those recorded in this workif&al).

In a nutshell, concentrations recorded in Africanmries, particularly for the case of Benin, were
very high and exceeded PM regulations of the ginideladopted by the World Health Organization
(2006). These regulations promulgated 25 o h average concentration) and 10 [fgfamnual
average) for PMs For PM, concentrations are 20 and 50 uy/for annual and 24 h average
concentration, respectively.

On the other hand, the studied PM had high spesifitace areas ranging from 10.7/gnto 12.7
m?/g for PMys and PM, 5, respectively. Similar values were found by Diestal. (2012) and Kouassi et
al. (2010) in urban city (12.7 %y and 9.0 rfig in Dakar and Abidjan, respectively). In referenc
materials, values of specific surface areas wer& &#/g for fine particles CRM#8 and 2.0%uy for
coarse particles SRM1649a (Okuda, 2013). The hadhevof specific surface area recorded in thisystud
was likely to be associated mostly with the mot&imilar results in PMs and PM, 5 suggest that PM5
contain aggregates and/or agglomerates fine pastiglithin it. This result confirms an identical
granulometry profile of both particles. These twwaacteristics are known to greatly influence tihvé P
capacity to adsorb chemical compounds.
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Table 1

Concentrations of fine and coarse particles anit ielements (sulphate, nitrate) in worldwide.

Continent City/Country Concentration Sulphate Nirate References
(ng/n?) PM,s PMyg PM2s PMuo
PM,s PMyo pug/nt % pug/nt % g/t % pug/int %
Africa
Eﬁiigfggxi ) 180.9 945 14 215 05 166 08 130 02 58
Abidjan (Céte d'lvoire) 105.1 - 1.1 21.6 - - 1.6 31.7 - - Kouassi et al. (2010)
Dakar (Senegal) 75.1 1.9 17.3 - - 1.6 14.3 - - Dieme et al. (2012)
Conakry (Guinea) 38-177 80 - 358 15 317 2.2 21.3 0.9 20.2 3.4 32.9 Weinstein et al. (2010)
Accra (Ghana) 21-39 49 - 96 - - - - - - - - Dionisio et al. (2010)
Nairobi (Kenya) 10.7 - 98.1 - - - - - - - - - Kinney et al. (2011)
Asia
Yokohama (Japan) 20.6 9.6 3.8 48.3 0.2 7.6 1.0 12.2 1.0 34.7 Khan et al. (2010)
China 43 50 - - - - - - - - Pillai et al. (2002)
Europe
Dunkerque (France) 9.9 - 0.5 18.2 - - 0.8 32.5 - - Dergham et al. (2012)
Barcelona (Spain) 20.0 26.3 - 24 - 2.1 - 6.8 - 11 Sillanpaa et al. (2006)
Duisburg (Germany) 14.7 7.2 - 19 - 34 - 13 - 12
Athens (Greece) 25.3 28.7 - 31 - 1.3 - 1.1 - 55
Amsterdam (Netherland) 25.4 8.4 - 14 - 5.3 - 18 - 14
Prague (Czech Republic) 29.6 5.4 - 20 - 6.8 - 7.5 - 6.5
Helsinki (Finland) 8.4 12.8 - 26 - 0.8 - 4.7 - 3.7
America
Harlem - New York (America) 42 - - - - - - - - - Kinney et al. (2000)

(-) = not available
#percentage is calculated considering raw data
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3.2. Inorganic elements and ionic composition

lonic species concentrations were presented in4-iglonic concentrations of P were higher
than those of PM s The most abundant compounds Weré+(215 ug/rﬁ / 39.2 % for PMs versus 1.1
ug/nt / 37.7 % for PM,s), SO (1.4 ug/m / 21.5 % versus 0.5 ughh16.6 %) and N@ (0.8 ug/m /
13.0 % versus 0.2 pughn5.8 %). Na and Cl have same concentration (0.6 ugfior PM, 5 versus 0.5
pg/nt for PM.,5). Na" and Clpresented also similar percentages (9.8 %, 9.7 199Kty s, respectively
versus 15.8 %, 17.9 % for RM). Total ionic species concentrations of Pj\vere 6.3 pg/fversus 3.0
pg/nt for PMy,s

25 7

15

uﬁqgﬁgl

Fig. 4. lonic species concentrations of the twasels collected are in species mass per air volume
pumped and in percentage. The concentration @t R@s under of quantification limit in PMs,

Concentration (ug/m3)

The most abundant ionic species concentrationgdedowvere C4, SO*, NOy, Na" and Cl for
both PM. N4, CI and Md" revealed marine dust influen¢@azier et al., 2011; Rodriguez et al., 2004).
While the high concentration of €acould come from natural erosion and/or dust of eemindustry
which is located at about 1 km of sampling sitezi®aet al. (2011) found a similar result concegnin
amounts of CaC®which are significant and handled to carry out diesulphuration of ores. Sulphates
and nitrates clearly revealed anthropogenic a@wifCazier et al., 2011; Dergham et al., 2012ni2iest
al., 2012; Khan et al., 2010). In West Africa, \vedwof sulphate concentration are often high. Stéshia
studied particulate matters were likely due to timeegulated fuels in motor vehicles and/or indasétri
sources. With regards to nitrate concentrationsidoin PN s, they were also similar to those recently
published (Cazier et al., 2011; Dergham et al. 2®&han et al., 2010; Weinstein et al., 2010). Mwer,
this nitrate value was lower than Dakar’s nitrabdeentration (Table 1). PWs nitrate value was lower
than those reported in Japan (1.0 |fy/mh0.6 %, Khan et al., 2010). However, nitrateueabbserved in
this work indicated an anthropogenic contributilmmic species had been often associated with imicga
chemicals.
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Otherwise, concentrations were almost two fold aigh PM, 5 than in PM, s with total metals of
10.78 pg/m found in PM 5 versus 5.68 pg/frin PM., 5 (Table 2). Among main elements (Al, Fe, Mg,
Mn, Na, Ti, Zn) found in particles, Al and Fe repeat the highest concentrations in the two types of
samples. Medium studied elements Ba, Cr, Cu, PbSanshowed concentrations ranged from 0.01 to
0.04 pg/m in PM,s and from 0.005 to 0.02 pglnfor PM.,s Concentrations of other elements were
relatively low (0.0005-0.001 pgfnin each samples. Both PM samples under studyepted similar
repartition of elements as considering their peiags

Table 2
Inorganic elements of air pollution particulate teatollected.
Metal and trace PM; 5 PM.; 5
pg/nt % pg/nt %

Al 4.491 41.7 2.261 39.8
Ba 0.04 0.4 0.022 0.4
Ce 0.006 0.1 0.003 0.1
Co 0.001 0.0 0.0005 0.0
Cr 0.011 0.1 0.005 0.1
Cu 0.029 0.3 0.007 0.1
Fe 3.705 34.4 2.009 35.4
La 0.002 0.0 0.001 0.0
Li 0.001 0.0 0.001 0.0
Mg 0.756 7.0 0.402 7.1
Mn 0.068 0.6 0.034 0.6
Na 1.341 12.4 0.774 13.6
Ni 0.002 0.0 0.001 0.0
Pb 0.022 0.2 0.011 0.2
Rb 0.002 0.0 0.001 0.0
Sn 0.001 0.0 0.0005 0.0
Sr 0.026 0.2 0.013 0.2
Ti 0.128 1.2 0.059 1.0
Y, 0.003 0.0 0.002 0.0
Zn 0.145 1.3 0.071 1.3
Total 10.78 5.68

In literature, inorganic elements were usually agged with natural environment (e.g. Na, Mg,
Ca, Ti) and anthropogenic origin (e.g. Fe, Al, N&a, Cr, Zn, Pb, Cu) (Dergham et al., 2012; Dieme et
al.,, 2012). Moreover, Cr, As, Ni, Pb, Zn, Cu, V a@d are carcinogenic, Cd and As are potentially
mutagenic, Pb and Hg are foetal toxic (Cheng, 2663gt al., 2001). The main sources of atmospheric
heavy metals are natural emissions, fuel combudfitaffic) and industrial metallurgical processes
(Cheung et al., 2011; Fang et al., 2010). Vehial@ssion can be another crucial source of urban
atmospheric heavy metals (Duan and Tan, 2013).gamc elements in Cotonou were high during
collection period. Highest concentration of Fe @&hdvere often terrigenous source in African cousgri
Dieme et al. (2012), Kouassi et al. (2010) and Wtein et al. (2010) had shown similar results in
Abidjan, Dakar and Conakry, respectively. Accordittg regulatory standards set by the European
Parliament and the Council of the European Uni@908), lead levels in the two types of studied
particles were remarkably low but higher than thdstected by Dieme et al. (2012). Other resultsrzdlo
the world were presented in Table 3.
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Table 3

Concentration of about heavy metajgy/fr®) in the ambient air of urban areas in differentirioies
around the world.

Citiy/Country Pb Zn Ni Cu Cd As Cr \ Reference
Presentstudy  py, . ox10?7 01  2x10° 2x102 - - 1x10? 3x10°
Cotonou
(Benin) PMss 1x10? 7x102 1x10° 7x10° - - 5x10° 2x10°
Dakar PMps 7x10° 2x10% 1x10° 5x10° - - 2x10° 2x10° Dieme et al. (2012)
(Senegal)
Dunkerque PMys 3x10° 1x10? 1x10° 8x10° -  2.10° 3.10° 1.10° Dergham etal. (2012)
(France)
Conakry PM,s 3.102 6.10% 8.10° 0.1 - - 2100 1.10% Weinstein et al. (2010)
(Guinea) PMy, 4.10% 3102 1102 1102 - - 01 21
Punta .
Sabbioni PMi, 2102 510% 3.10° 910° -  210° 510° a41¢° Continietal (2012)
(Italy)
Baoshan PMys 0.1 04 21¢ 2102 310° - 3102 -  Wangetal (2013)
(China) PMi, 0.1 05 31¢ 4102 310° -  510° -
Navarra PM,s 2x10° 1.10% 1.10° 1102 -  110° 210° -  Aldabeetal. (2011)
(Spain) PMy,, 3.10° 2102 210° 2102 -  210° 2.10° -
Agra PM, s 1.1 0.9 0.3 0.2 - - 0.6 - Kulshrestha et al. (9009
(India) PMy, 1.1 05 02 418 - - 0.3 -
Florida PM,s 5.0° 1.10% 1.10° 210° -  210° - 2.10° Olson et al. (2008)
(USA)
Athens PM,s 1.107 - 2.10° - - - - - Vasilakos et al. (2007)
(Greece)
Hong Kong PM,s 1.10° 01  4.10° 5.10° - 4.10° 1.10° 1.10% Hagler et al. (2007)
(China)
Beijing 0.1 02 21¢F 6.10° 5102 1.102 4.10% 2.10% Duanand Tan (2013)
(China)
Limit values 0.5 - 2.10° - 5.10° 6.10° 2.10* 1 WHO (2000)

0.5 - 2,107 - 510° 6.10° - - EEA(2012)

(-) not available

Metal concentrations of PMfraction are twice higher than those of BM Lee et al. (2013) had
shown similar observation. This was likely assigileat heavy metals are more easily accumulated in
PM, s than in PM, . Moreover, both PM samples presented similar téjer of elements considering
the percentages. This suggests that both PM wene §iame source. On the other hand, Benin adopted
unleaded gasoline, so the main sources of heavglsnet two particles in sampling site were probably
under traffic and/or cement industry influence.

3.3. Element composition

Organic carbon was the highest rate of elementhéntwo analyzed aerosols (Table 4). Total
carbon was found to 22.97 % in PMversus 14.09 % for PMs Percentage of hydrogen were higher
than nitrogen and sulphur in the two samples.

In Eastern Spain, organic carbon (OC) + elemergeban (EC) were higher than those found in
this study. These percentages were 32 % and 22r BMigs and PM,, respectively (Rodguez et al.,
2004). In Yokohama (Japan), OC + EC can reach 28h&16 % in PN and PM,, respectively (Khan
et al., 2010). The ratio of (OC + EC) BM (OC + EC) PM, were similar in Spain, Japan and Benin.
Results of study conducted by Aldabe et al. (20dB5pain were contrary to those in present work,4OC
EC concentrations were rather abundant infthan PM . In accordance with Rodyuez et al. (2004),
OC + EC associated with phosphate and ozone shmuldnder bio-mass burning influence. Then, it
suggests that the highest lead, nitrate, OC + HEgkehindicate vehicle exhaust origin. In the prase
study, phosphate was practically absent and laadte) OC + EC, nickel were relatively high. Thtise
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two PM could mainly come from vehicle exhaust. Mower, both PM presented similar repartition of
elements as compared to the total carbon. Thisroosithe same source of PM found in metal analysis.
The uppermost concentrations of organic carbon wies linked with organic compounds.

Table 4

Element compositionf two aerosols collected.

Element Percentage

PM,. PM,;.
Total C 2297 + 0.11 E/TC 14.09 + 0.02 E/TC
Organic C 21.21+ 0.10 92.3 12.81 + 0.02 90.9
Nitrogen 0.94 + 0.04 4.1 0.85 + 0.01 6.0
Hydrogen 3.04+ 0.01 13.2 1.81 + 0.01 12.8
Sulphur 1.16 + 0.00 5.1 0.96 + 0.01 6.8

E/TC = Percentage of element/total carbon

3.4. Organic compounds and halogenated aromatigqyalic

In this study, volatile organic compounds (VOCs)ed&d in analysed samples were benzene and
its derivatives. VOCs concentrations were more eatrated (seven times) in BM(8.9 ng/ni) than in
PM.,5(1.2 ng/m) (Table 5). However, these concentrations wereetow PM s than those reported by
Dieme et al. (2012) and Dergham et al. (2012) itkdPaurban site (37.4 ngfnand Dunkerque (51.3
ng/nT), respectively. The toluene/benzene (T/B) ratianfbin PM s samplings was 3.9 and 1.4 in BM
According to the literature, the T/B ratio rangednh 1.5 to 4.0 in urban areas indicated traffic &sioins
(Buczynska et al., 2009; Liu et al., 2009; Milleraé, 2012, 2010).

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) concenbrai were far more concentrated in M
than in PM, s Reche et al. (2012) and Li et al. (2013) havenéba similar result in Barcelona (ltaly) and
Beijing (China), respectively. Total PAHs levelstivis work were lower than those found in Europan(v
Drooge and Ballesta, 2009), in Germany (Pietrogeaeidal., 2011), in France (Dergham et al., 2012).
However, our PAHs concentrations were higher these reported by Pindado et al. (2009) (in Spain).
Quantity of benzo[a]pyrene, leader of PAHs classiftarcinogenic B2 pollutants by EPA was smaller in
PM., 5 and greater in P4 than those of recent studies performed in Spaailé@ et al., 2011; Reche et
al., 2012). Generally speaking, most of the PAHghanthropogenic origins (vehicle exhaust, residént
heating and power plants) and usually distinguisbgdheir emission sources using diagnostic ratios
(Dvorska et al., 2011; Ladiji et al., 2009; Li et @013; Tobiszewski and Nandrek, 2012). According to
PAHSs ratios in table 6, the two types of PM presdrdame ratioBaP/(BaP + Chr), Flu/(Flu + Pyr),
BaP/BghiP, BaA/(BaA + Chr) angCOMB/y PAHs were 0.5, 0.3, 0.6, 0.4 and 0.9 respectivety this
indicated that PAHs adsorbed on PM can come frosolgee, diesel emissions, incomplete combustion,
vehicle emission and mainly traffic emissions.

Traffic emissions usually produced some long chamkanes having. Concentrations of these
compounds were higher in BMthan in PM, s (Fig. 5). However, P\ s were more concentrated in
heavy paraffins (& to Gsg) except Gs.
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Table 5

Organic compounds in the two air pollution PM sagspl

Concentration (ng/f

VOCs PM, ¢ PMs.
Benzene 0.46 0.05
Toluene 1.81 0.07
Ethylbenzene 0.83 0.10
0-Xylene 3.47 0.07
123Trimethylbenzene 1.17 0.71
Trimethylbenzene 0.52 <LQ
Tetramethylbenzene 0.35 0.20
Pentamethylbenzene 0.29 <LQ
Total 8.90 1.2
PAHs

Naphtalene Nap 0.01 0.01
Acenaphtylene Ace <LQ 0.004
Phenanthrene Phe 0.02 0.01
Fluoranthene Flu 0.11 0.03
Pyrene Pyr 0.28 0.06
Benzo[a]Anthracene BaA 0.19 <LQ
Chrysene Chr 0.26 0.01
Benzo[b]Fluoranthene BbF <LQ 0.02
Benzo[k]Fluoranthene BkF 0.30 <LQ
Benzo[a]Pyrene BaP 0.24 0.01
Dibenzo[a.h]Anthracene DahA 0.21 <LQ
Indeno[1.2.3-c.d]Pyrene Ind <LQ 0.07
Benzo[g.h.i]Perylene BghiP 0.37 <LQ
Total 1.99 0.22

< LQ = Under limit of quantification ; VOCs = Vol#&i Organic Compounds,
PAHs = Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

Table 6
Characteristic ratios of PAHs used for source ifieation.
PAH ratio Value range Origin Reference
> COMB/yPAHS ~1 Combustion Ravindra et al. (2008)
BaP/BghiP <0.6 Non-traffic emissionKatsoyiannis et al. (2007)
>0.6 Traffic emissions
BaP/(BaP + Chr) 0.5 Diesel emissions Cazier dral1)
>0.5 Gasoline emissions
BaA/(BaA + Chr) 0.2-0.35 Coal combustion Akyliz apabuk (2010)
>0.35 Vehicle emissions
Flu/(Flu + Pyr) >0.5 Diesel emissions Ravindrale{2006)
<0.5 Gasoline emissions

>PAHs = sum of total non-alkylated PAHs
>COMB =3 BaP, Chr, Flu, Pyr, BaA, Ind, BKF, BbF, and BghiP
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In this work, total paraffins were 16.8 n@/and 10.6 ng/ﬁ‘for PM, s and PM, 5, respectively. For
PM,s, paraffin concentration were higher than thosenéb at Dakar (Senegal, Dieme et al., 2012),
Augsburg (Germany, Pietrogrande et al.,, 2011) ahdp@eri’a (Spain, Pindado et al., 2009). These
values can reach concentrations fifty times higheBeijing city (Chine, Li et al., 2013). Indeed;zC,
indicated microbiota and diesel origin. On the otfide, G¢-Cs;were attributed to fossil fuel rubbish and
plant waxes (Cazier et al., 2011; Fu et al., 2@06trogrande et al., 2011). In accordance with &aiva
et al. (2008)n-alkanes up to §and until Gstaken source in gasoline powered vehicles and hdaty
diesel trucks, respectively. Furtherngs3 alkanes have origin from tobacco (Pietrograndal.e2011).
From the foregoing, this study showed that PM aredywere mainly resulting from gasoline and diesel
emissions, thus traffic emissions. These obsematonfirm results obtained in PAHs study.
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Fig. 5. Paraffins concentrations in the two airtigatate matter.
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Fig. 6. Carboxylic acids with a long aliphatic tatitwo air pollution particulate matter.
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Otherwise, saturated fatty acids indicate the praseof agricultural activity. Therefore, Fig. 6
reported significant saturated carboxylic acidstndied PM samples. Mainly hexadecanoic (palmitic)
acid (Gg) and octadecanoic (stearic) aciddjGvere most abundant. Similar remark was publighedi
et al. (2013). Concentrations were 120.45 [Fgimd 31.89 pg/min PM, s for C;g and Gg, respectively.
PM.,s was twice smaller in C16 (52.83 pdjrand C18 (13.94 pgfnthan PM . Total fatty acids were
330.76 pug/mfor PM, s and 196.31 pg/ifor PM., s,

According to Oliveira et al. (2007), fatty acidstlwieven-numbered carbons of less than 20
carbons were considered to be derived in part fraomobial activities and cooking meat. Ratio ofiole
acid / stearic acid is a tool of aerosol aging fiieation (Li et al., 2013). Rogge et al. (200&)ggested
that when ratio of stearic acid / palmitic acid 2% it is wood smoke and foliar vegetation comimumst
between 0.25 and 0.5 = car and diesel truck enmissamd ranged from 0.5 to 1.0 = road dust. In the
present work, stearic acid / palmitic acid raticev8.26 in the two analyzed PM. Oleic acid / steadid
ratio were 0.32 and 0.7 in BMand PM, s, respectively. Li et al. (2013) reported in Baijioity a similar
result in PM s according to collection period. In light of the®sults, fatty acids concentrations indicated
mostly vehicle emissions and reinforced conclusmirgrevious analyses.

5. Conclusion

From all of the foregoing, physicochemical charde#gion of air pollution particulate matters
PM, s and PM, s collected in Cotonou revealed identical granulasnetofile and specific surface areas
between particles samples. This suggests thatclgarBM.,s sample contain within it a part of
agglomerated fine particles. However, concentratioindifferent inorganic and organic compounds were
each time most high in PM than in PM, s Identification tools of source were used to defeglutants
origin. Inorganic elements, PAHSs, paraffins andyfatcids levels studies indicated clearly that e
came from natural and/or anthropogenic emissiorrcesuparticularly vehicle exhaust influence and
traffic emissions. These compounds have adverdéhreffects, and it is necessary to complete retear
with toxicological studies in order to establishmitoring plan of air quality in African countries.
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Les particules atmosphériques correspondent a un mélange complexe
notamment au regard de la diversité des composés chimiques qu’elles renferment.
Leurs propriétés sont souvent conditionnées par leurs sources d’émission, qui
peuvent étre, comme nous l'avons déja évoqué, naturelles ou anthropiques.
L’appareil respiratoire constitue logiquement la principale voie d’exposition de
I’étre humain a ces particules atmosphériques, qui sont, selon de nombreuses
études épidémiologiques, a Il'origine de nombreuses pathologies cardio-

respiratoires parmi lesquelles I'asthme ou le cancer broncho-pulmonaire.

Au regard du taux anormalement élevé de particules en suspension dans l'air
de la ville de Cotonou, et de la prédominance de particules de petite taille,
caractéristique leur permettant de pénétrer profondément dans I'appareil
respiratoire afin d’y exercer leur toxicité, qui est de plus exacerbée par le cocktail
de composés chimiques adsorbés a leur surface, il nous est apparu important
d’évaluer leur potentiel toxique au travers d’une étude in vitro menée sur des
cellules épithéliales bronchiques humaine d’origine normale (BEAS-2B) qui sera

présentée dans le présent chapitre.

1. Cytotoxicité globale

Apres exposition des cellules aux particules, des augmentations significatives
de la LDH extracellulaire ont été observées apres 48 et/ou 72 h d’exposition a des
concentrations supérieures a 3 pg/cm? de PMzs et PMs;s. L'activité de la DHm
révele quant a elle des diminutions significatives lorsque les cellules sont exposées
aux PM2s a des concentrations > 12 pg/cm?, > 24 pg/cm? et > 48 pg/cm?
respectivement pendant 72 h, 48 h et 24 h d'incubation. Ces diminutions étaient
également constatées chez les cellules exposées aux PMszs lorsque les

concentrations excedaient 24 pg/cm? pendant 72 h et 48 pug/cm? pendant 24 et
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48 h d’exposition. De méme, les résultats de l'incorporation de la BrdU a ’ADN
n‘ont été significatifs (diminution) qu’apreés exposition des cellules a des
concentrations supérieures a 24 pg/cm? et ce quel que soit le type de particules et

la durée d’exposition.

2. Expression génique et activation métabolique des xénobiotiques

Les résultats sur les enzymes impliquées dans la métabolisation des
xénobiotiques ont montré une expression significative des genes codant pour le
CYP1B1 et la NQO1 dans les cellules BEAS-2B exposées aux échantillons de
particules fines et plus grossieres. La réponse dose-dépendante du gene CYP1B1
n'a été observée qu'aprés 48 h d'exposition aux PMzs et apres 24h et 48h
d'exposition aux PMs2s. En ce qui concerne I'induction de 'expression génique de
la NQO1, la réponse dose-dépendante était marquée apres 72 h d'exposition aux
particules fines et apres 24 h dans les cellules exposées aux particules plus
grossieres. L'expression du gene AhR était également induite de facon significative
chez les cellules exposées pendant 48 h a 3 pg/cm? et 72 h a 12 ug/cm? aux PMzs,
et pendant 48 et 72 h a 3 pg/cm? aux PMs;s. Par contre, le géne de 'ARNT n’était
exprimé significativement qu’apres 48 h d’exposition a 3 pg/cm? aux PMzs eta 3 et
12 pg/cm? chez les cellules exposées aux PMs2s. Pour ces deux genes, la relation
dose-dépendante n'a été observée qu’aprés 48 h chez les cellules exposées aux
particules grossieres a 12 pg/cm?. Par ailleurs, il faut noter que le gene de '’AhRR
n’était exprimé de maniere significative uniquement apres 24 h d’exposition. Il est
a noter que les genes codant pour les CYP1A1 et CYP2E1 n'ont pas été détectés et

ce quelles que soient les conditions d’exposition (données non présentées).

3. Réponses oxydatives des cellules exposées aux particules

Les deux échantillons de particules ont induit un déséquilibre du statut en
glutathion, ainsi que des augmentations significatives des concentrations de la SOD
et de MDA dans les cellules BEAS-2B apres 24, 48 et 72 h d'exposition. Concernant
le ratio GSSG/GSH, une réponse dose-dépendante significative n'a été observée que

chez les cellules exposées pendant 72 h aux PMz5 a la concentration 12 pg/cm?2.
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Cette relation a été également constatée au niveau de la SOD et du MDA, mais

uniquement apres 72 h d'exposition aux PMz5 et PMs2s.

4. Réponses inflammatoires des cellules exposées aux particules

Il faut souligner que I'expression génique de TNF-a n'a pas été détectée dans
les cellules BEAS-2B exposées aux particules alors que des inductions significatives
par les PM de I'expression de génes des cytokines inflammatoires IL-1f, IL-6 et IL-
8 ont été observées suite a I'exposition aux PM (apres 24 et 48 h de l'exposition et
seulement IL-8 apreés 72 h). Des réponses dose-dépendantes significatives ont été
observées pour la transcription du gene IL-13 seulement chez les cellules exposées
pendant 48 et 72 h aux PMz5 a la concentration 12 pg/cm?. Cette relation dose-
dépendante a été significative pour I'IL-6 et I'IL-8 dans les BEAS-2B exposées aux
deux types de particules a 12 ug/cm? apres 24 et 48 h. De plus, I'effet de la durée
d’exposition (relation temps-dépendante) sur la transcription des geénes
inflammatoires était également statistiquement significatif, en particulier pour les

plus fortes concentrations de PM (12 pg/cm?2).

Concernant la sécrétion protéique d’IL-6 et IL-8, des augmentations
importantes ont été observées dans les surnageants de culture lorsque les cellules
BEAS-2B étaient exposées aux deux types de particules. Cependant, peu de
productions significatives d’'IL-13 et TNF-a ont été constatées et ce quelles que
soient les conditions d’exposition. Néanmoins, on retrouve chez les cellules
exposées aux deux PM des réponses dose-dépendantes et temps-dépendantes tres

significatives pour la sécrétion d’IL-6 et IL-8.

D’autres médiateurs impliqués dans les processus inflammatoires tels que les
métabolites de 1'acide arachidonique ont également été étudiés. Les résultats ont
montré que les concentrations en leucotriénes (LTB4, LTC4, et LTE4), en
prostaglandine PGE2 et en thromboxane TXB2 n'ont pas connu de modification

apres exposition des cellules aux deux échantillons de particules. Une légere
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modification a cependant été observée chez les cellules exposées pendant 72 h a la

concentration 12 pg/cm?2de PMss.

Dans cette étude, de nombreuses corrélations entre les différents parametres
étudiés ont pu étre mises en évidence, mais nous avons choisi de ne présenter que
les corrélations les plus fortes (r =2 0,8, p < 0,01) existant entre les différents
parametres étudiés. Pour éviter une répétition inutile, ces corrélations ont été

présentées dans la publication ci-apres.
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5. Publication 3: Proinflammatory effects and oxidative stress within human
bronchial epithelial cells exposed to atmospheric particulate matter (PMz.5 and
PM:2 5) collected from Cotonou, Benin
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Abstract

After particulate matter (PM) collection in CotondBenin), a complete physicochemical
characterization of Pbt and PM, s was led. Then, their adverse health effects weatuated by using
in vitro culture of human lung cells. BEAS-2B (bronchialteglial cells) were intoxicated during short-
term exposure at increasing PM concentrations §6.5:g/cn) to determine global cytotoxicity. Hence,
cells were exposed to 3 and 12 pudtminvestigate the potential biological imbalamemerated by PM
toxicity. Our findings showed the ability of botiRo induce oxidative stress and to cause inflanonyat
cytokines/chemokines gene expression and secrekarthermore, PM were able to induce gene
expression of enzymes involved in the xenobiotit¢ainelism pathway. Strong correlations between gene
expression of metabolizing enzymes, proinflammatesponses and cell cycle alteration were found, as
well as between proinflammatory responses and \ability. Stress oxidant parameters were highly
correlated with expression and protein secretionftdmmatory mediators.

Keywords: Benin, cytotoxicity, inflammatory response, oxidatstress, particulate matter
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Proinflammatory effects and oxidative stress within human bronchial epithelial cells exposed to
atmospheric particulate matter (PMz s and PM.;5) collected from Cotonou, Benin
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1. Introduction

Numerous epidemiological studies have already &skeddl the link between ambient air
particulate matter (PM) exposure and appearancdisgfases such as lung cancer, cardiopulmonary
mortality and morbidity (Kelly and Fussell, 2012h&n et al., 2010; Merbitz et al., 2012; Pope et al.
2011; Raaschou-Nielsen et al., 2011; Sun et al.220urner et al., 2011). Airborne particulate reedf
especially fine particles (with aerodynamic diamdéss than 2.5 um), are able to adsorb more toxic
pollutants such as volatile organic compounds (VQ@savy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs), biological components, carbonaceous maseeéc. (Longhin et al., 2013; Osornio-Vargaslet a
2011; Perrone et al.,, 2010). They were describetlaatng the capacity to penetrate deeply into the
human respiratory system (Badyda et al., 2013; G al., 2013; Wang et al., 2013) and to reaeh th
lung alveoli (Boublil et al., 2013; Li et al., 201 3he air-blood gas exchanges head. Studies afsexp
to these particles suggested that compounds adkorbPM have the ability to alter cell permeability
inducing production of reactive oxygen species. yTteso induce cell mediated responses (e.g.
chemokine and cytokine secretion) in the lung ayram a result of oxidative stress in cells, caufihbh
damage and cell death (Dergham et al., 2012; @uiaéit al., 2011; Okuda, 2013; Reche et al., 2012).
Coarse particles (with an aerodynamic diameter drighan 2.5 um) are also well-known for their
cytotoxic and proinflammatory properties (Camaghial., 2012; Gualtieri et al., 2010; Longhin et al
2013).1t was suggested that compounds adsorbed on PMlagran important role in the appearance of
mutations, cancer and allergic reactions. Theseffconduct to reduce respiratory function, paldity
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in people with chronic obstructive pulmonary dige@OPD) and asthma (Boublil et al., 2013; Gualtier
et al., 2010; Michael et al., 2013). Several tokiga@al studies have already been conducted inrdale
evaluate the particulate matters effects and te lebetter understanding of the underlying biolalic
mechanisms (Boublil et al., 2013; Dergham et a012 Dieme et al.,, 2012; Sun et al., 2012), but
relatively few data are available at the moment.

Accordingly, monitoring tools designed to focus leigh impact of air particulate matter were
implemented particularly in developed countriesisThelps to promulgate PM regulation which plays an
active role in strengthening the protection of jlblealth by decreasing the high concentrationiof a
pollution by particulate matter. On the contrarymost developing countries, few measures are taken
limit the growing PM concentration in atmospheral dimited data are available concerning adverse
health effects assessment of airborne particulattemin these countries (Adohinzin et al., 201igud
et al.,, 2006; Kouassi et al., 2010). Recent toxigmal studies conducted in Sub-Saharan Africa
countries, more precisely in Dakar (Senegal, Diemal., 2012), Abidjan (Céte d’lvoire, Kouassi &t a
2010) have pointed out the heterogeneity of PM amsitipn. In these works, these African particlesave
shown as having the capacity to cause adversehheffticts (Dieme et al., 2012; Kouassi et al., 2010
Cotonou, the economic capital of Benin, was regaméiscribed as having poor air quality (Cachon.et a
2013). The air pollution of this city is due to &espread utilization of motorbikes and old sechadéd
cars using poor quality fuel coming illegally froxigeria (Avogbe et al., 2005, 2011; Ayi Fanou ef al
2006; Cachon et al., 2013). Moreover, Ayi-Fanoalef2011) showed a relationship between high level
of air pollution in Cotonou and DNA adducts fornaattiwithin the city residents, while Avogbe et al.
(2011) reported an impact of urban air pollution llematological system among the motorbike-taxi
drivers of Cotonou.

Thereafter, it appears important to investigatetthéc potential of Cotonou airborne particulate
matter in order to contribute to a better undeditam of the underlying biological mechanisms for PM
induced lung diseases in Sub-Saharan Africa casmtiin this study, fine particles (i.e. P§ and
fraction of particles with aerodynamic diameterewab2.5um (PM,s) were sampled in Cotonou, in a
site representative of high traffic condition. Maibjectives of our work were to determine possible
adverse effects of these particles on human brahdpithelial cells (i.e. BEAS-2B) by the global
cytotoxicity responses through the alteration df permeability, cellular viability and cell pro&fation.
Afterward, to better understand the effects of RMeabed compounds, the expression level of several
genes involved in polycyclic aromatic hydrocarb@®g8\Hs) and/or volatile organic compounds (VOCSs)-
metabolism (e.g. cytochrome P450 CYP1Al, CYP1B1P2K1, NADPH quinone oxido-reductase-1
(NQOL1), Aryl hydrocarbon receptor (AhR), Aryl hydarbon receptor nuclear translocator (ARNT),
Aryl hydrocarbon receptor repressor (AhRR)) wereditd in BEAS-2B exposed to each particle type.
Then, to investigate PM-induced oxidative streagpesoxide dismutase (SOD), glutathione status
alteration (i.e., glutathione disulfide/reducedtgthione) and malondialdehyde (MDA) production were
evaluated. On the other side, particular attertias been paid to the inflammatory mediators (iumaor
necrosis factor alpha, TN&-interleukin 1 beta, IL-fi; interleukin 6, IL-6; interleukin 8, IL-8) by the
gene expression and the protein cytokine secrati@asurement as well as other proinflammatory
mediators derived from arachidonic metabolism saglprostaglandin, PGE2; thromboxane, TXB2; and
leukotrienes, LTB4, LTC4, LTE4 analysis.

2. Experimental analysis
2.1. Laboratory reagents

LONZA Sales Ltd (Switzerland) provided cell cultugeowth medium (BEBM, CC-3170). Cell
Proliferation Reagent (WST-1), Cytotoxicity DetectiKit (LDH) and Cell Proliferation ELISA (BrdU)
were purchased from Roche Diagnostics (Neuilly-Seine, France). CellBINDsurface plastic flasks
were from ThermoFisher Scientific (lllkirch, Franc&@agMar? Gene Expression Cells-to-CTkits and
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TagMarf Gene Expression Assays were from Life Technolog#ubin, France). EIA Kits were from
Cayman Chemical (Interchim, Montlugon, France), Qikine® ELISA Kits and Superoxide Dismutase
Assay Kit were from R&D Systems Europe, Ltd. (Aldog, UK). All other chemicals were from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).

2.2. Methods
2.2.1. Particulate matter sampling

PM,s and PM,s samples were collected in Cotonou, Benin (Fig. &jactly at St Michel
(6°22'2.3"N/2°25'46.4"E), the district which recaaddense traffic and where the roofs of the hoases
covered of soot. Particles were obtained using kihme cascade impaction air samplers (Staplex 235
New-York, USA), as collection method already ddsedi by Billet et al. (2007). Briefly, impactor’'s
plates were mounted without any filter and backiliprfin order to maintain a constant aspiratiamfl
rate (i.e., 80 rith). The impactor system consists in 6 impactiargs collecting particles from 7.2 um to
0.33 um. In our study, we chose to partition thegang into two PM size: particles ranging from 161
to 0.33 um named PM and particles ranging from 7.2 pm to 2.5 pum nafigd; s.
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Fig. 1. Location map of the study area. Sampling earied out at the very core of Cotonou, Benin.

Samplings were done on continuous collection fidovember 16, 2010 until December 08,
2010. Two identical impacting systems were usedrmditively, protected of the possible rains and
changed every three days. Sampling pumps wereltacapproximately 50 meters of the crossroad and
about 1.5 m above the ground. After PM samplingpdntor plates were dried under a laminar flow
bench. Then, PM were removed from plates and dividd#o two size fractions, particles with
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aerodynamic diameters below 2ifn (fine particles PMs) and particles with aerodynamic diameters
above 2.5um (coarse particles Pls). The two types of particles were immediately stbat -20 °C in
cleaned vials.

2.2.2. Human cell line and culture conditions

The cell line used for this work was BEAS-2B, oniglly derived from normal bronchial epithelial
human cells obtained from autopsy of noncanceradsiiduals. BEAS-2B cell line transfected with
hybrid virus (adenovirus 12-SV40) was obtained freoropean Collection of Cell Cultures (ECACC,
Wiltshire, UK - reference 95102433).

BEAS-2B cells were cultured in CellBINDsurface plastic flasks containing Bronchial Eitde
cell Basal Medium (BEBM). BEBM was previously supplented with 0.1% (v/v) human recombinant
epidermal growth factor, 0.1% (v/v) insulin, 0.1%\) hydrocortisone, 0.1% (v/v) triiodothyronine,
0.1% (v/v) retinoic acid, 0.1% (v/v) epinephrinel® (v/v) transferrin, 0.1% (v/v) gentamicin suéfat
amphotericin-B, and 0.4% (v/v) bovine pituitary mxt (BEGM" Bronchial Epithelial cell Growth
Medium BulletKit), as published by Dieme et al. {20. Flasks were placed in a humidified atmosphere
containing 5% C@at 37 °C. Cells were subcultured when the flasksew80% confluence, by using
0.25% trypsin/0.53 mM versene solution containing?® (w/v) polyvinylpyrrolidone (Sigma-Aldrich).
Medium was refreshed every 2-3 days, and cells wetzultured weekly (1 500-3 000 cellsfgm
BEAS-2B cells derived from the same initial celltave were used for all parameters studied.

2.2.3. Cell exposure and cytotoxicity study

BEAS-2B cells were seeded in 96 well CellBIRBurface microplates at a density of 10 000
cells/well/200uL BEGM, 5 000 cells/well/20@L BEGM and 2 500 cells/well/20QL BEGM for 24 h,

48 h and 72 h of exposure, respectively. BEAS-2Bs agere then cultured at 37 °C in a 5% £O
humidified atmosphere. Cells were exposed to pddie matter PMs and PM,s with increasing
concentrations ranging from 1.5 to 96 pg PMicrivicroplates contained 8 replicates of each
concentration of PM solution containing 1 % v/v dimone and previously sonicated during 10 min, 8
replicates of positive controls (i.e. 1 % v/v TritX-100 in final volume), and 16 replicates of atge
controls (i.e. wells containing only nonexposedscét BEGM). These positive and negative controls
correspond to 100 % cell mortality and 100 % clbility, respectively.

After each exposure time (i.e. 24, 48 or 72 h),ayt@toxicity in BEAS-2B cells was evaluated as
published by Billet et al. (2007). Cell-free cuktusupernatants (100 pL) were transferred to an®@6er
well microplates (Nunc) in order to study extragkdt (i.e. released in the culture medium) lactate
dehydrogenase (LDH) activity by Cytotoxicity Detect Kit (LDH). The microplates containing the
remaining supernatant with adherent cells were useguantify mitochondrial dehydrogenase (MDH)
activity in cells by using the Cell Proliferatione®gent (WST-1). Finally, for cell proliferation
determination, BrdU labeling solution was addeduianeously to PM-intoxicated solution in specific
“BrdU test” microplates 24h (20 pL/well), 48 h (40./well) and 72h (60 pL/well). This allows us to
study cell proliferation study by quantifying 5-lono-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation in cellsing
the Cell Proliferation ELISA BrdU Kkit.

2.2.4. Cells sampling for xenobiotic metabolizimgygmes and inflammatory cytokines gene expression
study
Cell exposure

BEAS-2B cells were seeded in 6 wells CellBIRiBurface microplates at a density of 250 000
cells/well/1.5 mL BEGM, 125 000 cells/well/1.5 mIEBM and 62 500 cells/well/1.5 mL BEGM for 24
h, 48 h and 72 h of exposure, respectively. Celisevexposed to each PM samples at two concentsation
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3 and 12 pg PM/ci PM solutions were prepared with 1 % v/v fungizamdinal volume of well, and
then sonicated during 10 min before addition toomegd wells.

Cells sampling

After each exposure time (i.e. 24, 48 or 72 h)fuwrel supernatants were entirely removed and
adherent cells were washed twice with 2 mL of qatdsphate-buffered saline (PBS, 0.01 M - pH 7.2).
Then, microplates were quickly frozen at -80 °Ciluitrther study of gene expression of PAHs and/or
VOCs metabolizing enzymes (i.e. CYP1A1l, CYP1B1, QEP, NQO1, AhR, ARNT and AhRR) and
gene expression of inflammatory mediators (i.e. INH--1p, IL-6, and IL-8).

Gene expression profiles

TagMarf Gene Expression Cells-to-CTkit was used to study gene expression profiles of
inflammatory cytokines and xenobiotic metaboliziagzymes. The used TagMaGene Expression
assays were Hs00153120 ml (CYP1Al), Hs00164383 @YIP1B1), Hs00559368 ml (CYP2E1),
Hs00168547_m1 (NQO1), Hs00169233_ml (AhR), Hs 02181ml (ARNT), Hs01005075 ml
(AhRR), Hs99999043 ml1 (TN&;, Hs00174097_ml (ILf), Hs00174131_ml (IL-6) and
Hs00174103_m1 (IL-8) provided by Life Technologi€st Aubin, France). Real time quantitative
polymerase chain reactions (qPCR) were performetyus 7500 Fast Real-Time PCR System with the
Sequence Detection 7500 Software v2.0.3 (Applieos@tems). In a real time PCR assay, a positive
reaction is detected by accumulation of a fluoressggnal. The threshold cycle (Ct) reflects theley
number for which the generated fluorescence withimeaction crosses the threshold. (i.e. exceeds
background level). Thereby, Ct levels are invergebportional to the amount of target nucleic geid).
mRNA) in the sample (i.e. the lower the Ct leved tireater the initial amount of target nucleic acithe
sample). For each sample, the relative quantitaiR@) in gene expression was first time calculated
normalizing with endogenous ribosomal 18s RNA (899999901 _s1) used as the housekeeping gene.
This corresponds to the normalization relativeht® initial amount of target nucleic acid in the géan
(ACt = Cttarget gener Ct 185 rna)- Then, the difference between targets mRNA leireksxposed cells and
in nonexposed CellAACt = ACt (exposed celist ACt (nonexposed cei)iS Used to calculate the RQ 22",

2.2.5. Culture supernatants and cells samplingriiammatory protein expression and oxidative daenag
study
Cell exposure

BEAS-2B cells were seeded in 150 @ellBIND® surface flasks (Corning) at a density of
4 000 000 cells/flask/30 mL BEGM, 2 000 000 celésk/30 mL BEGM and 1 000 000 cells/flask/30 mL
BEGM for 24 h, 48 h and 72 h of exposure, respebtiin a humidified atmosphere containing 5%,CO
at 37 °C. Cells in flask were exposed to each PMpdas at two concentrations 3 and 12 pg PM/d&M
solutions were prepared with 1 % v/v fungizoneimaff volume of flask, and then were sonicated dyrin
10 min before exposure.

Culture supernatants and cells sampling

After each time of exposure (i.e. 24, 48, or 72diiguots of cell-free culture supernatants were
collected and quickly frozen at -80 °C until funthenalysis of TNFe, IL-1p, IL-6 and IL-8 protein
expression and total protein contents. Remainimeswatants of flask were removed and cells were
collected and centrifuged at 200 g, 4 °C during¥iif.. Then, cell pellets were washed twice with 4 mL
of cold PBS (0.01 M; pH 7.2) and dispatched intenotube according to the different parameters under
study. Tubes containing cell suspensions were ifegid as previously described. Thereafter, celefr
supernatants were removed and cell pellets wesedtbor a few seconds in liquid nitrogen, and then
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immediately stored at -80 °C until further study ofher inflammatory mediators derived from
arachidonic acid (LTR LTC,, LTE,;, PGE and TXB), oxidative damage and total protein contents.
Preparation of cytosolic extracts from cells

Cell pellets (~ 5 000 000) were sonicated with ¢bilg-HCI (100 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM) and
centrifuged at 10 000 g during 15 min, 4 °C. Suptants were removed and stored at -80 °C, and used
shortly after to study superoxide dismutassivity by using Superoxide Dismutase Assay Ki&[R
Systems Europe, Ltd. Abingdon, UK).

Inflammatory cytokines secretion

Cell-free culture supernatants were used accordinghe manufacturer method in order to
determine TNFe, IL-1B, IL-6, and IL-8 concentrations by using QuantilireLISA Kits provided by
R&D Systems Europe, Ltd. Concentrations were bagegrotein amount within each sample. Hence,
total protein contents in cell-free culture supéangs were determined as published by Smith ¢1885)
using the bicinchoninic acid (BCA) Protein Assayfkom Sigma-Aldrich. Briefly, 25 pL of supernatant
or standard (bovine serum albumin, BSA) were addechicroplate wells and then 200 pL of reaction
buffer 2 % (copper Il sulfate/bicinchoninic acidjvk Microplates were read at 562 nm after an
incubation of 30 min at 37 °C.

Sample preparation and solid phase extraction faccaidonic acid metabolites study

Cell-free culture supernatants were purified byngssolid phase extraction (SPE) method with
vacuum manifold, and standard columns PolyCle&tCX supplied by Interchim (Montlugon, France).
Sorbent columns are mixed polymer (hydrophilic dfophobic) and in polypropylene (100 mg/1 mL)
with 60 um as particle diameter of polyethylendsfriBriefly, cell-free culture supernatants were
previously added to 5 pL of Butylated HydroxytoleeBHT 1 % (w/v in methanol) in order to prevent
lipid peroxidation. Thereafter, cell-free culturgpgrnatants were acidified with 250 pL of cold HCI
M) for protein denaturation and centrifuged at D9f) Supernatants were removed and purified by
polyclean columns (conditioning: 100 % MeOH 5 mi00 % ultrapure water 5 mL, pH 3.0). After
loading 10.5 mL of supernatants, columns were drieercemove all impurity with washing solvent,(®
pH 3.0/MeOH, 95/5, v/v: 10 mL) and dried 2 min forénate water. Before elution, 5 pL of BHT 1 %
were added and columns were eluted by cold elwvent (ethyl acetate/methanol, 95/5, v/v, 750.uL)
This last step was repeated four times. After ekapan to dryness under a nitrogen flow, organic
extracts were reconstituted in 250 pL of EIA buffeovided by the manufacturer ( EIA Kit, Cayman
Chemical, Interchim, Montlugon, France) and dingstbred at -80 °C until further study of inflammat
mediators derived from arachidonic acid (LJBTC,, LTE,;, PGE, and TXB). All arachidonic acid
metabolites were studied by using enzyme immungaE$a kits from Cayman Chemical (Interchim,
Montlucon, France).

Lipid peroxidation study

Formation of malondialdehyde (MDA) during lipid perdation of poly-unsaturated fatty acids
(e.g. arachidonic acid) was determined by usinghdpigrformance liquid chromatography (HPLC,
Kromasil 100 A C-18 column,150 x 4.6 mm, 5 pm) fr&nimadzu (Kyoto, Japan) equipped with UV
Model SPD-M20A detector (Shimadzu USA Manufacturing., Canby, USA). Briefly, 100 uL of cell
suspension (cell pellet in 200 uL PBS x 1, phosphaffered saline, pH 7.2) were added on 1 mL HCI
0.1 N in polypropylene tubes. After mixing, 3 mLeathyl acetate were added and the mixture wadgtirr
during 5 min. Then, tubes were centrifuged at 986rd.0 min at 4 °C and organic phase was collected
The step was repeated twice and extracts were cmhbiAfter evaporation to dryness under nitrogen
flow, organic extracts were reconstituted in 100 @fLmethanol. Extracts were added to thiobarbituric
acid solution 0.6 % (TBA, w/v in ultrapure wateayd heated to 100 °C for 30 min. After cooling, 80
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were injected to HPLC. LC conditions were 60 % raeth (v/v in KHPQ, 0.06 M,pH 6.8) as mobile
phase, 0.5 mL/min as flow rate, ambient temperatwavelength 532 nm, retention time was about 3
min. The concentrations were calculated using LOt#m Version 1.23 software.

Glutathione status study

Ratio of glutathione disulfide (GSSG)/reduced ghitzne (GSH) was determined in PM exposed
cell by using HPLC/PCD (Post-Column Derivatizati@malytical method. Column was Synergi Hydro-
RP 80 A (150 x 4.6 mm, 4 um). Summary, 400 pL HQIN were mixed with cell pellets and sonicated
for 10 min, and then centrifuged at 15 000 g fondifi at 4 °C. Supernatants were removed and ingtant
analyzed by HPLC. LC/PCD conditions were 0.01 % BOV/v in KH,PO, 0.01M,pH 3.6) as mobile
phase, 1 mL/min as flow rate, ambient temperatmgssion wavelength 420 nm, excitation wavelength
350 nm, o-phtalaldehyde 0.15 % (OPA, w/v in mobitase, pH 13.7, 0.5 mL/min). Retention times were
4.4 min and 9 min for GSH and GSSG standards, ctispdy. Injection volumes for GSH standard were
2 puL and 100 pL for GSSG standard. 2uL and 100 fidupernatant samples were injected for GSH and
GSSG determination, respectively. LC Solution Mamsl.23 was used to determine their concentrations.

2.2.6. Statistical analysis

Data from cells exposed to BMand PM,s (24, 48, and 72 h) were compared to those from
nonexposed cells. Data were expressed as mearstantthrd deviations. Parameters were analyzed by
using Mann-Whitney U test and significance levetsavalso observed for exposure time-dependence and
dose-dependence within each parameter. Correlaalysis was performed between all biological
markers under study. In this work, Person’s r waissidered as significant wherr10.8, thus R= 0.64.
This explains the strong bond between the diffepamameters. A level of P < 0.05 was considered as
statistically significant. All analyses were conthetusing SPSS version 17.0 for Windows software.

3. Results
3.1. Concentrations and compositions of air paftibe matter samples

Physicochemical characteristics of PM collecte€@tonou were separately published (Cachon et
al., submitted). The Table 1 summarizes the mainltg obtained on physicochemical characterizadfon
the two PM. Briefly, during the sampling periodet8t Michel district (sampling site) has record&I\S
winds as dominant wind direction. Total massesMfdamples collected were 2.3 g and 1.2 g fo,PM
and PM;s, respectively. As described above, the cut-ofthaf last stage is 0.33um, so only particles
ranging from 0.33 to 2.5um on the one side {§PMand particles with aerodynamic diameter highant
2.5um on the other side (RM), are collected. During collection period, averagmcentrations of
particulate matter in air were 180.9 pug/m3 for 2Mnd 94.5 ug/ffor PM.,s Specific surface areas
were 10.7 rﬁg for PM,s and 12.7 rﬁg for PM.,5. Concentrations of different inorganic and organic
compounds (e.g. Al, Fe, Mn, lead, sulfate, nitratganic carbon, VOCs, PAHSs, fatty acids) were aigh
in PM, s than in PM, s ldentification tools (diagnostic ratio of VOCSARs and fatty acids) for source
determination indicated that pollutants adsorbedPdh were mainly from anthropogenic emission
sources, and particularly from traffic emissions.

3.2. Study of PM cytotoxicity in BEAS-2B cells

After BEAS-2B cell exposure to increasing concetidres of PM sand PM, s during 24, 48 and
72h, extracellular LDH activity, MDH activity andr8U incorporation into cell DNA were determined.
Figure 2A and 2B showed that extracellular LDH tfi in cell-free culture supernatants was
significantly enhanced versus nonexposed cells dBeand/or 72 h of exposure to RPdand PM, 5 for
concentrations higher than 3 pgfntContrariwise, for 24h exposed cells and for bpéhticles, this
increase of extracellular LDH activity was signéfitt only for PM concentrations higher than 48 pg/cm
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Table 1
Various compounds investigated on both particuisdters.

Elemen PM, & PM., =
ng/n” % ng/n” %

Al 4491 41.7 2 261 39.¢

Fe 3 70¢ 34.L 2 00¢ 35.2

Mg 756 7.0 402 7.1

Mn 68 0.6 34 0.6

Na 1341 12.4 774 13.¢

Pb 22 0.2 11 0.2

Zn 14¢& .2 71 .2

Total 1078 568

SC* 21.F 16.€

NO;s 13.0 5.8

TotalC 22.97 14.0¢

OC/TC 92.3 90.9

VOCs

Benzene 0.46 0.05

Toluene 1.81 0.07

Ethylbenzene 0.83 0.10

o-Xylene 3.4i 0.07

Other 2.33 0.91

Total 8.90 1.2

PAHs

Fluoranthen 0.11 0.0z

Pyrene 0.28 0.06

Chrysen 0.2¢ 0.01

Benzo[a]Pyrene 0.24 0.01

Other 1.10 0.11

Total 1.9¢ 0.22

Paraffin:

Tricosane 1.64 0.52

Tetracosane 1.52 0.57

Heptacosar 1.5¢ 0.81

Tritriacontane 1.86 0.52

Othel 10.2¢ 8.1t

Total 16.85 10.57

Fatty acids

Hexadecanoic acid 36.4 26.9

Octadecanoic ac 9.€ 7.1

Oleic acid 3.1 5.0

Tetradecanoic ac 5.4 5.5

VOCs = Volatile Organic Compounds, PAHs = Polyay@romatic
Hydrocarbons, OC/TC = percentage of organic catbtal/carbon.
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Fig. 2. Global cytotoxicity in BEAS-2B cells aftekposure to increasing concentrations of PM during
24,48 and 72 h.

Extracellular lactate dehydrogenase (LDH) activitguced by PMs (A) and PM, s (B) exposure. Mitochondrial
dehydrogenase (MDH) induced by PM(C) and PM,s (D) exposure. 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU)
incorporation induced by PM (E) and PM, s (F) exposure. Results are expressed by mean tasthedor on all
raw data (nonexposed cells, n = 16; exposed cels8 for each PM concentration). Mann-Whitney st teersus
nonexposed cells; a=p < 0.05; b = p <0.01; c<0001.

N.B.: Control absolute values (LDH: 24h = 0.58 abaad® unit, 48h = 0.50 absorbance unit, 72h = 0bSBrhance
unit; MDH: 24h = 0.46 absorbance unit, 48h = 0.B8aabance unit, 72h = 0.53 absorbance unit; Brdt:24.97

absorbance units, 48h = 2.05 absorbance unitsz 2204 absorbance units).
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Concerning MDH activity of PMs exposed cells, significant declines were obseratd
concentrations > 12 pg/éme> 24 pgl/crhand > 48 pg/cifor 72 h, 48 h and 24 h of exposure duration
respectively (Fig. 2C). On the other side, for.RPMexposed cells, these significant decreases wegsl not
at concentrations > 24 pg/éfor 72 h and > 48 pg/chior 24 and 48 h of exposure duration (Fig. 2D).
Finally, BrdU incorporation was significantly droggh after exposure to PM and PM,s at
concentrations higher than 24 pgfomatever the exposure duration (Fig. 2E, 2F).

3.3. Gene expression of xenobiotic metabolizingrans
Table 2 showed that CYP1B1 and NQO1 genes werdfismmtly induced in BEAS-2B cells
exposed to each PM samples during 24, 48 and &2sus nonexposed cells.

Table 2
BEAS-2B gene expression of xenobiotic metabolizngymes after Pit and PM, sexposure.

Metabolic activation

Concentrations 24 h 48 h 72h
@ Control 0 ug/cnd 1.00 + 0.08 1.00 + 0.02 1.00 + 0.09
—
L PM,e 3 pg/en 824 + 1.25° 221 = 013° 513 + 1.64°
© 12 pglem 6.01 = 0.41° 3.09 + 0.22" 6.46 + 1.10°
PMs,. 3 pg/end 514 + 093" 1.94 + 0.20° 6.65 + 2.05°
12 pglcrm 8.82 + 0.70™ 3.64 = 0.34" 7.12 + 1.85°
g Control 0 pg/cnd 1.00 + 0.06 1.00 =+ 0.06 1.00 + 0.06
g PMae 3 pg/end 123 + 011 1.18 = 0.07 1.72 + 0.27°
12 pg/cm 2.26 + 0.35° 1.04 + 0.13 3.03 + 0.36%
PMs,. 3 pg/end 1.39 + 0.04° 122 + 017 2.26 + 0.55°
12 pg/cm 2.06 + 0.17" 1.25 + 0.05° 3.43 + 0.79°
& Control 0 ug/cnd 1.00 + 0.09 1.00 + 0.04 1.00 + 0.10
< PMe 3 pg/enm 0.88 = 0.26 5.84 = 0.48° 221 + 0.64
12 pg/cm 0.75 + 0.14 313 + 1.19 1.91 + 0.39°
PM,oe 3 pg/en 1.58 + 0.33 0.54 = 0.03" 425 + 1.39°
12 pg/cm 141 = 0.20 3.10 + 1.41° 2.10 + 0.65
£ Control 0 ug/cnd 1.00 + 0.05 1.00 + 0.06 1.00 + 0.20
Z PV 3 pg/ent 0.80 = 0.21 1.38 + 0.05° 0.63 + 0.14
12 pg/cm 0.75 + 0.15 1.06 + 0.19 0.85 + 0.19
PM.,¢ 3 pglem 1.25 = 0.27 0.80 + 0.05 155 + 0.52
12 pg/cm 1.03 + 0.15 1.39 + 0.10" 0.79 + 0.13
% Control 0 pg/cmt 1.00 + 0.18 n.d. n.d.
2 Py 3 pglend 232 + 023° n.d. n.d.
12 pg/cm 2.69 + 0.34° n.d. n.d.
PMs. 3 pg/en 2.27 + 0.09° n.d. n.d.
12 pug/cm 257 + 0.24° n.d. n.d.

PM = particulate matter; Control = nonexposed c€MP1B1 = cytochrome P450, family 1, subfamily
B, polypeptide 1; NQO1 = NADPH quinone oxydo-redsetd; AhR = Aryl hydrocarbon receptor;
ARNT = Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocahRR = Aryl hydrocarbon receptor repressor.
All values are normalized relative quantitation (R@)an + standard error on all data (nonexposed
cells, n = 12; exposed cells, n = 8 for each PMceatration). Mann-Whitney U test versus nonexposed
cells;a=p<0.05b=2=p<0.01; c =p < QOA letter (a, b, c) indicates a significant diéface
between exposed and nonexposed cells. A figurm@®ates a significant dose-dependent response (12
vs 3 pg/crf); n.d. = not detected.
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Concerning CYP1B1 gene, significant dose-dependewege found after 48 h exposure to 2M
and after 24 h and 48 h exposure to-PMRegarding NQO1 induction, significant dose-de gemnas
were marked at 72 h after Bilexposure and after 24 h in cells exposed ta,RMAhR gene expression
was also significantly induced for cells exposedirdu48 h to 3 pg/cmPM,s and 72 h to 12 pug/cm
PM, s, and during 48 and 72 h to 3 pgfcRM.,swhile ARNT gene expression was only significantly
induced in BEAS-2B cells exposed during 48h to Epf_; PM,sand 3 and 12 ug/cznPM>2,5. For these
two genes, dose-dependent expression was only fiourmlls exposed during 48 h to 12 pgldPM., s,
Furthermore, it should be noticed that AhRR gens @spressed and significantly induced after exmosur
to both PM during 24 h but unfound for longer exgresduration while CYP1A1 and CYP2E1 genes
were not detected independently of the treatmedhttlae exposure duration (data not shown).

3.4. Gene expression and protein secretion of imfteatory cytokines

It is important to note that TNE&-gene was not detected in BEAS-2B exposed to edtlidata
not shown). Conversely, both P8amples were found to significantly induce generesgion of other
inflammatory cytokines (i.e. ILf}, IL-6, and IL-8 after 24 and 48 h of exposure anty IL-8 after 72 h)
(Table 3).

Table 3
Inflammatory cytokines gene expression.

Inflammatory cytokines

Concentrations 24 h 48 h 72 h
S Control 0 pg/cnd 1.00 + 0.18 1.00 + 0.10 n.d.
4
PM, 3 pg/en 1.70 + 0.21 117 + 0.16 n.d.
12 pg/cm 3.06 + 0.19% 2.70 = 0.18" n.d.
PMse 3 pg/ent 3.88 + 0.41° 114 + 048 n.d.
12 pg/cm 474 + 1.10° 2.03 + 0.20° n.d.
© Control 0 pg/end 1.00 + 0.07 1.00 + 0.07 n.d.
|
PMae 3 pglem 0.91 + 0.13 1.12 + 0.13 n.d.
12 pg/cm 1.44 + 0.03" 2.44 + 0.13°%" n.d.
PM,e 3 pglem 1.19 + 0.22 1.49 + 0.17° n.d.
12 pg/cm 2.24 + 0.18"™ 255 + 0.17™ n.d.
0 Control 0 pglem 1.00 = 0.04 1.00 + 0.05 1.00 = 0.13
-
PMas 3 pglem 111 + 011 1.32 + 0.12° 3.07 £ 0.29""
12 pg/cm 2.76 + 0.04" 153 + 0.28 6.52 + 0.43%%"
PMs¢ 3 pglem 1.69 + 0.38° 1.86 = 0.31° 2.84 + 0.26°
12 pglcr 3.61 = 0.16" 463 + 0.20" 6.59 + 0.70%%"

PM = particulate matter; Control = nonexposed célist = Interleukin 1-béta; IL-6 = Interleukin 6; IL-8

= Interleukin 8. All values are normalized relatigeantitation (RQ). Mean * standard error on albdat
(nonexposed cells, n = 12; exposed cells, n = &&mh PM concentration). Mann-Whitney U test versus
nonexposed cells;a=1=*=p <0.05;b =2 =P < 0.01; c = p < 0.001. A letter (a, b, ¢) iradies a
significant difference between exposed and nonesgbaslls. A figure (1, 2) indicates a significartsd-
dependent response (12 vs 3 pdjcmhile an asterisk (*, **) indicates a significatime-dependent
response (48 and 72h vs 24h); n.d. = not detected.
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Concerning IL-B gene transcription, only 12 pg/€fM, s induced a significant dose-dependent
response in cells after 48 and 72 h exposure. Véigfard to IL-6 and IL-8 mRNA, significant dose-
dependent responses were found in BEAS-2B expasedly 12 pg/crhof both PM types after 24 and
48h (except after 48 h of exposure to RMor IL-8) and after 72 h for IL-8 only. Effect afxposure
duration (time-dependent response) on gene trgmigeriwas also statistically significant, espegidtr
the highest concentrations of PM (i.e. 12 pdjcriwvith regard to IL-6 and IL-8 protein secretions,
significant increases were observed in the ce#l-frelture supernatants of BEAS-2B cells exposetid¢o
two PM samples (Fig. 3), except for IL-6 in celbpesed to 12 ug/chiPM., 5 during 72 h (Fig. 3F).
Figure 3 reported only few significant changesha tL-13 and TNFe protein secretion in BEAS-2B
cells whatever the treatment and the exposure idaraEurthermore, highly significant PM dose-
dependent and time-dependent responses were fourld-6 and IL-8 protein secretions in BEAS-2B
cells exposed to both PM.

3.5. Oxidative stress

The two PM samples were shown to cause an imbalandbe glutathione status (ratio of
glutathione disulfide GSSG/reduced glutathione GSBHd, 4A, 4B) as well as significant increases in
SOD concentrations (Fig. 4C, 4D) and MDA levelgg(ME, 4F) within BEAS-2B cells for all exposure
time (i.e. 24, 48 and 72h). Moreover, considerihg glutathione status, significant dose-dependent
response was revealed for cells exposed duringt@2L8 pg/crh PM,s. Concerning SOD concentrations
and MDA levels, significant dose-dependences wauead for only 72 h of exposure to BMand PM; s

3.6. Inflammatory mediators of arachidonic acid

Table 4 presents the studied compounds known asatoesl involved in the arachidonic acid-
mediated inflammatory pathway. Results showed tleatkotrienes (LTB4, LTC4, and LTE4),
prostaglandin (PGE2) and thromboxane (TXB2) comediohs were not modified by the two PM
samples (except slight modifications generally bited for higher concentrations and longer expositi
time to PM.,5).

3.7. Estimating (Pearson's r) correlations betwpanameters under study

In this work, correlations existing between alldsea parameters were investigated using Person’s
r test. Table 5 bring out the highest correlatiamtsidering more than 50 % loss of one of vargble
when the second is fixed (i.e>10.8, p < 0.01).
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Fig. 3. Protein secretion of inflammatory cytokine8EAS-2B cell-free culture supernatants after

exposure to increasing concentrations of PM du2ihg48 and 72 h.
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Tumor necrosis factor-alpha (TNE-concentrations in cells exposed to \A) and PM, 5 (B). Interleukin 1-béta
(IL-1B) concentrations in cells exposed to fMC) and PM,s (D). Interleukin 6 (IL-6) concentrations in cells
exposed to Pl (E) and PM, 5 (F). Interleukin 8 (IL-8) concentrations in ceflsposed to Pl (G) and PM, 5 (H).
Results are expressed by mean * standard errof mwatlata (Control = nonexposed cells, n = 15;0s&0 cells, n
=10 for each PM concentration). Mann-Whitney U tessus nonexposed cells;a=1=*=p <0.05;D=**=p
<0.01; c =3 =**=p <0.001. A letter (a, b, icidicates a significant difference between expassd nonexposed
cells. A figure (1, 2, 3) indicates a significamisg-dependent response (12 vs 3 pd)/evhile an asterisk (¥, **, *¥)
indicates a significant time-dependent response(#B72h vs 24h).

N.B.: Control absolute values (TNE-24h = 3.02 pg/mg proteins , 48h = 3.26 pg/mgegins, 72h = 3.45 pg/mg
proteins ; IL-B: 24h = 2.65 pg/mg proteins , 48h = 2.45 pg/mdgeins, 72h = 1.31 pg/mg proteins ; IL-6: 24h =
658.50 pg/mg proteins , 48h = 677.67 pg/mg proteiig@h = 654.93 pg/mg proteins ; IL-8: 24h = 541#®mg
proteins , 48h = 632.90 pg/mg proteins, 72h =@5pg/mg proteins)
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Fig. 4. Oxidative stress biomarkers in BEAS-2B sealter exposure to increasing concentrations of PM

during 24, 48 and 72 h.

Glutathione status (ratio of glutathione disulfid&SG/reduced glutathione GSH) in cells exposedMgRA) and
PM.,s (B). Superoxide dismutase (SOD) concentrations dfiscexposed to PM (C) and PM,s (D).
Malondialdehyde (MDA) levels in cells exposed to RME) and PM,s (F). Results are expressed by mean +
standard error on all raw data (Control = nonexpasdid, n = 15; exposed cells, n = 10 for each Rkentration).
Mann-Whitney U test versus nonexposed cells; &% p < 0.05; b =2 = * = p < 0.01; c = p < 0DQA letter (a,

b, c) indicates a significant difference betweepamsed and nonexposed cells. A figure (1, 2) ind&at significant
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dose-dependent response (12 vs 3 p®/evhile an asterisk (*, **) indicates a significatime-dependent response
(48 and 72h vs 24h).

N.B.: Control absolute values (Glutathione statust 24.004, 48h = 0.004, 72h = 0.005; SOD: 24h 5 1J&it/mg
proteins, 48h = 2.06 Unit/mg proteins, 72h = 1.06tlthg proteins; MDA: 24h = 0.39 umol/ug proteidgh = 0.47
pmol/ug proteins, 72h = 0.50 umol/pg proteins).

Table 4
Inflammatory mediators of arachidonic acid indubgd®M, s and PM, s,

Arachidonic acid inflammatory mediators

Concentrations 24 h 48 h 72 h

S Control 0 uglent 1.00 + 0.03 1.00 + 0.08 1.00 + 0.06

5 PMs 3 pg/end 1.08 = 0.03 1.14 = 0.09 1.37 + 0.09°

12 pglem 1.18 + 0.05° 113 = 0.08 1.18 = 0.00

PM,oe 3 ug/end 1.13 £ 0.10° 0.95 + 0.09 0.95 + 0.08°

12 pglem 1.24 + 0.08 1.08 £ 0.09 0.48 + 0.03%

S Control 0 ug/cnd 1.00 + 0.29 1.00 + 0.19 1.00 + 0.08

5 PMys 3 uglent 219 £ 045 3.78 £ 1.12° 1.60 + 0.26°

12 pglcrd 310 + 1.32 6.42 £ 245 3.64 + 1.19°

PM,oe 3 ug/end 0.51 + 0.05 151 + 0.36 1.10 + 0.31

12 pglcm 3.34 + 0.94% 2.39 £ 052° 141 + 0.38°

Y, Control 0 uglent 1.00 = 0.14 1.00 £ 0.11 1.00 + 0.09

5 PMys 3 uglent 1.00 =+ 0.18 252 + 1.05 1.68 + 0.38

12 pglcrd 1.06 + 0.17 1.17 £ 0.15 2.32 £ 047°

PM.e 3 pglem 0.78 + 0.21 1.35 =+ 0.17 2.00 + 0.37°

12 pglcrd 283 + 0.75 1.75 + 0.24° 111 + 0.13*

& Control 0 pg/cnd 1.00 = 0.07 1.00 £ 0.04 1.00 + 0.05

2 PM,s 3 ug/end 1.02 + 0.09 1.04 + 0.09 0.98 + 0.07

12 pglem 1.20 =+ 0.16 1.10 £ 0.07 0.90 + 011

PM.2 3 pg/end 1.07 + 0.10 0.99 + 0.06 0.78 + 0.06°

12 pglem 1.33 = 0.27 1.05 £ 0.10 0.76 + 0.03°

S Control 0 ug/cnd 1.00 + 0.07 1.00 + 0.05 1.00 + 0.06
x

= PMg: 3 uglent 0.97 + 0.07 0.96 =+ 0.08 0.92 + 0.07

12 pglem 111 + 0.13 1.03 £ 0.07 0.98 + 0.10

PMsoe 3 pg/end 112 + 0.10 1.04 £ 0.08 1.00 £ 0.10

12 pg/em 1.12 + 0.08 1.00 + 0.06 0.84 + 0.06

PM = particulate matter; Control = nonexposed célld34 = leukotriene B4; LTC4 = leukotriene C4;
LTE4 = leukotriene E4; PGE2 = prostaglandin E2; TXBthromboxane B2. Mean + standard error on
all raw data and normalized (nonexposed cells, 15+ exposed cells, n = 10 for each PM
concentration). Mann-Whitney U test versus noneggdazlls; a=1=p<0.05;b=2=p<0.01;c=3
=p < 0.001. A letter (a, b, c) indicates a sigrdfit difference between exposed and nonexposed Aell
figure (1, 2, 3) indicates a significant dose-defgen response (12 vs 3 pgRm

N.B.: Control absolute values (LTB4: 24h = 23.87 pgfimgteins, 48h = 31.24 pg/mg proteins, 72h =
26.77 pg/mg proteins ; LTC4: 24h = 8.41 pg/mg pratei 48h = 4.24 pg/mg proteins, 72h = 3.07
pg/mg proteins ; LTE4: 24h = 9.55 pg/mg protei8h = 6.37 pg/mg proteins, 72h = 4.07 pg/mg
proteins ; PGE2: 24h = 6.53 pg/mg proteins , 486.93 pg/mg proteins, 72h = 5.81 pg/mg proteins ;
TXB2: 24h = 15.72 pg/mg proteins , 48h = 15.55 gpproteins, 72h = 15.64 pg/mg proteins).
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Table 5

Correlations between studied parameters.

211

IL-8 IL-6 IL-8g IL-6g IL-1g AhR ARNT AhRR NQO1 LTC4 SOD PGE2 TXB2 CYP1B1 MDH BrdU

LDH -0.9¢ -0.9%
MDH 0.84 0.87 0.87 0.87
0.84
BrdU 0.89 0.9C 0.91 -0.8¢
CYP1BI 0.8¢ 0.8¢ 0.81 0.84 0.9¢ 0.8¢ 0.8¢
IL-6 0.99 0.92 0.85
0.97
IL-8g 0.82 0.83 0.88 0.90 0.86
0.83

IL-1g 0.85 0.92
AhR 0.95

0.94
TNF-a -0.8C -0.81 0.81 -0.8€
LTE4 0.91
GSSG/GSt 0.8¢

“r’ in bold correspond to Pl correlations and in italic to PMs correlations. LDH = Lactate dehydrogenase; MDH =
mitochondrial dehydrogenase; BrdU = 5-bromo-2"xdemidine; IL-8 = Interleukin 8 protein secretidh-6 = Interleukin

6 protein secretion; IL-8g = Interleukin 8 gene megsion; IL-6g = Interleukin 6 gene expressionlt. = Interleukin 1-
béta gene expression; TNF= Tumor necrosis factor-alpha; LTB4 = leukotrieB4; LTC4 = leukotriene C4; LTE4 =
leukotriene E4; PGE2 = prostaglandin E2; TXB2 thboxane B2; CYP1B1 = cytochrome P450, family bfamily B,
polypeptide 1; NQO1l = NADPH quinone oxydo-reductdseAhR = Aryl hydrocarbon receptor; ARNT = Aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator; AhRRry Aydrocarbon receptor repressor; SOD = Supemxidmutase;
GSSG/GSH = ratio of glutathione disulfide GSSG/tliglutathione GSH.
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4. Discussion

Adverse health effects, especially lung diseasese wften associated to air pollution particulate
matter (PM). Several epidemiological studies hdearty established this bond in developed counties
well as in developing countries (Kelly and Fuss012; Merbitz et al., 2012; Raaschou-Nielsen gt al
2011). Several recent works have shown the infleesicsize, composition and/or specific emission
sources of particles on biological effects generéte the PM (Dergham et al., 2012; Dieme et al120
Oh et al., 2011; Peacock et al., 2011) and numestudies tried to explore the unknown underlying
mechanisms from PM-induced adverse health effétibgs et al., 2013; Billet et al., 2007; Garcomlet
2006; Sun et al., 2012). In developed countrieqlipuand political authorities display a real wit
monitor and to fight particulate matter pollution order to protect human health. Contrariwise, in
developing countries, and particularly in Sub-SahaAfrica, little attention is paid to air pollutio
problems, and it is now important to take into astdhe PM monitoring and their impact assessmant o
human health.

Hence, in this study, the collection of particulatatter was conducted in 2010 from November 16
to December 08 in Cotonou, Benin's urban city whire traffic is remarkably dense. Two types of
particles were sampled: BN{(particulate matter smaller than 2.5 pm in diameted PM, 5 (particulate
matter higher than 2.5 pm in diameter). These ¢lastiwere found at very high concentrations as
compared to the guidelines of the World Health @izmtion (WHO, 2006). PMs concentration was
more than seven times the 24 h average concemrpt@mulgated by the WHO (181 versus 25 pfy/m
while PM,, 5 concentration was nearly twice the WHO 24 h avereancentration (94 versus 50 pudym
Recent studies performed in West Africa have shtlvet PM concentrations were smaller than those
described in this study but also above limit retjoies (Dieme et al., 2012; Dionisio et al., 201@udssi
et al., 2010; Weinstein et al., 2010). In Europeitias, such as Dunkerque (France), Duisburg (Geyina
and Helsinki (Finland), air pollution particulateatters were assessed and respect the PM standards
established (Dergham et al., 2012; Sillanp&déa et2806). Results described in this study also Hedea
that Cotonou's ambient air was highly concentratedine particles (two to four times higher than
PM., . PM, s and PM, s were found to have similar physicochemical prdpsras their granulometric
profile and their high specific surface areas, peters well known to be related with the adsorplkavel
of chemical compounds on particles. The physicoéta&nanalysis of the two PM samples let appear a
similar chemical composition. Both particles containthropogenic elements such as transition and
alkaline-earth metals (e.g. Al, Fe, Mn, Na, Mg, B, etc.) (Cachon et al., submitted). Other comdsu
as PAHs, VOCs, paraffins, organic carbon, sulfateate and fatty acids were also found in variable
quantities (Table 1). Recent researches have shbamnfluence of metals and PAHs of particulate
matter in cytotoxicity, oxidative damage and prt@nfmatory production within lung epithelial cellsu(
et al., 2011; Michael et al., 2013; Osornio-Vargaal., 2011).

As previously presented, PM concentrations encoedtén Cotonou’'s atmosphere are not in
accordance with the WHO regulations (i.e. two teesefold higher). So it appears now crucial to pay
great attention on the capacity of Cotonou PM tduge deleterious biological responses on human
health. For that purpose, human bronchial epith8iBAS-2B cells, usually employeid vitro to study
proinflammatory and oxidative stress mediators (Aklet al., 2011; Brook et al., 2010; Ruckerl ef al
2011), were exposed to each PM type as describedealResults of global cytotoxicity have shown
significant increases in extracellular LDH activify < 0.001), significant drops in MDH activity ¢
0.001) and falls in BrdU incorporation into BEAS-2BIl DNA (p < 0.001), indicating that P/ and
PM.,s samples were able to cause a loss of membrangritpteand/or permeability, alteration of
mitochondrial metabolism, necrosis, mitotic arrastd/or induction of apoptosis. Moreover, strength
correlations between these three parameters werel férable 5). Gualtieri et al. (2010) have regentl
described similar responses with winter gNhducing significant necrotic effects and winteMf;
reducing cell viability in BEAS-2B cultures. Indeemtganic compounds adsorbed on PM, such as PAHS,
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were often associated to cytotoxic and genotoxépaeases (Hagsberg et al., 2013; Ramos de Rainho et
al., 2013). It has already been evidenced that BEBScells are capable to bioactivate PAHs as
benzo[a]pyrene through CYP1Al enzymes (Derghanh. e2@12; Tsuji and Walle, 2006). Furthermore,
gene expression of CYP1A1l, a phase | enzyme okénebiotic metabolizing pathway, is known to be
induced by PAHs adsorbed on PM (Dergham et al.22Wal et al., 2011), and the protein activity is
usually evaluated by the determination of EROD dgyhesorufin-O-deethylase) activity (Cavanagh et
al., 2009). In our work, no CYP1Al gene expressieither EROD activity was detected whatever the
PM samples. This could be due to the presence bfsPék relatively low dose on PM and, conversely, by
the presence of copper at high concentrations,|ketavn to inhibit CYP1A1 enzyme activity (Ghosh et
al., 2001). Otherwise, in accordance with other ksprCYP2E1 gene expression was also unfound
(Dergham et al., 2012; Dieme et al., 2012). Howgs@nificant increases in CYP1B1 and NQO1 gene
expression were found for RMs and PM s exposed cells, with slight dose dependent resporides
induction of CYP1B1 gene expression could also geeDNA adducts production (Tsay et al., 2013).
Recent studies revealed a significant up-regulatiogenes involved in the metabolism of AhR ligands
induced by PMs (Gualtieri et al., 2011). In fact, ARNT (AhR nualetranslocator and DNA binding
partner of AhR) translocates AhR-PAHs complexesh® xenobiotic reactive element promoter in the
nucleus and activates triggering transcriptionytbchrome P450 gene. It has been reported as tiieate
element in the regulation of cytochrome metabojizanzymes. It also regulate PAH-induced gene
expression, AhR repressor (AhRR), CYP1Al and CYREBEs by AhR-ARNT complex (Gualtieri et
al.,, 2011; @vrevik et al., 2010). In our study, @aing to the results described above, significant
induction of CYP1B1 and AhRR gene expression wamdofor the two types of PM. These genes are
associated with significant expression of AhR aiRNA' genes. @vrevik et al. (2010) suggested that AhR
dimerized with RelB transcription factor (nucleacfor NF-kB family member) or other unknown
proteins rather than dimerization with ARNT by PAidduced in BEAS-2B cells. In contrast, our study
showed the strength binding existing firstly betweehR and ARNT (r = 0.95, p < 0.01) and secondly
between CYP1B1 and AhR (r = 0.83, p < 0.01) (T&hleReduced expressions of AhR/ARNT-regulated
genes in BEAB-2B cells exposed to PM were confirogdindings of Gualtieri et al., (2011).

Moreover, other researchers have shown the importde of AhR in the regulation of several
cytokine and chemokine gene expression (Haarmaemi8ann et al., 2009). A rise of cytokines and
chemokines released is a crucial key for inflammat@sponses. Several toxicological studies have
revealed the relationship between highest condémsa of cytokines/chemokines in lung cells and
particulate matters (Dergham et al., 2012; Diemal.et2012; Happo et al., 2013; Michael et al., 201
Shang et al., 2013). In addition, a direct coriefabetween up regulation of cytokine secretion high
concentrations of metal (e.g. Cu, Fe, As and Zmrganic ions (e.g. sulfate) and total carbon duksibr
on PM (urban traffic) was already established (Aktgt al., 2011; Perrone et al., 2010). For example
response to external aggression involved in nehtiopecruitment, IL-8 is a major proinflammatory
mediator that protect against pathogens. Otherietueixhibited the ability of P)M to induce higher
proinflammatory responses (Camatini et al., 2012ydll et al., 2008; Gerlofs-Nijland et al., 2007).
Findings of Gualtieri et al. (2010) confirmed thistion since only P and not PMs induced increased
IL-8 release in BEAS-2B cells. In our work, a siigant induction in IL-8 gene expression and seégret
was found in BEAS-2B cells, not only after P exposure, but also with PM Furthermore, IL-6, IL-

18 and TNFe secretion was usually associated to IL-8 through dtiginating from anthropogenic
sources (Boublil et al., 2013; Happo et al., 2018t et al., 2011). Osornio-Vargas et al. (2011) extid
that increase of cytokines secretion was not only wh PM compounds from anthropogenic sources, but
also by co-existence with elements coming fromsiié Our results revealed a higher release of/IL-6

8 cytokines in BEAS-2B cells exposed to BMthan for those exposed to PMTable 5 shows, on the
one hand, a solid correlation between gene exjmessid secretion of all studied cytokines, andthen
other hand, between cytokines gene expression egrétion and CYP1B1 gene expression levels (p <
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0.01). In their studies, Gualtieri et al. (2010)da@vrevik et al. (2010) did not reveal any apparent
correlation between cytokine/chemokine gene exmesgrofiles and cell cycle alterations or
cytotoxicity. The present study clearly demonstiateat decreasing cell viability was highly corteth
with high secretion of all studied cytokines inddde BEAS-2B cells exposed to both PM (Table 5).
Otherwise, IL-B was previously described as playing a criticabrl the proinflammatory response
(Rock et al.,, 2010). These inflammatory responsesegated by PM provoke in the course of
inflammation process enrichment of ROS that coaldse DNA damage and genetic diseases (Schins and
Knaapen, 2007).

Investigation of oxidative stress in exposed BEAS«2Ils was carried out by the detection of
intracellular markers as GSSG/GSH ratio, MDA leged SOD activity. In the literature, it has been
reported that oxidative stress is a primary efedd®M toxicity and generally correlated to ROS gated
by PAHs and/or PM adsorbed compounds (organic comgg) metals or even carbonaceous core of
particles) (Baulig et al., 2009; Longhin et al., 130 Steenhof et al., 2011). Moreover NQO1, a
metabolizing enzyme of the xenobiotic metaboliziaghway responsible for the quinones detoxification
is often associated to reactive oxygen species jR®&duction that activate antioxidant responsive
element (Baulig et al., 2009; @vrevik et al., 201@) our case, PMsas well as PMs were found to
induce significant increase of glutathione statnd 0D activity. This increasing oxidative effecasv
confirmed by the strong correlation not only betwébese two markers (r = 0.89, p < 0.01), but also
between SOD activity and CYP1B1 expression (r 308 < 0.01). Other findings suggested that, in
BEAS-2B cells, oxidative stress generated hpHexposure often results in cytotoxicity rather thgn
stimulating cytokine/chemokine responses (QDvretilale 2008). While @vrevik et al. (2010) did not
report any correlation between oxidative damage @iokine/chemokine responses, our data (Table 5)
showed a solid correlation between SOD activity ki€l cytokine secretion (r = 0.92, p < 0.01).

According to these findings, chemotactic mediatiks leukotrienes (LTB4, LTC4, and LTE4),
and inflammatory mediators as thromboxane TXB2 @ndstaglandin PGE2 were found slightly
increased in PM exposed-BEAS-2B cells but not §icamitly induced. However, Table 5 indicated fiystl
a strong correlation between LTC4 and LTE4 (r 210@< 0.01) which are from metabolization of LTA4
by glutathione-S-transferase enzyme. Secondlyasel® PGE2 was highly correlated to Th-= 0.81,

p < 0.01), and finally TXB2 was strongly associatedhe reduced cell proliferation (r = -0.88, 9.01)
and IL-6 secretion (r = 0.85, p < 0.01). This suggehat prostaglandins and thromboxanes may play a
crucial role in inhibiting inflammation and cell cg alterations.

In summary, physicochemical characterization of Ifdd shown an agglomeration of fine particles
within PM,,s Both PM collected are almost similar and coulaneomainly from vehicles emissions.
These biological findings contribute to a bettederstanding of toxicological mechanisms. Our presio
studies have already established that African éind coarse PM contain various compounds (organic
carbon, aromatic compounds and metals) from traffid/or natural emissions sources. Present research
shows the ability of both sizes of particles touioe oxidative stress, proinflammatory responsescaiid
cycle alterations. To conclude, these findingsesent an essential tool for triggering the moniig@nd
implementation of adapted policy measures in dgietp countries. This will help to the protection of
environment and human welfare against adverseodlirtipn effects.
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Syntheése de la publication 4

Apres avoir réalisé la caractérisation physicochimique de la pollution
particulaire de la ville de Cotonou, ce dernier chapitre porte plus largement sur la
question de pollution atmosphérique par les particules fines dans des capitales
d’Afrique Subsaharienne. Ce travail s’achevera donc sur une comparaison des
données obtenues dans cette étude avec celles précédemment acquises dans
d’autres études pionnieres menées en Cote d’Ivoire et au Sénégal lors de theses

également réalisées au laboratoire.

Ce chapitre fera le point et un comparatif sur la pollution atmosphérique
causée par les particules fines a Cotonou et dans deux autres grandes villes
d’Afrique Subsaharienne proches du Bénin: Abidjan (Coéte d’lvoire) et Dakar

(Sénégal).

1. Principales caractéristiques des villes

La croissance démographique devient de plus en plus importante dans les
mégalopoles africaines, en particulier a Abidjan, Cotonou et Dakar. Récemment
(2008), des taux importants de mortalité imputable a la pollution de 1'air ont été
observés au Sénégal (World Health Organization, 2008). A Dakar, il a été établi que
les sources majoritaires contribuant a la dégradation de la qualité de 'air étaient
liées a l'utilisation de véhicules diesel vétustes (véhicules et cars-rapides) ainsi
qu’'aux activités lucratives mais non controlées liées a l'extraction du plomb
(Cabral et al, 2012a, 2012b; Dieme et al., 2012). A Cotonou, les principales
activités favorisant la pollution atmosphérique étaient liées au phénomene des
conducteurs de taxi-motos et a la vente illicite d’essence de mauvaise qualité (Ayi
Fanou et al., 2006; Cachon et al., 2013). A Abidjan, il a été avancé une contribution
importante des vieux véhicules et de l'incinération des déchets (Kouassi et al,,

2010; Ogunjobi et al., 2008). La caractérisation physicochimique des PM; 5 apparait
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donc étre un outil intéressant pour tracer les sources potentielles de pollution

atmosphérique urbaine en Afrique.

2. Caractéristiques physicochimiques des PM:. s dans les villes d’étude

L’analyse des données météorologiques locales de chaque ville ainsi que des
rétrotrajectoires des masses d’air indiquaient des caractéristiques proches avec
des vents dominants de secteurs SSO/SE, SSE/SO et SSO/NE respectivement pour
Cotonou, Abidjan et Dakar. Des vents faibles ont été observés pendant les
campagnes de prélevement dans les trois villes avec une humidité relative élevée
dans chaque cas et des températures avoisinant les 28 °C. Les concentrations de
particules PM25 en suspension dans l'air étaient relativement élevées avec des
niveaux proches de 180 pg/m3 pour Cotonou, 105 pg/m3 pour Abidjan et 75 pg/ms3

pour Dakar.

Les distributions granulométriques ont révélé des proportions importantes
et similaires de particules fines (< 2,5 um) dans les trois villes. Aussi, un ratio

similaire de surface spécifique/proportion de PM < 2,5 um a été observé.

Les concentrations en éléments majoritaires et ETM étaient élevées et
proches au niveau des trois villes avec comme éléments majoritaires Al, Fe, Mg et
Na. Les métaux de transition tels que Cr, Pb, Zn, Cu, Ti et Mn ont été également

retrouvés a des concentrations relativement élevées.

En outre, les espéces ioniques les plus abondantes dans les PM25 de chaque
ville étaient les sulfates, le calcium, les nitrates, le sodium et les ions chlorures. Les

profils ioniques de SO42°et CI” étaient similaires dans les trois villes.

Concernant les paraffines, les différents résultats des campagnes de
prélevement ont dans I'ensemble révélé une abondance des C20 a C30 dans l'air
ambiant de ces villes. Cependant, une hétérogénéité en termes d’occurrence de

paraffines a été observée entre les PMz 5 des trois pays. Ainsi, a Abidjan, les C16 et
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C25 étaient majoritaires alors que des composés plus lourds (C33) prédominaient

a Cotonou.

3. Identification des sources d’émission

Dans cette étude comparative, nous nous focaliserons sur les BTEX comme
composés appartenant a la famille des COVs. Peu de données étant disponibles sur
les COVs adsorbés aux PM5 a Abidjan, nous nous limiterons aux comparaisons
entre Cotonou et Dakar. Néanmoins, les concentrations de benzéne enregistrées a
Abidjan étaient proches de celles retrouvées dans l'air a Cotonou et deux fois plus
élevées que celles observées a Dakar. Cependant, Dakar a présenté un niveau élevé
de xylene. La détermination des sources des COVs étant extrémement difficile,
nous avons utilisé un ensemble de quatre ratios entre les différents COVs. Le ratio
B/T était similaire (0,3) dans les PM2 5 collectées a Cotonou et Dakar. Par contre, le
ratio X/E a été retrouvé a un niveau remarquablement élevé a Dakar (11,1) et a

Cotonou (4,2).

De méme, les données sur les HAPs dans les PM;;5 étaient indisponibles a
Abidjan. Nous allons donc tenir compte de celles obtenues dans les deux autres
villes. Les concentrations en HAPs étaient relativement proches dans les particules
fines collectées a Cotonou et a Dakar. Pour identifier leur source d’émission, un
panel de ratios a été utilisé. Tous les ratios de HAP étaient presque identiques au
niveau de ces deux villes, impliquant de maniere générale des émissions de moteur
diesel (a fortiori a Dakar), de combustion ainsi que des fonderies d'aluminium

(Dakar). Ces différents ratios sont présentés dans la publication ci-apres.
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4. Publication 4: Urban PM:.s air pollution in Sub-Saharan Africa: a
comparative study between case of Benin, Cote d'Ivoire and Senegal
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Abstract

The aim of this study is to investigate the Sub&®ah Africa air pollution in Cote d’lvoire,
Senegal, and Benin by studying fines particles ,PMnd to bring out their physicochemical
characteristics in order to have a better knowlenly¢he African air pollution. Though these cousdri
don’'t share the same borders, their urban envirotsnageveal similarities as regards higher
concentrations of PM. Likewise, similar repartitions of trace elementsre recorded in the three
countries. The ratio of specific surface area ® phoportion of 2.5 um fraction was 0.1 in the ¢hre
countries. This ratio could be used to investigsfiécan urban air. Moreover, xylene/ethylbenzentora
was very high (11.1 in Senegal and 4.2 in Beniie Tatio toluene/benzene was similar and indicated
vehicle emission. All results indicated that itsimeause is traffic emission. Others studies inic&in
cities are necessary in order to exclude the plesgijustrial dust and soil influence.

Keywords: Air pollution, particulate matter, Sub-Saharanriéd, physicochemical characterization,
diagnostic ratio
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1. Introduction

Urban air pollution is estimated to have been thgse of the 1.3 million annual deaths worldwide
and 82,000 annual deaths in Sub-Saharan Africa0@8 ZWorld Health Organization 2008). Also, the
World Health Organisation (WHO) reported an inceeab16 % of the total number of deaths attribigabl
to outdoor air pollution as compared to the yed@420n 2008, according to the WHO, African courdrie
such as Cote d’lvoire, Senegal and Benin, reco®]689, 1,441 and 916 annual deaths, respectively,
caused by urban air pollution. Moreover, childrewer 5 years old are the most vulnerable grouptalue
the immaturity of their respiratory systems. Thepresent 8, 20, and 13 % of the total number ofhdea
per year in Céte d’lvoire, Senegal and Benin, respely. This African outdoor air pollution is due the
migration of rural population to urban areas inrebaf better economic conditions, employment aesh
survival (United Nations 2010). It is also explaingy the unplanned and unsustainable development of
transports especially increasing second-hand dairst (Interministerial Conference on Health and
Environment in Africa 2008; Programme des Natiomseld pour I'Environnement 2013) and motorbikes
(Avogbe et al. 2011; Cachon et al. 2013).

Accordingly, air pollution is becoming a major emnmental and health concern in Sub-Saharan
Africa. In recent decades, concerns have beendraigd it indicated that VOCs, PM2.5 and their toxic
components (heavy metals, Paraffin, PAHS, watarbdelions, etc.) were responsible for adverse healt
and environmental effects (Kelly and Fussell 2002rbitz et al. 2012; Sun et al. 2012; Badyda et al.
2013; Chuang et al. 2013; Wang et al. 2013)(Duaal.e2008; Kelly and Fussell 2012; Merbitz et al.
2012; Sun et al. 2012; Badyda et al. 2013; Chuamd) 013; Wang et al. 2013). Urban air PM is rhain
originated from incomplete fuel combustion of metdut they also depend on global characteristics of
urban cities. For instance, Abidjan (Cbte d’lvoiig)characterized by 6.8 million inhabitants (inl12),
with high emission from buses and utility vehicled, refineries, gas flares, electrical power stas,
biomass bush burning, biomass burning for cookingp@ses, uncontrolled waste burning and blowing
sand from the Sahara Desert (Ogunjobi et al. 20G8jassi et al. 2010). In Dakar (Senegal), the
population is estimated to 3.2 million residents ZD11). The majority of the population carry oeith
main activities in the center of Dakar and thisngs about congestion and traffic jams. Dieme et al.
(2012) reported that the city develops many indalsactivities but it is filled with diesel busesigh are
the main mode of transport. Some activities byrthature, as those related to lead, cause a highelir
of air pollution (Cabral et al. 2012a, 2012b). Daisaoften swept across by laden wind of desert. In
Cotonou (Benin), the population is estimated torhilion of residents. Throughout the city, it iasy to
note an exposition to gasoline cans and bottlesgathe roadside and to observe above the different
crossroads, a thick layer of smoke which wrapsgbpulation. The town is identified by the lack of
public transport and the galloping increase of thidespread use of motorbikes, particularly the
phenomenon of motorbike-taxi drivers commonly knoas“Zemidjan”, which is the main means of
transport both faster and cheaper with door-to-ddps. The city had more than 94,000 motorbiked a
more than 350,000 old second-hand cars (Kélomk 20@6; Avogbe et al. 2011).

In addition, numerous epidemiological studies hatewn the relationship between PM and
harmful health effects (Raaschou-Nielsen et al12&klly and Fussell 2012; Sun et al. 2012) an@sss
these adverse impact using chemical and physicalacterization of PM (source, size, mass, surface
area, organic composition, metals, etc.) (Camatiral. 2012; Dergham et al. 2012; Boublil et all20
Longhin et al. 2013). Airborne PM with aerodynandignameters below 2.pm (PM,s) are the most
toxic particles (Senlin et al. 2008; Kouassi et28110). In most of the developing countries, limitiata
are available about physicochemical characterimatiburban particulate matter associated to adverse
health effects assessment (Diouf et al. 2006; Ksitegsal. 2010; Adohinzin et al. 2011).

The aim of this study is to investigate Sub-Sahakfica air pollution in three countries, Céte
d’lvoire, Senegal, and Benin by studying fines igdes PM s through their physical and chemical
characteristics in order to have a better knowlemtgthe African urban air pollution.
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2. Analytical procedures
2.1 Sample collection

Comparative sampling sites were Abidjan (5°20'18\043°59'59.86"W; Cobte d’lvoire), Dakar
(14°40'14"N, 17°26'17"W; Senegal), and Cotonou 2823"N, 2°25'46.4"E; Benin) (Fig. 1). RPM
samplings were carried out on continuous collecitoeach country and were performed from December
12, 2007 to December 17, 2007 (Cote d’'lvoire), frduty 2009 through September 2009 (Senegal), and
from November 16, 2010 through December 08, 2016nify. The trajectories of air mass were
performed using the NOAA HYSPLIT model. This modets available on the Web
(http://ready.arl.noaa.gov/HYSPLIT.php). Concernitige wind speed average during the period
collection, it was 3.5 m/s in Cote d’lvoire, 3.49rmih Senegal, and 3.0 m/s in Benin. As collection
method, particles samplings were collected withubing high volume cascade impaction air samplers
(Staplex, New-York, USA) as described by Billetadt (2007). The impactor’s plates were mounted
without any filter and backup filter to maintaircanstant aspiration flow rate (i.e., 86/h).
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Fig. 1. Map of urban sampling sites of the threentoes.
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2.2 PM size distribution and specific surface area

Laser granulometry (Beckman Coulter LS13 320MW withiversal Liquid Module) has been
used to study the PM size distribution. The lasanglometer measures patrticle size distributiorn tve
range from 0.017 to 2,000 um and based on polaizaitensity differential scattering (PIDS). Duoat
of each measure was 1 min and limit of beam obfowravas 8 - 12 %. The power had been adjusted
between -4 mV and +4 mV.

Specific surface area analysis was performed witharfasorB Surface Area Analyzer
(Quantachrome Corporation, New York, U.S.A.) whishbased on Brunauer Emmett Teller (BET)
method. Particle samples placed in a small Pyresh&ped cell were outgassed at 200 °C and volumes of
pure nitrogen gas adsorbed to their surface at 2C9@iquid nitrogen temperature). Amount of nitesg
adsorbed at various partial pressures was usealdolate sample’s surface area.

2.3 Trace elements and soluble chemical species

PM samples were digested with Hi@nd HCIQ (ratio 1:2, v/v) using microwave digestion
(MARS 5 XPRESS, CEM Corporation). Thereafter, tidusons obtained were filtered by Whatman
cellulose filters and analysed by ICP-MS (Varia® 82S) as described by Cazier et al. (2011).

Soluble species were determined by ion chromatdgBEipnex DX 100 coupled with Dionex ICS
900. Samples were previously extracted and filtenedellulose acetate filter 0.45 pm and then 25 pL
were injected in chromatograph. Soluble anions wedetermined by chemically suppressed ion
chromatography (carbonate 1mM/bicarbonate 3.5 mMras and AG14A/AS14A columns, 1.2 mL/min,
Dionex DX 100). Soluble cations were determined dhemically suppressed ion chromatography
(methane sulfonic acid 20 mM eluents and CG12A/@Stalumns, 1 mL/min, Dionex ICS 900).
Chromatographic data were analyzed by Chromé&lsoftware.

2.4 Organic compounds

Volatile organic compounds (VOCs) analysis wereriedrout as published by Caplain et al.
(2006). At the beginning, samples have been trappedlass tubes prior and desorbed by thermal
desorption at 220-300 °C using GC/MS (Combi Inje@esorber module - EM640 Briiker).

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and pamaffadsorbed on PM samples were extracted
with dichloromethane by soxhlet after the thermegatption. Extracts were concentrated under nitroge
flux and injected in a gas chromatograph (VARIANOBB coupled to a mass spectrometer (VARIAN
1200 TQ). The capillary column is a Factor four ¥Fas (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) and used helium
as carrier gas. The total time for this analysis @ min ; 40 °C for 5 min, 5 °C/min up to 310 °@da
310 °C for 3 min. The parameter of mass detectos wapact electronic ion current = 70eV and
temperature of source 280 °C. The samples wergyzthlbetween 40 and 350 mass unit. Compounds
were identified by comparing retention times ofarhatographic peaks from samples with those from
standard mixtures and by comparing mass specthatise contained in NIST and/or WILEY libraries.

3. Results and discussion
3.1 Comparative table of demographic charactersstic

PM studies were conducted in urban area of Cotweonld, Senegal, and Benin. These countries
have enjoyed a buoyant demographic growth for s¢years. Table 1 summarized demographic changes
in the three countries under study. Impact of altlytion PM on the health of the population, partaly
on children living in city, would be associated ttoee main conducted activities. It is important to
underline that despite the relatively low populatidensity in Senegal, the rate of children deatls wa
higher than those reported in Cote d’lvoire andiBemhis difference is most likely due to the aitfiv
relating to the smelting of lead performed by sq@abral et al. 2012a, 2012b) and high emissionl leve
of diesel old motors. In Benin, many women with 8rohildren sell gasoline in bulk along the roadsid
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Table 1
Comparison of population characteristics of the¢hurban cities.

Cities/Countries City Density Main town characteristics Annual Children deaths
population x 10° deaths under 5 years
(2011) resid/knt (AUP - 2008) % (AUP - 2008)
x 10°
Cotonou 1.2 15 Zemidjan phenomenon, 916 13
(Benin) gasoline carboys along

roadside, old second-hand cars

Abidjan 6.8 16 Old buses and vehicles, bush 3669 8
(Cbte d’lvoire) and waste burning

Dakar 3.2 5.8 Many diesel buses, congestion 1441 20
(Senegal) and traffic jams, lead activities

AUP = attributable to urban air pollution; residesidents.

Moreover, motorbike-taxi drivers generate a lot edfhaust gas in the air due to the poor
maintenance of motors (Cachon et al. 2013)., PBhysicochemical characteristics are necessary to
explain potential source of urban air pollution.

3.2 Samplings conditions and RMtoncentrations

This comparative study focuses on PMconcentrations in ambient air and meteorological
parameters that could influence their presence.

According to the NOAA Hysplit backward trajectorjélse air masses originated from the sea and
went through the three cities under study (Fig.Q)erall, Table 2 reported a relatively low wincesg
during the collection period on the three sitegvBiling wind direction showed that wind was blogin
from Atlantic Ocean during that period and thus thind was not under the influence of the Sahara
Desert (northeast wind called Harmattan) (Weinsé¢ial. 2010).

Table 2
Meteorological conditions during the different eailions in the three countries.

Weather

Cities/ Period Location Average Relative Average Wind PM
Countries site temperature humidity wind speed direction concentrations

0 (%6 (m/s) (ug/n)
Cotonou Nov-Dec 6°22'2.3"N 31.4 72 3.0 SSW 180.9
(Benin) 2°25'46.4"E
Abidjan Dec 5°20'16.94"N 28.0 n.a. 3.5 SSE 105.6
(Cote d'lvoire) 3°59'59.86"W
Dakar Jul-Sep 14°40'14"N 28.0 82 34 SSW 75.1
(Senegal) 17°26'17"W

N = North; S = South; W = West; E = East; Jul =y;J@ep = September; Nov = November; Dec = Decenbar;= not available.
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This is rather a maritime trade wind (southwest dvior monsoon). The highly relative humidity
confirmed the origin of dominant wind. Temperatwas relatively stable over the considered period as
compared to West African average temperature (38\W@instein et al. (2010) obtained in Guinea,RM
concentrations (177 pgAnnear to those recorded in Benin; this value voamd in harmattan period. It
means that PM; concentrations in Benin would come at a very héyel under harmattan influence. It is
important to note that all values of RMconcentrations found in the three countries gyeaficeed
standards set by the World Health Organization §2q@5 ug/m - 24h average concentration and 10
pg/nt annual average). Physicochemical characteristiosige more understanding on high level of PM
concentrations.

3.3 PM, 5 physical characteristics

Numerous studies established the correlation betwmarticle characteristics and biological
responses (Oh et al. 2011; Peacock et al. 2011ghaer et al. 2012). Table 3 showed up PM size
distribution and ability to adsorb chemical compdsion their surface.

According to Table 3, values of Cotonou, AbidjandaDakar indicated similar and significant
proportions of PMs fraction in ambient air. PM fraction ranged fronufin to 0.5 pm were the same in
the studied countries considering the ratio of thizction against PM number below 2.5 pm.
Contrariwise, Dakar’s particles were abundant inafihe particles as compared to the ratio found in
Benin. Moreover, PMs of the three cities presented the similar ratiospécific surface area/PM
proportion. This suggests that surface area ofghestis strongly associated to the proportion .&f 2m
fraction. This ratio could be used to estimate oh¢he parameters by knowing the other one and to
appreciate ability of PM to adsorb harmful compauadsociated with adverse health effects. However,
these findings need to be confirmed by future stsidin West African particle samplings.

Table 3
PM size distribution and specific surface areainthree urban cities.

Cities/Countries PM number (%) surface area ratio
<25um  1-05pm ratioc  0.5-0.33um ratio (m*g)

Cotonou (Benin) 97.5 55.2 0.6 24 0.2 10.7 0.1

Abidjan (Céte d'lvoire) 88.3 n.a. n.a. n.a. n.a. 9 0.1

Dakar (Senegal) 94.7 61.4 0.6 355 0.4 12.7 0.1

The ratios have to be calculated in relation to®Ivhber< 2.5 pm; n.a. = not available

3.4 Inorganic elements and ionic chemical species

Trace elements had been usually correlated to adagnmvironment (e.g. Na, Mg, Ca, Ti) and
anthropogenic origin (e.g. Fe, Al, Mn, Ba, Cr, A, Cu) (Dergham et al. 2012; Dieme et al. 2012). |
this comparative study, inorganic elements in urlaén of Cote d’lvoire, Senegal, and Benin are
heterogeneous (Table 4).

Cities under study registered the greatest coragonis in Al, Fe, Mg, and Na and these values
were similar. In African countries, there is redl sih in iron which contains iron oxide (F@s;) and
aluminium oxide (AJOs) due to the strong presence of bauxite. Extradictivities with the processing
of bauxite to final aluminium products can expldire high value of iron and aluminium in African
ambient air. Moreover, urban BMof the three countries hold in transition metatgl alkaline soil
metals which are usually found in African groundf¢fd et al. 2010). Among these trace elementsether
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are Cr, Pb, Zn, Cu, V and Cd that are carcinogétécet al. 2001; Cheng 2003). Many studies atteiut
the presence of atmospheric heavy metals to natemabksions, traffic emissions and industrial
metallurgical processes (Fang et al. 2010; Cheatngl. 2011; Duan and Tan 2013). However, it is
crucial to investigate West African soil in orderdiscount the possibility of soil pollution infloee.

Table 4
Inorganic elements on PMair pollution in Abidjan, Dakar, and Cotonou.

Metals Percentage (%)
Cotonou Abidjan Dakar
Al 41.7 32.8 36.0
Ba 0.4 n.a. 0.3
Ca n.a. 19.2 25
Cr 0.1 0.8 0.0
Cu 0.3 0.1 0.1
Fe 34.4 29.4 39.1
K n.a. 5.2 n.a.
Mg 7.0 3.9 8.4
Mn 0.6 0.4 0.3
Na 12.4 5.4 10.2
Pb 0.2 0.3 0.1
Sr 0.2 n.a. 0.3
Ti 1.2 2.1 2.2
Zn 1.3 0.2 0.3
Other 0.2 0.1 0.1

With regards to ionic species concentrations (B)y. PM were abundant in calcium, nitrate,
sulphate, sodium, and chloride ions. Sodium andridd ions profiles are similar and likely due het
marine dust influenc€odriguez et al. 2004; Cazier et al. 2011). Significant amounts of calcium could
come from natural erosion and/or dust of cementsirg. In Cotonou (Benin), cement industry is lecht
at about 1 km of the sampling site. Furthermortgrste and nitrate are anthropogenic activitiesaKat
al. 2010; Cazier et al. 2011; Dergham et al. 2@ighiou et al. 2012; Dieme et al. 2012). High atiér
value observed in Abidjan (Cote d’lvoire) indicatad anthropogenic contribution particularly animal
and human waste (Oga Yei et al. 2007) but couldecfsom traffic emission..

3.5 Paraffin profile in urban Pl of West Africa

In this study, West African countries under studgarded heterogeneity of paraffins (Fig. 4).
High level in G and Gs were found in urban P)4 of Abidjan and high &; in Cotonou. Overall, urban
ambient air of studied countries was abundantifGz. In the literature, paraffins ranged froms;®o
Cy9 indicated microbiota and diesel influence ang-G;; are attributed to fossil fuel rubbish and plant
waxes (Fu et al. 2009; Cazier et al. 2011; Pietiode et al. 2011). Kotianova et al. (2008) repotted
n-alkanes up to §&are attributed to gasoline powered vehicles and Gafare due to heavy duty diesel
trucks. In short, in West Africa, paraffins couldnee from emissions of gasoline and/or diesel vehicl
Study of PAHSs ratios provides also more informatitnout possible urban sources.
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3.6 VOCsandPAHs comparative study

In this work, we focus on BTEX of VOCs (Table 5).e\ad limited data in Abidjan. However,
benzene value was similar in Abidjan and Cotonauj &wice higher than those found in Dakar.
Contrariwise, Dakar recorded a rise of xylene lekieh Cotonou.

Table 5

Comparative study of VOCs and PAHSs in PMirban air of the three countries and diagnostiogaof
source identification.
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VOCs Percentage (%)
Cotonou Abidjan Dakar
Benzene 5.2 5.7 21
Toluene 20.3 n.a. 6.7
Ethylbenzene 9.3 4.1 4.8
0-Xylene 39.0 n.a. 53.5
Other 26.2 90.2 32.9
VOCs Ratios
T/B 3.9 n.a 3.2
B/T 0.3 n.a 0.3
XIE 4.2 n.a 111
E/B 1.8 0.7 2.3
PAHs
Naphtalene Nap 0.5 n.a. 2.0
Phenanthrene Phe 1.0 n.a. 4.1
Fluoranthene Flu 5.5 n.a. 4.7
Pyrene Pyr 14.1 n.a. 5.8
Benzo[a]Anthracene BaA 9.5 n.a. 9.3
Chrysene Chr 13.1 n.a. 7.8
Benzol[b]Fluoranthene BbF n.a. n.a. 18.0
Benzolk]Fluoranthene BkF 15.1 n.a. 7.0
Benzo[a]Pyrene BaP 12.1 n.a. 9.4
Dibenzo[a.h]Anthracene DahA 10.6 n.a. n.a.
Indeno[1.2.3-c.d]Pyrene Ind n.a. n.a. 155
Benzo[g.h.i]Perylene BghiP 18.6 n.a. 16.4
PAHs Ratios
>'COMB/Y PAHs 0.9 n.a. 0.9
BaP/BghiP 0.6 n.a. 0.6
BaP/(BaP + Chr) 0.5 n.a. 0.5
BaA/(BaA + Chr) 0.4 n.a. 0.5
BbF/BkF n.a. n.a. 2.6
Flu/(Flu + Pyr) 0.3 n.a. 0.4
Ind/(Ind + BghiP) n.a. n.a. 0.5

VOCs = Volatile Organic Compounds; PAHs = Polycy@iomatic Hydrocarbons;
>'PAHs = sum of total non-alkylated PAHSCOMB =} BaP, Chr, Flu, Pyr, BaA,
Ind, BkF, BbF and BghiP; T/B = toluene/benzene; B/T nzeae/toluene; X/E =

xylene/ethylbenzene; E/B = ethylbenzene/benzenesmat available
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It is difficult to forecast the true influence offférent emission sources. Some researchers have
generally used diagnostic ratios of BTEX to identifie possible sources (Zhang et al. 2012; Lan and
Minh 2013; Lan et al. 2013).

Toluene/benzene (T/B) ratio found in PMsamplings was 3.9 and 3.2 in Benin and Senegal,
respectively. According to the literature, T/B catanged from 1.5 to 4.0 in urban areas indicataffic
emissions (Buczynska et al. 2009; Liu et al. 20@Bler et al. 2010, 2012). Ethylbenzene/benzen&)E/
values in this study were 1.8 and 2.3 in Benin &adegal, respectively. They were relatively highan
E/B ratio (1.2) found in Tokyo (Hoshi et al. 2008urthermore, xylene to ethylbenzene ratio (X/E ha
been widely used an indicator for photochemicattigdty from OH-oxidation in the atmosphere. Recent
studies showed that this ratio (0-X/E) was rangedf0.2 to 0.9 worldwide (Lan and Binh 2012). le th
present study, o-X/E ratio was remarkably higheBénin (4.2) and Senegal (11.1). This suggests that
ozone concentration is extremely high in Africammasphere. It is crucial to investigate the
photochemical age of urban plume that can contajh level of ozone; this could come from industrial
activities. This ratio of xylene to ethylbenzeneuldobe a good tool to assess air quality in African
countries. Moreover, benzene/toluene ratio (B/Tprded was similar in PM in urban African cities
under study. These values were near to those foyn@/ang et al. (2012) and they indicated vehicular
exhaust origin (Zhang et al. 2012).

PAHs data in PM2.5 were unavailable in Cbéte d’lgoiSo, at this level, comparative study
considers the values just in Senegal and Beninerdkstudies used PAHSs ratios to identify theisgble
source (Ladji et al. 2009; Dvorska et al. 2011; i$pbwski and Namimik 2012; Li et al. 2013).
Percentages of PAHs were similar in Dakar and Gatpand present the same ratios. Flu/(Flu + Pyr)
was 0.4 and 0.3 in Dakar and Cotonou, respectividhjs indicated gasoline emissions (Ravindra et al.
2006). The ratio of BaP/(BaP + Chr) suggests thsit$® in urban African PM2.5 were from diesel
emissions (Cazier et al. 2011). Further, BaA/(Ba&hr), BaP/BghiP, and COMB/Y PAHSs reveal that
PAHs of West African PM2.5 are attributed to contlmrs and traffic emissions (Katsoyiannis et al.
2007; Ravindra et al. 2008; Akyuz and Cabuk 20I®pPakar, ratios of BbF/BkF and Ind/(Ind + BghiP)
indicate aluminium smelter emissions (Callén et28l11) and diesel emissions (Ravindra et al. 2006),
respectively.

4. Conclusion

In all, the purpose of this study is to compareghgsicochemical characteristics of PM in urban
air of Sub-Saharan countries. This work focusesiquaarly on three West African countries: Senegal,
Céte d’lvoire, and Benin. Though these countries'tdehare the same borders, their urban environsnent
reveal similarities as regards high concentratiohgarticles. Higher concentrations of RPMwere
recorded especially in Cotonou (Benin). The sans&ridution of PM and similar specific surface areas
were found in these countries. Further, the rafiespecific surface area to the proportion of 2.5 pum
fraction could be used to investigate African urlaén Likewise, similar repartitions of trace eleme
were recorded in the three countries. These metats come from African soil and it is crucial to
investigate West African ground to clarify polluticource. Identification tools of pollution souras
VOC:s ratios and PAHSs ratios were used to detedttawits origin. The ratio toluene/benzene was simil
in African countries under study and indicated ehemission. Concentrations of ozone could be high
West African ambient air. All results suggest mpdtlaffic emissions. However, other studies are
necessary to exclude the possible industrial diflstence in African urban areas.
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Synthése générale

L’objectif principal de ce travail de recherche était d’étudier l'impact
toxicologique de la pollution atmosphérique de la ville de Cotonou et plus
particulierement celui des particules fines (PMz5) et grossieres (PMs2s)
échantillonnées dans le quartier de St Michel. Dans 'optique final d’étudier les
mécanismes d’action toxique de cette pollution, nous nous sommes intéressés en
premier lieu aux facteurs affectant la qualité de I'air. Ainsi, dans un premier temps,
la qualité de I'essence utilisée a Cotonou, soupgonnée d’étre majoritairement issue
d’'un commerce illicite d’essence de mauvaise qualité en provenance du Nigéria, a

retenu notre attention.

Dans la littérature, 'ETBE (Ether éthyle tertiobutyle), les aromatiques (en
particulier le benzene et le toluene) et les paraffines sont couramment décrits
comme étant des composés majeurs des essences. Les résultats de notre étude ont
révélé que la composition chimique était similaire dans les échantillons d’essence
collectés au niveau des stations officielles de Cotonou, du Nigéria ainsi que chez les
vendeurs ambulants installés le long des voies de circulation. Nous avons
remarqué une similitude entre nos échantillons et I'essence de référence SP 98
(France) concernant les composés aromatiques et les paraffines. Par contre, 'ETBE
additif qui augmente l'indice d’octane, un élément essentiel de I'essence n’était
présent qu’en faible teneur dans les échantillons du Bénin et du Nigéria. Sur treize
échantillons d’essence, seuls trois de Cotonou présentaient des valeurs de 0,3 a 0,7
contre 14 pour l'essence de référence SP 98. A l'inverse, le taux de benzéne
retrouvé dans ces échantillons était parfois plus de quatre fois supérieur (a la
norme internationale qui est de 1% (Kolmetz and Gentry, 2007), et ceci méme
pour les essences des stations officielles (4,1 a 4,4 %). De la méme maniere, les
ratios T/B (toluene/benzene) des échantillons étaient de I'ordre de 4 pour les
stations ambulantes et de 3 dans les stations officielles de Cotonou et du Nigéria

alors qu’ils étaient de 10 dans I'essence de référence SP 98. Dans la littérature le
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ratio T/B est de I'ordre de 9 (INERIS, 2010) et peut atteindre 15 comme ce fut le
cas en Italie (Adami et al., 2006). Les valeurs faibles de notre étude s’expliquaient
par une forte concentration de benzene dans les essences. Ce dernier étant tres
volatil, nous avons cherché a déterminer sa concentration dans l'air ambiant a
I'aide de badges GABIE épinglés sur la tenue des conducteurs de taxi-motos. Les
résultats ont révélé sans surprise de fortes concentrations de benzene dans I'air.
Ces concentrations élevées de benzene dans l'air ambiant étaient de plus bien
corrélées avec celles enregistrées dans I'essence. L’ensemble des résultats sur les
échantillons d’essence suggere que 'ETBE serait probablement remplacé par du
benzéne. Aussi, les manipulations excessives de transvasement sans aucune
protection et surtout l'utilisation de l'essence par les véhicules pourraient

occasionner une augmentation de la concentration du benzene dans I'air.

L’absence d’additif diminue la durée de vie de I'essence, influe sur la qualité
de combustion et contribue a une mauvaise élimination des dépdéts de résidus de
combustion. La mauvaise qualit¢é de l'essence engendre alors une
surconsommation et participe au mauvais fonctionnement des moteurs. A cela
s’'ajoute le mauvais ou le manque d’entretien des moteurs a essence fréquemment
observé chez les conducteurs de taxi-motos et la majeure partie de la population.
Tout ceci occasionne la libération dans I'air de nombreux composés toxiques dont
certains, adsorbés sur les particules, contribuent a I'accroissement de nombreuses
pathologies. Une meilleure connaissance de ces composés nécessite une
caractérisation physique et chimique des particules. Dans cette optique, nous
avons donc entrepris un prélevement de particules PMz s et PMs25 qui a été réalisé

a St Michel, quartier situé en plein cceur de la ville de Cotonou.

Dans notre étude, les résultats sur les propriétés physiques des particules
PM:2s et PMs25 indique que la distribution granulométrique était proche dans les
deux types de particules (chargés en particules fines: < 2,5 um, 97,5 %), de méme
que la capacité d’adsorption de composés chimiques (surface spécifique : 11 m2/g
et 13 m?/g respectivement pour PMzs et PMs2s5). Cette similitude semble révéler

une agglomération de particules fines dans la fraction plus grossiere. De plus, ces
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échantillons étaient tous deux retrouvés a des concentrations tres élevées dans
I'air. La concentration de particules en suspension dans l'air était environ sept fois
supérieure a la norme admise par 'OMS pour les PM25 (25 pg/ms3, concentration
moyenne sur 24 h) et pres de deux fois supérieure pour les PMs2s (50 pg/m3,
concentration moyenne sur 24h) (World Health Organization, 2006). La
concentration élevée de PM; ;5 était toutefois en accord avec celles obtenues dans
des études récentes réalisées dans d’autres villes de I’Afrique Sub-Saharienne ou la
méme technique d’échantillonnage a été utilisée (Abidjan: Kouassi et al.,, 2010,

Dakar : Dieme et al., 2012).

Ces résultats ont prouvé, notamment a travers la surface spécifique, que les
deux types de particules échantillonnées a Cotonou disposaient d'une grande
capacité d’adsorption de composés chimiques. Ainsi, on retrouve une importante
variété de composés comme les COVs, les HAPs, les paraffines et les acides gras. Le
tableau 14 rappelle l'ensemble des caractéristiques physicochimiques des

particules.

L’analyse des especes ioniques a révélé que les sulfates, les nitrates et le
calcium étaient les ions les plus abondants dans les deux types de PM. Les
concentrations élevées de calcium pourraient étre de source naturelle sans exclure
une contribution possible de la cimenterie située a environ 1 km de notre site
d’échantillonnage. Nos données étaient similaires a celles de Cazier et al. (2011) ou
des proportions relativement importantes de CaCO3 ont été retrouvées dans les
PM prélevées a Dunkerque et expliquées en partie par des émissions liées a
'activité sidérurgique (agglomération des minérais et désulfuration de la fonte).
Les sulfates et les nitrates proviendraient des activités anthropiques comme l'ont
révélé d’autres études (Cazier et al., 2011; Dergham et al.,, 2012; Dieme et al., 2012;
Khan et al, 2010), en précisant que ces especes ioniques correspondent
majoritairement a des ions secondaires qui résultent de phénomeénes de
conversion de NOx et SOz dans I'atmosphere pour donner respectivement les ions
nitrates et sulfates dans I'état particulaire. De plus, les concentrations de Na* et de

CI” étaient similaires aussi bien dans les PM2s5 que dans les PM., 5 indiquant une
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origine marine (Cazier et al, 2011; Kouassi et al.,, 2010; Rodr&uez et al., 2004).
Ceci semble confirmé par les retrotrajectoires des masses d’air de la période de
prélevement qui ont montré que les vents dominants étaient sous influence

océanique.

De méme, nos résultats font apparaitre des similitudes en ce qui concerne les
éléments majoritaires et les ETM. Les deux échantillons de particules contiennent
des éléments alcalins et alcalino-terreux et des métaux (Al, Ba, Fe, Cr, Cu, Mg, Mn,
Na, Pb, Sr, Ti, Zn). Le fer et I'aluminium ont été d’ailleurs retrouvés en forte
proportion. La présence de différents éléments comme Al, Ca, Fe, Ti, Mg pourraient
présenter en partie une contribution terrigene (Dieme et al., 2012; Kouassi et al.,
2010; Weinstein et al, 2010), mais certains métaux (Fe, Zn, Mn, Pb, Ni, Cr)
présenteraient une origine anthropique dominée par les émissions liées au trafic
important de la ville de Cotonou (échappement, usure des pieces mécaniques, des
freins et des pneus). Les déchets de toute sorte déversés par endroits dans la ville,
les eaux marines et surtout stagnantes, contenant sans doute des éléments
minéraux et organiques dissouts ne sont peut étre pas non plus a négliger quant a
leur influence sur la composition des particules. Les concentrations
atmosphériques en ETM montrent une contribution des PMz s généralement deux
fois supérieures a celles des PMs2s. Cette observation est en accord avec celle de
Lee et al. (2013). Nous avons remarqué que ces particules présentaient les mémes
distributions en considérant les pourcentages des différents éléments. Cette
constatation était retrouvée également concernant l'analyse élémentaire C, H, N et
S ou le pourcentage de chaque élément ramené au carbone total était quasiment
identique dans les deux échantillons de PM. Ceci confirme I'hypothése selon
laquelle les particules fines et grossiéres proviendraient probablement des mémes
sources (naturelles et/ou anthropiques). Selon Rodr&uez et al. (2004), différents
éléments pourraient étre associés aux gaz d’échappement des véhicules (NOs3,
NH4*, Pb, carbones organique et élémentaire, Cu, Cl et K), aux poussieres de la
route (Ca, Ti, Fe, P, Cr, V et Mn) et aux particules issues des usures de freins et des

pneus (Cu, Zn et proportion faible de Cr).
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Tableau 14 : Caractéristiques physicochimiques des deux types de particules

Métaux

Al
Ba
Fe
Cr
Cu
Mg
Mn
Na
Pb
Sr
Ti
Zn
Total

Ions/Carbone
S04%

N03'

CaZ+

K+

Carbone total
0C/TC

COVs
Benzéne
Toluéne
Ethylbenzéne
0-Xyleéne
Autres

Total

HAPs
Fluoranthéne
Pyrene
Chrysene
Benzo[a]Pyréne
Autres

Total

Paraffines
Tricosane
Tétracosane
Pentacosane
Hexacosane
Heptacosane
Tritriacontane
Autres

Total

Acides gras

Acide hexadécanoique
Acide octadécanoique
Acide oléique

Acide tétradécanoique
Autres

Total

PM;5 PM.. 5 [C] Aire spécifique
ng/m3 % ng/m3 % pug/m?3 m?/g
4491 41,7 2261 39,8 PM:s 181 11

4 0,4 22 0,4 PM.25 95 13
3705 34,4 2009 35,4
11 0,1 5 0,1 [C] = Concentration estimée dans
29 0,3 7 0,1 l'air
756 7,0 402 7,1
68 0,6 34 0,6
1341 12,4 774 13,6
22 0,2 11 0,2
26 0,2 13 0,2
128 1,2 59 1,0
145 1,3 71 1,3
1078 568
1357 21,5 502 16,6
822 13,0 175 5,8
2479 39,2 1138 37,7
225 3,6 111 3,7
22,97 14,09
92,3 90,9
0,46 5,2 0,05 4,2
1,81 20,3 0,07 5,8
0,83 9,3 0,10 8,3
3,47 39,0 0,07 5,8
2,33 0,91
8,90 1,2
0,11 5,5 0,03 13,4
0,28 14,1 0,06 26,8
0,26 13,1 0,01 4,5
0,24 12,1 0,01 4,5
1,10 0,11
1,99 0,22
1,64 9,7 0,52 3,1
1,52 9,0 0,57 3,4
1,08 6,4 0,74 4,4
0,83 49 0,6 3,6
1,55 9,2 0,81 4,8
1,86 11,0 0,52 3,1
10,28 8,15
16,85 10,57
Hg/m3 ug/m3
120,45 36,4 52,83 26,9
31,89 9,6 13,94 7,1
10,35 3,1 9,72 5,0
17,99 5,4 10,77 5,5
150,05 109,05
330,7 196,3
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Par ailleurs, l'association de phosphates, de potassium, de carbones
organique et élémentaire en fortes concentrations suggere généralement une
influence de la combustion de biomasse (RodrZuez et al., 2004). Dans notre étude,
les phosphates étaient quasiment absents des deux échantillons de PM (31 ng/m3
pour les PMzs ; non détectés dans les PMs25). Celles des nitrates étaient 822 et 175
ng/m3 respectivement pour les PMzs et les PM.2s5. Les carbones organique et
élémentaire présentaient des taux de 23 % pour les PMz5s et 14 % pour les PM.2s.
Les concentrations de nickel (2 et 1 ng/m3 respectivement pour les PMz;s et les
PMs2s5) et de plomb (22 et 11 ng/m3 respectivement pour les PMzs et les PMs25s)
étaient relativement élevées. Les concentrations de potassium étaient de 225
ng/m3 pour les PMz5 et 111 ng/m3 pour les PMs25 et pourraient provenir de la
combustion de biomasse ou encore de sels marins, de source terrigene ou du trafic.
Comme évoquée par Rodr@uez et al. (2004), ceci renforce I'hypothese que nos
particules seraient majoritairement issues de source automobile (y compris les

cyclomoteurs).

L’analyse des composés organiques adsorbés sur les particules a révélé que
dans les PM3s, les concentrations en COVs, HAPs, acides gras étaient supérieures a
celles enregistrées dans les PM.2s. Des résultats similaires concernant les HAPs ont
été retrouvés a Barcelone (Reche et al, 2012) et a Pékin (Li et al., 2013).
Cependant, on s’apercoit que le profil qualitatif des composés organiques dans les
deux PM était similaire, et ceci était d’autant plus remarquable au niveau des COVs.
Il apparait a nouveau que les deux types de particules seraient issus d'une méme
source. De plus, en observant les données sur les différents ratios de HAPs et COVs
ainsi que les autres parametres d’identification de source présentés dans le tableau
15, nous avons constaté qu'ils étaient similaires (surtout concernant les HAPs) et
confirmaient ainsi la contribution des mémes sources pour les deux échantillons
de particules. Le tableau suivant résume quelques ratios couramment utilisés pour
la détermination des sources d’émission. Nous pouvons alors conclure que les
différents composés chimiques adsorbés sur les PM2s et PMs25 proviendraient

principalement du trafic routier, a la fois des émissions de véhicules a essence ainsi

que des moteurs diesel.
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Ces particules, riches en éléments toxiques divers, sont susceptibles d’étre
inhalées puis retenues au niveau pulmonaire. L’exposition aux particules,
notamment aux plus fines d’entre elles, a été associée a l'aggravation ou a
I'apparition de différentes pathologies cardio-respiratoires telles que 1'asthme, la
broncho-pneumopathie chronique obstructive, ou encore les cancers broncho-

pulmonaires (Oh et al,, 2011; Peacock et al,, 2011; Sun et al., 2012).

Selon 'OMS, la pollution de l'air serait responsable de prés de 800 000 déces
annuels, de 8 % des cancers broncho-pulmonaires, de 5 % des décés par maladies
cardio-pulmonaires et de 180 000 déces par asthme chaque année (Organisation

Mondiale de la Santé, 2011b).

Tableau 15 : Indicateurs de source des composés adsorbés sur les PM

Ratios HAPs Valeurs Sources Référence PM:2s PMs25

Valeurs d’étude

>COMB/>HAPs ~1 Combustion Ravindra et al. (2008) 0,88 0,89

BaP/BghiP >0,6 Emissions liées au trafic Katsoyiannis et al. (2007) 0,65 -

BaP/(BaP+Chr)  >05  Dmissionsde moteursa Cazier etal. (2011) 048 0,50
essence

BaA/(BaA+Chr) > 0,35 Emissions de véhicules Akytiz and Cabuk (2010) 0,42 -

Flu/(Flu+Pyr) QEE U e e 2 Ravindra et al. (2006) 028 033
essence

Ratios COVs

T/B 1,5-4 Emissions du trafic routier Miller et al. (2012) 3,93 1,40

Autres ratios

Ste/Pal 0,25-0,5 Emissions de véhicules diesel Rogge et al. (2006) 0,26 0,26

Paraffines

- C20 snksomg e vdnalesa Kotianova et al. (2008) ++ +
essence

C20-C37 Résidus de carburants Cazier etal. (2011) +++ +++

Benzo[a]Pyréne = BaP, Benzo[gh,i]Peryléne = BghiP, Chryséne = Chr, Benzo[a]Anthracéne = BaA,
Fluoranthene = Flu, Pyréne = Pyr, ¥ HAPs = Somme des HAPs non alkylés, T = Toluéne, B = Benzéne, Ste =
Acide stéarique, OC = Carbone organique, EC = Carbone élémentaire, Pal = Acide palmitique, > COMB = )’ BaP,
Chr, Flu, Pyr, BaA, Ind, BKF, BbF, et BghiP, COMB = Combustion.
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Depuis plusieurs décennies, un grand nombre d’études épidémiologiques de
tous types ont été menées afin d’explorer un éventuel lien entre I'exposition
chronique a la pollution atmosphérique particulaire (PMz5 et PM10) et I'apparition
de cancers broncho-pulmonaires. Malgré des résultats inconstants et une
significativité parfois faible, les éléments étayant I'hypothese d’'une augmentation
de risque de mortalité par cancer broncho-pulmonaire associée a I'exposition aux
PMz5 et PM1o sont de plus en plus nombreux, renforcant la plausibilité d’un lien de
causalité. Selon une étude trés récente, I'augmentation de la concentration
atmosphérique en PM25 de 5 pg/m3 entrainerait une augmentation des cancers
pulmonaires de 18 % et en particulier des adénocarcinomes (55 %) (Raaschou-
Nielsen et al., 2013). Une autre étude a conclu qu'une augmentation de 10 pg/m3
de particules PM2s5 augmenterait de 37 % la mortalité par cancer broncho-
pulmonaire (Lepeule et al,, 2012). De méme, 'augmentation de la concentration
atmosphérique en PMio de 7 pg/m3 augmenterait de 1,23 a 2,74 le risque de
mortalité par cancer pulmonaire chez la femme (Heinrich et al, 2013). Ainsi,
malgré la relation clairement établie par les études épidémiologiques entre
I'exposition aux particules et l'apparition des pathologies pulmonaires et
cardiovasculaires (Brook et al., 2010; Calo et al., 2009; Iii et al., 2011; Karakatsani
et al., 2012; Puett et al., 2011; Tolbert, 2007), des incertitudes subsistent encore
quant aux mécanismes physiopathologies sous-jacents impliqués dans la toxicité
induite par les particules. La connaissance de ces mécanismes nécessite donc
d’étre approfondie. Les études toxicologiques ont joué un role important au cours
des derniéeres années dans la compréhension des effets biologiques des particules
atmosphériques. Ces études réalisées en conditions controlées in vivo ou in vitro,
permettent d’établir une relation dose/réponse tres difficile a mettre en évidence
dans les études épidémiologiques. Elles visent également a déterminer des seuils
au-dessous desquels les effets biologiques ne s’observeraient pas. Elles informent
sur le réle des composants spécifiques dans les réponses biologiques et permettent
d’étudier les associations de polluants. Enfin, elles sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes d’action qui sont potentiellement responsables des
réponses physiopathologiques chez les individus exposés. Les études

toxicologiques présentent cependant des limites, dans la mesure ou il n’est pas
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possible de reconstituer en laboratoire la complexité de l'organisme humain.
Cependant, elles restent un des maillons essentiels parmi les éléments permettant

I’évaluation des risques.

Dans cette étude, les analyses toxicologiques ont été réalisées in vitro sur une
lignée de cellules épithéliales bronchiques pulmonaires d’origine humaine (BEAS-
2B). De récentes études ont démontré que les BEAS-2B sont capables d’activer les
différents parametres que nous avons choisi d’étudier (Dergham et al, 2012;
Dieme et al., 2012; Gualtieri et al., 2010; Oostingh et al., 2011). L’évaluation de la
cytotoxicité globale a été réalisée a partir de trois tests colorimétriques
complémentaires : l'activité¢ de la LDH extracellulaire, I'activité déa DHm et
I'incorporation de la BrdU a 'ADN. Nous avons ctaig que l'activité de la LDH
extracellulaire n’est significative (p < 0,001) gptes 48 let/ou 72 h d’exposition aux
PM.s et PM,s pour des concentrations supérieures ag&nt. Ceci traduit une
perturbation tardive de l'intégrité ou de la perbik#® membranaire. En outre,
I'activité de la DHm diminuait significativement §0,001) dés 24 h d'incubation pour
des concentrations de PM excédant j@ffcntf. Cette activité était plus accentuée
lorsque les cellules étaient exposees aux £idr rapport aux PMs. Par ailleurs, nous
avons observé une baisse (p < 0,001) de l'incatiparde la BrdU a 'ADN dans les
cellules exposées aux deux types de particulegcéta partir de 24 h d’incubation pour
des concentrations supérieures a@gcnf. De plus, de fortes corrélations ont été
observées entre ces différents parametres (r 94 :0,.DH-DHm ; r = - 0,95 : LDH-
BrdU ; r = 0,87 : DHm-BrdU, p < 0,01) (tableau 16ks différentes observations nous
amenent a conclure que les deux types de particallEextées a Cotonou ont la capacité
d’altérer le métabolisme mitochondrial des cellypagnonaires, ainsi que la division et
la survie des cellules. L'étude de la cytotoxiaitgus a permis de détermineéeux
concentrations qui encadrent la concentration inhibitrice a 10 % (3 pg/cm? < Clio <

12 pg/cm?) pour I'étude des mécanismes physiopathologiques.
Des études ont montré que les réactions cytotoxiques et génotoxiques

dépendent principalement de la composition chimique des particules (Billet et al.,

2007; Fuentes-Mattei et al., 2010; Hggsberg et al.,, 2013; Ramos de Rainho et al,,
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2013). A titre d’exemple, il a été prouvé que les cellules BEAS-2B étaient capables
de biotransformer les HAPs, dont le B(a)P, a travers I'expression du gene codant
pour le CYP1A1, apres une exposition aux particules (Dergham et al., 2012; Tsuji
and Walle, 2006). Le CYP1A1 est une enzyme clé de la phase I de métabolisation
des xénobiotiques, principalement les HAPs (Val et al,, 2011). L’activité de cette
enzyme est généralement déterminée par l'activité EROD (éthoxyrésorufine-O-
dééthylase) (Cavanagh et al, 2009). Dans cette étude, le mélange complexe
d’éléments organiques et inorganiques que renferment nos particules, rend
difficiles les approches quantitatives de toxicité attribuables aux différentes
fractions. Cependant, aucune expression génique du CYP1A1, ni activité EROD
n‘ont été détectées dans les cellules, et ce quel que soit le type de particules
utilisées. Au regard des résultats de la caractérisation physicochimique, nous
pouvons constater la faible concentration de HAPs et la proportion relativement
élevée de cuivre, élément connu pour son action inhibitrice de l'activité
enzymatique du CYP1A1l (Ghosh et al, 2001). Ces différentes constatations
pourraient expliquer I'absence de I'expression du CYP1A1 et de I'activité EROD. De
méme, le CYP2E1, connu pour son implication dans la métabolisation des COVs,
n’était pas exprimé dans nos cellules. Cette observation est en accord avec d’autres
études menées sur les cellules BEAS-2B (Dergham et al., 2012; Dieme et al., 2012).
En revanche, des inductions significatives de I'expression des genes CYP1B1 et
NQO1, impliqués également dans le métabolisme des COVs, avec des relations
dose/réponse significatives ont été observées lorsque les cellules étaient exposées

aux PM s et aux PMs2s.

D’autres genes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques, notamment
des régulateurs de l'expression des génes, ont été étudiés. Rappelons que la
régulation du CYP1A1 (enzyme métabolisant principalement le benzo(a)pyrene)
est assurée par le répresseur AhRR (Aryl hydrocarbon receptor repressor) localisé
dans le noyau, qui entre en compétition avec AhR (Aryl hydrocarbon receptor,
partenaire d’hétérodimérisation de ARNT, Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) pour « 'empécher » de se fixer au « transporteur » ARNT (Lesca and

Pineau, 2012).
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Tableau 16 : Corrélation entre les différents paramétres étudiés

LDH
DHm

BrdU
CYP1B1
IL-6

IL-8g

IL-1g
AhR

TNF-a
LTE4
GSSG/GSH

IL-8 IL-6 IL-8g IL-6g IL-lg AhR ARNT AhRR NQO1 LTC4 SOD PGE2 TXB2 CYP1B1 DHm BrdU
-0.94 -0.95
0.84 0.87 0.87 0.87
0.84
0.89 0.90 0.91 -0.88
0.89 0.88 0.81 0.84 094 083 0.83
0.99 0.92 0.85
0.97
0.82 0.83 0.88 0.90 0.86
0.83
0.85 0.92
0.95
0.94
-0.80 -0.81 0.81 -0.86
0.91
0.89

“«.n

r” en gras correspond aux corrélations entre les parametres induits par les PM; s et en italique celles liées aux PM.;s. LDH = Lactate déshydrogénase

extracellulaire; DHm = déshydrogénase mitochondriale; BrdU = 5-bromo-2’-désoxyuridine; IL-8 = Interleukine 8 sécrétion protéique; IL-6 =

Interleukine 6 sécrétion protéique; IL-8g = Interleukine 8 expression génique; IL-6g = Interleukine 6 expression génique; IL-1g = Interleukine 1-béta

expression génique; TNF-a = Tumor necrosis factor-alpha; LTB4 = leucotriene B4; LTC4 = leucotriéne C4; LTE4 = leucotriéne E4; PGE2 =

prostaglandine E2; TXB2 = thromboxane B2; CYP1B1 = cytochrome P450, famille 1, sous-famille B, polypeptide 1; NQO1 = NADPH quinone oxydo-

réductase 1; AhR = Aryl hydrocarbon receptor; ARNT = Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator; AhRR = Aryl hydrocarbon receptor repressor;

SOD = Superoxyde dismutase; GSSG/GSH = ratio glutathion disulfide GSSG/ glutathion réduit GSH.
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Cette compétition est également observée entre les complexes AhR-ARNT et
AhRR-ARNT pour la fixation aux sites XRE (Eléments de réponse aux
xénobiotiques) pour l'activation transcriptionnelle des genes cibles. Dans notre
étude, aucune corrélation n’était observée entre AhR et AhRR. Ce résultat pourrait
suggérer qu'aucune modulation d’expression génique n’a été induite par AhRR ou
AhRR-ARNT. Nous pouvons alors déduire que la modulation par AhRR ne serait
probablement activée qu’'a partir d'une concentration significative de
benzo(a)pyrene dans les particules (pouvant induire I'expression du CYP1A1). Par
ailleurs, une étude récente in vitro avec les cellules BEAS-2B a suggéré que I’AhR
dimérise avec RelB un facteur de transcription de la famille de NF-kB plutét que
I'ARNT (@vrevik et al.,, 2010). Dans notre étude nous avons plutot remarqué une
forte corrélation entre AhR et ARNT (r = 0,95; p < 0,01) (tableau 16). Ceci
suggererait que I’AhR se serait déplacé dans le noyau pour s’associer a ARNT afin
d’activer a partir des XRE, la transcription non pas du CYP1A1 mais du CYP1B1
('une des enzymes de métabolisation des HAPs) qui était fortement corrélé avec
AhR (r =0,83; p < 0,01). Au regard de ce qui précéde, nous avons pu montrer au
travers de I'expression génique de la NQO1, enzyme de détoxication de la phase I,
du CY1B1, de I'AhR et de 'ARNT, une induction par les PMzs et PMs2 5 des enzymes
prenant part a l'activation métabolique de xénobiotiques au sein des cellules

bronchiques BEAS-2B.

Les investigations sur I'induction d’'utress oxydatif dans les cellules BEAS-2B
exposées aux particules nous ont permis, a travers des biomarqueurs
intracellulaires (ratio GSSG/GSH, MDA, SOD), d’évaluer la production et I'impact
des ERO qui affectent les cellules. Dans la littérature, il a été rapporté que le stress
oxydatif est I'un des principaux révélateurs de I'impact de la toxicité des particules,
généralement lié aux ERO générées par les HAPs et/ou d’autres composés
adsorbés sur les PM (composés organiques, métaux, etc.) (Baulig et al., 2009;
Longhin et al.,, 2013; Steenhof et al.,, 2011). En outre I'enzyme NQO1, impliquée
dans la détoxication des quinones, est souvent associée a la production d’ERO qui
active I'élément de réponse antioxydante (Baulig et al., 2009; @vrevik et al., 2010).

Nos résultats ont révélé que les PMzs, ainsi que les PMs25, avaient induit une
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augmentation similaire et significative du statut de glutathion (GSSG/GSH) et de
'activité de la SOD (superoxyde dismutase). L’augmentation de cet effet oxydatif
était confirmée non seulement par la forte corrélation existant entre ces deux
marqueurs (r = 0,89 ; p < 0,01), mais aussi entre l'activité de la SOD et I'expression
du CYP1B1 (r = 0,83; p < 0,01) (tableau 16). De méme, la réponse cellulaire en
terme d’accumulation de MDA (malondialdéhyde) était similaire apres exposition
aux deux lots de particules et le seuil de significativité n’a été atteint qu'apres 72 h
d’exposition a la plus forte concentration (12 pg/cm?). Ceci traduirait une tardive
peroxydation lipidique membranaire qui semblerait liée a la libération
extracellulaire de la LDH comme précédemment montré. On pourrait donc penser
a l'action des systemes antioxydants dans la limitation des dommages oxydatifs
observables. En effet, l'exposition des organismes aérobies aux especes
prooxydantes peut entrainer une activation des systéemes de défense antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques dans les cellules (Lonkar and Dedon, 2011; Sun
et al.,, 2008; Ziech et al.,, 2011). L’absence d’augmentation significative de MDA
pourrait aussi s’expliquer par le fait que la voie de peroxydation lipidique catalysée
par la cyclooxygénase est défavorisée au profit de la voie de lipoxygénase ; celle-ci
va aboutir a la formation des leucotriéenes qui vont induire la production des

cytokines inflammatoires.

D’autres études suggerent que dans les cellules BEAS-2B, le stress oxydatif
serait induit par le peroxyde d’hydrogene (H:02) et se traduirait par des effets
cytotoxiques et non par des effets inflammatoires (@vrevik et al., 2008). Cet auteur
a démontré en 2010 qu’aucune corrélation n’était observée entre les dommages
oxydatifs et les sécrétions de cytokines inflammatoires (@vrevik et al., 2010). Dans
notre étude nous avons cependant constaté une forte corrélation entre l'activité de
I'enzyme antioxydante qu’est la SOD et la sécrétion de la cytokine inflammatoire

qu'est'lL-6 (r=0,92; p <0,01) (tableau 16).
Plusieurs études toxicologiques ont associé I'exposition aux PM a la

production significative des cytokines/chemokines inflammatoires dans les

cellules pulmonaires (Dergham et al., 2012; Dieme et al., 2012; Kouassi et al., 2010;
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Michael et al, 2013; Shang et al, 2013 ; Happo et al., 2013). De méme, une
corrélation a également été démontrée entre la modulation de la sécrétion des
cytokines et des niveaux relativement élevés d’'ETM (Cu, Fe, As et Zn), de sulfates
et de carbone total présents dans les particules d’origine urbaine (trafic) (Akhtar
et al, 2011; Perrone et al, 2010). Par exemple, en réponse a une agression
extérieure, la cytokine IL-8 (important médiateur proinflammatoire) associée aux
neutrophiles déclenche le systeme de protection contre les agents pathogénes. Les
travaux de Gualtieri et al. (2010) indiquaient que I'induction de la sécrétion d’IL-8
était uniquement observable chez les cellules exposées aux PMjio; dans ses
travaux, les PM2 s n’avaient pas induit la production d’IL-8. Dans cette étude, une
induction significative de 1'expression du geéne et de la sécrétion d’IL-8 était non
seulement observable dans les cellules BEAS-2B exposées aux PMs25 mais aussi

chez celles traitées aux PM2s.

Nos résultats révélaient une induction plus importante des cytokines IL-6 et
IL-8 par les PM.z5 par rapport aux PMg:s. Le tableau de corrélation révélait
également de fortes similitudes entre l'expression génique et la sécrétion
protéique des cytokines étudiées. Des études récentes n’avaient pas révelé de
corrélation entre l'induction des cytokines et la cytotoxicité ou les dommages
affectant le cycle cellulaire (Gualtieri et al., 2010; @vrevik et al.,, 2010). La présente
étude a montré que la diminution de la viabilité cellulaire était concomitante a la
sécrétion de cytokines proinflammatoires induites par les deux types de particules
(r = 0,84: IL-8-DHm; r = 0,87: IL-6-DHm, p < 0,01) (tableau 16). Dans la
littérature, ces cytokines proinflammatoires font souvent appel a d’autres
médiateurs de l'inflammation que sont les leucotrienes, issus de la voie de la
lipoxygénase, et les prostaglandines et thromboxanes issues de celle de la
cyclooxygénase. Dans cette étude, les leucotriéenes LTB4, LTC4, et LTE4
(médiateurs chimiotactiques), la thromboxane TXB2 et la prostaglandine PGE2
étaient trés peu induits. Cependant, une forte corrélation était observée entre LTC4
et LTE4 (r = 0,91; p < 0,01) indiquant que la voie de la lipoxygénase dans la
meétabolisation de LTA4 par l'enzyme glutathion-S-transférase était favorisée.

Rappelons que le LTE4 est un métabolite de LTC4. Nos résultats laissent penser
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qu’ils étaient normalement présents dans les cellules. De méme, les données
suggerent que le TNF-a activerait probablement la voie de la cyclooxygénase et
induirait la synthése de PGE2 (r = 0,81 ; p < 0,01). Nos résultats indiquaient
également une forte association entre la production de TXB2 et la diminution de la
prolifération cellulaire (r = - 0,88; p < 0,01). De plus, l'induction de la sécrétion
d'IL-6 pourrait activer la voie de la cyclooxygénase conduisant a la synthese de
TXB2 (r=0,85; p <0,01) (tableau 16). De ce qui précede, les prostaglandines et les
thromboxanes joueraient probablement un réle important dans le déclenchement

du processus inflammatoire et dans les perturbations affectant le cycle cellulaire.

Nous avons pu montrer a travers I'étude des impacts toxicologiques que les
deux types de particules pourraient déclencher l'activation métabolique des
xénobiotiques adsorbés sur leur surface, engendrer des altérations membranaires,
affecter le métabolisme énergétique des cellules, altérer la division cellulaire et la
survie des cellules et également induire un stress oxydatif et des réponses
proinflammatoires dans les cellules pulmonaires. Nous avons alors la preuve que
les particules collectées a Cotonou, par le cocktail de polluants toxiques qu’elles
contiennent, induisaient des mécanismes pouvant conduire a des pathologies
respiratoires. L’action synergique de certains polluants pourrait étre responsable
des effets observés. D’autres éléments constituent des antagonistes a I'induction de
dommages que peuvent engendrer les particules. Certains médiateurs peuvent
ainsi inhiber ou limiter les effets toxiques des particules. Les mécanismes, sans
doute complexes, impliqués dans la physiopathologie restent a élucider. Nous
proposerons, en fin de ce chapitre les mécanismes possibles, responsables des
signes pathologiques pulmonaires et qui peuvent perturber les fonctions

physiologiques.

Enfin, nous nous sommes intéressés a une comparaison des caractéristiques
que peuvent présenter les particules fines PM2s5 de Cotonou avec celles d’Abidjan
(Cote d’Ivoire) et de Dakar (Sénégal). En effet, la méme technique
d’échantillonnage a été utilisée dans les études réalisées dans ces villes (Cotonou,

Abidjan et Dakar). L’étude comparative révele en premier lieu que pendant les
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périodes respectives de prélevement de PM2s dans les trois villes (Cotonou,
Abidjan et Dakar), les conditions météorologiques étaient similaires notamment
concernant les vitesses de vent et les températures. Aussi, les masses d’air étaient
sous influence marine dans les trois villes. A Cotonou, de fortes concentrations de
PM; 5 étaient enregistrées (181 pg/m3), de méme qu’'a Abidjan (106 pg/m3) et a
Dakar (75 pg/m3). Il est important de noter que les concentrations en PM;s
détectées dans chacune de ces villes étaient largement supérieures a la norme de

I’'OMS qui est de 25 pg/m3 (concentration moyenne en 24 h).

Les caractéristiques physiques faisaient apparaitre une similitude entre les
prélevements particulaires (PM2;s) effectués dans les trois villes. En effet, 'air
ambiant de ces différentes villes était constitué majoritairement de particules fines
(< 2,5 um) indiquant ainsi une forte capacité d’adsorption de composés toxiques.
Les différences d'aires spécifiques seraient probablement dues a des différences de
proportions de suies, ou fraction carbonée qui est connue pour étre la fraction qui

contribue le plus a I'aire spécifique dans les PM2s.

La répartition des composés chimiques dans les PMzs de chaque ville était
également similaire (tableau 17). On retrouve majoritairement les éléments
alcalino-terreux, alcalins, éléments métalliques, et les métaux de transition qui
sont présents habituellement dans la terre africaine (Alford et al.,, 2010). Le fer et
I'aluminium en fortes concentrations pourraient provenir de la terre rouge riche
en bauxite. Il apparait nécessaire d’effectuer une analyse approfondie des sols pour
déterminer les éventuelles sources naturelles. La présence élevée de chlorure et de
sodium dans les particules des trois villes pourrait étre due a une influence marine
(Cazier et al,, 2011; RodrZuez et al., 2004; Wang and Shooter, 2001). A Abidjan, les
concentrations élevées de nitrates proviendraient du processus de conversion de
NOx en NO3™ mais pourraient également étre d’origine automobile. A Cotonou, la
proximité de la cimenterie du site d’échantillonnage pourrait expliquer les teneurs
élevées en calcium. Les profils en paraffines révelent que les particules fines des
différentes villes contenaient des alcanes lourds (C20 a C30) indiquant des

émissions de véhicules a moteur essence et/ou diesel.
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L’étude comparative des composés organiques s’était focalisée sur les BTEX
(benzene, toluene, éthylbenzene, xyléne) et les HAPs. Nous avons obtenu peu de
données sur les PMzs5 d’Abidjan. Cependant, les données des deux autres villes
présentaient une variété de composés dont la détermination des sources
d’émission est parfois difficile (tableau 17). Nous avons donc utilisé un panel de
ratios d’identification des sources (tableau 18). Les ratios de COVs et de HAPs
déterminés dans les particules PM25 a Cotonou étaient similaires a ceux de Dakar.
Ces ratios semblent indiquer que les différents composés organiques pourraient
provenir essentiellement des émissions du trafic routier (Miller et al., 2012; Akyiiz

and Cabuk, 2010; Katsoyiannis et al., 2007; Ravindra et al., 2008, 2006).

Dans la littérature, a partir des études réalisées de par le monde, on retrouve
le ratio X/E qui varie entre 0,2 et 0,9 (Lan and Binh, 2012). Ce ratio indique des
réactions photochimiques qui se produisent dans l'air. Ces réactions sont
fréquemment issues de panache d’émissions. Un ratio élevé de X/E s'explique par
de fortes concentrations de xylene, beaucoup plus réactif que 1'éthylbenzene
(Miller et al., 2011; Ueda and Tomaz, 2011), et est souvent corrélé avec B/T qui est
faible. En Afrique de I'Ouest, I'étude comparative révele que le ratio X/E dans l'air
était tres élevé, de l'ordre de 4 a 11. Ceci suggere que des phénomeénes
photochimiques impliquant de fortes concentrations d’ozone se seraient peut-étre
produits dans l'air de chacune des villes. De méme, les HAPs proviendraient
également des émissions diesel (Cazier et al., 2011; Ravindra et al., 2006). A Dakar,
les données indiquent que des fonderies d’aluminium rejetteraient probablement

des HAPs dans l'air (Callén et al.,, 2011).
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Tableau 17 : Caractéristiques chimiques des PM: s des trois villes

(Cotonou, Abidjan et Dakar)

PM; s

Cotonou Abidjan Dakar
Métaux pg/m3 % pg/m3 % pg/m3 %
Al 4,49 41,7 4,80 32,8 2,79 36,0
Ba 0,04 04 - - 0,03 0,3
Ca - - 2,81 19,2 0,19 2,5
Cr 0,01 0,1 0,11 0,8 0,00 0,0
Cu 0,03 0,3 0,02 0,1 0,01 0,1
Fe 3,71 344 4,29 29,4 3,03 39,1
K - - 0,77 5,2 - -
Mg 0,76 7,0 0,57 3,9 0,65 8,4
Mn 0,07 0,6 0,05 04 0,03 0,3
Na 1,34 12,4 0,80 5,4 0,79 10,2
Pb 0,02 0,2 0,04 0,3 0,01 0,1
Sr 0,03 0,2 - - 0,03 0,3
Ti 0,13 1,2 031 21 0,17 2,2
Zn 0,15 1,3 0,03 0,2 0,02 0,3
Autres 0,02 0,2 0,01 0,1 0,01 0,1
Ions
Na + 9,8 7,4 20,2
cr 9,7 54 18,4
Ca 2+ 39,2 27,6 24,3
K* 3,6 0,4 1,9
S042” 21,5 21,6 17,3
NO3~ 13,0 31,7 14,3
Autres 3,1 5,9 3,5
COVs
Benzéne 046 5,2 0,08 5,7 0,77 21
Toluéne 1,81 20,3 - 249 6,7
Ethylbenzene 083 9,3 0,06 41 1,81 4,8
o-Xylene 3,47 39,0 - 20,0 53,5
Autres 2,33 26,2 1,30 90,2 12,31 32,9
HAPs ng/m3 ng/ms3
Fluoranthéne Flu 0,11 5,5 - - 0,13 47
Pyrene Pyr 0,28 14,1 - - 0,16 5,8
Benzo[a]Anthracéne BaA 0,19 9,5 - - 0,26 9,3
Chryséne Chr 0,26 13,1 - - 0,22 7,8
Benzo[b]Fluoranthene  BbF - - - - 0,51 18,0
Benzo[k]Fluoranthene  BKF 0,30 15,1 - - 0,20 7,0
Benzo[a]Pyrene BaP 0,24 12,1 - - 0,26 94
Indeno[1,2,3-c,d]Pyrene Ind - - - - 0,44 15,5
Benzo[g,h,i]Peryléne BghiP 0,37 18,6 - - 0,46 16,4
Autres 0,24 12,1 0,17 6,1
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Tableau 18 : Indicateurs de source des composés adsorbés sur les PMz 5 des

trois villes (Cotonou, Abidjan et Dakar)

Ratios HAPs Valeurs Sources Référence Cotonou Abidjan Dakar
>COMB/YHAPs ~1 Combustion Ravindra et al. (2008) 0,9 - 0,9
BaP/BghiP ~06 Emissions liées Katsoyiannis et al. 07 ) 0.6
& ’ au trafic (2007) ’ !
BaP/(BaP+Chr) 05  SuESEees Cazier et al. (2011) 0,5 - 0,5
moteurs diesel
Emissions de Akytiz and Cabuk
BaA/(BaA+Chr) >0,35 véhicules (2010) 0,4 0,5
Flu/(Flu+Pyr) <05  Cmissionsde Ravindra et al. (2006) 0,3 - 0,4
moteurs a essence
. Emissions de .
Ind/(Ind+BghiP)  0,35-0,7 moteurs diesel Ravindra et al. (2006) - - 0,5
BbF/BKF AEpE it Callén etal. (2011) - - 2,6
alumineries
Ratios COVs
T/B 1,5-4  Cmissionsdu Miller et al. (2012) 3,9 - 3,2
trafic routier
B/T 04  Emissionsde Wang et al. (2012) 0,3 - 0,3
’ véhicules g ’ ’ !
Réactions
X/E 0,2-0,9 Photochimiques Lan and Binh (2012) 42 - 11,1
(présence d’ozone)
Paraffines
-C20 Emissions de Kotianova et al. -+ ) )
véhicules a essence (2008)
C20-C37 e i Cazier etal. (2011) +++ +++ +++

carburants
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Conclusion

Notre projet de recherche avait pour objectif d’étudier la toxicité pulmonaire
et les mécanismes d’action possibles (figure 62)" impliqués suite a une exposition
aux matieres particulaires fines et grosses collectées a Cotonou. Ce travail de
recherche en toxicologie in vitro, 'un des premiers menés au Bénin, a consisté a
réaliser dans un premier temps une caractérisation physicochimique des
particules, notamment par la détermination de la granulométrie, de leur surface
spécifique, de leur composition en éléments inorganiques (métaux et ions) et en
composés organiques (COVs, paraffines et HAPs). Ce volet nous a permis de
montrer que nos particules étaient constituées majoritairement de particules
fines (97,5 %) et présentaient un ensemble hétérogéne de composés
inorganiques et organiques, avec des proportions similaires dans les
particules fines PM:;s et les grosses PMszs. Les résultats ont montré que de
nombreux composés des particules étaient essentiellement d’origine

anthropique.

Nous avons ensuite évalué les effets cytotoxiques a travers trois méthodes
complémentaires (activité de la LDH extracellulaire, activité de la DHm,
incorporation de la BrdU) sur un modele de cellules épithéliales bronchiques
humaines (BEAS-2B). Au travers de nos résultats, nous avons pu montrer la
capacité de ces deux types de particules a provoquer des perturbations de la
perméabilité membranaire, du métabolisme cellulaire ainsi qu’une altération

de la division cellulaire.

Compte tenu de la diversité des éléments organiques adsorbés a la surface
des particules, nous avons déterminé leur implication dans I'activation
métabolique conduisant a la formation de métabolites plus toxiques. Ainsi,
I'expression génique significative des enzymes de métabolisation (CYP1Bl1,
NQO1, AhR et ARNT) a montré la capacité de nos particules a induire une

possible activation des HAPs durant le processus de détoxification.

18 Figure réalisée a partir des données du tableau de corrélation
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Par ailleurs, nous avons exploré les dommages oxydatifs et le processus
inflammatoire que peuvent engendrer nos particules. Les résultats nous ont
permis de montrer la capacité de nos particules a déclencher les systéemes de
défense antioxydants (SOD), créer un déséquilibre au niveau du ratio
glutathion oxydé/glutathion réduit (GSSG/GSH) et une peroxydation des
lipides membranaires (MDA) indiquant ainsi une induction du stress oxydatif.
De méme, elles ont la capacité d’activer la « machinerie» de défense
proinflammatoire a travers l'induction des cytokines, des leucotriénes, des

prostaglandines et des thromboxanes.

Enfin, 'approche comparative entre les particules PM25 de I'Afrique de
I'Ouest nous a permis de mettre en évidence des caractéristiques identiques
indiquant une majorité de particules fines dans I'air ambiant contenant une
variété de composés organiques et inorganiques semblables et provenant

essentiellement des émissions du trafic routier.

Voie i Division
Cyclooxygénase cellulaire

o ‘
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©oxydant métabolique @ mitochondrial
- Interaction négative
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Figure 62 : Schéma simplifié des mécanismes possibles induits par les

particules a partir des données du tableau de corrélation
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Perspectives

Ce travail de thése a montré que les particules dans l'air ambiant a Cotonou
représenteraient un risque pour la santé humaine. Cependant, il présente quelques

limites qui nous permettent de définir nos perspectives.

Au Bénin, il existe encore trés peu d’'industries. Néanmoins, nous avons pu
remarquer qu'une possible proximité des industries en limite de zone urbaine
pourrait expliquer les teneurs élevées en métaux. Il serait intéressant non
seulement de réaliser des prélevements au niveau des industries afin d’évaluer ou
d’écarter les émissions d’origine industrielle, mais également dans les sols pour
identifier les émissions de sources naturelles. Aussi, la période de la présente
campagne de prélevement était courte et nous n’avons pas pu comparer nos
données a celles d'une zone rurale pouvant confirmer l'implication du trafic
routier dans les émissions croissantes de particules atmosphériques. Il semblerait
important de réaliser des prélevements sur une longue période, peut étre sur
I'ensemble d’'une année aussi bien en zone rurale qu’'en zones urbaine et
industrielle afin d’évaluer linfluence saisonniere dans les niveaux élevés de
particules et de la contribution des émissions. Plusieurs campagnes combinées a
des fractionnements des prélevements s’averent donc nécessaires pour une
meilleure représentativité des résultats surtout concernant la détermination des

composés chimiques adsorbés sur les particules.

Cette these s’inscrit également dans une démarche d’identification des
processus impliqués dans la toxicité des particules atmosphériques. Il est
important de souligner que la présente étude est basée sur une approche
toxicologique in vitro. Les résultats décrits dans ce travail ont pour but de soulever
des hypotheses mécanistiques afin d’expliquer certains effets toxiques observés

dans le cadre d’études épidémiologiques, hypotheses qui pourront par la suite étre
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testées, puis validées ou infirmées, par des études in vivo. Il serait alors intéressant
d’investiguer 'approche in vivo afin d’évaluer I'impact des expositions prolongées
sur des rats ou des souris a des émissions de polluants atmosphériques en
explorant la régulation transcriptionnelle des cytochromes P450 impliqués dans la
meétabolisation des COVs et HAPs conduisant a des métabolites plus toxiques. Nous
avons constaté que nos deux types de particules induisaient une expression faible
de la prostaglandine PGE2 et de la thromboxane TXB2 qui sont des médiateurs
fortement liés a la production de cytokines proinflammatoires. La voie de la
cyclooxygénase semble nécessiter un approfondissement afin de préciser
I’éventuel lien existant entre les défenses antioxydantes et les réactions

inflammatoires.

La coopération bilatérale entre nos deux universités (Université d’Abomey-
Calavi et Université du Littoral Cote d’Opale) nous a permis de réaliser I'ensemble
des analyses physicochimiques et toxicologiques nécessitant des techniques
analytiques de pointe et des réactifs tres coliteux. Compte tenu des contraintes
économiques et de la non-disponibilité d’appareillage adéquat dans notre
université a Cotonou en particulier, et au Bénin en général, nous envisageons de
rechercher des especes végétales locales qui seraient sensibles a la pollution de
I'air. Ceci nous permettrait de mettre en place une biosurveillance (a coft
raisonnable) et de pouvoir sensibiliser la population et les responsables politiques
aux impacts de la pollution atmosphérique et aux comportements a adopter pour

une amélioration de la qualité de I'air a Cotonou.

Nous estimons enfin que ce travail pionnier, pourrait initier et contribuer a la
mise en place d'une base de données sur la pollution atmosphérique et constituer
une étape importante pour I'amélioration de la qualité de I'air en Afrique Sub-

Saharienne en général et au Bénin en particulier.
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Résumé

La pollution de I'environnement, et particuliérement la pollution atmosphérique et son
possible impact sur la santé humaine, suscite un intérét grandissant dans les pays en
développement. Ce travail de thése s’inscrit dans cette thématique et constitue une étude pionniére
en Afrique, et au Bénin plus particulierement.

Nos résultats ont montré que I’essence utilisée a Cotonou était de pietre qualité, caractérisée
par I'absence d’additifs et par une forte concentration en benzene, et pouvait étre a I'origine de la
dégradation de la qualité de 'air de la ville. De méme, I'analyse d’échantillons de particules (PM2; et
PM..5) prélevés dans le quartier de St Michel a Cotonou, a mis en exergue un taux anormalement
élevé de particules en suspension dans l'air. La caractérisation physicochimique de ces particules a
montré la présence d’'un cocktail de composés chimiques (ions, métaux, COVs, paraffines, HAPs,
etc.), en proportions plus élevées dans les particules fines PMys.

L’appareil respiratoire constituant la principale voie d’exposition de I'Homme a ces
particules atmosphériques, leur potentiel toxique a été évalué au travers d’une étude in vitro menée
sur des cellules épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2B). Il a été ainsi démontré les propriétés
cytotoxiques des deux échantillons de particules ainsi que leur capacité a induire l'expression
génique des enzymes de métabolisation des composés organiques et a générer un stress oxydatif.
Le déclenchement du processus inflammatoire via l'induction de l'expression génique et la
sécrétion protéique de cytokines et l'apparition de modifications dans la voie de l'acide
arachidonique (leucotrienes, prostaglandine, thromboxane) ont été notés.

Enfin, 'approche comparative des PM;s prélevées au niveau de trois villes d’Afrique de
I'Ouest a permis de mettre en évidence des caractéristiques proches au Bénin, en Cote d’'Ivoire et au
Sénégal et la contribution des émissions du trafic routier dans la pollution de l'air.

Mots-clés : Pollution atmosphérique; PMzs; PM.2s ; caractérisation physicochimique; impact
toxicologique ; Cotonou.

Abstract

Air pollution and its adverse health effects have shown a growing interest in developing
countries. This study deals with this subject and is one of the first conducted in African countries,
particularly in Benin.

Our results showed that the quality of gasoline used in Cotonou was poor, characterized by
the absence of additive and a high concentration of benzene. Thus, it could be responsible for the
degradation of the city air quality. Therefore, particulate matter samples (PM25 and PM.,5) were
collected in St Michel neighborhood at Cotonou and results showed very high levels of particles in
the ambient air. Physicochemical characterization of these particles revealed a presence of various
chemicals compounds (ions, metals, VOCs, paraffins, PAHs, etc.) in higher proportion in PM;s than
PM.2s.

The respiratory system, the main way of exposure to these airborne particles, was
investigated through an in vitro study assessing the toxic potential of PM on human bronchial
epithelial cells (BEAS-2B). It has been demonstrated that the two types of particles have cytotoxic
properties and ability to induce gene expression of organic compounds metabolizing enzymes and
to generate oxidative stress. These particles have triggered the inflammatory process through the
induction of gene expression and protein secretion of cytokines, and changes in the arachidonic
acid pathway (leukotrienes, prostaglandin, and thromboxane).

Finally, comparative approach for PM,5 sampled in three West African cities highlighted
the closeness of particles characteristics in Benin, Céte d'Ivoire and Senegal, and a significant
contribution of road traffic emissions in the air pollution.

Key-words: Atmospheric pollution ; PMz5 ; PMs2s; physicochemical characterization; toxicological
effects; Cotonou.
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