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Les effets d’'une exposition aux nanoparticules (NP) suscitent un grand intérét, du fait des nombreuses applications commerciales dans
lesquelles elles sont utilisées. Les conclusions des études toxicologiques réalisées in vivo sont souvent divergentes, dans la mesure ot les
effets dépendent fortement de la voie d’exposition et des caractéristiques physicochimiques des NP. Les effets les plus fréquemment
évoqués dans la littérature concernent I'inflammation, I'apparition de fibroses et la suppression des fonctions immunitaires au niveau

des poumons, en lien avec une exposition aux nanotubes de carbone, notamment aprés une instillation intratrachéale (Stern et McNeil,
2008). Les mécanismes d’action impliqués dans les effets toxiques des NP sont aujourd’hui mal connus et peu documentés. La premiére
publication sélectionnée élucide I'un des mécanismes d’action impliqués dans la toxicité de nanotubes de carbone multifeuillets
chez la souris par inhalation (Mitchell et al., 2009). Un autre aspect peu investigué dans les études toxicologiques in vivo réside en
I'accumulation des NP dans les tissus des organismes exposés. La seconde étude apporte des données sur I'accumulation de NP de TiO,
dans les organes de souris aprés administration par voie intrapéritonéale.

Mécanisme d’action impliqué dans I'effet
immunosuppresseur des nanotubes de carbone
chez la souris

Analyse

Léquipe de Mitchell et al. (2009) a récemment publié une étude
in vivo sur les conséquences d’une exposition par inhalation de
nanotubes de carbone multifeuillets (MWNT, pour multi-walled
nanotubes). Laspect mécanistique de la perturbation du systéme
immunitaire y est exploré. Des souris males adultes ont été
exposées 6 heures par jour pendant 14 jours a une atmosphére
contenant de 0,331 mg/m3de MWNT, dont |a taille moyenne est
de 94,5 nm.La quantité de MWNT déposée dans les poumons est
estimée respectivement a 0,15 mg/kg et 0,5 mg/kg (estimation
enfonction de la surface pulmonaire et de |a capacité respiratoire
des souris). En premier lieu, I'étude des lymphocytes T, cellules
fortement impliquées dans la réponse immunitaire, a confirmé
qu’une exposition des souris a 1 mg/m3 de MWNT engendre une
diminution de la réponse immunitaire. En effet, les nanotubes de
carbone inhalés provoquent une diminution de la prolifération
des lymphocytes T en réponse aux mitogénes ), cette diminution
étant dépendante de la dose de MWNT. Cet effet persiste plus de
30 jours aprés I'inhalation.

Léquipe a ensuite exploré les mécanismes potentiellement
impliqués dans la suppression de la réponse immunitaire, et
notamment la voie des cyclooxygénases® de type 2 (COX-2),
enzymes clés du contréle des processus inflammatoires. Il
apparait que I'expression des cyclooxygénases est accrue dans la

rate des souris exposées a 1 mg/m3 de MWNT, comparativement
aux souris témoins, exposées dans les mémes conditions a de
I'air ne contenant pas de MWNT. De plus, I'expérience a été
réalisée aprés traitement de certains animaux par I'ibuproféne,
un inhibiteur pharmacologique de COX-2. Ce blocage de la
transmission du signal provoque une disparition partielle
des effets immunosuppresseurs des MWNT. Enfin, la méme
expérience a été menée sur des souris mutantes, déficientes
pour le géne codant COX-2. Dans ce cas, I'effet de I'exposition aux
MWNT disparait chez les souris mutantes exposées a 1 mg/msde
MWNT pendant 14 jours. Ces résultats démontrent I'implication
de COX-2 dans les effets des MWNT.

Les auteurs ont également réalisé des études histologiques sur
la rate des souris exposées et pointent 'absence de MWNT dans
celle-ci, suggérant un effet indirect des MWNT. Pour étudier
celui-ci, du liquide de lavage broncho-alvéolaire (LLBA) a été
prélevé chez les souris exposées ou non aux MWNT et mis en
contact avec des cultures de splénocytes®), extraites de la rate
des souris mutantes n’'exprimant pas le géne COX-2, ou de larate
de souris sauvages. Alors que le LLBA des souris non exposées
n’a aucun effet sur les cellules de rates, celui des animaux
exposés aux MWNT induit une inhibition de la prolifération
des lymphocytes T dans des splénocytes isolées des souris de
phénotype sauvage. Cet effet n’est pas observé chez les souris
mutantes n’exprimant pas COX-2. Un mécanisme pulmonaire
est donc suggéré comme étant a l'origine de I'activation des
cyclooxygénases dans la rate, phénoméne qui méne a un
dysfonctionnement des lymphocytes T.
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Commentaire

L'étude de Mitchell et al. (2009) a permis de démontrer I'effet
immunosuppresseur des MWNT. D’autre part, I'altération de
I'immunité consécutive a I'exposition parinhalation de nanotubes
de carbone multifeuillets était initiée par un signal pulmonaire.
Lutilisation de modéles de souris mutantes n’exprimant pas la
cyclooxygénase 2 et I'association de techniques in vitro utilisant
les cellules extraites de souris est une approche originale qui a
permis une démonstration stricte de I'effet des MWNT. Cette
étude fournit de précieuses informations sur les conséquences
probables sur la santé d’une exposition répétée aux nanotubes
de carbone, méme si les conséquences a long terme d’un effet
dépresseur sur les lymphocytes T sont aujourd’hui mal connues.
En revanche les auteurs ne précisent pas I'état d’agglomération
des nanotubes aprés exposition des animaux. Une étude fine
de leur état d’agglomération et de leur distribution pulmonaire
serait nécessaire.

Distribution et effets histopathologiques
du dioxyde de titane TiO, chez les souris
aprés administration intrapéritonéale

Analyse

Chen et al. (2009) ont réalisé une étude des effets aigus liés a
I'exposition de souris aux nanoparticules de titane (TiO,). Les
auteurs se sont particulierement intéressés a la distribution des
nanoparticules et auxaltérations histopathologiques quidécoulent
de I'exposition. Les souris ont subi une injection intrapéritonéale
avec différentes doses de TiO, (o, 324, 648, 972, 1296, 1944,
2592 mg/kg). Les effets de ces injections ont été évalués 2 heures,
48 heures, 7 jours et 14 jours aprés injection. Deux jours aprés
I'injection, toutes les souris présentent des symptémes relatifs a
une toxicité aigué, tels que des tremblements, la perte d'appétit et
laléthargie. Ces effets semblent moins prononcés chez les souris
exposées aux plus faibles doses; celles exposées aux deux doses
les plus fortes présentent également des symptémes d’anorexie
et de diarrhée. Les tissus de rate, coeur, poumon, rein et foie ont
été collectés a différents temps aprés I'exposition; le titane a été
dosé dans ces organes par spectroscopie de masse couplée a une
torche a plasma (ICP-MS). Du titane a été détecté dans le foie, les
reins et les poumons, avec une accumulation particulierement
élevée dans la rate. Aprés 24 heures d’exposition, le titane est
accumulé en majorité dans la rate, et sa concentration diminue
aprés 48 heures, au profit du foie, des reins et des poumons.
7jours et14 jours aprés exposition, la rate est I'organe qui contient
le plus de titane, a des concentrations équivalentes a celles
mesurées apres 48 heures d’exposition. Chez les animaux les plus
exposés, les concentrations de titane dans la rate sont de l'ordre
du microgramme de titane par gramme de tissu. Enfin, aucune
accumulation n’est observée dans le cceur.

Les analyses histopathologiques ont par ailleurs retenu des
fibroses hépatiques, des lésions sévéres de la rate et des
thromboses du systéme vasculaire pulmonaire. De nombreux
neutrophiles® sont présents dans la rate, le foie, et les poumons,
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suggérant une réaction inflammatoire importante. Ces effets
sontobservés chezles animaux les plus exposés (1944 et 2592 mg/
kg) et sont faibles ou inexistants pour les plus faibles doses.
Il est a noter qu’aux deux doses les plus élevées, correspondant
a deux groupes de 10 souris, cinq souris sont mortes une
semaine aprés l'exposition. Les paramétres biochimiques
sanguins ont également été mesurés, incluant l'urée sanguine,
les transaminases (aspartate et alanine aminotransférases: ASAT
et ALAT) et la phosphatase alcaline. Le suivi de ces paramétres a
mis en évidence des niveaux élevés d’ASAT et d’ALAT, témoignant
d’un dysfonctionnement hépatique. L'urée sanguine, utilisée
comme marqueur du bon fonctionnement rénal, n’est pas
significativement modifiée par la présence de NP. L'étude de
Chen et al. (2009) démontre donc qu’une partie des NP de TiO,
injectées par voie intrapéritonéale chez les souris est excrétée par
le rein et que la néphrotoxicité exercée par ces NP est moindre
par rapport a la toxicité exercée sur le foie.

Commentaire

Chen et al. (2009) ont mis en évidence qu’a la suite d’'une injection
péritonéale chez des souris, les nanoparticules de TiO, sont
accumulées dans plusieurs organes, incluant la rate, le foie, les
poumons et le rein. Des altérations des paramétres biochimiques
etdel’état des organes sont observées pour les doses d’exposition
les plus élevées. Les auteurs ont réalisé une caractérisation
rigoureuse de la taille et de la forme cristalline des nanoparticules
de TiO, au moment de I'injection, deux caractéristiques connues
pour exercer une influence la fois la distribution et |a toxicité des
NP (Warheit et al., 2008, cf. Bulletin de veille scientifique n°10,
juin 2010). En revanche, une caractérisation précise de I'état
d’agglomération des nanoparticules dans les différents organes
manque a cette étude. La quantité de titane dans les différents
organes est ensuite dosée par ICP-MS, technique qui ne permet
pas d’affirmer que le titane dosé provient des nanoparticules
de TiO, ou du titane dissout a partir de ces nanoparticules. Les
auteurs ont donc choisi d’y associer une analyse par microscopie,
réalisée sur des coupes d’organes, approche qui permet de
valider la présence des nanoparticules dans les organes. Cette
association du suivi des paramétres biochimiques, avec des
observations microscopiques et appuyée par des mesures des
concentrations de TiO, fait toute l'originalité de cette étude,
qui fournit une démonstration des effets néfastes liés a une
exposition a ces nanoparticules. La voie d’exposition étudiée
(injection intrapéritonéale) n’est néanmoins pas représentative
des conditions réelles d’exposition.

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique ¢« Santé / Environnement / Travail « Novembre 2010



Agents physiques

Effets toxiques des nanoparticules TiO, et des nanotubes de carbone chez la souris

Mary-Line JUGAN et Marie CARRIERE

CONCLUSION GENERALE

Les deux études décrites utilisent différentes voies
d’exposition des souris aux nanoparticules: I'inhalation
et I'injection péritonéale. L'utilisation d’une techno-
logie d’aérosol dans I’étude de Mitchell et al. (2009)
est particulierement intéressante, car celle-ci est
représentative d’une exposition pulmonaire. Méme s’il
existe trois voies d’exposition potentielle aux nanotubes
de carbone incluant I'inhalation, I'ingestion et le contact
cutané, I'appareil respiratoire constitue la voie majeure
de pénétration dans I'organisme humain. La méthode
d’exposition par inhalation est donc pertinente par
rapport a une exposition dans des conditions « réelles ».
Les expositions par inhalation, si elles sont associées
a une caractérisation physico-chimique rigoureuse des
nanoparticules, constituent assurément la technique
de choix pour I'étude des effets pulmonaires des
nanoparticules. En revanche, I'injection dans le péritoine
utilisée dans I’étude de Chen et al. (2009) est moins
représentative et il est probable que la distribution
tissulaire des NP pourrait étre différente chez la souris
exposée par inhalation, par voie orale ou par contact
cutané. Il apparait important de prendre en compte les
applications des NP testées pour utiliser une méthode
d’exposition pertinente.

Méme si I'immunotoxicité des nanotubes de carbone
et I'un des mécanismes mis en jeu ont été démontrés
sur les souris, des questions majeures restent en
suspens. Les résultats, aussi bien ceux concernant la
distribution tissulaire que les effets mis en évidence et
les mécanismes inhérents, sont-ils applicables a tous
les types de nanotubes de carbone et de nanoparticules
de TiO,? La question de I'extrapolation a 'Homme se
pose également et les investigations mécanistiques
paraissent étre un bon moyen de mettre en évidence
des marqueurs de la nanotoxicité potentiellement
exploitables chez ’'Homme. Enfin, il existe aujourd’hui
peu d’information sur les doses réelles d’exposition
de ’Homme aux nanoparticules et la question de la
représentativité des doses par rapport a une exposition
professionnelle reste sans réponse.
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Les deux publications ci-dessous utilisent des approches
transcriptomiques pour étudier la toxicité de nanomatériaux.
Nous avons préféré centrer la présente note sur des approches
toxicologiques plus classiques. La toxicogénomique est en effet
une discipline émergente de la nanotoxicologie. Il s’agit d’une
thématique qui mériterait une note d’actualité dédiée.

Lexique

(1) Mitogeénes: substances favorisant la division cellulaire.

(2) Cyclooxygénases: enzymes clésimpliquées dans le processus
inflammatoire.

(3) Splénocytes: cellules de la rate.

(4) Neutrophiles: cellules sanguines qui jouent un role primordial
dans I'élimination des cellules étrangéres ou infectées.
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