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1. Substance
fabriquée
intention-
nellement
a l'échelle

nanométrique
contenant des
particules non
liées ou sous forme
d'agrégats ou
dagglomérats,
dont une portion
minimale des
particules, dans

la distribution

des tailles en
nombre, présente
une ou plusieurs
dimensions
externes se situant
entre 1nm et

100 nm.

omposant majeur de
la crotite terrestre, la silice existe
a l'état libre (dioxyde de silicium,
$i0)) [1, 2] sous forme cristalline
(cancérogéne avéré pour 'homme,
groupe 1 du Centre international
de recherche sur le cancer - CIRC)
et sous forme amorphe, soit natu-
relle (faiblement toxique, groupe
3 du CIRC), soit synthétique. Les
silices amorphes synthétiques
(SAS) sont des substances a l'état
nanoparticulaire* [3] dont les carac-
téristiques permettent une mul-
titude d’applications industrielles
et biomédicales, principalement
dans l'industrie des caoutchoucs et
résines PVC (renforcement pneu-
matiques, caoutchoucs silicones,
mastics, semelles de chaussures,
fils et cables..), des peintures et
vernis (agent matant et anti-sédi-
mentation), cosmétiques (abrasifs
et épaississants dans les pates den-
tifrices), encres, adhésifs, produits
réfractaires, ciments/béton (addi-
tifs), revétements de sols et textiles
(anti-salissants et antistatiques),
agroalimentaire (acidifiants, agents

anti-mottant, épaississement des
liquides) et pharmaceutique (sup-
ports de principe actif, excipients)
[4,5]-

La production de SAS en France était
d’environ 230 000 tonnes en 2015.
Lobligation de déclaration des subs-
tances a l'état nanoparticulaire, ef-
fective depuis 2013, situe les SAS en
deuxieme place des substances pro-
duites et/ou importées en France en
2017, aprés le noir de carbone [6]. 11
en est de méme au niveau mondial,
ou 1,5 million de tonnes de SAS sont
produites et utilisées, apres les 9,6
millions de tonnes de noir de car-
bone [7].

Si le nombre de salariés liés a la
production était, selon une étude
de filiere réalisée par I'INRS en
2007, d'environ 1 300 personnes, le
développement des applications
industrielles pourrait concerner
un grand nombre de personnes en
rapport avec l'utilisation, la trans-
formation, la distribution ou le re-
conditionnement des SAS [4, 5].

La silice amorphe synthétique est
¢élaborée a partir de deux procédés
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2. Le terme
cristallin désigne
le fait que
l'élément de base,
ici le tétraédre
SiO4, se répéete de
facon périodique
dans les trois
dimensions de
l'espace, alors que
dans une structure
amorphe, les
tétraédres sio,
n'ont pas de
structure spatiale

fixe.

3. Le stress
oxydant est un
type d'agression
des constituants
de la cellule di
aux espéeces
réactives
oxygénées

(ROS) et aux
especes réactives
oxygénées et
azotées oxydantes
(RONS, qui
provoquent le
stress nitrosant).

4. Lapoptose ou
mort cellulaire
programmeée est
un mécanisme
normal,
intrinsequement
programmeé, par
lequel des cellules
s‘autodétruisent
en réponse

a un signal
interne pour

se débarrasser

de cellules
inutilisables,
indésirables ou
potentiellement
nocives. Lapoptose
est souvent
trouvée déréqulée
dans le processus
de développement
tumoral.

industriels, par voie humide ou par
voie thermique. La voie humide
permet la fabrication des silices
précipitées (diametre particulaire
de 5-100 nm), des silices colloidales
ou sols de silice (diamétre particu-
laire de 7-50 nm) et des gels de silice
(diametre particulaire de 3-20 nm)
alors que la voie thermique produit
des silices pyrogénées (diametre
particulaire de 5-50 nm). A Tissue
de I'élaboration par une de ces mé-
thodes, la silice synthétique peut
faire l'objet d'un post-traitement
physique ou chimique visant a mo-
difier sa surface. A ces types de SAS
se rajoutent les fumées de silice qui
sont un sous-produit de la fabri-
cation du silicium ou des alliages
ferro-silicium dans le secteur de la
metallurgie.

DONNEES TOXICOLOGIQUES
EXPERIMENTALES

Classiquement, le potentiel toxique
delasilice (diamétre particulaire de
0,5-10 pm) est 1ié a sa cristallinité ?,
pouvant induire, chez les travail-
leurs exposés, silicose, emphyseme
ou cancer pulmonaire [8]. A contra-
rio, les silices amorphes naturelles,
dont le diameétre particulaire est
supérieur a 1pm, sont réputées
sans effet spécifique pour la santé.
Cependant, de par leur état nano-
particulaire lié a leur procédé de
fabrication, les silices amorphes
synthétiques posseédent des carac-
téristiques physico-chimiques pou-
vant potentiellement induire une
toxicité associée a leur taille infé-
rieure a 100 nm, a leur distribution
granulométrique, leur forme, leurs
propriétés de surface (réactivité,
porosité, charge, traitement de sur-
face, potentiel d'oxydo-réduction),
leur solubilité, leur biopersistance
et leur potentiel d'agrégation/
agglomération [9, 10]. De plus, les

SAS possédant une tres grande sur-
face spécifique, on peut s'attendre
a ce que le nombre de sites poten-
tiellement réactifs avec l'environ-
nement biologique, comme les
groupements silanols [11], soient
présents en une proportion large-
ment plus importante que dans le
cas des silices amorphes naturelles.
Comme pour dautres nanoma-
tériaux, cette hypothése pourrait
remettre en question l'évaluation
du risque toxique reposant sur
une dose exprimée en masse ou en
concentration d'une part et le com-
portement biologique ainsi que
les interactions entre les systemes
biologiques et les nanoparticules
d’autre part [12].

Des revues récentes de la littéra-
ture des ¢études toxicologiques
in vitro et in vivo ont conclu a des
effets toxiques des SAS qui peuvent
étre influencés par le type cellu-
laire, le systeme de culture cellu-
laire, les conditions d'expérimen-
tation et la voie d’administration
[13]. De méme, les différences phy-
sico-chimiques entre les différents
types de SAS peuvent expliquer
les variations dans la toxicité et les
effets biologiques observés [14, 15].

DONNEES IN VITRO

In vitro, les SAS exercent un effet
cytotoxique via le stress oxydant3
et 'apoptose 4 selon une relation in-
verse avec leur taille et une relation
directe dose — effet, a I'exception de
la silice pyrogénée dont le méca-
nisme est indépendant du stress
oxydant. Deux études récentes
montrent qu’a taille et composition
identiques, la silice pyrogénée est
biologiquement plus réactive que
la silice colloidale ou précipitée [16,
17]. Lexposition cellulaire aux SAS
induit l'autophagie associée a la
cytotoxicité et, moins documentées,
une phagocytose et une réponse
inflammatoire associées a I'immu-
notoxicité. Une génotoxicité directe

par action sur le matériel géné-
tique ou secondaire a l'oxydation
de IADN par des especes réactives
de loxygeéne et de l'azote (stress
oxydant et nitrosant) a été montrée
pour les nanoparticules métalliques
[18]. Concernant les SAS, plusieurs
¢tudes ont montré la capacité des
SAS précipitées ou pyrogénées a
produire des effets génotoxiques
(cassures de I'ADN) dans différents
modeles in vitro. Les mécanismes
de la génotoxicité de SAS ne sont
pas élucidés [13]. La génotoxicité des
SAS est parfois associée a un stress
oxydant cellulaire. Dans ce cas, elle
se produirait de maniere indirecte,
via la génération despeces réac-
tives de l'oxygene qui réagiraient
chimiquement avec I'ADN. Une
etude a suggéré que des dommages
a I'ADN induits par différentes SAS
pourraient étre dus aussi a un effet
d'obstacle des particules présentes
dans le cytoplasme qui altereraient
la mitose [19]. Une étude in vitro
récente sur des cellules endothé-
liales de cordon ombilical (lignée
cellulaire HUVEC) a montré que
certaines SAS induisaient un dys-
fonctionnement important des
mitochondries qui seraient, selon
les auteurs, les organites cellulaires
cibles des SAS. La perturbation de
l'activité mitochondriale serait le
facteur déclencheur des effets cyto-
toxiques des SAS sur les cellules [20].
A noter que la cytotoxicité liée aux
nanoparticules est complexe et met
en jeu des mécanismes impliquant
d’autres organites cellulaires, la rup-
ture des lysosomes et le stress du
réticulum endoplasmique [21].

En revanche, peu d’études se sont
intéressées aux effets cancéro-
genes des SAS. Une étude récente
menée a 'INRS sur un modele de
transformation cellulaire in vitro,
utilisant la lignée cellulaire Bhas
42, a 1évélé que des SAS pyrogé-
nées ou précipitées utilisées dans
I'industrie induisaient la transfor-
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mation des cellules Bhas 42 [22].
La transformation cellulaire étant
une étape clé précoce du proces-
sus de cancérogenese, ces résultats
suggerent un éventuel potentiel
cancérogene des SAS étudiées. De
plus, la SAS pyrogénée testée pro-
duisant le plus d’effet transformant
induisait des effets épigénétiques s
a des stades précoces de la trans-
formation des cellules Bhas 42 [24].
Des effets épigénétiques ont égale-
ment été rapportés sur des kérati-
nocytes humains exposés in vitro a
une SAS [25].

Enfin, il a été montré une action
d'une silice colloidale sur la fonc-
tion endothéliale, une agrégation
plaquettaire et un effet pro-in-
flammatoire via la sécrétion de
cytokines et molécules d’adhésion,
suggérant un effet potentiel des
SAS prothrombotique et proathé-
rogene [20, 26, 27]

DONNEES IN VIVO

In vivo, les études animales
conduites ont été pour la plupart
des études a court terme utilisant
différentes voies d’administra-
tion (inhalatoire, digestive, intra-
veineuse), le plus souvent a des
doses tres élevées comparées aux
expositions humaines. Des effets
toxiques (inflammation locale et
systémique, stress oxydant) et un
dépot dans le foie, les poumons, la
rate et les reins ont été rapportés,
ainsi qu'au niveau du cerveau pour
la voie intranasale.

La question du mécanisme de la
toxicité n'est pas encore élucidée.
La génotoxicité et la cytotoxicité
semblent les mécanismes toxiques
principaux de la silice cristalline,
mais aussi des silices amorphes
colloidales et précipitées, qui pos-
sedent, comme la silice cristalline,
des silanols sur leurs surfaces. Cette
caractéristique surfacique com-
mune pourrait contribuer a une
toxicité similaire, médiée par le

5. Lépigénétique
est une discipline
de la biologie
s'intéressant

au mécanisme
réversible et
transmissible
permettant de
réguler l'expression
des genes. Les effets
épigénétiques,
définis comme les
changements dans
l'activité des génes
non expliqués par
des altérations dans
la séquence des
acides nucléiques,
peuvent avoir un
effet a long terme
sur l'expression des
génes, voire trans-
générationnel, et
persistent méme
apreés larrét du
stimulus initial,
pouvant ainsi
conduire a des
effets au niveau
biologique,
notamment le
développement

et la progression
des cancers,

des maladies
neurodégénératives
(Parkinson
Alzheimer,

sclérose latérale
amyotrophique...),
meétaboliques
(diabéte, obésité) et
cardiovasculaires
[23]. Contrairement
aux mutations

qui affectent la
séquence dADN,
les modifications
épigénétiques sont
réversibles.

6. Diametre
aérodynamique
compris entre 1 um
et 100 ym environ.

stress oxydant, la présence des sila-
nols étant corrélée davantage avec
la toxicité de la silice cristalline que
sa cristallinité 13,17, 28]. Quant a la
silice pyrogénée, elle possede des
siloxanes en surface [15] et induit
une réaction inflammatoire plus
importante [14]. Sa toxicité semble
meédiée par d’autres mécanismes
que le stress oxydant [29] mais
cette hypothese est a confirmer par
d’autres études.

Cependant, la silice amorphe
nanostructurée n'est pas bioper-
sistante du fait d'une dissolution,
translocation et élimination ra-
pide pulmonaire et systémique,
ce qui explique également son
effet pro-inflammatoire moins
important que celui des formes
micromeétriques ¢ apres instillation
intratrachéale. De plus, I'age des
animaux influe sur les réponses a
I'exposition, puisque les rats agés
sont plus sensibles aux atteintes
pulmonaires que les rats jeunes
ou adultes, et le risque d’atteinte
cardiovasculaire a été observé seu-
lement chez les rats agés. Ces résul-
tats suggerent que, dans les études
expérimentales par inhalation, la
toxicité devrait étre évaluée par
des biomarqueurs différents selon
I'age [30]. Une étude plus récente
d’instillation endotrachéale de na-
noparticules de silice de différentes
tailles (30, 60 et gonm) a diffé-
rentes doses a montré des niveaux
plus élevés d'especes réactives
d'oxygene et des marqueurs d'in-
flammation (cytokines, protéine
C réactive) et des niveaux plus bas
d’antioxydants (superoxide dismu-
tase — SOD, glutathion peroxydase
— GPX) comparés a la silice micro-
métrique (6oo nm) selon une rela-
tion dose-réponse, ainsi quune
translocation  systémique des
nanoparticules dépendant de la
taille et de la dose [31]. Les niveaux
des biomarqueurs cardiovascu-
laires, comme les molécules d'ad-

hérence intercellulaire (ICAM-1)
et vasculaire (VCAM-1), étaient
également plus élevés pour la dose
la plus importante des nanopar-
ticules, par comparaison avec la
silice micromeétrique.

Une des rares études toxicologiques
par inhalation chronique chez le rat
a analysé l'exposition a des fumées
de silice avec une bonne caractérisa-
tion des nano-aérosols, a des doses
pouvant correspondre aux exposi-
tions des travailleurs dans le secteur
métallurgique [32]. Malgré une cy-
totoxicité comparable ala silice cris-
talline, les effets toxiques apres 6
mois d’'exposition sont relativement
faibles, aussi bien au niveau pulmo-
naire que systémique. La solubilité
¢élevée et la dissolution au niveau
pulmonaire diminuent la bioper-
sistance pulmonaire et favorisent
probablement le passage des nano-
particules dans le sang et le systeme
lymphatique, avec une accumula-
tion tissulaire également faible. Le
passage des particules déposées au
niveau nasal vers le cerveau via le
nerf olfactif a été montré. Par contre,
l'étude a mis en évidence que leffet
le plus sensible en relation avec 'ex-
position chronique a la nano-silice
consiste en une génotoxicité syste-
mique (lésions primaires ou dom-
mages a I'ADN) avec une relation
dose-effet claire.

Enfin, dans les études in vivo seu-
lement, les silices pyrogénées ont
montré des effets cytotoxiques et
proinflammatoires [33]. Une étude
de cancérogenese sur différentes
micro- ou nanoparticules chez le
rat a montré que l'instillation intra-
trachéale répétée d’'une silice pyro-
génée (3 mg par instillation, 5 fois)
augmentait 'incidence de tumeurs
pulmonaires [34]. Cependant, ce
résultat a été remis en cause car les
fortes doses de particules utilisées
a chaque instillation induisaient
forcément une surcharge pulmo-
naire non-spécifique de la particule
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étudiée [35]. Une étude similaire a
été réalisée par la suite avec une
silice pyrogénée en diminuant la
dose par instillation (o,5mg par
instillation, 30 fois). Lexposition
conduisait également a une éléva-
tion de tumeurs dans les poumons
des rats [36].

DONNEES HUMAINES

EXPOSITION AUX
PARTICULES ULTRAFINES

DE LA POLLUTION
ATMOSPHERIQUE

Lexposition a la pollution atmos-
phérique afourniles premieres don-
nées des effets des nanoparticules
chez 'homme. Ainsi, I'évidence des
effets toxiques des nanoparticules
a été rapportée dans des études épi-
démiologiques concernant les par-
ticules ultrafines (particules dont le
diametre aérodynamique est égal
ou inférieur a 100 nm) émises non
intentionnellement (émission des
moteurs diesel, sous-produits de
combustion, usure mécanique de
piéces mobiles...).

Les données épidémiologiques
concernant les effets pulmonaires
et cardiovasculaires des particules
ultrafines comme polluant atmos-
phérique ont clairement montré
une augmentation de la morbidité
et de la mortalité chez les adultes
et chez les enfants, particuliere-
ment pour les populations suscep-
tibles comme les personnes agées,
les sujets atteints de pathologies
cardiovasculaire et pulmonaire
et probablement les femmes [37].
Linflammation pulmonaire et sys-
témique, le stress oxydant, la géno-
toxicité, I'altération de la coagula-
tion, une athérosclérose accéléree,
une dysfonction endothéliale ainsi
que du systeme nerveux autonome
sont les principaux mécanismes
conduisant au développement des

maladies pulmonaires (asthme,
fibrose, bronchopneumopathie
chronique obstructive, cancer bron-
chique) et a l'augmentation de la
morbidité et mortalité cardiovas-
culaires ('aggravation des maladies
cardiovasculaires, cardiopathies
ischémiques, arythmies, accidents
vasculaires cérébraux) [38,39].
Par analogie avec les particules
ultrafines de la pollution atmosphé-
rique, les nanoparticules intention-
nellement produites ont les mémes
portes d’'entrée (principalement res-
piratoire et également digestive) et
organes cibles. Contrairement aux
particules micrométriques (parti-
cules dont le diametre est inférieur
a2,5pm—PM, ) les particules d'une
taille inférieure 4 100 nm (PM,_ ) ont
une déposition pulmonaire prédo-
minante au niveau alvéolaire [40],
une clairance pulmonaire pluslente,
migrent dans la circulation systé-
mique (sang, lymphe) en franchis-
sant la barriere alvéolo-capillaire
puis se distribuent vers les organes
systémiques (reins, rate, cceur,
moelle osseuse), alors qu'une partie
peut se distribuer directement au
cerveau via les nerfs olfactifs

. Le devenir des nanoparticules
dans l'appareil respiratoire dépend
principalement de leur taille et des
mécanismes d'élimination : clai-
rance mucociliaire en direction du
carrefour aérodigestif aux étages
nasopharyngé et trachéo-bron-
chique, phagocytose aux étages
trachéo-bronchique et alvéolaire,
¢limination chimique par la disso-
lution des particules solubles a tous
les étages [18, 42]. D'autres caracté-
ristiques physico-chimiques des na-
noparticules, comme la charge po-
laire de surface, fixent les protéines
(« protein corona ») et modifient la
biocinétique en réduisant la clai-
rance et la translocation [9]. Les na-
noparticules solubles sont concer-
nées par un mécanisme d'épuration
chimique conduisant a leur dis-

solution, pouvant étre absorbées
et diffusées ou fixées par des pro-
téines ou d'autres structures sub-
cellulaires et ensuite susceptibles
d’étre éliminées dans la circulation
sanguine ou lymphatique. Dans la
région alvéolaire, les nanoparticules
insolubles sont phagocytées par les
macrophages alvéolaires, moins
bien pour les nanoparticules non
agglomérees que pour les particules
micrométriques, avec une impor-
tante accumulation alvéolaire des
nanoparticules. Les macrophages
sont ensuite éliminés par I'ascen-
seur mucociliaire dans le tractus di-
gestif avec une demi-vie particulie-
rement longue d’environ 700 jours
chez 'homme. Une translocation
epithéliale et interstitielle permet-
trait aux nanoparticules de passer
dans la circulation lymphatique et
sanguine suivie par une distribu-
tion systémique, confirmée pour le
foie, rate, coeur, rein, moelle osseuse,
et potentielle pour la barriere héma-
toencéphalique, le passage trans-
placentaire et dans le lait maternel
(figure 1) [41].

En 2010, l'avis scientifique de
I'"American Heart Association éta-
blit que l'ensemble des preuves
est compatible avec une relation
de causalité entre l'exposition a
la pollution particulaire (pollution
urbaine, fumées de moteur diesel,
autres sous-produits de combus-
tion) et la morbidité et mortalité
cardiovasculaires [43]. Plus récem-
ment, une revue de la littérature
a rapporté une augmentation du
risque des maladies ischémiques
cardiovasculaires chez les sujets
exposés professionnellement a
la pollution atmosphérique [44].
En effet, le systéme cardiovas-
culaire semble particulierement
sensible au stress oxydant étant
donné, d'une part, la production
élevée despeces réactives (supe-
roxide O, monoxyde d’azote NO,
peroxyde H O, peroxynitrite NO_,
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VFigure1 Biocinétique des particules nanométriques d’apreés [41] et d’aprés [3] pour la traduction.
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La génération excessive d'especes
réactives, la baisse des mécanismes
antioxydants ou la combinaison
des deux [48] conduit a l'attaque
oxydative des autres composants
cellulaires (protéines, lipides, ADN)
et, pour le peroxynitrite (NO,), a
la nitration des résidus tyrosine
des protéines, avec des dommages
tissulaires et réactions inflamma-
toires pouvant étre a l'origine du
développement des pathologies.

EXPOSITION
PROFESSIONNELLE A LA SILICE
AMORPHE NANOSTRUCTUREE
Les premiéres données de santé
chez des travailleurs exposés pro-
fessionnellement aux SAS ont été
rapportées en Chine il y a une di-
zaine d’années et concernaient un
groupe de jeunes femmes exposées
pendant 5 & 13 mois aux nanoparti-
cules de SAS lors de la projection de
polyacrylate, sans aucune mesure
de protection (les SAS renforcent le
polyacrylate comme matériau de
recouvrement) [49]. Chez celles qui
ont été hospitalisées pour dyspnée,
épanchements pleuraux et péricar-
diques itératifs, les examens histo-
logiques ont montré une inflam-
mation et fibrose pulmonaires, des
granulomes ainsi que la présence
de nanoparticules de 30 nm de
diametre dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire, I'¢panchement
pleural, le tissu pulmonaire, les
macrophages, les cellules épithé-
liales et les microvaisseaux. Les au-
teurs ont reproduit dans des condi-
tions expérimentales les effets
observés chez les travailleurs : des
lésions similaires ont été observées
apres instillation trachéale chez
le rat du méme composite recou-
vert de nanosilice alors que dans
le groupe ayant recu le composite
seul, aucune lésion n'a été mise en
évidence [50]. Plus récemment, une
étudetransversale a été conduite en
Allemagne pour analyser l'effet de

l'exposition aux différentes formes
de SAS (basée sur des données his-
toriques d’exposition) et la santé
respiratoire (hors cancer) [51]. Ainsi,
chez les salariés de cinq usines de
production des SAS pyrogénées et
précipitées, le seul effet montré sur
la fonction pulmonaire a été une
modeste diminution de la capacité
vitale forcée suivant une relation
dose-réponse mais aucun signe
radiologique de silicose.

La premiere cohorte profession-
nelle des travailleurs exposés aux
différents nanomatériaux inten-
tionnellement produits a été mise
en place a Talwan dans les années
2010 dans 14 entreprises de produc-
tion et/ou utilisation de dioxyde
de titane, silice nanostructurée,
nanotubes de carbone, nanoargent,
nanorésines, nanomatériaux mul-
tiples [52]. Plus de 200 travailleurs
ont été inclus, dont 40 % étaient ex-
posés a plusieurs nanomatériaux
et une trentaine de travailleurs a
la silice nanostructurée amorphe
seule. L'évaluation de l'exposition a
été réalisée par une méthode semi-
quantitative d’évaluation du risque
(control banding ou. bandes de dan-
ger) a partir du score lié a la toxicité
du nanomatériau et du score de la
probabilité d'exposition, sans que
des mesures d’'exposition soient ré-
alisées. Une publication « clinique »
a montré une relation entre 'expo-
sition et l'éternuement et I'aggra-
vation de la dermatite allergique
[53]. Cing autres publications, dont
une sur le suivi longitudinal, ont
rapporté un effet de l'exposition
sur des biomarqueurs de l'inflam-
mation pulmonaire, du stress oxy-
dant/activités antioxydantes, des
marqueurs cardiovasculaires, la gé-
notoxicite, les effets épigénétiques,
les épreuves fonctionnelles respira-
toires et les tests neurocomporte-
mentaux. La diminution de l'acti-
vité antioxydante (diminution des
enzymes glutathion peroxydase

— GPX - et superoxide dismutase
— SOD) a été montrée a l'inclusion
et a 6 mois de suivi, ainsi que l'effet
de l'exposition sur les marqueurs
cardiovasculaires (ICAM, interleu-
kine-6 — IL-6 —, fibrinogéne élevés
a l'inclusion ; VCAM élevé et pa-
raoxonase diminuée a 6 mois de
suivi) [52, 54]. Egalement, & 6 mois
de suivi, la diminution des Clara
cell proteins 16 (CC16), marqueurs
de l'inflammation pulmonaire et
de l'atteinte des petites voies aé-
riennes, a été montrée ainsi que la
diminution des débits expiratoires
de pointe (DEP) et maximaux a dif-
férents volumes pulmonaires (DEM
25-75, DEM 75) sans d’autres effets
sur les marqueurs de l'inflamma-
tion pulmonaire et systémique
mesurés (8-IP [8-isoprostane] et
NF-kB [nuclear factor kappa B]
dans le condensat d'air exhalé
[CAE] ; monoxyde d’azote exhalé;
8-hydroxydeoxyguanosine  dans
les urines et plasma ; NF-kB dans
le sérum). Lanalyse stratifiée par
type de nanomatériau a montré,
a 6 mois de suivi, une diminution
de lactivité antioxydante (GPX),
l'augmentation des biomarqueurs
cardiovasculaires (VCAM, ICAM), la
génotoxicité (test des cometes) et
la diminution du débit pulmonaire
expiratoire (DEM 25) en relation
avec l'exposition a la silice nanos-
tructurée.

Une étude transversale menée au
sein de la méme cohorte a montré
que le niveau de la fraction exha-
lée du monoxyde d'azote (FENO)
est plus élevé dans le groupe
exposé aux nanomatériaux com-
paré au groupe non expose, mais
les analyses stratifiées par type
de nanomatériau ont montré une
différence  significative  seule-
ment pour le sous-groupe exposé
au dioxyde de titane [55]. Dans la
méme cohorte, une étude trans-
versale pour l'analyse spécifique
de l'oxydation de 'ADN sous l'effet
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du stress oxydant en relation avec
l'exposition aux nanomatériaux
a été menée [1]. Laugmentation
des niveaux du biomarqueur 8-hy-
droxydeoxyguanosine  (8-OHdG)
dans différents milieux biologiques
(urine, plasma, globules blancs)
ainsi que la diminution des ni-
veaux plasmatiques des enzymes
antioxydantes (SOD, GPX) ont été
montrées dans toute la population
exposée aux nanomatériaux com-
parée a celle non exposée, ainsi que
dans le sous-groupe exposé a la
silice nanostructurée. De plus, une
corrélation négative a été montrée
entre les enzymes antioxydantes
et le marqueur de l'oxydation de
I'ADN, le 8-OHdG, dans les urines et
les globules blancs, mais pas dans
le plasma. Ainsi, le 8-OHdG uri-
naire semble étre un biomarqueur
sensible de stress oxydant en rap-
port avec I'exposition aux nanoma-
tériaux dont le recueil facile et non
invasif est adapté aux populations
de salariés exposés aux SAS.

Les effets épigénétiques ont été
évalués par la mesure de I'hypomeé-
thylation de I'ADN, impliquée dans
les stades précoces de la cancéro-
génese par l'activation des onco-
genes et 'instabilité du génome, et
associée a la maladie dAlzheimer
[2]. Lhypométhylation globale des
globules blancs, mesurée par la
diminution du biomarqueur 5-me-
thyl-2’-deoxycytidine (5-mdC), a été
montrée pour toute la population
exposée vs non exposée et dans
les sous-groupes exposés a la silice
nanostructurée et a l'oxyde d’étain
et dindium, mais pas pour le
dioxyde de titane. Bien que tous les
nanomatériaux induisent du stress
oxydant, certaines expositions
peuvent ne pas étre assez €levées
pour conduire a des effets épigé-
nétiques [23]. Dans l'étude de Liou
[2], 1e niveau de 5-mdC est inverse-
ment corrélé aux marqueurs d'oxy-
dation de I'ADN, le 8-OHdG dans

I'urine et dans les globules blancs.
Anoter également que, chez les tra-
vailleurs exposés a la silice nanos-
tructurée, les marqueurs de l'oxy-
dation de I'ADN (8-OHdG urinaire)
et des lipides (8-isoprostane dans
le CAE) sont plus élevés comparés
aux témoins. Enfin, il a été rap-
porté que la méthylation de ADN
peut étre modifiée par les espéces
réactives de l'oxygene sous l'effet, a
long terme, de I'exposition aux par-
ticules, comme chez les travailleurs
d’'un haut fourneau de production
d’acier (PM ) [56].

MECANISMES
PHYSIOPATHOLOGIQUES
PRESUMES

Globalement, les données épidé-
miologiques sont en faveur de la
génération des especes réactives
d'oxygene et de I'attaque oxydative
comme un des principaux méca-
nismes de la toxicité des nanosi-
lices et des atteintes biologiques
induites, potentiellement évaluées
par des biomarqueurs d'effet pré-

coce [57].

L Figure 3

Bien que plus difficiles a définir que
les biomarqueurs de susceptibilité,
d’exposition et d'effet, les biomar-
queurs deffets précoces doivent
permettre de révéler des modifi-
cations biochimiques a un stade
préclinique, lorsque la modification
de l'organisme est encore compléte-
ment réversible [58]. En effet, la ré-
ponse au stress oxydant est hiérar-
chisée, le passage d'un état normal a
un état pathologique représente un
continuum avec une succession des
réactions d’abord physiologiques
(défense antioxydative) pouvant
induire une réponse inflammatoire
puis conduire progressivement a la
cytotoxicité contribuant au déve-
loppement des pathologies (respira-
toires, cardiovasculaires, cancers...)
[59].
Il est indispensable de relier les bio-
marqueurs des études expérimen-
tales a ceux des études humaines
[Schulte 2018]. La littérature abon-
dante des effets de la pollution at-
mosphérique ainsi que les données
existantes concernant les réponses
précliniques a l'exposition aux
nanomatériaux permettent d'iden-
tifier plusieurs biomarqueurs pour
évaluer aussi bien des effets a la

Réponse hiérarchisée au stress oxydatif (d’aprés [59]).
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porte dentrée (pour l'inhalation,
les réponses inflammatoires et
respiratoires a court terme) que
les effets systémiques (comme les
réponses biologiques prothrombo-
tiques ou des protéines de phase
aigué dont la protéine C réactive,
le fibrinogéne ou les interleukines)
[42]. Alors qu'aucune pathologie
n’a encore été reliée aux nanoma-
tériaux manufacturés, les études
des effets cliniques chroniques
ayant une longue latence sont
peu faisables [42]. En revanche, les
études épidémiologiques de type
transversal permettent de détec-
ter les changements précliniques
en rapport avec des mécanismes
physiopathologiques assignés aux
particules ultrafines et aux nano-
matériaux, liés au stress oxydant
et a linflammation, et pouvant
conduire a des dommages tissu-
laires des organes cibles, particu-
lierement I'appareil respiratoire
et le systéme cardiovasculaire.
Ainsi, 'augmentation dans le CAE
des marqueurs de 'oxydation des
lipides, des protéines et de IADN
suivant une relation dose-réponse
a été montrée dans la cohorte
taiwanaise des travailleurs expo-
sés principalement aux nanopar-
ticules métalliques et carbonées a
I'inclusion et apres 6 mois de suivi
[52,54]. Laugmentation de ces mar-
queurs a également été retrouvée
chez des travailleurs exposés aux
nanoparticules doxydes de fer
[61], de dioxyde de titane [62, 63]
et aux nanotubes de carbone [64].
Lévaluation du stress oxydant sous
l'angle de la protection antioxy-
dative a montré une diminution
des niveaux plasmatiques des
enzymes antioxydantes dans la
cohorte taiwanaise [52, 54] ou chez
les travailleurs exposés au dioxyde
de titane nanométrique [65].

Une réponse inflammatoire a
I'exposition aux nanoparticules a
été mise en évidence dans diffé-

rentes matrices biologiques par
l'augmentation des marqueurs
d’inflammation systémique (fibri-
nogeéne, cytokines proinflamma-
toires et facteurs de croissance
— interleukines IL-6, IL-8, IL-1, FGF,
TNF - chez les travailleurs expo-
sés au noir de carbone [66], aux
nanotubes de carbone [67] ou au
dioxyde de titane [65]), des mar-
queurs cardiovasculaires précoces
comme ceux de l'atteinte endo-
théliale (concentration de ICAM-1
et VCAM-1 augmentée chez les
travailleurs exposés au dioxyde de
titane [65] ou aux nanotubes de
carbone [68]) et des marqueurs de
l'inflammation pulmonaire (aug-
mentation de la fraction exhalée
du monoxyde d'azote chez les tra-
vailleurs de la cohorte taiwanaise
exposés aux nanoparticules mé-
talliques [55]).

Tous ces biomarqueurs, bien que
non spécifiques, ont été validés
dans des études humaines comme
étant suffisamment sensibles pour
évaluer les réponses biologiques
aux expositions a différentes parti-
cules nanostructurées [42].

La toxicité des silices amorphes
nanostructurées est clairement
associée a l'induction du stress
oxydant, bien que d’autres méca-
nismes indépendants de la généra-
tion des especes réactives aient été
aussi rapportés [13]. Ainsi, la toxi-
cité des SAS semble complexe et
incomplétement connue puisque
des réponses proinflammatoires
et cytotoxiques ont été rapportées
en l'absence d'espéces réactives
[69]. Des effets pléiotropes indé-
pendants (stress oxydant, inflam-
mation, cytotoxicité) pourraient
également étre liés aux propriétés
des silices nanoparticulaires et a la
nature des cellules cible. De plus,
la nanotoxicologie a rapporté que
les mécanismes épigénétiques
pourraient altérer l'expression des
genes [24, 25].

Par conséquent, sur la base des don-
nées publiées, les biomarqueurs
pouvant étre retenus en réponse a
l'exposition aux SAS sont ceux du
mécanisme oxydatif (oxydation
des protéines, des lipides, de TADN
et les activités antioxydantes), de
linflammation (systémique, car-
diovasculaire, pulmonaire) et de la
réponse génétique (génotoxicité,
épigénétique). Ces biomarqueurs
ont été analysés dans des popula-
tions de travailleurs manipulant dif-
férents nanomatériaux manufactu-
rés, dont des SAS [1, 2, 54], comme
cela a été présenté ci-dessus.

CONCLUSION

A l'issue de cet état des connais-
sances, la conclusion générale rete-
nue est que, malgré la richesse des
données concernant la toxicité ai-
gue in vitro et in vivo, les études ex-
périmentales de toxicité chronique
sont insuffisantes pour permettre
une extrapolation a l'homme.
Lhypotheése d'une toxicité liée aux
groupements fonctionnels de sur-
face (silanols, silanolates, siloxanes)
est évoquée [28].

Les données toxicologiques dispo-
nibles ne peuvent statuer ni sur un
effet chronique de l'exposition aux
SAS ni sur une extrapolation chez
I'homme. Le manque de données
d’exposition en situation de travail
et de données épidémiologiques
correspondantes ne permet pas de
conclure sur les effets en rapport
avec l'exposition professionnelle
aux SAS.

Dans ce contexte, I'INRS conduit,
de 2019 a 2023, une étude de bio-
marqueurs deffets précoces de
I'exposition aux SAS inscrite dans
un continuum alliant des études
expérimentales génératrices d’hy-
potheéses de recherche [22, 24, 70 a
72], une étude de filiére antérieure
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Modéle conceptuel de I'effet de I'exposition aux silices amorphes synthétiques sur les biomarqueurs
d’effets précoces.
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historiques
- plusieurs métriques, Variation
dans les fractions
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concernant la production et l'utili- (FENO) comme marqueur de l'in- sances concernant les mécanismes
sation des particules nanostructu- flammation broncho-pulmonaire; physiopathologiques pouvant évo-
rées [4] et la recherche deffets pré- o de tester la faisabilité du dosage luer vers la toxicité d'organe (pou-
coces dans de nouvelles matrices de la silice nanométrique dans le  mon, systéme cardiovasculaire) et
biologiques comme le condensat CAE. les événements biologiques (géné-
dans l'air expiré (CAE) [73]. La quantification de l'exposition tiques, épigénétiques, production
Lobjectif principal de l'étude est auxsilices nanostructuréesrepose des especes réactives d'oxygene et
d’analyser leffet de lexposition sur une stratégie [74] incluant la  d'azote) contemporains de l'expo-
professionnelle quantifiée aux caractérisation physico-chimique sition. Les mesures concomitantes
silices amorphes nanostructurées des matiéres premiéres ala source de l'exposition au poste de travail
sur des biomarqueurs d'effets pré- de l'exposition et des mesures représentent une force de l'étude
coces mesurés dans des matrices d'exposition des travailleurs au permettant la recherche des mé-
biologiques recueillies en entre- poste de travail par des préleve- triques toxicologiquement perti-
prise (CAE, sang, urines) pourexplo- ments atmosphériques indivi- nentes.
rer différents mécanismes physio- duels et d’ambiance, permettant Les résultats de cette étude seront
pathologiques de toxicité (figure 4). d'obtenir plusieurs métriques les premieres données épidémio-
Létude permettra également : (masse, taille, surface, granulomé- logiques chez des travailleurs ac-
o danalyser la relation entre trie, nombre de particules). tifs en rapport avec une exposition
l'exposition aux SAS et la fraction Cette étude de biomarqueurs pour- professionnelle actuelle et quanti-
exhalée du monoxyde d'azote ra apporter de nouvelles connais- fiée aux SAS.Les données actuelles
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étant insuffisantes pour l'évalua-
tion des risques en rapport avec
l'exposition professionnelle aux
SAS, l'analyse des biomarqueurs
d’effet précoce chez les travailleurs
exposés aux SAS contribuera a
une meilleure connaissance de ce
danger et des risques en situation
de travail ainsi qu'a la recherche
des métriques toxicologiquement
pertinentes. Que l'étude montre
ou pas des effets précoces chez les
travailleurs exposés aux silices na-
nostructurées, ses résultats contri-
bueront a combler le manque de
données chez I'homme pour éva-
luer le risque d'une toxicité spéci-
fique liée 3 la taille nanométrique
et la grande réactivité de surface
des silices amorphes synthétiques.
Les résultats de I'é¢tude serviront,
le cas échéant, a adapter les me-
sures de prévention chez les sala-
riés exposés aux SAS par un meil-
leur contréle des expositions pour
une diminution/suppression du
risque.

o Les silices amorphes synthétiques (SAS) présentent une multitude
d’applications industrielles et biomédicales.

o Les SAS représentent, apres le noir de carbone, la 2¢ catégorie de
substances a I'état nanoparticulaire produite et utilisée en France et
dans le monde.

o Bien que sans effets sanitaires spécifiques sous forme

naturelle, la question d’une toxicité spécifique des silices
amorphes synthétiques liée a leur état nanoparticulaire et

a leurs groupements fonctionnels de surface a été étudiée,
particulierement dans des études expérimentales et tres peu dans
des études humaines.

o Une toxicité a court terme a été mise en évidence dans les
études expérimentales, pour des fortes doses administrées et par
différentes voies d’exposition, mais rarement par inhalation.

o Les données humaines, tres rares et sans quantification des
expositions en situation de travail, ne permettent pas, a ce jour,
de statuer sur les effets sanitaires a long terme des expositions
professionnelles aux SAS.

o Les réponses biologiques a I'exposition aux SAS impliquent
principalement le stress oxydatif, I'inflammation et les altérations
génétiques, pouvant évoluer vers la toxicité d’organe (appareil
respiratoire, systéme cardiovasculaire).

o Lanalyse des biomarqueurs d’effet précoce en rapport avec ces
mécanismes physiopathologiques et mesurés dans différentes
matrices biologiques permet de détecter des changements
infracliniques pouvant étre réversibles.

o LINRS conduit, de 2019 a 2023, une étude de biomarqueurs
d’effets précoces pulmonaires et systémiques en rapport avec
I'exposition professionnelle aux SAS quantifiée suivant plusieurs
métriques.
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