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Préambule

Préambule

Les nanotechnologies constituent un champ de recherche et de développement important depuis le
début du XXf™ siécle. Les nanotechnologies reposent sur la capacité a& manipuler la matiére &
I’échelle la plus petite possible, de I’ordre du milliardiéme de métre Soit 10° m. L utilisation des
nanoparticules a I’échelle mondiale est considérable et ne cesse de s’accroitre notamment sur le

plan médical, environnemental et industriel.

Nombreuses sont les nations qui reconnaissent la nécessité de prendre en compte les nanoparticule
dans la réglementation du fdit I’impact économique et sociétal qui en découle. En raison de leur

taille, de leur persistance présumée dHesmvironnement et des interrogations grandissantes
concernant les effets potentiels sur la santé des utilisateurs, de nombreuses inquiétudes ont émergé
Suite au décret européen (CE) n° 1907/2006 du Parlement européen et du Conseil du 18 décembre
2006, la France impose aux industriels depuis”igafivier 2013 de déclar@rl’Agence nationale

de sécurité sanitaifia présence de matériaux a 1’état nano-particulaire dans leur production. Cette
mesure permat’assurer la tracabilité, I’information au public et un recensement des produits mis

sur le marché.

L utilisation des nanoparticules rend possible la création de nouvelles classes de matériaux aux
propriétés innovante®e trés nombreux travaux ont été publiés a ce sujet cette derniére décennie et
les nanoparticules suscitent toujobesucoup d’intérét dans les domaines économique, industriel et

médical.

A ce jour, les nanopatrticules font partie de notre quotidien. De nombreuses applications industrielles

et médicales sont en cours de dévelopg®, et sontpour certaines, déja mises en ceuvre. Les
14



Préambule
nanoparticules produites intentionnellement sont actuellement utilisées dans les produits
cosmeétiquesd’hygiéne (dentifrice), additifs alimentaires, articles de sport, pneus, vétements, et
autres produits de consommation courahi@ quantité de nanoparticules synthétisées varie de
guelques grammes par an (marqueurs dans l'imagerie biologique) a plusieurs tonnes (noir de
carbone utilisé dans la fabrication de pneus de voiture) (1).

Entre 2010 et 2015, les enjeux économiques liés a 1’avenement des nanotechnologies au niveau
mondial devrait atteindre 1000 milliards d’euros par an tous secteurs confondus et concerner

I’emploi de plus de deux millions de personnes (2).

Il est alorspossible de s’interroger sur les progres apportés par ces nanoparticules par rapport aux
technologies déja existantet de I’intérét de 1’utilisation massive des nanoparticules ces dernieres
années. Des études montrgné certaines propriétés des objets a 1’échelle nanométrique peuvent

conférer des comportements spécifiques, exacerbant, dans certains cas, leur réactivité chimique,
leur comportement électronique ou magnétique, ou encore, leur potentiel de pénétration dans les

organismes vivants.

L’essor des nanoparticules dans les produits de notre quotidien nécessitd’en évaluer les effets sur
I’homme et son environnement. A ce jour, les données @isibles concernant 1’impact de ces
nanoparticules sont nombreuses mais demeurent complexes et incompié&tesinkr I’impact
des nanoparticuless’avere particulierement difficile : muiltiplicité de celles-ci, propriétés
physicochimiques variées, nombrestreint d’études in vivo, multiples voies d’exposition et
difficulté de quantifier les doses présentes dans 1’organisme. De plus, les résultats des études
toxicologiques ne permettent pas d’établir a I’heure actuelle un bilan clair de leur toxicité

potentielle.
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Préambule
Cette thésel’exercice a pour but de proposer un état des lieux des connaissances acteslles, d
applicationset progresapportés par 1’utilisation des nanoparticules notamment dans le domaine de
I’imageric médicale, de 1’oncologic et de la dermo-cosmétique. Premierement, nous nous
intéresserons aux différents modes de synthése des nanoparticules, a leurs propriétés kainsi q
réglementation actuellement en vigueur. Dans un deuxiéme temps, il sera question de comprendre
les interactions entre les nanoparticules et les molécules biologiqué®tpde des différentes
voies d’exposition et de pénétration des nanoparticules. Enfin, a travers I’exemple de la
nanoparticule de dioxyde de titane (ZJOnous recenserons les données actuelles concernant une
potentielle toxicité des nanoparticules suite a 1’application cutanée de dermo-cosmétiques et autres

produits de soins.
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Partie 1: Le nanomonde
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Partie 1 : Le nanomonde

|.  Définition du monde nanométrique

Le préfixe « nano » désigne un milliardiéme d’unité. Un nanométre (nm) est donc un milliardieme

de métre.

Les nanosciences concernéittude des phénomeénes et la manipulation de matériaux a 1’échelle
atomique, moléculaire et macromoléculaire et dont les propriétés different significativement de
celles observées a plus grande échelle.

Les nanotechnologies concernent la conception, la caradtarjda production et la mise en ceuvre

de structures, de dispositifs et de systemes par le contrdle de leur forme et de leurs dimensions a
I’échelle du nanométre.

Les nanomatériaux quant a eux, sont définis comme étant des matériaux sous forme de poudre,
d’aérosol, de suspension liquide ou de gel, possédant une ou plusieurs dimensions a 1’échelle
nanometrique, c'est-dire de I’ordre du milliardiéme de métre ou 10° m.

Certaines nanoparticules sahbrigine naturelle c’est a dire issues d’éruptions volcaniques, de feux

de forét, de 1’érosion (3).

D’autres sont d’origine anthropogéniques proviennent de la fabrication de produits chimiques, du
raffinage et de la fusion de minerais, de la combustion de matériaux fossiles par les véhicules et les

moteurs d'avion (kéroséne, diesel) ou de la production énergétique (charbon, mazout) (3).
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Partie 1 : Le nanomonde

Lafigure 1permet de positionner les nanoparticules a 1’échelle du monde macroscopique (4).
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Figure 1: Comparaison relative de nanomatériaux avec des structures biologique (

Les nanomatériaux sont des assemblages d’atomes dont au moins une dimension est comprise entre

1 et 100 nm (1). La limite inférieure admise est de 1 nm afin de ne pas désigner comme
nanomatériaux des atomes ou molécules seuls ou en petit groupe. La limite supérieure admise est de
100 nm. Cest en général ’ordre de grandeur maximal pour lequel les propriétés physicochimiques

des nanomatériaux s’expriment (1,5).
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Il existe deux classifications possibles pour les nanoparticules.
Une classification des structures proposée en 2007 par Buztarepose sur un classement en

fonction des dimensions des nanoparticules en trois classes.

Classe I Cette classe comprend les films minces et revétements de surface inférieurs a 100 nm.

Classe 2 Les revétements épais et filtres nanoporeux.

Classe 3 Les nanoparticules sous forme compacte de structure polyédrique ou sphéroide. Cette

structure peut étre simple, telle la nanoparticule libre, ou plus complexe, et former des agrégats ou

agglomérats de nanoparticules. Les nanoparticules ont généralement une structure @istatiine

souvent de forme sphérique.

Une autre classification en fonction des dimensions est aussi admise (2). Dans ce cas, les

nanomatériaux sont répertorieskeksés en quatre familles selon leurs formes d’utilisation.

Nanomatériaux de dimension: @es nanomatériaux sous forme dispersée, aléatoire ou organisée

(nanopoudres, fullerenes et nanocapsules).

Nanomatériaux de dimension Les nanomatériaux sous forme de nano-fils et nanotubes.

Nanomatériaux de dimension Res revétements de surface épais et les couches minces.

Nanomatériaux de dimension: 3 es nanocomposites. Les nanocomposites sont essentiellement

constitués de deux phases : le renfort et la matrice. Un nanocomposite comprend généralement un
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renfort nanomeétrique avec des propriétés différentes du matériau massif. Les nanomatériaux
possedent des propriétés spécifiques de surface qui induisent des interactions plus fortes avec la
matrice. L’incorporation de nanomatériaux dans les composites permdtapporter de nouvelles

fonctionnalités ou de modifier leurs propriétés mécaniques, optiques, magnétiques ou thermiques.

D’un point de vue chimique, il existe deux grandes catégories de nanoparticules qui different par
leur composition Jles nanoparticules organiquesbase d’atomes de carbone, telles le noir de
carbone, les nanoparticules de polyméres ou les nanomicdkssnetnoparticules inorganiqueke

composition métallique (Zn, Fe, Cu) comme les oxydes métalliques, @@, SiQ) (6).

lI.  Classification des nanoparticules

Dans ce manuscrit, seront brievement décrites les nanoparticules les plus couramment utilisées et
synthétiséeselevant d’un intérét pour le domaine médical et dermo-cosmétique.
Il est possible de les classer en deux catégories selon leurs caractéristiques physiques : « souples :

ou « rigides » (6).

1. Les nanoparticules « souples »

1.1 Nanoparticules d’inspiration biologique : les liposomes

Ce sont typiquement des particules souples défdemas’inspirant de 1’organisation des
membranes cellulaires.1 Is’agit d’une structure vésiculaire constituée d’une bicouche
phospholipidique concentrique et d’un ceeur aqueux. On parle de molécule amphiphile. Ce caractere
est dda la présence d’un pole hydrophile s’orientant vers les éléments aqueux et d’un pdle
hydrophobe s’orientant vers les constituants organiques (7).

Pour exemple, les liposomes se révelatdréssants dans 1’élaboration de topiques dermatologiques

car les drogues incorporées dans cette structure pénétreraient plus facilement dans le canal du
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follicule pileux que les molécules d’un autre type de formulation en raison de leur similitude

moléculaire avec les lipides cutanés.

1.2L es polymeres

De nombreux polymeres organiques sont produits dans des dimensions nanométriques. Pour
exemples, citons le chlorure de polyvinyle, le polystyréene ou encore le latex. Retadisclle
nanometrique, ces composés peuvent étre, dans certaines conditions, solubilisés ou modifiés
chimiquement. Plusieurs de ces polyméres organiques sont a méme d’étre préparés sous forme de

nano-fils.

2. Les nanopatrticules « rigides »

Parmi les clasfications, celle de I’Institut de recherche en santé et sécurité du travail canadien
implanté au Québec (IRSST), définit et établit une classification des nanoparticules rigides dans son

rapport R646. Ce rapport résume les connaissances actuelles sur les nanoparticules de synthese.

Les nanopatrticules rigides sont des structures colloidales de différentes formes et différentes tailles,

constitués de carbone oud’éléments tels que des métaux (or, argent des oxydes métalliques

(oxydes de fer...), des céramiques (silice).
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2.1Les principales nanoparticules a base de carbone
Les fullerenesont des cages constituées d’atomes de carbone. La forme la plus étudiée, synthétisée
pour la premiere fois en 1985 (8ft sphérique et contient 60 atomes de carbone.
Cependant, il existe des structures contenant de 28 a 1500 atomes de carbone et pouvant atteindre

8,2 nm de diametre.

Figure 2 : Représentation schématiqued’un fulleréne et des 60 atomes de carbone (noir) qui |
compose. Les ronds noirsymbolisent les atomes de carbone, les traits bleus représentent les liaist

covalentesExtrait du rapport R646 de I'IRSST. (9)

Le graphiteest composé d’une série de couches superposées d’un réseau hexagonal d’atomes de
carbone, dont chaque atome est lié a trois carbones voisins dans un réseau planaire. Séparer ce
couches en une monocouche, dont 1’épaisseur est de 1’ordre du nanomeétre, permet d’obtenir des

feuillets de graphene.

Les nanotubes de carborenstituent une nouvelle forme cristalline du carbone. Ils se présentent
sous forme de nano-feuillets de graphéne. Ce sont des cylindres creux pouvant avoir des diametre
inférieurs au nanometre et atteindre plusieurs millimétres de longueur. Chaque extrémitéepeut étr

ouverte ou fermée par une demi-molécule de fullerene.
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Le noir de carboneest constitué de matériel graphitique partiellement amorphe, c'est-a-dire non
cristallisé, dont une fraction des particules élémentaires est de dimension nanométrique,
généralement de 20 a 70 nm. Ces particules, majoritairemenigsighéecuvent s’agglomérer et

former des structures pouvant atteindre 500 nm.

Les nano-fibres de carborsent constituées de feuillets de graphéne. Contrairement aux nanotubes,
elles ne s’enroulent pas en cylindre régulier mai%rganisent plutdt en structure en forme de cone

ou de « tasse » non fermé aux extrémités.

2.2l es nanoparticules inorganiques rigides

Les métauxpeuvent étre élaborés dans des dimensions nanométriques.

Des oxydes métalliquede dimensions nanométriques existent également. Les plus courants, car

produits a grande échelle, sont la silice (i@ dioxyde de titane (Tif)et I’oxyde de zinc (ZnO).

lll.  Synthese des nanoparticules

Les voies de production de ces nhanomatériaux sont extrémement variées. Les nanoparticules sont
synthétisées selon différentes approches : essentiellement par la méthode ascendante, (traductior
littérale de I’anglais « bottom-up », ou la méthode descendariteaduction littérale de 1’anglais
«top-down 3 (2). Par I’approche ascendante ou « bottom-up ples nanoparticules sont construites
atome par atome ou molécule par molécgdrolyse ou condensation d’alkoxydes). Dans
I’approche descendante ou «top-down » une grande structure est graduellement sous-
dimensionnée, jusqu’a atteindre des dimensions nanométriques apres application de sollicitations
mécaniques séveres, de chocs violents et de fortes déformations (brbYyage)che ascendante
permettraitla production d’une plus grande diversité d’architectures et, souvent, un meilleur

contrdle de 1’état nanométrique (tailles et distribution granulométrique relativement mono disperse,
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positionnement des moléles, homogénéité des produits). Par opposition, I’un des avantages de la
méthode descendante serait une capacité de production plus volumineuse ¢oaisdle de 1’état

nanomeétrique plus délicat.

Dans un rapport de 2006, I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire de I’Environnement et du
Travail (AFFSET) classe les difféerents modes de synthése des nanoparticules en fonction des
procédés physiques, chimiques et mécaniqéesexe 1) Les procédés les plus courants sont

brievement décritsi-apres.

1. Méthodes physiques

1.1 Evaporation/condensation

Cette méthode consiste a évaporer un métal par chauffage puis a condenser la vapeur métallique
afin d’obtenir des nanopoudres formées de particules nanométriques dispersées. La difficulté de
cette technique est le contr@bsolu et homogene des particules a 1’échelle hanomeétrique. Les
nanoparticules sont obtenues par refroidissement tres rapide de la vapeur métallique. Ce procédé

permet de produire de trés grandes quantités de pasticule

1.2La pyrolyse laser

La pyrolyse laser est une méthode simple et efficace de synthese de poudres nanométriques. Elle
repose sur l'interaction entre un laser un flux de réactifs. Le transfert d'énergie provoque une
élévation rapide de température. Les réactifs « précurseurs » sont dissociés et une flzamaite a

dans laquelle se forment les nanoparggudjui subissent ensuite une baisse rapide de température

ou « effet de trempe en sortie de flamme. Les poudres sont alors entrainées par un flux gazeux
dans une zone de collecte. Dans la plupart des cas, cette collecte s'effectue sur poudre seche.

Cette méthode posséde de nombreux avantages : une grande pureté chimique des produits, une
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bonne homogénéité physique et chimique, une vitesse de trempe rapide et une bonne souplesse

d’utilisation.

1.3 Méthode aérosol

Un aérosol est un ensemble de particules, solides ou liquides, d'une substance chimique donnée er
suspension dans un milieu gazeux. La synthése de nanoparticules peut étre obtenue par oxydation
dans des flammes a trés haute température ou plasma thermique a partir de précurseurs gazeux ot

liquides amenés sous forme d'aérosol.

La formation d’un aérosol ne nécessite pas un grand volume de liquide. La durée de réaction est trés
courte et permet I’obtention de particules pures avec un débit et un rendement intéressants.
Ce procédé permet notamment la production de plusieurs tonnes par an de dioxyde de titane, silice

ou noir de carbone.

2. Méthodes chimiques

2.1 Méthode sol-gel

Le procédé sol-gel permet de fabriquer un polymeére inorganique par des réactions chimiques
simples, a une température comprise entreet280°C. La synthése est effectuée a partir
d'alcoolates de formule M(ORPuU M est un métal ou le silicium et R un groupement organique
alkyle GHans. Cette réaction s’effectue en deux temps. Premicérement, il y a hydrolyse du
précurseur et départ d’un groupement alkyle. Cette étape peut étre catalysée par la modification du

pH dans le milieu réactionnel. La dispersion est appelée le « sol ». Dans un deuxiéme temps, il se
produit une polymérisation inorganique qui aboutit a la formation du « gel ». Le « gel » est ensuite
séché afin d’¢liminer la phase aqueuse a I’aide d’un four par exemple.

L’intérétde ce procédé est I’existence de précurseurs pour un grand nombre de métaux et non-
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meétaux. Ils sont soit liquides soit solides, et pour la plupart, solubles dans des solvants usuels
agueux ou organiques. Cette méthode permet un bon contréle de la morphologie des nanoparticules
obtenues et la production de matériaux de plus grande homogénéité et pureté a des températures
inférieures a celles des méthodes conventionné@lesevanche, un des inconvénients demeure le

codt des précurseurs.

2.2 Production de liposomes

La facon la plus classique de préparer des liposomes est celle dite de I'hydratation d'un film
lipidique. Ce film est souvent obtenu par évaporation d'un solvant organique dans lequel les lipides
sont dissous. L'hydratation de ce film conduit alors a la séparation de fragments de bicouche
lipidiques. L'utilisation de phospholipides naturels permet de créer des systemes qui miment les

membranes biologiques.

2.3 Méthodes solvo-thermale et hydro-thermale

La méthode solvo-thermale permet de produire un grand nombre de matériaux : métaux,
céramiques, semi-conducteurs et polymeres. Ce procédé consiste a employer un solvant sous haute
pression (entre 1 atm et 10 000 atm) et a une température comprise entre 100 et 1000°C au sein
d’un autoclave. Cependant, le principal inconvénient d'un tel dispositif fermé est l'inertie thermique

du réacteur qui doit résister a I'effet conjugué de la température et de la pression, eaforsva

de températures qui en résultent dans le milieu réactionnel. Ces limitations peuvent étre supprimées
en utilisant un dispositif en continu.

Un large choix de solvantessédant une température d’ébullition élevée peut étre utilisé.

Cette méthode solvo-thermale garantit un meilleur contréle ddlég the la forme et une meilleure

qualité de fabrication des cristaux. Lorsdeigolvant utilisé est 1’eau, on parle de méthode hydro-

thermale. La température est alors moins élevée.

Les nanoparticules sont généralement trés bien cristallisées et ne nécessitent aucun traitement
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thermique supplémentaire apres récupération.

IV. Propriétés des nanoparticules

Les nanoparticules présentent des propriétés qui sont fonction de leur composition, de leur structure
cristalline, de la surface exposée ainsi que de leur procédé de synthése. Cependaguegseile

leur origine, les nanoparticules possedent des propriétés physiqgues communes qui découlent
notamment de leur dimension. Lorsque la taille diminue, la surface spécifique augmente, le nombre
d’atomes en surface devenant plus important. Cela a pour conséquence une modificat®n d
propriétés optiques, électriques, magnétiques, physiques (abaissement de la température de fusion)
catalytiques (réactivité accrue) du matériau sous forme nano-particulaire par comparaison au méme

matériaua 1’échelle microscopique (1,10).

Les propriétés des nanoparticules sont pour la plupart directement liées aitetifletainsi qu’a

leur surface.

Lorsque la taille diminue, le nombre de particules par gramme de matiére croit considérablement.
Ainsi, le nombre d'atomes localisés en surface, c'est-a-dire en contact avec le milieu environnant
augmente.

De plus, & réactivité d’une nanoparticule dépend de sa surface. Le rapport surface/particules et
surface/masse étant beaucoup plus important pour les nanoparticules que pour les particules
microscopiques, leur réactivité augmente (1,11).

La taille nanométrique est également susceptible de modifier les propriétés électriques de certains
matériaux sei-conducteurs présentant une activité photo-catalytiqtiastar du dioxyde de titane

(TiOy) (12). Le principe de la photextalyse est I’activation d’un semi-conducteur paabsorption
d’énergie lumineuse (photon).Au sein d’un semi-conducteur, le gap entre la bande de valence et de

la bande de conduction est de faible énerdighshrption d’un photon d’énergie supérieure au gap

28



Partie 1 : Le nanomonde
permet le transfert d’un électron de la bande de valence vers la bande de conduction formant un
exciton. Un exciton est uneombinaison d’un électron (chargé négativement) et d’un « trou»

(chargé positivement), formé par le départ de 1’¢électron. Ces deux entités sont instables et ont

tendance a se recombiner avec une espece environnante induisant la formation de radisaux libre
susceptibles de réagir avec le milieu. En effet, les nanoparticules ont une surface plus importante
favorisantla création de paire d’électrons ou excitons. La production d’exciton est a la base du
processus de photo-catalyse. Parmi les photo-catalyseurs les plus utilisés, on recense les oxydes
métalliques et plus particulierement le 7iDans ce cas particulier, 1’énergie apportée pour
I’activation du catalyseur doit se faire sous forme de rayonnements UV. Ce procédé peut étre

exploité a des fins de fitaments de 1I’eau ou de purification de 1’air (13).

Les propriétés optiques des nanoparticules s’averent également trés intéressantes. De par leurs
dimensions inférieures aux longueurs d’onde de la lumiére visible (380- 780 nm), elles réduisent
I’absorption et la diffusion de la lumiere modifiant ainsi les propriétés optiques de certains
matériaux. Sous forme de fine couche, elles apparaissent comme transparentes. Certaines
nanoparticules comme les oxydes métalliques (ZnO;)Td® diamétre compris entre 30 et 80 nm

sont ainsi utilisées en tant que filtres solaires grélearacapacité d’absorption des rayonnements
ultra-violets tout en restant transparente$ il nu. Ces propriétés sont 1’origine de leurs
nombreuses applications en dermo-cosmeétique (12).

Parmi les propriétés des nanoparticules, notons aussi leur comportement dans un aérosol, c'est-a-
dire en suspension dans un fluide (liquide ou gaz). Dans un fluide, le comportement dynamique des
nanoparticules dépend essentiellement de la balance qui existel’egirgion brownienne,

d’autant plus importante que la dimension est petite, et la sédimentation. Les particules de masse
réduite ont tendance a persister dans le fluide de maniére stable. Les particules de masse plus
importante, quant a elles vasgdimenter sous 1’action de la gravité.
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Les nanoparticules stabilisées dans un fluide connaissent différents destins. Elles peuvent tout
d’abord rester en suspension de maniére stable ou bien se regrouper et sédimenter. Les processus de
regroupement sonhduits par des forces d’attraction faible (agglomération) ou forte (agrégation).
Le regroupement des particules entraine une augmentation de la masse de celles-ci conduisant a leu

sédimentation dans le fluide et donc a une diminution de leur concentration en suspension (11).

Enfin, les nanoparticules possedent des propriétés mécaniques intéressantes qui peuvent se traduir
par un phénomene de « superplasticité&lles permettent ainsi d’améliorer la résistance de
matériaux composites sans compromettre leur ductilité, c'est-a-dire leur capacité a se déformer

facilement (12).

V. Modification de surface et/ou fonctionnalisation. Les applications au

secteur biomédical

Les nanotechnologies offrent la possibilité de modifier la taille, la charge de surface ainsi que les
groupements fonctionnels de molécules a usage thérapeutique (14). Ces possibilités semblent
illimitées (6). Les modifications de surface apportées aux nanoparticules dépéntiepiplication

potentielle envisagée.

1. Amélioration de la stabilité en solution colloidale.

La fonctionnalisation des nanoparticules par des polyméres augmente leur stabilité en solution
colloidale et leur biodisponibilité. De ce fait, il est possibleeadeuvrir la particule d’un produit
chimique comme Igolyéthyléne glycol (PEG) afin d’augmenter la stabilité et le temps de présence

de la molécule dans la circulation sanguine (B}st le cas par exemple du PEG-Intron® et du
Pegasys®. Ce sont des interférons alfa, c'est-a-dire des protéines immunomodulatricessPEGylée
utilisées dans le traitement des infections chroniques auddntisé¢patite C chez I’lhomme (15). Le

polyéthyléne glycol est un agent de fonctionnalisation intéressant car il est soluble, de taille
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modulable, inerte et non toxique. La pégylation, c'edit@l ajout de PEG, permet ainsi d’accroitre
le temps de présence de la molécule dans la circulation et d’augmenter sa stabilité tout en diminuant

I’immunogénicité des protéines recombinantes (16).

2. Ciblage thérapeutique

Les applications possibles de la fonctionnalisation des nanoparticules dans le domaine médical sont
par conséquent tres étendues. Pour exemples, des particules poreuses renfermant des molécules
usage thérapeutique permettent de livrer des médicaments de facon sélective a certams organe
(17). Aussi, des nanoparticules se comportant comme systedéiwdance d’antigéne ou adjuvant

(oxydes d’aluminium) servent a 1’élaboration de vaccins. L’utilisation de nanoparticules permet non

seulement d’augmenter la stabilité de I’antigéne et son immunogénicité, mais également une
délivrance ciblée au niveau des cellules immunitaires.

Les liposomes font partie des nanoparticules utilisées dans le développement des vaccins
(encapsulation d’antigenes type enveloppe virg(8).

La surface des nanoparticules peut également étre utilisée comme plateforme de fixationlsle liga
L’ajout d’anticorps monoclonaux ou spécifiques de cellules cancéreusese 1’acide folique
(vitamine B9) faciliteraient le ciblage des cellules cancéreuses au niveau du sein et du col de

I’'utérus (19) augmentant ainsi la capacité de ciblage thérapeutique (6).

Le ciblage thérapeutique permettant une délivrance optimale du médicament, limite ainsi le risque
d’effet systémique et diminue la toxicité des agents thérapeutiques (en particulier des drogues

anticancéreuses).

3. Prévention de I’opsonisation

La modification de surface des nanoparticules contribue également a prévenir leur opsonisation.

L’opsonisation est un processus biochimique qui permet de recouvrir la molécule d’anticorps
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spécifiqgues (opsonine) iafd’induire sa phagoctytose. Les opsonines sont donc des anticorps et
certaines fractions du complément (groupe de protéines présentes dans le sérum sanguin) se liant
aux antigenes de surface du corps étranger. La phagocytose quant al‘@ligession suivie de la
digestiond’une substance étrangere par les macrophages en vue de son éliminatiorgaiisme.

La prévention de ’opsonisation par des agents stabilisants limite risque de dégradation et

d’agression par le systeme immunitaire (6).

4. Modification de la charge de surface

La modification de la charge de surface des nanoparticules influence leur pénétration cellulaire (20).
Les applications médicales qui en découlent en dermatologie sont intéressantes. Ces procédés
permettent un meilleur contréle des processus suivants : pénétration, profondeur des nanoparticules
au niveau du follicule pilo-sébacé, déplacement, cinétique ou type celluildire(Eest ainsi que

les liposomes cationiques pénétreraient plus profondément le follicule que le méme liposome
chargé négativement (6). Autre exemple, des nanoparticules de latex (50-500 nm) chargées
négativement pénétrent dans 1’épiderme alors que les particules chargées positivement ou neutre en

sont incapables.

5. Fonctionnalisation par un agent fluorescent pour’imagerie.

La fonctionnalisation des produits de contraste nano-particulaires par des agents fluoreseents off
la possibilité d’une meilleure capacité de détection en imagerie médicale. Une large paldtiegents

de contraste, de sondes fluorescentes et de radio-traceurs propose un éventail important
d’opportunités pour I’imageriedu vivant et le développement d’approches diagnostiques. Pour
exemple, les traceurs fluorescents infrarouges possedent des propriétés photo-physiques adaptées
I’imagerie optique du vivant. Le vert d’indocyanine, notamment est utilisé pour visualiser les
structures angiogéniques.

Plus récemment, leg quantum dots » ou « boites quantiques », sont de petits cristaux semi-
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conducteurs qui présentent des propriétés électroniques associées a leur taille, et des propriétés
photophysiques d’intérét majeurpour I’imagerie de fluorescence, avec une brillance et une stabilité

photonique importantes (21).

6. « Passivation »d’agents de contraste nano-particulaires

« Passiver » un agent de contraste namteulaire, ¢’est I’empécher de réagir en surface, tout en
conservant ses propriétés optiques ou magnétiques. Concernant l'oxyde de fer, des travaux mettant
en ceuvre la "passivatioh de la surface des nanoparticules par une couche de protéines (albumine)
montrent une amélioration de la stabilité en solution et de la biocompatibilité des nanoparticules
(22). Aussi, s nanoparticules inorganiques en dispersions colloidales sont encapsulées dans une
matrice polymérique pades techniques d’émulsionsou d’adsorption physique (23). L’objectif est

d’obtenir des particules de structure et de morphologieien définies en vu d’applications
diagnostiques et thérapeutiques (hyperthermie magnétique, thérapie ciblée) (22,23). Le contrdle de
la morphologie et des propriétés colloidales restetoire en raison de 1’incompatibilité entre
particules inorganiques (hydrophiles) et polymeres (hydrophoBesir pallier ce probleme, une

étape de modification de surface de la nanoparticule inorganique (modification chimique,
adsorption de surfactant) est nécessaire ditiméliorer la dispersion dans la matrice organique

(23).

VI. Caractérisation des nanopatrticules

Une métrologie précise est indispensable a la compréhension des propriétés et des caractéristiques
des nanomatériaux. Il est donc important de bien mesurer et de caractériser ces matériaux. Des
travaux menés au niveau international portent sur la mise au point d’outils de mesure et de
caractérisation des nanomatériaux (12). Au niveau européen, le programme NANOSAFE pour
« SAFE production and use of NANOmaterials » a pour objectif de développer des outils de

détection et de caractérisation chimique afin de promouvoir une meilleure gestion et évalgation de
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risques dans le caddune production industrielle sécurisée. Ce programmmtantion de traiter
en détail un nombre limité de nanoparticules de référence. Les institutions et organismes mettant au

point des programmes de nhanométrologie sont en expansion ces derniéres anneées.

La métrologie implique la maitrise du prélevement, de la mesure des concentrations en nombre, en
surface ou en masse ainsi que la détermination du spectre granulométrique. Les nanoparticules
peuvent étre collectées sur des filtres ou sur des plagues. Pour exemple, la microscopie électronique
a transmission (MET) est classiquement utilisée pour définir la dimension et la forme des
nanoparticules. La structure cristalline des nanoparticules, quant a elle, peut étre caractérisée par la
méthode de diffraction aux rayons X (DRX). Aussi, la surface spécifique doit étre déterminée ainsi
que la composition chimique des nanoparticules par des techniques d’analyse ¢lémentaire. Enfin,

I’étude du comportement des nanoparticules en solution se fera par zétamétrie (mesure de charges
de surface). Pour cela, les appareils existants mis au point il y a déja quelques dé&oetinies

constamment améliorés (2).

VII.  Applications industrielles des nanoparticules

Les avantages et applications que procurent les nanoparticules sur le plan médical, environnemental
et commercial intéressent les professionnels de la santé, les industriels et les consommateurs. Les
nanoparticules et nanomatériaux permet®atcroitre les performances de nombreux produits.
D’apres le rapport publi¢ en 2008 par le Conseil des académies canadiennesgd@@rormances
particulierement recherchéeent 1’absorption des rayons ultra-vioJdtamélioration des qualités

textiles, I’effet antimicrobien, 1’apport d’une fonction autonettoyante ou antiadhésive de surface,

I’augmentation de la dureté ou encorel’apport d’une fonction antiagglomérante ou fluidifiante.

De nombreux domaines ’adtivit¢ utilisent déja des nanoparticules pour ameéliorer leurs
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applications. Entre autreBjndustrie automobilel’industrie chimique)’industrie électronique, la
cosmeétologie, la santé& recherche, I’habitation, etc (9). (Annexe 2)Particulierement, le dioxyde

de titane (TiQ) est un excipient largement utilisé comme colorant ou antiagglomérant (E171) par
I’industrie pharmaceutique dans 1’élaboration des formes orales (gé€lules, comprimés).

Ainsi, de nombreux programmes de recherche et développement en matiere de nanotechnologie ont

un double objectif améliorer les produits existants et donner naissance a des techniques inédites.

Pharmaceutique
18%

Nanomatériaux
34%
Chimie

catalyseurs) 10%

Transport
noélectronique
7%

Autre 1%

Electronique
30%

Figure 3 : Répartition en pourcentage de I’impact économique global des nanotechnologies en 2010 (2).
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Types de nanoparticules

Domaines d’application

Fullerénes Electronique, piles, cellules solaires, stockage des données et dg
additifs dans les plastiques
Graphenes Télécommunication

Nanotubes de carbone

Applications potentielles en composites polymériques, émet

d’¢lectrons, blindage électromagnétique, stockage de gaz

Nano-fibres

Additifs dans les polyméres, support catalytique, stockage de gaz

Noir de carbone

Pigments, agents de remplacement des caoutchoucs (pneus)

Métaux

Marqueurs pour diagnostic médical, agent de traitement anticancéreuy
propriétés antimicrobiennes (Ag), convertisseurs catalytiques (Pt, Pd

combustible (Al)

Oxydes métalliques

Plastics et caoutchoucs ($)Ocréme solaire (TiQ ZnO), pigments d¢

peinture et cosmétiques (TO

Polyméres organiques

dendrimeéres

Applications potentielles : biomédecine (régénération tissulaire et oss|

Acheminement des médicaments, thérapies, agents de contraste

Liposomes Applications médicales et pharmacologiques
Tableau 1: Domaines d’application en fonction du type de nanoparticules
VIIl.  Réglementation

Les nanoparticules sont présentes dans de nombreux produits de consommation courante (crémes

solaires textiles, aliments...) et dans des secteurs aussi variés que le batiment, 1’automobile, la

chimie, la santé etc. En raison des inquiétudes avancées par les agences de santé, du travail et le

consommateurs, une réglementation spécifigue au domaine des nanotechnologies doit étre mise en

place. L’objectif est de quantifier 1’exposition des consommateurs et des travailleurs aux

nanoparticules contenues dans les produits présents sur le mf@ickiévaluer les risques pour la
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population.
Les antécédents largement médiatisés sur les OGM eticléaire ne font qu’amplifier ces

inquiétudes et la nécessité d’une réglementation stricte.

Jusqu’a présent, seuls les Etats-Unis avaient mis au point une loi relative a la recherche et au
développement des nanotechnologies (loi publique 108-153 votée en 2003). Toutefois, nombre de
pays reconnaissent la nécessité de réglementer les nanoteamsiefogaison des effets de leur

taille, de la persistance dans 1’environnement, de leur destruction et de la particularité des nano-

objets produits par auto-assemblage. Les directives européennes et les textes francgais qui entouren
la question du risque chimique se fondent sur 1’évaluation de substances chimiques produites par

des procédés « classiques ». Ainsi, cette approche est susceptible de ne pas corraspondre a

domaine récent des nanotechnologies.

La loi Grenelle 2 prévoyait le principe de la déclaration des nanoparticules. Deatsdparus le

19 février 2012 adournal officie| rendent cette obligation I1égale. Les articles L. 523-1 a L.3523-

du code de l'environnemeraréés par la loi Grenelle 2, prévoient I'obligation de déclarer l'identité,

les quantités et les usages des substances a I'état nano-particulaire produites, distribuées ou

importées en France.

"Le dispositif a pour objet de mieux connaitre ces substances et leurs usages, de disposer d'une
tracabilité des filieres d'utilisation, d'une meilleure connaissance du marché et des volumes
commercialisés et enfin de collecter les informations disponibles sur les propriétés toxicologiques

et eco-toxicologiquésindique le ministere de I'Ecologie.

L'obligation concerne chaque fabricant, importateur et distributeur d'une substartee rzafié-
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particulaire &n I'état ou contenue dans un mélange sans y étre liee, ou de matériaux destinés a
rejeter cette substance dans des conditions normales ou raisonnablement prévisibles d'ttilisation

des lors qu'il produit, importe ou distribue au moins 100 grammes par an de cette substance.

L’article 3 du reglement CE n°1907/2006 définit une substance nano-particulaire comme une
"substance, fabriquée intentionnellement a I'échelle nanométrique, contenant des particules, non
lites ou sous forme d'agrégat ou sous forme d'agglomérat, dont une proportion minimale des
particules, dans la distribution des tailles en nombre, présentent une ou plusieurs dimensions
externes se situant entre 1 nm et 100.rms fullerenes, les flocons de graphene et les nanotubes
de carbone a paroi simple présentant des dimensions externes inférieures a 1 nm sont detc d'ores

déja a considérer comme des substances a I'état nano-particulaire.

La déclaration devra étre adressée au ministre chargé de I'environnement aVanaield chaque
année, a compter de 2013. Se rapportant a lI'année civile précédente, la pretaiegodduortera
donc sur les données de 2012. Le défaut de déclaration peut donner lieu a une amende

administrative pouvant atteindre 3.000 euros et une astreinte journaliére de 300 euros.

Les déclarations, ainsi que les données qu'elles contiennent, seront gérées par I'Ageate deati

sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses).

Les informations relatives a l'identité et aux usages des substances déclarées doivent étra mises a |
disposition du public chaque année six mois aprées la date limite de déclaration. Cependast, le déc
prévoit la possibilité pour les déclarants de demander a ce que les informations restent

confidentielles lorsque leur diffusion pourrait porter atteinte au secret industriel et commercial.
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Le deuxieme décret précise les organismes auxquels I'Anses peut transmettre les informations
gu'elle détient. Il s'agit de I'Ansm, de I'InVS, de I'INRS, de I'Ineris ®todganismes chargés de la
toxicovigilance.
Ce texte pourrait toutefois étre révisé d'ici décembre 2014, en fonction du retour d'expérience et des

nouvelles données scientifiques (9).
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|.  Applications médicales

Le développement des nanotechnologis: aujourd’hui des outils minuscules, dont les propriétés
exceptionnelles permettent d’envisager des applications pointues en biomédecine (nano-meédecine)
élaboration de traitements plus sdrs et possibilité de ciblage thérapeutique en font des applications
prometteuses en canceérologie ou dermatologie par exemple.

D’autres travaux visent 1’¢laboration de surfaces biocompatibles pour implants et dispositifs
orthopédiques, vaccins cooyds d’adjuvant a base de nanoparticulesproduction d’agents
antimicrobiens, et pour ’imagerie médicale (imagerie par résonnance magnétique) par la mise au

point de nanoparticules magnétiques comme agents de contraste.

1. Systeme de délivrance de médicaments, principe de la vectorisation.

De nombreux axes de recherche concernent les nanoparticules inorganiques appliqguées au domaine
meédical. Il est possible de se posetquestion de I’intérét de développer des nano-médicaments en

raison de la richesse de la pharmacopée déja existante. Une nouvelle génération de médicaments
s’appuyant sur les progrés des nanotechnologies tente de cibler uniguement les organes et les tissus
malades. C’est le principe de la vectorisation (15). L’objectif est de permettre le transport de

molécules biologiquement actives jusqu’a leur cible (24). Pour cela, le vecteur doit répondre a de
nombreuses exigencds.doit étre biocompatible, c’est a dire toléré par 1’organisme, doit franchir

les barriéres biologiques et protéger la molégudqu’a son site d’action. De plus, il ne doit pas

étre toxique pour I’organisme. Ces performances permettent de limiter les effets indésirables et la

toxicité des médicaments.

En piégeant la molécule dans une nanoparticule appelée « nanovecteur », le médicament est protégé

des défenses naturelles du corps, il échappe au systéme immunitaire jusqu’au moment ou il atteint
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les tissus visédes cellules malades, voire I’intérieur méme de la cellule.

Dans ce manuscrit, seuls les principaux « nanovecteurs » seront brievement décrits. Parmi ces
« nanovecteurs » nous nous intéresserons plus particulierement aux liposomes, micelles,

nanocapsules, nanospheres, et dendriméres.

Les liposomes sont des vésicules microscopiques formées de bicouches phospholipidiques
s’inspirant des membranes biologiques. Cette organisation spontanée est due au caractére
amphiphile des phospholipides. La phosphatidylcholine est le phospholipide le plus couramment

utilisé pour 1’¢élaboration de liposomes incorporant des molécules thérapeutiques (25).

Réservoir
aqueux

50-500 nm

Bicouche
Phospholipidique

Figure 4: Représentation d’un liposome vésicule contituée d’un cceur aqueux entouré d’une

couronne lipidique (25).

Spontanément, les liposomes s’organisent en Multi-lamellar Vesites » (MLV) de 500 nm a
10 um de diametre et possédent deux ou plusieurs bicouches lipidiques séparées entre elles par ur
milieu aqueux. On retrouve également d&mall Uni-lamellar Vesicles ¢§SUV), petits liposomes

d’environ 25-50 nm de diamétre, possédant umeles bicouche de phospholipides. Enfin, les
42



Partie 2 : Applications en thérapeutique et cosmeétique

« Large Unilamellar Vesicles §.UV) sont composéd’une seule bicouche de taille comprise entre

50 et 500 nm de diamétre (25). Ces liposomes sont uniquement constitués du principe actif ou bien
fonctionnalisés par du polyéthylene glycol (PE@)ire méme par ’ajout de récepteurs aux
marqueurs biologiques permettant un ciblage plus précis de la cellule malade en cancérologie par

exemple.

Une dizaine de médicaments transportés par des « nanovectetissent aujourd’hui sur le
marck. C’est le cas par exemple dd’Ambisome®. Il s’agit d’une formulation liposomale
d’amphotéricine B, antifongique polyénique a large spectre actif sur les mycoses systémiques. Cette
formulation lipidique de I’antifongique a été mise au point pour augmenter la tolérance de la
molécule tout en conservant son efficacité. En effet, ’amphotéricine B, traitement phare des

mycoses invasives possede une néphrotoxicité importante (26).

Aussi, les liposomes suscitent ’espoir de thérapeutiques plus ciblées en dermatologie et plus
particuliecrement dans le traitement de pathologies telles que 1’acné, la dermatite atopique, le

psoriasis voire méme les cancers cutanés.

La peau est un organe directement accessible par I’application de topiques dermatologiques. La
délivrance optimale des molécules thérapeutiques nécessite la pénétration de la couchércornée a
d’atteindre le tissu cible tout en évitant un passage systémique susceptible d’étre a 1’origine d’effets
indésirables. La structure moléculaire des liposomes étant proche des lipides cutanés, les molécules

internalisées peuvent étre libérées par fusion du liposome avec les membranes biologiques (6,25).

Les micellesse trouvent parmi les « nanovecteurs » développés avec des applications médicales
potentielles.

43



Partie 2 : Applications en thérapeutique et cosmeétique
Les micelles sont des nanoparticutesstituées d’une couronne de molécules amphiphiles c'est-a-
dire composées d’un pole hydrophile et d’un pdle hydrophobe, en équilibre dyamique autour d’un
cceur non solide (27). En solution aqueuse, les molécules amphipéiid@ganisent spontanément en
minimisant les interactions de leurs parties hydrbpfiavec I’environnement aqueux alors qu’en
milieu organique les molécules amphiphiles adoptent le comportement inverse et ce sont les parties
hydrophiles qui sont orientées aweur de la micelle. Ces propriétés font des micelles, des
nanoparticules intéressantes car, de préparation aisée, elles perdiaitentorer des molécules

aussi bien hydrophilasi’hydrophobes.

Coeur

Molécules
hydrophiles

Figure 5: Représentation d’une micelle, structure polymére de forme sphérique dont le cceur est

hydrophobe et la couronne hydrophile(28).

Des études soulignent une protectilen’opsonisation parl’organisation stérique particuliére de la
couronne des micelleE’opsonisation est définie par I’attachement des molécules du complément
la surface de la micelle, permettant aid&iugmenter leur temps de demi-vie dans le sang (29)

Cependant I’utilisation in vivode ces micelles est encore a 1’étape expérimentale.

Les «nanocapsules sont des particules colloidales constituées d’un réservoir liquide ou semi-
liquide a température ambiante dans lequel les molécules sont généralement incorporées (30). Les

molécules peuvent aussi étre associées de facon covalente ou non a la paroi polymérique (27)
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Toutefois, la plupart des «nanocapsules » possedent un réservoir lipidigue permettant

I’incorporation de molécules hydrophobes.

Les «nanosphéres sont des nanoparticules polymériques colloidales matricielles ; de structure
entierement solide, pleines ou poreuses. Les «nanospheres » pleines sont des structures
nanometriques compactes, de formes généralement sphériques, synthétisées a base de polymeres c
de copolymeéres. Pour exemple, les nanoparticules de poly-(alkyl cyanoacrylate) (PACA),
biocompatibles et biodégradables, sont étudiées comme vecteurs de molécules dans différents types

d’applications (vectorisation de drogues anticancéreuses) (31).

Les dendrimeres catégorie émergeante de nanoparticules, sont des structures nanométriques
formées de plusieurs séries blanchements organisés, reliés par un cceur moléculaire (32). Les
dendriméeres sont des « nanovecteurs » tres intéressants. Grace a ce systéme de bratechement
offrent la possibilité d’effectuer plusieurs types d’associations chimiques sur différents groupes
terminaux. Les molécules transportées sont insérées entre les branchements ous associée
chimiqguement a ceuxt Les propriétés des dendrimeres dépendent de la nature chimique du coeur

moléculaire et des branchements (33).

Figure 6: Représentation de dendrimere, macromolécule ramifiée tridimensionnelle qui peut

accueillir et fixer une molécule de médicamen(28).
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2. Imagerie médicale et oncologie

2.1 Applications a I’oncologie

Les progrés enanotechnologie suscitent 1’espoir de nouveaux traitements du cancer, plus efficaces,

mieux ciblés et mieux tolérés. Les nanoparticules, de part leur taille, leurs propriétés physiques et
leurs interactions avec les tissus vivants, peuvent répondre a certains criteres et se concentrer a ur
endrat précis de I’organisme par exemple.

Les nanoparticules peuvent étre utilisées selon les principes suivants : (i) la délivrance ciblée de
molécules thérapeutiques, (ii) I’exploitation de caractéristiques propres aux nanoparticules pour la

thérapie.

2.1.1.Délivrance ciblée de molécules thérapeutiques a visée

anticancéreuse.

La chimiothérapie conventionnelle, apparue dans les années 1940 repose sur I’administration de

drogues « non spécifiques », cystostatiques et cytotoxiques.

Il est nécessaire de proposer de nouvelles stratégies plus ciblées, basées sur des médicament
dirigés spécifiguement contre les altérations moléculaires responsables de cancers, et administrés
spécifiqguement au site tumoral plutét que de maniére généralisée.

Les propriétés physiques des nanoparticules sont particulierement adaptées au développement de
stratégies innovantes pour la médecine. Elles constituent de petits « chevaux de Troie » permettant
de transporter jusqu’a la tumeur des agents cytotoxiques pour la thérapie améliorant
considérablement leur propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. La nanotechnologie
offre la possibilité d’un ciblage a deux niveaux. Le ciblage moléculaire consiste a concevoir des
médicaments capables d’interagir spécifiquement avec une cible moléculaire pour neutraliser son

action(ciblage de I’activité enzymatique de protéine). Le ciblage cellulaire consiste a dirig&adent

46



Partie 2 : Applications en thérapeutique et cosmeétique

thérapeutique vers un récepteur spécifiquement exprimé a la surface des cellules cancéreuses
(anticorps, fragments peptidiques ou ligands complémentaires) (17). De gdusnloparticules
sontcouplées a des agents stabilisateurs pour permettre une diffusion prolongée dans 1’organisme et

réduire leur reconnaissance et 1’opsonisation par le systéme immunitairg¢17,29)

Les nanoparticules augmenteraient la concentration de drogues anticancéreuses aueskilesies c

atteintes tout en limitant la toxicité de ces médicaments (34).

De nombreuses nanoparticules ont des utilisations possibles en oncologie. Quelques une seront

brievement décrites dans ce manuscrit.

Des formulations nano-particulaires organiques, telles que les liposomes, constitués de polymeéres
organiques, de protéines ou de peptides, ont été largement exploitées pour la délivrance de

molécules a visée anticancéreuse.

A titre d’exemples, mentionnons le Doxil® 1’Abraxane®,méicaments approuvés par la Food

and Drugs Administration (Etats-Unis) pour le traitement clinique dérelifts cancers. Le premier
constitue une formulation liposomale de Doxorubicine, utilisée depuis plus de dix ans pour traiter le
sarcome de Kaposimaladie opportuniste sévissant chez le patient atteint du VIH (Virus
d’immunodéficience humaine), le cancer du sein et de 1’ovaire. Le second est une formulation nano-
particulaire dalbumine humaine couplée au Paclitaxel. Cette formulation a montré une toxicité
réduite par rapport au TaXodlans des essais pré-cliniques de phase 1 et a permis en phase 2 et 3
d’administrer des doses supérieures en Paclitaxel améliorant ainsl’efficadté clinique, notamment

dans le cancer du sein métastatique (17]3%utre part, des travaux réalisés sur la souris révelent
gue feffet anti-tumoral de telles nanoparticules setan supérieur a I’injection d’un médicament
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anticancéreux tel que la Doxorubicine a dose équivalente (29).

L’Aroplatine® est un analogue structural de 1’Oxaliplatine incorporé dans des liposomes
multilamellaires. L’Oxaliplatine est un analoguedu Cisplatine, agent alkylant de I’ADN dérivé du
platine doté d’une puissante action anticancéreuse. L’Aroplatine® a ¢té testé en phase 2 d’essai
clinique chez des patients atteints de carcinome colorectal, réfractaires aux traitements
conventionnels (5 Fluoro-uracilessoci¢ a 1’acide folinique, Capécitabine, Irinotecan). Cette
formulation liposomale est relativement bien tolérée et posséde une activité anti-tumorale

comparable a celle de 1’Oxaliplatine (35).

Les nanoparticules d’or, décorées en surface par des oligonucléotides possedent des propriétés
intéressantes concernatihdministration de médicaments : bonne pénétration cellulaire, faible
toxicité, et protection des principes actifs vis-a-vis de la dégradatisma@oparticules d’or ont

été recouvertegn surface d’un oligonucléotide portant un groupement aminé terminal libre
condensé un complexe du platine (IV). L’activité de ces nanoparticules a été évaluée in vitro sur

des lignées cellulaires (ostéosarcomes humains, carcinome du poumon humain, cancer des
cervicales et de la prostaté&)s nanoparticules d’or sont 2 a 10 fois plus actives que le Cisplatine

sur toutes les lignées, en raisdhune meilleure pénétration cellulaire dtune meilleure

biodisponibilité (36).
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D’autres nanoparticules d’or ou d’argent sur lesquelles sont greffées des molécules thérapeutiques

ont été proposées pour le traitement topique de maladie de peau comme le psoriasis ou le cancer.

Molécule
thérapeutiquen

Ligand

Figure 7 : Représentation d’une nanoparticule d’or, transportant une molécule thérapeutique. Du

PEG et un ligand y sont greffé$28).

Une meilleure biodisponibilitét un meilleur ciblage (tout en réduisant la toxicité des molécules)
sont lesavantages mis en avant par certains auteurs concernant 1’utilisation de ces nanoparticules

par rapport aux nombreuses molécules déja présentes sur le marché (34).

Si de telles particules s’averent prometteuses, il reste néanmoins a déterminer leur toxicité a long
terme car elles incluent des métaux tels que le cobalt, le manganése ou le zinc non nécessairemen
pris en charge par le métabolisme de I’organisme. Leur utilisation chez ’homme n’est donc pas

encore a ’ordre du jour.

2.1.2.Exploitation de caractéristiques propres aux nanoparticules

Les nanoparticules magnétiquésanoparticules d’or, d’argent, nanotubes de carbone) sont
également activables a distarte’échauffent soug’effet d’un champ magnétique oscillant & haute
fréquencelntroduites au sein d’une tumeur, elles peuvent endommager les cellules cancéreuses en
provoquant une hyperthermie locale.
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Une des limitations de I’hyperthermie magnétique est le faible pouvoir chauffant des nanoparticules
magneétiques usuelles. En conséquence, pour obtenir un effet thérapeutique, de fortes doses de
nanoparticules doivent étre injectées localement dans la tumeur. La plupart des études vise donc
I’optimisation du pouvoir chauffant des nanoparticules magnétiques afin de réduire les doses

injectées (17,37).

Un autre exemple de caractéristique propre aux nanoparticules exploitable en nano-médecine est
potentialisation des effets des rayonnements ionisants (radiothérapie anticahdeemssee cadre,

le produit NBTXR¥ de la sociétanobiotix a recu en juin 2013 ’autorisation de ’ANSM pour

démarrer un nouvel essai clinique de phase 1 chez une population cible de patients atteints d
carcinome épidermoide localement avadicé cavité buccale ou de 1’oropharynx.

Cet essai clinigue de phase 1 est une étude ouverte, non randomisée, avec escalade de dose
évaluant la toxicité et le profil de tolérance du produit. NBTXRSt implanté par injection intra-
artérielle ou intra-tumorale et activé par radiothérapie de haute précision (radiothérapie
conformationnelle avec modulation d’intensité ou IMRT), conformément a la pratique médicale.

Les objectifsecondaires de 1’étude incluent I’évaluation de la réponse compléte et globale par IRM

et I’évaluation de la survie sans progression locale et générale (38).

Cette étude représente la deuxiéme indication du développement clinique du NBTXR3
actuellement en cours d’évaluation chez des patients atteints d’un sarcome des tiSsus mous.

L’activation par rayons X de ce type de nanoparticules génére des électrons provoquant la
destruction des cellules cancéreuses. Cette approche, en réduisant les doses de radiothérapie

nécessaire, limite les dommages des tissus sains et effets indésirables (39).
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2.2 Applications a I’imagerie

Les nanoparticules inorganiques possedent des propriétés particulieres de conductivité, de
magnétisme, de biocompatibilité, de réactivité, et de fluorescence les rendant attractsves dan
différentes applications y compris en diagnostic médical. Plusieurs études interaational
démontrent I’intérét que présentd’utilisation de nanoparticules dans le domaine médical, en tant
qu’agents de contraste en imagerie par résonnance magnétique particulierement.
Les agents de contraste sous forme nano-particulaire peuvent devenir des outils efficaces afin
d’améliorer les diagnostics médicaux et la chirurgie assistée par imagéunidisdtion de
nanoparticules s’avére intéressante par rapport aux agents de contraste iodés, barytés ou complexes
de gadoliniumpar 1’amélioration de la biocompatibilité, des capacités de détectiowivo et de

ciblage. Néanmoins] faut garder a I’esprit I’incomplétude des données toxicologiques a ce sujet

Certains types de nanoparticules apparaissent depuis toujours commealagentraste. C’est le

cas de certainamnoparticules d’oxydes métalliques.

Les premiéres nanoparticules ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) sont des
nanoparticules a base d’oxydes de fer (Fe,O3), développées comme agents de contraste en imagerie
par résonance magnétique (IRM) chez I’homme (40). On retrouve notamment certains produits tels

que I’Endorem® utilisé dans 1’imagerie du cancer du foie, produit par le laboratoire Guerbet, le
Feridex® permettant la détection de Iésions du foie, AMAG Pharmaceuticals, le Lumirem® dans
I’imagerie du tube digestif, laboratoire Guerbet, le Combiddx® 1’imagerie des ganglions
lymphatiques du cancer de la prostate et le Resovist® utilisé pour la détection de Iésions du foie,
laboratoire Scheringe sont des nanoparticules constituées d’un cceur d’oxyde de fer, trés sensible

a D’exposition a un champ magnétique externe, enrobé par des agents de fonctionnalisation
(principalement des dérivés de dextran, silicone et citrate). Le dextran est le polymere le plus

employé dans la conception de ces produits. En effet, il permet de prolonger la demi-vie
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plasmatique des nanoparticules/ivo comparé d’autres polysaccharides comme le mannose ou le

galactose.

Ces systémes nano-particulaires présentent des tailles variables qui conditionnent leur
biodistribution. On peut ainsi classer les agents de contraste superparamagnétiques constitués de
nanoparticules d’oxyde de fer en deux catégories : les USPION (Ultrasmall Super Paramagnetic

Iron Oxide Nanoparticles) de taille inférieure a 50 nm (imagerie du cerveau, diagnostic des
pathologies ischémiques) et les SPION (Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) qui
possédent une taille supérieure a 50 @upplications intéressantes dans l’imagerie par voie
parentérale du foie, de la rate, du tractus gastro-intestinal et des ganglions lymphatiques) (40). De
fagcon générale, les nanoparticules inorganiquasédent des caractéristiques d’absorption et de

diffraction de la lumiéere qui les rendent intéressantes comme agent de contraste en.imagerie

Le développement d’agents de contraste, de sondes fluorescentes, de traceurs et « bio-senseurs »,
associés au développement de stratégies de vectorisation et de ciblage, offre des perspectives pou
I’imagerie du vivant. Lorsque ces dispositifs sont introduits sélectivement au sein de cellules
cancéreused;s deviennent visibles et donc tracables par imagerie.

Les « bio-senseurs » fluorescents dérivent de structures biologiques (peptides, protéines ou
polyméres). lls comportent un domaine de reconnaissance de la cible moléculaire, de son activité
enzymatique ou de sa conformation et sont coupléee ou plusieurs sondes fluorescentes dont les
propriétés changent lors de la détection de la cible. Les changements dans les concentrations
relatives, le comportement diactivité biologique et enzymatique’uhe cible sont rapportés en

temps réel par les « bio-senseurs » (41). Par ailleurs, ils offrent une solution sensible et non-invasive
pour la détection de bio-marqueurs cancéreux par imagerie optique de fluorescence, palliant les
inconvénients dela biopsie. Les bio-marqueurs constituent une caractéristique biologique
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mesurable (protéines, acides nucléiques, métabolites), liée a un processus normal ou non.

Toutefois, ladministration de « bio-senseurs » fluorescemtsvivo reste limitée a ce jour car elle
dépend du développement de stratégies de vectorisation et de ciblage.

Ainsi les traceurs et « bio-senseurs » fluorescents doivent étre complexés a des nanoparticules
organiques ou conjugués a des nanoparticules inorganiquedeswnanotubes afin d’assurer une

internalisation cellulaire efficace et le ciblaggecellules cancéreuses (17).

Il est également possible de concevoir des nanoparticules qui pEtn@thultanément de
visualiser et de traiter certaines tumeurs. Deux types de nanoparticules offrent ce type
s’applications.

D’une part, les nanoparticules dites « passives », c'est-a-dire transportant des agents
photosensibilisants (37 est le cas de la nanoparticule de silice. Il s’agit d’un matériau poreux
biocompatible qui émet une luminescence en se dégradant permettant ainsi le diagnostic mais aussi
le tracage des cellules cancéreusedvo. Il convient ensuite de fixer des ligands de surface afin de
cibler les cellules malades et d’incorporer des molécules thérapeutiques dans les pores (37,42).

Parmi les nanoparticules « passives » citons égaleleemntnoparticules d’or et les polymeres
biodégradables.

D’autre part, les nanoparticules dites « actives » comme lg, Bl@smémes a 1’origine de 1’effet
photo-catalytique. Ce type de nanoparticule est susceptible de générer des radicaux libnés oxygé
trés réactifs en présence d’eau et sous rayonnements UV. Ces radicaux libres entrainent la
destruction des cellules malades (37). Cependant, des avancées techniques demeurent eécessaires
la toxicité de la plupart des structures étudiées constitue un obstacle majeur pour leur application
chez 'homme.

Les inconvénients des cette technique cortiatilition de produits chimiques organiques toxiques

ou le recours aux nanocristaux semmducteurs afin d’assurer la propriété de luminescence dans
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les autres formes de particules développées, risgiectasionner une accumulation dans le corps

- notamment au niveau du foie - de métaux potentiellement toxiques.

3. Antiseptiques: I’exemple des nano-argents
L’argent était déja utilisé pour ses propriétés aeptiques dans ’antiquité. Ravelin, savant francais
démontre au XIX™siécleque I’argent métal a 1état divisé, agit & dose extrémement faible, comme
un puissant bactéricide. Peu aprés, un médecin allemand Brenno Crede met en évidence que
I’argent en solution colloidale c'est-a-dire en suspension dans 1’eau distillée, élimine a faible dose
de trés nombreuses bactéries tout en restémnpeu toxique pour ’homme dans des conditions
normales d’utilisation.
L’argent sous forme nano-particulaire semblg&ijourd’hui tres prometteur en raison de ses
propriétés biocides, de son action anti-inflammatoire, et des applications médicales qui en découlent
(43). Les nanoparticules d’argent possédent des propriétés tres intéressantes comparées a de
nombreux antibiotiques, en raison de leur effet antibactérien. De ipluyy a pas de risque
d’allergie, les phénoménes de résistarmt modérés et l’argent n’interfere pas avec les
antibiotiques (44).
La méthode de préparation la plus efficace d’une solution colloidale d’argent est 1’¢lectrolyse. 1l
s’agit d’une réaction chimique sous 1’action d’un champ électrique qui permet la formatiodtargent
métal nano-particulaire (Ag®), avec des proportions variables de cations argdnt (Ag
Sous I’action du courant électrique ’anode libére des atomes d’argent (Ag°) sous forme de
nanoparticules, lesquelles possedent une surface active beaucoup plus importante que les atome:s
d’argent élémentaire « classique », ce qui leur confére de remarquables propriétés, surtout
bactéricides.
L’ objectif est de limiter la formatiode particules d’argent chargées positivement (Agfortement

bactéricides, mais trés toxiques pour certaines especes vivantes notamment les animaux a sang froic
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(poissons et les batraciens) (43).

Parmi les applications industrielldss nanoparticules d’argent, on compte 1’incorporation d’argent
dans des vétements comme les chaussettes afin de neutraliser feq4f)eunais aussi dans les
emballages alimentaires dans le but d’inhiber la prolifération de microorganismes et de garantir

ainsi une meilleure conservation des aliments (46).

lI.  Applications en dermo-cosmétique

L’industrie cosmétique tend sans cesse a améliorer les propriétés des produits cosmétiques : tenue,
transparence, brillance et propriétés optiqgues. A cet effet, des études Ciigishtion de
nanoparticules en nano-dispersions et en microémulsions dans les formulations cosmétiques. Les
industries cosmeétiques utilisent les formes nparticulaires de leurs ingrédients afin d’améliorer

la protection contre les ultra-violets, la pénétration cutanée, la tenue de leur produit, la couleur,
I’éclat etc. (47). Il est admis que les plus grandes industries cosmétiques utilisent largement les

nanoparticules dans leur formulation comme le démontre ce graphique.

Beiersdorf Estée Lauder Johnson a

Shiseido\ | | / Johnson

Avon

Figure 8 : Représentation du marché des nanoparticules dans I’industrie cosmétique (47).
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Le marché concernant les nanoparticules destinées a la cosmétique en 2012 est évalué a 155,¢

millions de dollars (47)

1. Nanoparticules utilisées en cosmétique
Différents types de nano-éléments sont produits endiue application dans le domaine de la
cosmeétique. Journal of pharmacy and Bioalled sciences en fait la synthése dans son article
Nanotechnology in cosmetic, opportunities and challer@@k? (47). Seules les nanoparticules les

plus couramment utilisées seront évoquées. On retrouve entre autres :

Lesliposomes Ces structures permettent une meilleure absorption des principes actifs par la peau

par fusion de leur bicouche lipidique avec la membrane cutanée.

LesnanoémulsionsCe sont des dispersions de gouttelettes nanométriques. Leur petite taille fournit
une plus grande stabilité, améliore la performance des ingrédients actifs et la durée deticonserva

du produit.

LesnanocapsulesCe sont des particules nanométrigtaites d’une capsule de polymeére entourant
un noyau aqueux ou huileux. Il a été constaté que I’utilisation de nanocapsules diminuerait la

pénétration de certains filtres UV dans la peau de porc comparé aux émulsions classiques.

Les nanoparticules lipidiques solide€e sont des gouttelettes huileuses solides a températures
corporelles et stabilisées par des tensioactifs. Elles permettent de protéger les ingrédients
encapsulés, de controler la délivrance des agents cosmétiques et d’améliorer la pénétration de

composeés actifs dans la couche cornée.
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Les nanoparticules d’or et d’argent, peuvent également étre intégrées dans ces formulations en

raison de leurs propriétés antibactériennes.

Les « cubosomes >sont formés par auto assemblage de particules liquides cristallines et de
tensioactifs. Les cubosomes offrent une grande surface, une faible viscosité et peuvent exister a
n’importe quel niveau de dilution. Ils sont capables de transporter des molécules hydrophiles ou
hydrophobes. En raison du faible colt des matiéres premiéres et de leur potentiel dans la libération

contrblée grace a la fonctionnalisation, ils sont un choix attractif pour le secteur cosmétologique.

Les hydrogels sont des structures en trois dimensions constituées de réseaux de polymére
hydrophiles qui peuvent s’hydrater et gonfler dans 1’eau et les liquides biologiques sans dissoudre la

substance « encapsulee

Enfin, les fullerénesentrent dans la composition de nombreuses cremes pour le visage trés
colteuses car ils constituent un capteur de radicaux libres. lls peuvent également étre utilisés
comme pigments. Les compositions cosmétiques dans lesquelles les fullerénes sont utilisées
concernent essentiellement le maquillage du visage (ombres a paupiéres, eye-linerss,mascara
poudres, fonds de teint, fards a joues, cremes teintées, des rouges a levres, sticks anticerne, vernis
ongles, etg.

Dans les compositions cosmétigule fullerene ou les mélanges de fullerénes sont généralement

présents en une teneur comprise entre 0,01 et 50 % en poids par rapport au poids total de la

composition, celle-ci étant dépendante de I'effet cosmétique recherché.
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Les compositions cosmétiques de maquillage contiennent, des pigments supplémentaires référencés

dans leColour index

Dénomination Codification
Dioxyde de titane Cl 77891
Noir Cl1 77499
Jaune CI77492
Violet de manganése Cl 77742
Bleu outremer Cl 77007
Bleu ferrique Cl1 77510

Tableau 2: Quelgues pigments minéraux référencés dans @olour index

2. Protection solaire

On constate ces dernieres années une augmentation des cas de cancers cutanés épithéliaux
mélanomes. L'utilisation des cremes solaires est alors proposée comme un élément important de
prévention des cancers cutanés (48).

Les cremes solaires classiques utilisent des éléments chimiques organiques capables d'absorber le
rayonnements ultra-violets. Une des principales applications des nanoparticules dans le domaine

dermo-cosmeétique est leur utilisation en tant que filtre anti-UV.

Les particules de dioxyde de titane (7)Qt d’oxyde de zinc (ZnO) sont utilisées depuis de
nombreuses années dans les cremes solaires en tant que filtres anti-UV. Ces particules ont la
capacité d'absorber et de refléter les rayonnements UV conférant ainsi une photo-protection. Etant
visibles, ces particules laissaient un film blanc sur la peau. La réduction de leur taille aux
dimensims nanométriques a permis 1’¢élaboration de crémes solaires « invisibles » tout en

conservant leur propriété photo-protectrice (49). Les nanoparticules destili€®es en tant que
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filtres inorganiques sont généralement sous forme cristalline (rutile le plus souvent, anatase, ou
mélange des deux). Concernant le ZnO, la forme cristallographique la plus stable
thermodynamiquement est la structure hexagonale compacte (de type Wirtzite). Son aptitude a
réfléchir la lumiere UV fait du ZnO un élément de choix pour son utilisation en tant que filtre UV

dans les produits de protection solaire.

Les particules formulées dans ke¢mes solaires peuvent étre enrobées d’alumine, de silice, mais

aussi de substances organiques telles que le diméthicone ou 1’acide stearique afin d'améliorer leur

stabilité, I’incorporation dans les formules et d'empécher d'éventuelles réactions chimiques
(diminution de I’effet photo-catalytique réduisant la productidioxydants).

D'autres structures nano-particulairedetelque les liposomes sont utilisées d'une part pour leur
propriété de « bloqueurs » de photons, d'autre part afin d'augmenter la pénétratom ¢mac
présence de la bicouche phospholipidique.

Un autre avantage de ce type de formulation est I'homogénéité de la distribution sur la surface
cutanée apres application apportant ainsi une photo-protection maximale a la différence des cremes
de formulation huile/eau qui présentent une répartition hétérogene en raison de l'orientation des

composeés lipophiles au niveau des régions hydrophiles de la couche cornée (6).
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I.  Toxicologie des nanoparticules

En raison desultiples perspectives d’utilisation des nanomatériaux et de leur croissance attendue

ces prochaines années dans des domaines tels que 1’industrie, la médecine ou encore
I’environnement, les expositions humaines sont potentiellement nombreuses et importantes (2). La
détermination de ces expositions passe au préalable par I’identification de I’ensemble des produits

et des milieux pouvant contenir des nanoparticules (50).

Les connaissances actuelles des effets notamment respiratoires et cardiovasculaires des particules
nanomeétriques ou particules ultrafines issues de la pollution atmosphérique (51) font craindre des
incidences sur la santé dues aux nanoparticules issues des activités anthropiques et plus encore de
nanoparticules manufacturées. Les nanoparticules issues de la pollution atmosphérique présentent
des propriétés toxiques qui peuvaidppliquer aux nanoparticules manufacturées retrouvées au

sein de nombreux composés domestiques. Lors de ces expositions, il est avancé que les
nanoparticules sont susceptiblespdeétrer dans 1’organisme par voies cutanées, respiratoires ou

encore digestives (20).

1. Les durces d’exposition de la population générale aux nanomatériaux

L’expositionest définie comme le contact dans le temps et I’espace entre une personne et un ou
plusieurs agents biologiques, physiques ou chimiqu&saluation de 1’exposition a pour but de

définir les cas d’exposition réels ou possibles dans une population humaine ou un systéme
biologique. L’exposition humaine aux nanoparticules peut avoir lieu en milieu professionnel ou
environnemental, et en tant que consommateur (12). Dgux @’exposition de la population
générale aux nanoparticules peuvent étre distinguésic Part, les expositions dites « directes »
c’est-a-dire les expositions quotidiennes aux nanomatériaux contenus dans les produits de

consommation courante : produidtygiéne corporelle et domestiques, médicaments, emballages
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alimentaires, vétements et textiles, protheses médicales, etc.

D’autre part, les expositions dites «indirectes »: les nanoparticules se retrouvant dans
I’environnement suite a 1’usure, a la dégradation ou a la fin de vie des composés contenant ces

« nano-objes ». Citonsl’exemple des nanoparticules contenues dans les pneumatiques, les encres,

les carburants, les appareils électroniques, les textiles, les films de vitrages, les panneaux solaires,
etc. (52).Dans ce contexte d’expositions indirectes, la caractérisation des expositions humaines
passe par la compréhension préalable des phénomenes de dégratatiosion, de transport et

d’accumulation dans 1’environnement (12).

2. Principaux facteurs déterminant les effets toxicologiques des

nanoparticules

Les principaux facteurs déterminant la toxicologie des nanoparticules manufacturéedesont :
facteurs concernant [’exposition : voies, importance et durée de I’exposition ; les facteurs
concernant l'individu exposé. susceptibilité individuelle, interaction des nanoparticules avec les
composants biologiques, évolution des nanoparticules apres leur émis€éBorganisme et les
propriétés physico-chimiques des nanopartic(s.

Ainsi, dans le cas desnoparticules, la composition chimique n’est pas seule a influencer leur
potentielle toxicité. Dautres propriétés, notamment leurtaille, jouent un role dans celt®;
permettant aux nanoparticulé®chapper aux mécanismes de défense de 1’organismeet d’interagir

avec les constituants biologiques (ADN).

L’ impact des caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules manufasturiéess effets
toxiques esloin d’étre défini et définitif. Cependant, les données obtenues sur les conséquences
toxicologiques des nanoparticules issues de la pollution atmosphérique, permettent de penser que
certains facteurs seraient impliqués dans les effets toxicologigues des nanoparticules manufacturées.

Parmi ces paramétres, citonsa: taille, pouvant altérer les propriétés physico-chimiques des
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molécules et ainsi augmenter la réactivité avec les tissus biologiques par la production de radicaux
libres oxygénés ]’aire et la réactivité de surface ; le nombre la composition chimiqueet
particulierement la capacité a produire des formesives de I’oxygéne ; la forme; la solubilité;
la capacité a former des agrégats ou des aggloméidatstraitements de surfacda structure; la
cristallinité ; enfin, d’autres paramétres tels que les méthodes de fabricatiogt 1’usure des

nanomatériaux manufacturées entrent également en considération (11,53).

ll.  Voies et conditions de pénétration

1. Pénétration cutanée

1.1La peau : rappels anatomiques
La peau est constiée d’environ 70 % d’eau, 27 % de lipides, 2 % de protéinesd’environ 1%
d’oligo-éléments. La peatst 1’organe du corps humain le plus étendu et le plus lourd, c’est un tissu
de revétement trés souple, résistant et imperméable.
Elle constitue la couche corporelle protectrice externe mais elle est également impliguée dans
différents processus fondamentaux tels que la régulation de la température corporelle, la défense
immunitaire, le métabolisme (synthése des vitamines D, hormones, sébum), ou encore la perception

sensorielle.

Elle est constituée de trois couches : 1I’épiderme, le derme et I’hypoderme. L’épiderme est la couche
la plus externe, protectrice’dpaisseur moyenne de 1’épiderme est de 100um mais peut varier de

50 pm au niveau de la paupiére a 1 mm au niveau de la paume de la main ou de la plante des pieds.

A la surface de la peau sont présents des follicules pd&uxémergent des poils, ainsi que des

poresou s’ouvrent les glandes sudoripares et sébacées. Elle présente également des sillons formant
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les empreintes digitales (54).

Poil

Epidermq—

.

Derme -~

| [

Hypoderme-

Glandes sébacées
Glandes sudoripares

Figure 9 : Représentation anatomique de la peau et de ses annexes.

1.21’épiderme
L’épiderme est un épithélium pavimenteux pluristratifié épais, kératinisé et non vascularisé. Il est en
constant renouvellement.’est un tissu de recouvrement comprenant cing couches successives. La
plus profonde est la couche basale ou germinative, puis vient la couche épineuse, la couche

granuleuse et enfin la couche corngteatum corneum couche la plus superficielle.

La couche cornée se compose d'environ une vingtaine de couches de cellulesGiwttase

couche de kératine, composée de cornéocytes et résistante aux changements chiniquekela
cornée assure plusieurs fonctions de la peau. Elle la protege contre les agressions extérieures
(chaleur, froid, sécheresse, déshydratation) et agit également comme une barriére en etapéchant
pénétration dans I'organisme d'éléments extérieurs (agents microbiens, poussieres, etc.).

La partie superficielle de la couche cornée desquame progressivement au fur et a mesese que
cellules se détachent de I'épithélium plus profond.

L’épiderme, est un tissu particulierement exposé aux atteintes physiques, chimiques ou
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microbiennes du monde extérieur. Il assure a 1’organisme une barriére protectrice grace a
I’élimination progressive de ses parties les plus superficielles, perte compensée par un
renouvellement cellulaire continu a partir de cellules souches et évitent la déshydratation de

I’organisme. L’épiderme est constamment renouvelé tous les 25 a 40 jours.

L’épiderme est composé a prés de 95% de kératinocytes produisant la kératine. La kératine est une
protéine fibreuse, insoluhleonstituée en majorité d’acides aminés soufrés (cystéine) formant des
ponts disulfures conférant ainsi une rigidité a I’ensemble. Toutes les cellules de I'épiderme sont

reliées entre elles par des structures appelées les desmosomes.

Les mélanocytes, présts dans 1’épiderme, synthétisent un pigment, la mélanine (melas = noir).

Cette variété de cellules se situe plus profondément dans I'épiderme, mais reste néanmoins en
contact avec les kératinocytes qui integrent progressivement la mélanine fabriquée par les
mélanocytes. Les pigments de mélanine ainsi absorbés protegent notdikb®htdes cellules
épithéliales contre les effets néfastes des rayonnements solaires (ultraviolets A, B et C). D'autres
variétés de cellules présentes dans I'épiderme sont des cellules circulantes du systeme immunitaire

et servent essentiellement a la défense de l'organisme (54).

1.3 Fonction barriére de la peau

La peau constitue une frontiere mécanique, physique, chimique et immunologique. Elle joue le réle
de barriere de protection contre les agressions externes multiples (rayonnements, micro-organismes
substances chimiques, allergengset évite la déshydratation de I’organisme. Elle est également le

siege de nombreux processus métaboliques et assure des fonctions sensorielles, immunitaires et

thermorégulatrices (55).
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La notion de «barriere cutanée» se réfere a la fonction de la couche coresgelajabuche externe
de I’épiderme. D’un point de vue physiologique et fonctionnel, la fonction barriére résulte d’une
organisation tissulaire et biochimique bien spécifique et particuliere au niveau protéique, lipidique

et enfin au niveau de la composition et de la distribution ionique (55).

1.4Limites de la « barriére cutanée »

Cette barriere demeure incompléte car elle laisse passer certaines substances (caféine), certain:
toxiques (alcool, acide salicylique, iode), et peut étre amoindrie par des effractions cutanées, des
maladies cutanées (psoriasis, eczéma) ou encore un effet occlusif (sous un pansement ou corps gras
par exemple).

Elle est perméable a pratiquement toutes les substances, seul le degré de perméabilité varie.
Différents parametres peuvent influendésfficacité de la fonction barriere de la peau’équilibre
physico-chimique de la couche corn@edrophobicité, lipophilie, sécrétion de sébunt ;pH

cutané important puisqu’il conditionne 1’ionisation et la capacité d’absorption des principes actifs.

Ce pH est variable sur les divers endroits du corps, mais aussi en fonction de la sueur, des sécrétions
séborrhéiques, ou des pathologies de la peau. La peau est environ a pH 5, mais le pH des
cosmeétiques appliqués peut faire varier celul-intégrité biologique de la peau : I’état de la peau

est un facteur essentielntJpeau dont la fonction barriére est 1€sée (brilures, cicatrices, eczéma...)

favorisera la pénétrati d’agents exogenes |’dge du sujet : des différences de permeéabilité sont
observées entre ’enfant et le sujet 4gé, notamment en raison de différence d’hydratation, d’absence

de glandes sébacé@sune kératinisation moins importante chez 1’enfant et d’un amincissement de

I’épiderme chez les personnes agédsépaisseur de la peau : I’épaisseur de 1’épiderme et surtout

de la couche cornée a un impact sur I’efficacité de la fonction barriére. Pour exemple, les zones
palmoplantaires sont relativement peu perméables compte d¢dnipalsseur de la couche cornée

(55) ; I'espece considérée : par rapport aux autres espéces, la peau humaine est généralement la
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peau la moins peréable aux substances chimiques (56).

1.5L es voies de pénétration cutanée

L'absorption percutanée correspond au transfert d'une substance a travers la peau depuis le milieu
extérieur jusqu'au sang. L'étape de pénétration est une diffusion passive. Elle dépend dugradient
concentration des molécules existantes dans le véhicule et de la surface épidermique. Une fois
absorbée, la substance est distribuée dans l'organisme puis, aprés avoir été ou non métabolisée
c'est-adire transformée par 1’organisme, est éliminée. Au sein de I'épiderme, la couche cornée est
reconnue comme barriére a la diffusion.

Anatomiquemen) deux voies sont possibles pour la pénétration des particules : I'une, par diffusion
passive, a travers les espaces intercellulaires de la couche cornée et a traefitddsscornées
elles-mémes ditevoie transépidermique l'autre empruntant les annexes cutanées comme les
follicules pilo-sébacés et/ou les glandes sudoriparesvalggransannexielle

La pénétration ne s'effectue pas uniqguement par I'une des voies, les deux participent au phénomene

La pénétration globale résulte donc a la fois d'un passage transépidermique et transannexiel (55).

2. Pénétration respiratoire

2.1 Rappel: Anatomie de I’appareil respiratoire
L’appareil respiratoire est ’ensemble des organes dont la fonction est d’assurer la respiration
permettant les échanges gazemtre 1’air et le sang. A ’appareil respiratoire, sont annexés

I’appareil olfactif et une partie de I’appareil phonatoire (57).

D’un point de vue anatomique, 1’appareil respiratoire comprend les voies aériennes, les poumons, la
plevre, la circulation pulmonaire et les muscles respirateurs insérés sur la paroi thoracique.

Les voies aériennes sont divisées en voies aériennes supérieures et voies aériennes inférieures. Le
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voies aériennes supérieures sont situées dans la face et le cou et comprennent les fosses nasale
(annexéea I’olfaction), les sinus paranasaux, le pharynx (carrefour ’appareil digestif), et le

larynx (annexé a la phonation) (57). Les voies aériennes inférieures sont situées dans le cou et le
thorax. Elles sont composées de la trachée 1’arbre bronchique jusqu’aux alvéoles pulmonaires.

Les poumons, entourés de la plevre, sont les deux organes parenchymateux ou se produisent les
¢changes gazeux entre 1’atmosphere et la circulation pulmonaire ou petite circulation.

La paroi thoracique entoure la cavité thoracique ou se situent les poumons. Elle est mobile grace a

I’action des muscles respirateurs (58).

Les voies aériennesnt couvertes d’un épithélium, qui est un tissu composé de cellules épithéliales

jointives et solidaires les unes des autres grace a des jonctions intercellulaires. Les alvéoles sont
elles-mémes composede trois couches : les cellules épithéliales, I’interstitium et une couche
d’endothélium. L’interstitium est composé d’un tissu conjonctif qui soutient les cloisons alvéolaires

(58).

2.2La mugqueuse respiratoire

La muqueuse respiratoikst présente depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles terminales
intra-pulmonairesElle se compose d’un épithélium, d’une lame basale d’une épaisseur d’environ

1000 A et d’un chorion. Le chorion est un tissu conjonctif lach®nstitué d’éléments
caractéristiquesLe MALT / BALT (Tissu Lymphoide Associé aux Muqueuses / aux Brongches)
systeme de veille immunologique. Ce chorion présente un infiltrat lymphocytaire (sous forme de
lymphocytes isolés ou regroupés en follicules primaires et secondaires), des monocytes et des
macrophages ainsi que des cellules pro-inflammatoires, comme les mastocytes ou les
polynucléaires. Sont également présentes des glandes séu@usasetent des solutions protéiques

trés fluides ainsi que des glandes muquegsgesécretent des mucines.

68



Partie 3: Toxicologie et voies d’exposition

Plusieurs types d’épithéliums sont présents au niveau de l’appareil respiratoire : [’épithélium
pseudo-stratifiGqui est un épithélium simple (une seule assise de cellules), mais qui ressemble, sur
des coupes histologiques, a un épithélium stratifié (toutes les cellules sont en contact avec la lame
basale mais toutesatteignent pas le péle apical) ] épithélium prismatique, ou cylindrique les

cellules sont plus hautes que largeseépithélium cilié : les cellules ciliées majoritaires sont
pourvues de cils vibratiles apicaux. lls particip@tescalator muco-ciliaire, systeme de clairance

spécifique des voies de conduction (58).

2.3 Fonction barriere de I'épithélium respiratoire

L’organisme dispose au niveau de ’appareil respiratoire de moyens de défense tres diversifieés et

sophistiqués contre les agressions des gaz et des pardiciilais ambiant.

Tout d’abord des moyens mécaniques. La dispositinfitomique des voies aériennes et de ’arbre
trachéobronchique favorise la déposition des particules. Il se produit donc une filtration
nasopharyngée et trachéobronchique, et une évacuation mécanique par le tapis mucociliaire (58).
L'épithélium respiratoire est trés actif grace a des fonctions sécrétoires (production de dascus)
fonctions d'épuration par clairance mucociliaire, de transport d'ions et d'autres substances, mais
aussi des fonctions d'adhérence bactérienne.

Le mucus forme un revétement continu tapissant toutes les voies de conductions. Il a une triple
fonction. Il assure I’humidification de I’air inspiré, la protection physique des cellules épithéliales et

piege les particules. Les sécrétions bronchiques peuvent étre assimilées a un milieu bi-phasique.
D’une part, une phasesol » aqueuse, profonde et fluide (ions, lipides, protéine) dans laquelle
baignentles cils. D’autre part une phase& gel »,viscoélastique et superficielle, présente au sommet

des cils (58,59).
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Le mucus contient des mucines. Ce sont des macromolécules acides ou neutres de hauts poids
moléculaires tres hétérogenes. Ces chaines polypeptidiques sur lesquelles sont fixés des groupes
glucidiques représentent des sites de liaison pour les adhésines bactériennes et les virus, avant leul

élimination mécanique par l'activité ciliaire.

Des moyens physico-chimiques constituent également un systéme de défense. Cela concerne toute:
les surface de contact avec I’air inhalé en raison de la présence de revétements de protection des

parois (mucus des voies de conduction, surfactant alvéolaire).

Enfin, des moyens cellulaires. lls jouent un réle majeur au niveau de la zone alvéolaire : les
macrophages alvédtes (cellules a “poussicres”) prennent en charge les particules insolubles par
phagocytose. Ils entourent les particules, les digérent et les dirigent vers 1’ascenseur muco-ciliaire

pour 1’élimination. L’efficacité de la phagocytose dépend de la forme, de la taille et de la quantité
de particules présentes. En effet, ce systeme peut étre saturé par un nombre trop important de

particules a éliminer (9).

2.4Limites de la « barriere respiratoire »

Les modulations physiologiques des réactions de défense de I’appareil respiratoire en réponse aux
agressions des polluants aériens sont nombreuses

Il peut se produire des changements de diametre des voies de conduction : diminution du diamétre
(bronchoconstriction) ou augmentation (bronchodilatation) ; des modifications de la fréquence
respiratare impliquant une oscillation de laéfluence d’entrée des polluants ; une variation des
secrétions de mucus et de surfactant.

L’augmentation de la sécrétion de mucus, généralement accompagnée d’une broncho-dilatation,

favorise :1’épuration muco-ciliaire des particules ; les expulsions réflexes (toux, éternuements) et
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I’activation des moyens de défense cellulaire (phagocytose par les macrophages, réaction immune

par leslymphocytes, mastocytes et cellules présentatrices de 1’antigéne).

En régle générale, ces réactions défensives tendent a empécher la pénétration d’un polluant (gaz
irritants, poussicres...) dans la profondeur des voies de conduction aérienne et a accélérer

I’épuration des polluants particulaires déposés sur les parois des voies de conduction.

Dans certains cas, les réactions de 1’appareil respiratoire présentent des insuffisances. En particulier

si I’agression est importante ou prolongée : une hypersécrétion de mucus disgoembrer les

voies respiratoires et une inflammation chronique peut déclencher un processus de fibrose. Enfin, il
faut garder présent I’esprit que certains polluants peuvent déjouer les systéemes de défense en
pénétran ’appareil respiratoire sans provoguer la moindre réaction (monoxyde de carbaone pa
exemple).

Aussi, les réactions de défense dépendent souvent de maniére importante : des variations
physiologiques entre les individus (age, sexe ou susceptibilité génétique) ; du riveawxé
physique (effort intense) cdtaugmentation de la ventilation et de la perfusion pulmonaire accroit

le niveau d’exposition du sujet ; de son état de santé (asthme, bronchopneumopathie chronique

obstructive) (58).

2.5Pénétration et accumulation : déposition des nanoparticules dans

les régions du systéeme respiratoire
L’inhalation représente la principale voie d’exposition aux nanoparticules chez 1I’homme. Un
nombre considérable de nanoparticules ou particules ultrafomesforme d’aérosol existe dans
I’environnement, en grande partie en raison du trafic automobile et des divers procédés industriels

(20).
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L’étude du dépot des particules dans le systeme respiratoire ré¥@igportantes différences
concernant les sites de déposition. Le diametre des particules inhalées, en particulier entre les
particules de taille nanométrique et les particules de taille plus importante influence grandement

leur dépot.

Cing mécanismes interviennent dans le dépbt de particdeesédimentationliée a la gravité
agissant sur les particules’impaction inertielle, qui caractérise le comportement des particules
massives ]’interception, qui se produit au moment ou une particule entre en contact avec une
surface ;la diffusion liée au mouvement aléatoire des particules trés finesagtaction

électrostatiquepouvant influencer nettement le dépét pour les particules fortement chargées (11).

Afin d’examiner la déposition des nanoparticules, le systéme respiratoire est divisé en trois régions :
les régions naso-pharyngée, trachéo-bronchique et alvéolaire. Chaque région constitue un lieu de
dépbt de nanoparticules de différentes tailles.

La morphologie de l’arbre respiratoire et les paramétres physiologiques varient de maniere
importante en fonction des individus et de leur activité.

L’age, le sexe, les pathologies telles que les syndromes obstructifs (bronchopneumopathie
chroniqgue obstructive) et restrictifs (asthme) sont des éléments qui peuvent altérer le
fonctionnement et la structure « normale » des voies respiratoires (11).

De maniere générale, le plus faible dép6t est conpbat€les particules d’un diamétre d’environ

300 nm. A cette taille, les particules sont trop grosses pour que le mécanisme de diffusion soit
important et trop petites pour que I’impaction et la sédimentation aient un effet (11).

La figure 10représente le dépot total et régional dans I’arbre respiratoire des particules en fonction

de leur diametre (compris entre 1 nm et 100 um). Ces courbes correspondent a un sujet « référent »,
c'est-a-dire respirant majoritairement par le nez ou la bouche et passant un tiers de sont temps assis
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et deux tiers de son temps en activité Iégére. Pour les particules de diametre inférieur a 300 nm, le
dépb6t augmente de maniére significative car la diffusion devient prédominante. Les nanoparticules
de diametre supérieur a 10 nm se déposent a plus de 50% au niveau alvéolaire, tandis que celles
inférieures a 10 nm se déposent principalement en région extra thoracique (plus de 80%), et de
maniére moins importante dans la région trachéo-bronchique.

Notons qu’entre 10 nm et 200 nm, le mode de respiration a peu d’effets sur le dépot des particules.

Ces importantes différences de lieux de déposition ont des conséquences sur les effets potentiels des

nanoparticules dans le systeme respiratoire.
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Figure 10 : Prédiction du dép6t de particules inhalées au niveau du systéme respiratoaieez
I’homme en fonction du diamétre des particules. Le sujet respirant majoritairement par la bouche

(pointillé) ou par le nez (ligne continue)11)
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Cas particulier : inhalation de poudre libre cosmétique

Une étudeaméricaine s’intéresse a 1’exposition et au risqued’inhalation des nanoparticules suite
I’utilisation de poudres cosmétiques (blush, poudres minérales) (60). Parmi les six pdoduits
commerce analysés, cing présentent dans leur formulation des nanoparticules alors que seulement
trois fabricants n’en revendiquaient la présence. La microscopie €lectronique a transmission est
utilisée afin de déterminer la taille, la structure et I’agglomération des nanoparticules alors que la
spectroscopie diffraction laser a pour Bidvaluer la dispersion des nanoparticules dans 1’air ainsi

que leur distribution en fonction de la taille. L’étude révéle que les nanoparticules contenues dans

ces poudresont essentiellement présentes sous forme d’agglomérats.

Afin de mimer les conditions réelleSexposition aux nanoparticules contenues dans les poudres
cosmeétiques, la poudre a été appliquée sur des visages « artificiélsde du pinceau fourni par

le fabricant. La distribution des particules en fonction de leur taille et leur concentration est ensuite
déterminée. Les résultats révélent dans ce cas une déposition de ces agglomérats essentiellement a
niveau des voies aériennes supérieures. Les investigations doivent étre poursuivies mais cette étude
donne un exemple de méthodoagtilisableafin de déterminer quantitativement 1’exposition aux
nanoparticules contenues dans les cosmétiguesic d’évaluer les risques toxicologiques liés a

leur utilisation.

3. Ingestion

3.1 Rappel anatomique: I’appareil digestif

Le tube digestif s’étend de 1'cesophage jusqu’au canal anal. Il e formé d'une paroi regroupant cinq
tuniques concentriques. De l'intérieur vers |'extérieur, on distingue: ainsimuqueuseonstituée
d’un épithélium reposant sur un chorion (tissu conjonctif). C'est la tunique la plus interne, en

contact avec la lumiere du tube digestifte musculaire-muqueusteinique fine faite de cellules
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musculaires lissesune sous-muqueuseonstituée de tissu conjonctiine musculeusdunique

épaisse constituée de cellules musculaires ligses adventicéaite de tissu conjonctif

3.2La muqueuse du tube digestif

Trois types d’épithélium présentant des morphologies et des fonctions différentes constituent le
revétement interne du tube digestif : @pithélium de protection mécaniquen épithélium de

protection chimiquetun épithélium d’absorption.

L’épithélium de protection mécanique est observé au niveau des deux extrémités du tube digestif
(cesophage et canal anal). Il s’agit d’un épithélium pavimenteux stratifié. Il est non kératinisé sauf

au niveau des 2/3 inférieurs du canal anall elagit d’un prolongement de 1’épiderme.

L’¢épithélium de protection chimique est localisé au niveau de 1’estomac. Il s’agit d’un épithélium
prismatique simple, c'est-a-dire formé de cellules plus hautes que larges, alignées eautiog0-c

Ces cellules sont sécrétrices et dites a pble muqueux férest.un épithélium sécrétoire. Le
mucus produit par cet épithélium sécrétoire contribue a lubrifier la paroi gastrique et a la protéger
de l’attaque du suc gastrique. L’épithélium gastrique s’invagine et forme de petites dépressions

appelées cryptes au fond desquelles s’ouvrent les canaux excréteurs des glandes gastriques.

L’épithélium d’absorptionest localisé au niveau de I’intestin. Il s’agit d’un épithélium prismatique

simple constitué¢ d’entérocytes et accueillant des cellules glandulaires isolées, les cellules
caliciformes. Les entérocytgmésentent une différenciation de leur péle apical sous forme de
microvillosités. Les microvillositésont de petites expansions cytoplasmiques pouvant s’organiser

sous deux formes : plateau strié encore appelé bordure en brosse et stéréocils. La fonction des
entérocytes est 1’absorption digestive des nutriments (c’est-a-dire des glucides, des protides, et des

lipides) au niveau des microvillosités. De nombreuses enzymes sont présentes et vont permettre
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d’achever I’hydrolyse des protides en acides aminés qui seront pris en charge par des transporteurs
spécifiqgues de la membrane plasmique apicale. Au niveau de cet épithélium se trouvent aussi des
cellules caliciformes. Ce sont des cellules glandulaires a sécrétion muqueuse participant a la

lubrification du tube digestif.

L’organisation de cet épithélium d’absorption présente des variations régionales.

Au niveau de I’intestin gréle (duodénum, jéjunum, iléon), les entérocytes sont beaucoup plus
abondants que les cellules caliciformgsleur plateau strié constitue le dernier niveau d’un
dispositif complexe d’amplification de la surface d’absorption. Ce dispositif comprendles anses
intestinales (replis de I’intestin), les valvules connivente@lis transversaux permanents de la
mugqueuse et de la musculaire muqueuss)yillosités intestinalesexpansions en doigt de gant de

la muqueuse coaehart des cellules musculaires lisses et des vaisseaux sanguins et lymphatiques,

enfin,les microvillositéslu plateau strié des entérocytes.

Au niveau du célon et du rectum, les cellules caliciformes sont beaucoup plus hombreuses que les

entérocytes.ln’y a pas de systéme d’amplification de la surface intestinale.

3.3 Fonctions du tube digestif

Le tube digestif exerce essentiellement trois types de fonctioles fonctions digestivesles
fonctions immunitairestdes fonctions endocrines

Les fonctions digestives sont assurées par trois constituants majeurs de la paroi digestive
I’épithélium de revétement, qui participe au transit des aliments dfaksorption des nutriments ;

les glandes exocrines du tube digestif, qui protegent et lubrifient les parois du tube digestif et
participent a la dégradation des aliments ; la musculature lisse du tube digestif, qui permet la

progression et le brassage mécanique des aliments.
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Les fonctions immunitaires sont assurées par les organes lymphoides du tube digestif.
Enfin, les fonctions endocrines sont assurées par les cellules endocrines disséminées dans

I’épithélium du tube digestif et qui sécretent des hormones digestives.

3.4Pénétration et accumulation des nanoparticules dans le tractus

gastro-intestinal

Les nanoparticules peuvent atteindre le systéme gastro-intestinal apres avoir été ingérées
indirectement(non intentionnellemen®i contenues dans 1’alimentation, 1’eau ou encore présents

dans les cosmétiqguest produits d’hygiéne (rouges a lévres, dentifrice), voirdirectement
(intentionnellement) en tant que vecteurs de médicaments. Elles peuvent également accéder au
systeme gastrostestinal apreés déglutition lorsqu’elles sont inhalées (20). En effet, les
nanoparticules inhalées se dépmsair 1’arbre trachéo-bronchique peuvent étre piégées dans le
mucus qui tapisse la paroi des voies aériennes et transportées vers la cavité oro-pharyngée par
mouvements mucociliaires. Ce mucus ensuite dégluti, transporte les particules vers le systeme
gastro-intestinal. Notons que 98% des nanoparticules ingérées sont évacuées par les selles en 48
heures et une partie de la quantité restante par les urines. Cependant, un faible pourcentage de ce
nanoparticules peut diffuser a travers le mucus, étre absorbé par les entérocytes et gagner la

circulation sanguine (1).

La pénétration des nanoparticules est favorisée par la superficie totale du tube digestif qui est
d’environ 240 m? mais dépend aussi de leur taille et de leurs propriétés physico-chimiques comme

la stabilité, ou la surface hydrophobe (61). La charge semble également intervenir dans la
pénétration des nanoparticules (62). Pour exemple, les nanoparticules de latex chargées

positivement sont piégées dans le mucus chargé négativement tandis que celles chargées
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positivement traversent le mucus et peuvent interagir avec les cellules épithéliales (1,46).

Carriereet al, étudiein vitro (article en révision) la translocation de nanoparticules de &itavers
différents modéles d’épithéliums gastro-intestinaux : umodéle d’entérocytes (Caco2) ; un modele
traduisant la complexité de la barriere digestive (co-culture Cadd29-MTX ; entérocytes -

cellule sécrétrice a mucus) ; un modele complexe représentatif des cellules M (co-culture
Caco2/RajiB).

Les cellules M jouent un réle immunologique @armettent 1’endocytose et la phagocytose. Ces
modeles sont intéressants car ils prennent en compte la complexité de la structure intestinale.
Cependant une des limites de cette apprathéro est la possibilité de rupture ou de déplacement

des couches cellulaires faussant ainsi le passage des nanoparticules.

Ces modeles sont mis en présence de nanoparticules gdesdu® forme cristalline (anatase, 25

nm). La translocation possible a travers la barriere biologique est déterminée par microscopie
électronique a transmission, une cartographie élémentaire par uXRF couplée a une analyse de
I’environnement atomique du titane par spectrométrie d’absorption des rayons X.

Les résultats de cette étude montrent une faible accumulation gaui@veau des cellules Caco2
ainsiqu’une absence de leur translocation ; une accumulation importante de nanoparticules au sein
de la co-culture Caco2/HT29MTX avec une absence de translocation ; une accumulation importante

et la mise en évidence d’une translocation pour la co-culture Caco2/RajiB.

La translocation des nanoparticules a travers le systéme digestif se ferait majoritairement en partie
terminale de 1’iléon c'est-a-dire au niveau des plaques de Peyer (jonctions intercellulaires). C
plaques sont composées de 10 % de cellules M (B4dbsorption des nanoparticules par ces

cellules représentent une voie potentielle aprés passage par le systeme lymphatique pour rejoindre

les systémes sanguins et les autres organes. D’autres hypothéses sont émises sur 1’absorption des
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nanoparticules et concernent le passagevartrl’épithélium intestinal par voie paracellulaire via

transcellulaire (figure 11) (46,63).

Lumiére intestinale

Voie
Voie paracellulaire Lymphatique Voie transcellulaire

Mucus

i,

Lymphocytes

Vers le sang ou la lymphe

Figure 11 extraite(4) : Passage des nanoparticsle travers [’épithélium intestinal. Trois voies sont
suspectées : voie lymphatique, la plus documentée (absorption par les cellules M), vizie
paracellulaire (passage entre deux cellules), et la voie transcellulaire (absorption paes

entérocytes, spécialigddans I’absorption de nutriments) (63).

L’analyse du passage du franchissement de 1’épithélium intestinal par les nanoparticules prend

tout son sens si I’on considére que I’abdomen constitue un « second cerveau » présentant :
millions de neurones. En effet, son réle clé dans le développement de nombreuses pa
chroniques (dépression, anxiété, maladies neuro-dégénératives) commence seuleme
appréhendé. De plus, des inquiétudes sont soulevées par la présence de nanoparticule

laits maternisés et de leur éventuel passage a travers la barriére intestinale.
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[ll.  Toxicocinétique des nanoparticules apres pénétration dans I’organisme.

Afin de mettre en évidence une éventuelle toxicité des nanoparticules, il est nécessaire de
déterminer le devenir de ces élémedss 1’organisme, c'est-a-dire leur cinétique. La cinétique

regroupe I’ensemble du processus ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion).

Dans un premier temps la substance (médicament ou toxique) est absorbée. Cela correspond a sotr
passage dans la circulation sanguine. Elle est ensuite distribuée aux différents organes et peut subir
un métabolisme (ou biotransformation) au niveau du foie. Enfin elle peut étre éliminée de

I’organisme par voie rénale, biliaire ou fécale.

Pour les substances chimiques « clagsigu la toxicocinétique peut étreédite par comparaison

avec des analogues structuraux. En revanche, pour les nanoparticules, trop peu de données son
disponibles et une étude au cas par cas serait nécessaire afin de déterminer leur devenir dans
I’organisme, chaque nanoparticule engendrant des effets différents.

Cependant quelques hypotheses peuvent étre émises (20).
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Intervention Exposition Exposition Exposition
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Figure 12 : Cinétique des nanoparticules. Le processus ADME (Absorption, Distribution,
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Métabolisme, Excrétion) est représenté. Les fleches pleines représentent fggpothéses confirmées
concernant les voies empruntées par les nanoparticules ; les fleches pointillées les voies

démontrées(20).

La principale voie d’exposition aux nanoparticules est la voie pulmonaire en raison de la grande
quantité de nanoparticules présendiass I’environnement. Cependant, du fait de 1’essor des
nanoparticules dans les domaines de la cosmétique, de I’alimentaire et du médical, les voies

cutanée, gastro-intestinale et parentérale ne doivent pas étre négligées.

L’absorption est la premiére étape de la cinétique. Concernant la voie pulmonaire, ce passage se fera
principalement au niveau des alvéoles pulmonaires, systeme richement vascularisé. Les
nanoparticules présentes dans le tractus gastro-intestinal peuvent quant a elles atteindre la

circulation sanguine ou lymphatique par les entérocytes ou les plaques de Peyers.

La deuxiéme étape de la cinétique est la distribution de ces nanoparticules aux différents tissus ou
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organes (foie, rate, coeur, cerveau). Lorsque les nanoparticules atteignent la circulation générale,
elles peuvent interagir avec les protéines plasmatiques, les facteurs de coagulation, les globules
blancs ou les globules rouges.

Le métabolisme a présent, concerne les nanoparticules absorbées au niveau du systéme gastro
intestinal qui rejoignent le foie (organe de la métabolisation) par la veine porte. Cependdat peu
résultats sont a ce jour disponibles sur ce point.

L’¢élimination des nanoparticules s’effectue ensuite par différentes voiessoit par leur « porte

d’entrée » si celles-ci ne sont pas absorbées (escalator mucocilliaire pour la voie pulmasuitre)

par voie rénale ou biliaire pour les nanoparticules ayant gagné la circulation générale.

La cible rénale doit faire 1’objet d’une attention particuliére, le rein intervenant majoritairement

dans le processus d’¢élimination des nanoparticules (64l). est donc nécessaire de s’interroger sur

I’impact de la présence de nanoparticules au niveau de cet organe d’élimination. Des étudesin vitro

ont ainsi été réalisées (Laboratoire de biologie cellulaire, Faculté de sciences biologiques de
Bordeauy sur des lignées cellulaires humaines issues de la partie glomérulaire (lieu de filtration) et
tubulaire proximaleglieu de réabsorption et d’accumulation) des néphrons (65). Une exposition
limitée (24 heures) des cellules rénales aux nanoparticulesnn@etdence I’'influence de leurs
caractéristiques physico-chimiquas les effets biologiques alors qu’une exposition prolongée (28

jours) permet d’évaluer I'impact de la durée d’exposition sur les effets toxicologiques des
nanoparticules.

La composition chimique et la libération de cations par les nanoparticules apparaissent comme des

parametres essentiels a 1’origine d’effets cytotoxiques sur les cellules rénales.

L’étude porte sur trois nanoparticules métalliques : le dioxyde de titane (L)OI’oxyde de zinc
(ZnO) et le sulfure de cadmium (CdS).
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Les nanoparticules non dissociables de, i@pparaissent pas comme toxiques a court terme, a la
différence des nanoparticules de ZnO et Gd&eptibles d’engendrer des effets cytotoxiques part
la libération de cations (Zfy Cd™). De plus, I’augmentation de la surface des particules atteignant
la taille nanométrique améliore leur capacité de dissociation.
Les nanoparticules de TiOapres expositions réepétées, forment des agglomérats pouvant étre
internalisés dans les cellules par des mécanismes encore ineosiausumulent dans le territoire
cytoplasmique (vacuoles) les rendant potentiellement toxiques sur des temps plus longs

d’exposition.

Une corrélation directe entre formatidiespeces réactives oxydées (ERO) et effets cytotoxiques a

pu étre établie pour la double cible tubulaire et glomérulaire. Des ERO sont générées de fagon
indirecte par les cations métalliques libérés par dissociation des nanoparticules. Ces ERO sont
suffisante pour induire un stress oxydant et I’apparition de dommages cellulaires (peroxydation
lipidique, atteinte de la membrane lysosomakghsi qu’une réponse adaptative moléculaire

(réponse anti-oxydante, réponse au stress cellulaire, apoptose : mort cellulaire programmée) sur une
courte pémde d’exposition. Pour les nanoparticules de TiQc’est a la suite d’une exposition

longue et répétée que survient un stress oxydant a 1’origine d’effets cytotoxiquesin vitro.

L’analyse de I’impact des nanoparticules merigevitro permet donc une approche toxicologique

adaptée a la détermination des mécanismes moléculaires et cellulaires.
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des nanoparticules de TiQ contenues dans les

dermo-cosmetiques.
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|.  Données concernant I’exposition de la population générale aux

cosmeétiques contenant des nanoparticules.

La barriere cutanée protege le corps des atteintes environnementales. Alors que les molécules de
faible poids pénétrent les couches cutanées vivantes de la peau, les particules plus grosses
s’infiltrent généralement dans la couche cornée superficielle, sauf existence de microlésions.

Dans les pays industrialisés, les nanoparticules émises dans I'environnement (moteurs diesel,
pigments), augmentent lassques d’expositions internes par ingestion et inhalation. Le risque
d'absorption percutanée des nanoparticules est également davantage pris en compte. En effet, les
produits domestiques (produits d’entretien ménager) et dermo-cosmeétiques (créemes solaires, fond

de teint, cremes de soin, dentifrices, rouges a levres) utilisés, contiennent dans leurs formulations de
nombreuses nanoparticules, le plus souvent sous forme geet€dnt directement appliqués sur la

peau (20). Ces produits étant employés quotidienngnierposition est quasi-permanente. De

méme, certains textiles tels que les vétements de sport, les chaussettes, contiennent des
nanoparticules d’argent a visée antibactérienne (45,66). Bien que la peau constitue naturellement

une barriére protectrice, ihdt émettre I’hypothése que certains ingrédients puissent franchir cette
barriére et se trouver dans la circulation générale.

De méme d’autres produits sous forme de « spraywsceptibles d’étre inhalés, et 1’'usage de

topiques cosmétiques sur les muqueuses, augmentent léslpésde pénétration. C’est pourquoi

il apparait essentiel d’étudier les conséquences sur la santé de I’application de ces produits et de

guantifier cette exposition.

Une premiere étude a été menée en 2006 aux Etats Unis sur 360 femmes, agées de 18 a 69 an

utilisant régulierement des cosmeétiques (@2 produits inclus dans 1’étude se présentent sous
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différentes formes. Il s’agit de nettoyants visage pouvant étre rincés (liquide, gel, savon) ou sans
rincage (lotion, lait) ; de shampoings ou aprés shampoings sans rincage ; de fards a paupiere ou
poudre.

Ces femmes ont dU rapporter fiquence d’application de ces produits cosmétiques sur deux
semaines.

Des analyses statistiques ont été conduites et 1’échantillon de personnes choisiesa été comparé a la
population de femmes adultes des Etats-Unis airl’§tude soit représentative (68).

Sur les 360 sujets recrutés, seuls 295, 297 et 299 ont complété respectivétmdmtpour les
nettoyants visage, les produits de coiffure, et les fards a paupiére.

Une étude similaire a été effectuée dans les mémes conditions auprés de 360 femmes américaines
agées de 19 a 65 ans sur d’autres produits tels que parfums, laques, gels coiffants, fonds de teint

liquides, shampoings, gels douches, et antiperspirants (69).

Le mode d’utilisation de chaque produit est différent. Par exemple, les nettoyants pour visage sont
utilisés par chaque sujet tous les jours’@tutle voire deux fois par jour et les fards a paupiére en
moyenne une fois par jour avec une fréqeediapplication moindre le week-end. La fréquence
d’utilisation de soins capillaires est quant a elle plus aléatoire et dépend de la fréquenceede lavag
(67). Ces travaux mettent en évidence une consommation importante de dermo-cosmétiques
susceptibles de contenir des nanoparticulesit ple départ a 1’étude de I’impact éventuel sur la

santé des consommateurs des nanoparticules contenues dans les dermo-cosmétiques.
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Produits Quantité Médiane de la| Quantité Médiane de| Nombre
cosmétiques | moyenne de| quantité de | moyenne de| la quantité | d’applications
produit par | produit par | produit de  produit | par jour
application application appliqué par | par jour
(eng) (eng) jour (en g) (eng)
Nettoyant 2,57 2,11 4,06 3,25 1,6
visage
Fard a| 0,03 0,09 0,04 0,010 1,2
paupiéere
Parfum 0,33 0,23 0,53 0,34 1,67
Laque 2,58 1,83 3,57 2,71 1,49
Gel coiffant | 3,64 2,66 5,18 3,74 1,51
Fond de teint 0,54 0,36 0,67 0,45 1,24
liquide
Shampoing | 11,76 9,56 12,80 10,75 1,11
Gel douche | 11,3 9,5 14,5 12,9 1,37
Anti- 0,61 0,45 0,79 0,59 1,3
transpirant

Tableau 3 : Quantité moyennest médiane de produit appliqué pour chaque type de cosmétiques par

application, par jour ainsi que le nombre moyen d’applications par jour.
.  Mise en évidence du passage des nanoparticules contenues dans les

dermo-cosmétiques au travers de la barriere cutanée et localisation

cellulaire.

Les produits cosmétiques commercialisés contiennent dans leur formulation bon nombre de

nanoparticules, notamment du dioxyde de titane {)l@Ddel’oxyde de zinc (ZnO), incorporeés afin
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d’améliorer entre autres la transparence et la tenue des prodeitsO, et le ZnO, sont également
utilisés en tant que filtres arltivV inorganiques (ou physiques) a large spectre, en raison leur
capacité d’absorption et de réflexion des UV (48). Ces dermo-cosmétiques étant appliqué
guotidiennement sur la peau, il paraihportant de s’interroger sur la pénétration de ces
nanoparticules au travers de la barriere cutané&udaccumulation dans I’organisme et de leur

toxicité afin de détermindiimpact de ces hanomatériaux sur la santé des consommateurs (70).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit en 2006 1’absorption cutanée comme le
transport de substances chimiques depuis la surface de la peau jusqu’a la circulation générale alors

gue la pénétratioautanée regsente I’entrée de substances au sein de la couche cornée.

Les nanoparticules manufacturéggisées par 1’industrie dermo-cosmétique peuvent étre divisée
en deux catégories : les produits biodégradables (liposomes, émulsions) et les non biodégradables
(oxydes métalliques sous forme de fullerénes). La toxicité concernerait essentiellement les

monomeres et les métabolites des nanomatériaux (70).

Il est complexe d’évaluer le passage de la barrieére cutanée des nanoparticules contenues dans les
dermo-cosmétiqueEin effet, la pénétration des nanoparticules dans les tissus vivants n’a pas été
clairement déterminée : de nombreuses études ont été réalisées sur desimedsdesais peu

d’entres elles concernent des modéles in vivo. De plus, la plupart des études ont été réalisées sur des
temps courts, avec des particules non caractérisées selon les connaissances actuelles en termes ¢
taille, forme cristalline, enrobage, etc.

Différentes méthodes d’analyses ont été utilisées pour la détection du titane par exemple : analyse X

en dispersion d’énergie, spectrométrie d’absorption atomique, microscopie €lectronique.
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Dans ce cadre, « NANODERM », projet européen auquel a participgte d’Etudes Nucléaires

de Bordeaux Gradignan (CENBG), travaille depuis plusieurs années sur les problématiques liées a
la pénétration de la barriere physiologique cutanée suite a 1’application de topiques
pharmacologiques et dermo-cosmétiques. Ce projet est basé sur la miseoditalyantillons
biologiques, qui a pour objectif la quantification, la détection et le tracage des nanoparticules de
TiO, apres application de cremes solaires du commerce sur des échantillons de peau porcine et
humaine. Plusieurs techniques d’analyses de haute résolution comme ladkbscopie Electronique a
Transmission (MET) et la STIM (Scanning Transmission lon Microscopy) sont exploitées. La
technique STIM révéle ’ultra-structure du tissu étudié grace au contraste en densité naturelle de
I’échantillon. La méthode PIXE (Particle induced X-Ray emission) permet une cartographie
élémentaire chimique rapide et sensible (limitedéection de ’ordre de la partie par million).

Enfin, la technique de diffusion RBS (Rutherford Backscattering Spectrometry) détermine la masse
de la matiére organique des échantillons étudiés. La combinaison des informations fournies par les
méthodes PIXE et RBS permet une mesure trés précise des concentrations d’éléments traces dans

les tissus ou cellules.

L’analyse des échantillons par techniques STIM et PIXE met en évidence une répartition quaTio
I’intérieur des follicules pileux (de fagon non homogene) et au niveau des couches externes de la

stratum corneun(71)

Une étude de la FDA-pod and Drug AdministrationSadriehet al) peut s’avérer pertinente. Des
experiences ont été menées vivo en vue del’évaluation de la pénétration cutanée de
nanoparticules de TiQeprésentatives de celles commercialisées pour les produits cosmétiques
Elles ont est menées sur le mpirc, espéce qui constitue un modele approprié pour I’extrapolation
des résultats a I’homme en raison des fortes similarités de la peau entre ces deux espéces en termes
de perméabilité et de structure cutanées. Ce travail a été réalisé sur une durée relativemeent long
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avec des applications répétées (application de produits 4 fois par jour, 5 jours par semaine durant 22
jours).

Ainsi, Sadriehet al. mettent en évidence par microscopie €électronique a baldgggésence de

fortes quantités de nanoparticules de :1(€@robées et non enrobées) et de particules de TiO
submicroniques (300-500 nm) dansteatumcorneumet la présence de quelques particules isolées

de TiG:dans le derme pour les animaux traités avec les trois types de particules. Pour ce point, les
auteurs émettent ’hypothése d’une mauvaise séparation de 1’épiderme et du derme entrainant la
présence de TiDdans le derme. Par ailleurs, cette étude révéle des quantités statistiquement
significatives de Ti@dans le ganglion inguinal gauche du groupe traité par des nanoparticules de
TiO2 non enrobées (forme la plus rencontrée dans les cosmétiques) et dans le ganglion inguinal
droit du groupe traité par des particules de:Sibmicroniques (300-500 nm).

Ces résultats ne permettent pas de conclure de fagon définitive a une absence d’absorption
systémique chez le mini-porc du fait de la présence de nanoparticules a®iTi€nhrobées et de
particules de Ti@ submicroniques (300-500 nm) dans les ganglions inguinaux. Les auteurs ne
concluent pas sur la présence statistiguement significative ded@id les ganglions inguinaux ni

sur une diffusion systémique potentielle. (72).

Les expériencem Vivo chez I’animal et en particulier chez le porc constitue un outil indispensable
a I’obtention de données pertinentes a 1’extrapolation a I’lhomme. Néanmoins, seules des études sur

I’homme permettraient de certifier la pénétration cutanée des nanoparticules.

Certaines expériences pilotes réaliséesvivo sur un nombre restreint d’individus mettent en
evidence, par spectrométrie de massec plasma a couplage inductif (méthode d’analyse
gualitative et quantitative de sensibilité importante), apres exérese chirurgicale du tissu cutané, la
présence d’un taux élevé de TiO, dans I’épiderme et le derme Suite a une application excessive de
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creme solaire (733lors que d’autres travaux prouvent que le Tt le ZnO sous forme micro et
nanoyparticulaire sont incapables de pénétrer dans 1’épiderme (74). Ces études ne prennent pas en
compte des parametres tels que les mouvements de la peau, I’état des follicules pileux, la charge des

particules ou encore I’age du sujet (20). Par ailleurs Gulson at. rapportent une augmentation du

taux zinc dans le sang et les urines apres application de creme solaire contenant des nanoparticules
de ZnOchez une vingtaine d’individus dans des conditions normales d’applications et d’exposition

solaire. Cependant, il est difficile de déterminer si le Zd) présent dans les urines provient des

nanoparticules de ZnO ou des idiré" dissousiyant pénétré par d’autre voies (75).

D’autres observations ont été réalisées par microscopie a rayons X aprées application de creme
solaire du commerce syseau d’oreille de porc (modéle considéré comme présentant des
caractéristiques d’intérét pour 1’étude de la fonction « barriére cutanée » en réponse a des stress
physiques ou chimiques (54)) et de rats anesthésiés apres délamination de la couche cornée (« tap
stripping »). Les résultats sont en accord avec ceux énoncés dans le rapport final de 2007 du projet
« NANODERM » et montrent que ITiO, utilisé comme filtre anti-UV est en général visualisé en
grande concentration dans les couches les plus externes de la couche cornée. Ces nanoparticule
semblent se distribuer au niveau des follicules pileux et des stries de la peau (figure n°13) mais de
répartition différentes’agissant de follicules pileux « ouverts » ou de follicules pileux « fermés »

(76).
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Figure 13: Coupe histologique montrant la pénétration d’une particule marquée par fluorescence a

Pintérieur du follicule pileux. Image de microscopie électronique (76).

Cependant, il demeure diffieid’affirmer le passage des nanoparticulesu travers de la barriér
cutanée en raison des larges manipulations des fragments de peau au cours des études.
Au vue des données actuelles, les particules de taille supérieure ou égale a 100 nm ne
pas capables de franchir une barriere cutanée intacte mais ces investigations se poursui

les nanoparticules de taille inférieure a 100 nm (76)

Dans ce contexide Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux Gradignan (CENBG) a parti
au développement de nouvelles méthodes et outils d’analyses (analyse par faisceau d’ions a
haute résolution, protocoles de préparation d’échantillons biologiques exposés aux
nanoparticules). Cette thématique anperla mise en place d’études fondamentales, d’une part
de la barriére cutanée, et d’autre part, de I’interaction des nanoparticules avec des cellules
épithéliales humaines telles que les kératinocytes.

Des études par analyse chimigue par microsondes nucléaires ont été réalisées sur peal

92



Partie 4 : Etudes de la pénétration cutanée et des effets gu TiO

native issue de biopsie, puis sur peau reconstitugéro en vue de 1I’étude de la diffusion de
substances exogenes (oxydes métalliques, nanoparticules) a travers la barriére cutanée.
Afin de déterminer la toxicité des nanoparticules de,Td@s nanoparticules fonctionnalisée
I’aide de molécules fluorescentes (Rhodamine, Fluorescéine) ont été €laborées. Les résultats
mettent en évidence la localisation des nanoparticules dg ifi@itro sur des population
cellulaires de kératinocytes. Les nanoparticules de $&localisent exclusivement au nive
cytoplasmique en zone pénicléaire. En revanche un marquage spécifique de I’appareil de
Golgi des cellules exposées au TiOnctionnalisées par un anticorps indique une co-localis:

entre ’appareil de Golgi et les nanoparticules par microscopie confocale (54).

lll.  Facteurs influencant la pénétration des nanoparticules par voie

cutanée.

Plusieurs facteurs sont susceptibles d’influencer le passage cutané des nanoparticules. Lademanret

al. se sont concentréar I’éventuelle augmentation di& pénétration des nanoparticules en fonction

de lataille des follicules pileumpres étude du volume des follicules pileux de différents volontaires

sur différentes parties du corps (77). Le volume folliculaire le plus élevé a été observé sur le front et
le mollet, comparé au dos, thorax, bras, avant-bras ou cuisse. Le front regroupe une forte densité de
petits follicules pileux (duvet), a la différence du molletibsfagit d’une faible densité de grands
follicules pileux Le volume des follicules pileux du cuir chevelu n’a pas été déterminé précisément

dans cette étude maist susceptible d’étre encore plus important que le volume du front.

Des expériences réaliséiesvitro par Kimuraet al al’aide d’'un modéle nano-particulaire marqué
par fluorescence (Fluoresbfite modéle facilement détectable et non solulsler peau de rat
« hairless », metht en évidence 1’effet barriére d’une peau intacte aux nanoparticules fluorescentes

par microscopie confocale a balayage laser (MCBL). Cependant, la fluorescence observée
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augmente de maniéere proportionnelle au diamétre de pores crée artificiellement par des aiguilles. La
pénétration des nanoparticules serait donc étroitement corrélée au diametre des pores, ada taille de
follicules pileuxet a 1’état de la peau. L’intégrité de la peau influence donc tres certainement la
pénétration des nanoparticules suite a leur application au travers de produits cosmeétiques (70).
Autre paramétre a prendre en considératignfluence de la taille des particulesur la pénétration
cutanée (76). La taille des particules retrouvées dans les follicules pileux aprés application de
cremes solaires edt 1’ordre de 100 nm (78). De plus;dtude de la pénétration dans les follicules
pileux de particules (diamétre compris entre 750 et 6000manquées par fluorescence sur des
coupes histologiques montrent que les particules de diamétre inférieur pénetrent beaucoup plus
facilement dans le follicule pileux que celles de taille plus importante (78). Le stockage des
particules au sein des follicules pileux apparait donc comme inversement proportionnel a la taille de
celles-ci. La taille des particules pénétrant le follicule pileux est comprise autour de 300-600 nm, ce
qui correspond approximativement a la taille des cuticules des poilabg@@ur I’homme, 320 nm

pour le porc) (76). Cependant, les résultats des études « NANODERM » réfutent cette hypothese
car les nanopatrticules se retrouvant dans le follicule pileuenét@e taille inférieure (20-100 nm)

(71).

Il apparait méme possible, aprés expériencgtro sur peau d’oreille de porc, que la variation de la

taille des particules permette le ciblage spécifique de différents sites folliculaires (79).

Aussi, Lademannet al rapportent une augmentation de la pénétration de nanoparticules
fluorescentedn vitro lorsque les cosmétiques sont appliqgués en massagde la peau d’oreille de

porc (80).Le mécanisme de pénétration des nanoparticules s’effectue par processus mecanique et

non par diffusion passive (71)elmassagsemble reproduire les mouvements physiologiques des
poils in vivo, les mouvements des poils entrainant les nanoparticules au sein du follicule pileux.
Apres leur pénétration, les nanaeticules sont piégées a I’intérieur du follicule pileux et ne sont
eliminées que par des processus lents tels que la croissgpgéou I’afflux de sébum (79).
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Les follicules pileux représentent une interruption au sein de la barriere cutanée et peuvent se
comporter comme une porte d’entrée » pour les nanoparticules dans certaines conditions
(pratiques hygiéniques comme le rasage ou 1’épilation). L usage de topiques cosmétiques pourrait

étre a ’origine d’un éventuel passage de ces ¢léments dans la circulation sanguine.

V. Effets toxiques potentiels des nanoparticules manufacturées utilisées en

dermo-cosmétique: I’exemple du TiO,

1. Les pathologies de la peau

1.1La dermatite atopique

L’incidence de la dermatite atopique ou eczéma atopique est en constante augmentation (81), elle
touche prés de 20% des enfants de moins de 11 ans, et apparait le plus souvent entre 2 et 6 mois
Cette pathologie concerne également 5% des adultes (82). La dermatite atopique peut se définir
comme une affection inflammatoire de la peau avec une hyperréactivité cutanée sldactedes
déclencheurs environnementauk.s’agit d’une pathologie chronig, d’évolution longue avec
disparitions et réapparitions possibles des symptdomes. Elle est sans gravité, non contagieuse et
disparait généralemenatec 1’dge. Cependant, elle est souvent ressentie comme une expérience

douloureuse et pénible.

La dermatite atopique se caractérise par une xérose (sécheresse cutanée), dulpsukiisons
erythémateuses. Elle se limite essentiellement a la peau du visage et aux zones de flexions comme
les coudes ou les aissellesnes ou 1’épiderme est le plus fin. Il existe une prédisposition génétique

a la dermatite atopique. En effet, elle survient sur un terrain familial allergique appelé atopie (82). Il
est établi qu’un enfant sur deux dont les deux parents sont allergiques développe une dermatite
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atopique (81).

Deux causes majeures sont responsables de la survenue de cette paialogjert, la fonction

barriére de la peau peut étre défaillante, rendant la peau plus perméable. La partestraleas
augmentée (sécheresse de la peau) et les agresseurs (allergenes) pénétrentrpard. fatilere

part, il peut se produire une réponse immunitaire exagérée suite a la pré€sangiexpene ct
provoquer ainsiine poussée d’eczéma qui se traduira par une rougeur, des démangeaisons, voire un
suintement. Chez 80% des individus atteints de dermatite atopique, une augmentation sérique en
Immunoglobulines E (IgE) est observée (81)

De multiples facteurs favorisent les criseges facteurs saisonniers ou climatiques (hiver, froid) ;

des allergenes aériens (pollens), de contact (nickel...), alimentaires ; des infections (otites, rhumes,
poussées dentaires...) ; des irritations cutanées (produits cosmétapefcteurs psychologiques
(stress, émotions).

Le traitement préventif consiste a restaurer la fonction barriére de la peau (cremes, huiles de bain...)
et a limiter voire éviter le contact avec les allergénes. Pendant la crise, le traitement repose sur la

prescription de dermo-corticoides et/ou immunosuppresseurs locaux.

1.2 Cancers cutanés

Le cancer de la peau est une tumeur maligne développée aux dépens des cellyeawel ks
cancers de la peau existent sous trois formes : les carcinomes basocellulaires, les carcinomes de

cellules squameuses et les mélanomes.

Les cancers de la peaant les cancers les plus fréquents, mais aussi les plus guériss&biest
détectés et traités assez tot. Aux Etats-Unis, un million de nouveaux cas de carcinomes

(basocellulaire et des cellules squameuses) sont détectés chaque année et l’incidence des
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mélanomesne cesse de s’accroitre. Cette progression est principalement la conséquence d’une

surexposition aux rayons ultraviolets naturels et artificiels (83).

Il existe deux types de tumeurs cutanées. Les carcinomes se développant a paliitedede
I’épiderme, soit de la couche basale (carcinome basocellulaire), soit des couches supérieures
(carcinome spinocellulaire). Ce sont les plus fréquents, puisqu’ils représentent 90 % des cancers de

la peau, dont 75 % pour les basocellulaires et 20 % pour les spinocellulaires. Les carcinomes
surviennent la plupart du temps apres 50 ans et se guérissent aisément. Les carcinomes
basocellulaires ne développent jamais de métastases ; les spinocellulaires assez rarement,

principalement dans les ganglions lymphatiques proches de la tumeur (54).

Chez des sujets prédisposés, plusieurs facteurs environnementaux, et plus particulierement des
expositions solaires aigués intermittentes et répétées, sont impliqués dans la formation des
carcinomes basocellulaires.

Cependant parmi les facteurs de risque essentiels, les prédispositions génétiques ne doivent pas étr
exclues, de méme que 1’exposition a certains agents pathogénes (virus du papillome humain), les

cicatrices de brQlures et les plaies persistantes.

Les mélanomes se développent a partir de mélanocytes, lieu de synthése de la mélaaine. Cett
mélanine est responsable d’une pigmentation brune ou rouge. La pigmentation brune confere le
bronzage et une certaine protection contre les rayonnements ultraviolets alors que la pigmentatio
rougen’assure aucune protection. Les sujets qui fabriquent essentiellement des pigments rouges ne
bronzent pas et ont, de ce fait, plus de risque de développer des cancers cutanés. Les mélanocyte
sont normalement présents dans 1’épiderme, associés aux cellules épidermiques localisées en partie

profonde de I’épiderme.
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Ces cancers sont beaucoup plus rares, mais peuvent se développer chez de jeunes sujets. Il faut le
détecter et les traiter rapidement, car ils peuvent engendrer des métastases tres difficiles a éradiquer.
Le plus souvent, les mélanomes sont des tumeurs pigmentées, plus ou moins brunes (contenant la

mélanine).

L'exposition solaire excessive est le facteur essentiel responsable du développement des cancers
cutanés, et plus particulierement des mélanomes. Les patients a peau blanche d'origine européenne
sont les principales victimes des carcinomes cutanés, qui sont plus rares chez les patients a peau
pigmentée. Cependant, 1’expositim excessive aux rayons solaires n’est pas le seul facteur

contribuant au développement de cancers cutanés, certaines caractéristiques génétiques engendrer

une prédisposition au mélanome (54).

La polémigue des produits dermo-cosmétigues

De nombreuses substances composant les produits cosmétiques appligués de maniére répétitive su
la peau sont suspecté@soriser 1’apparition de ces cancers. En effet, selon les estimations, le
nombre de cancers de la peau progresse régulierement avec deux fois plus de cancers tous les di
ans, ces données étant contradictaires 1’augmentation de la consommation de produits solaires,
multipliée par deux en dix ans (d'apres la Fédération des industries de la parfumerie). Depuis
plusieurs années maintenant, une polémique se développe et concerne la toxicité potentielle de
certaines molécules contenues dans des produits cosmétiques a usage courant. Parmi les composé
incriminés on retrouve : des conservateurs tels que le phénoxyéthanol, le méthylisothiazolinone
(MIT) ou les parabenes, certains filtres UV- notamment le 4-méthyl-benzylidene camphor 4-MBC

- possédant des effets perturbateurs endocriniens- ainsi que les nanoparticules plésEQes

dans de nombreux produits cosmétiques (crémes solaires, dentifrice...) (1). Certaines études
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mettent en évidence des effets indésirables sur la santé des composés contenus dans les créme
solaires suite a déortes doses d’exposition. Cependant, les effets de ces composés a doses plus
faibles, notamment atravers d’une exposition via les dermo-cosmétiques n’est toujours pas

prouvée.

Plusieurs hypothéses sont avancées mais la communauté scientifique reste divisée sur le sujet. Pa
exemple, les individus s'enduiraient d'une mince pellicule de creme solaire et, se croyant protégeés,

ne respecteraient pas ailtsinode et la fréquence d’application des produits.

Il se peut également que I’augmentation actuellement observée des cancers de la peau puisse
s’expliquer par un « effet retard ». En effet, 20 a 30 ans peuvent s’écouler entre le moment ou un

individu initie le développement d’un cancer de la peau et le moment ou la pathologie se déclare et
est diagnostiquée. Il se pourrait donc que des mélanomes apparaissant dans les années 199(
trouvent leur origine dans les années 1970, et probablement avant.

Les francais notammentiont réellement pris en compte le risque de 1’exposition solaire qu'a partir

des années 199%¢ec la mise en ceuvre de la prévention et 1’utilisation de la créme solaire. Aussi, le

nombre des cancers de la peau en France devrait continuer de croi®eD@0e& 7 000 nouveaux
mélanomes par an. En revanche, en Australie, une diminution du nombre de cancers serait observée
seulement depuis 4 ans, bien que leur campagne de prévengahengagée il y a maintenant plus

de 25 ans.

A ce jour, aucune étude scientifique ne peut ni prouver ni valider ces tendances (54).
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2. Etat des connaissances sur la toxicité des nanoparticules de 7FiO

contenues dans les dermo-cosmétiques

Tres peu de données fiables (car non reproduites) sont actuellement désponi@rnant 1’impact

des nanoparticules manufacturées (contenues dans les dermo-cosmétiques entre autres) sur la sant
de ’homme.

L’¢étude des effets toxicologiques des nanomatériaux a débuté ces derniéres années sur des modéles
anmaux (in vivo) et des cellules en culturgn vitro). De plus les éléments de nanotoxicologie
rapport& chez I’homme font état d’interactions des nanoparticules avec le vivant au niveau

cellulaire et incitent donc la prudence.

2.1.Stress oxydatif

D’importantes donrées provenant d’expériences réalisées sur les particules ultrafines de la pollution
atmosphérique et quelques études effectuées sur des nanoparticules manufacturées suggérent que |
stress oxydant constitue un mécanisme central dans les effets toxicologiques des nanoparticules
manufacturées (53,84,85). Le stress oxydant rédilte déséquilibre de la balance oxydants
antioxydants en faveur des oxydants. Ce déséquilibre suryiantl la production d’oxydants

(espéces réactives oxygénées : ERO), est supérieure a la capacité des systernpdansstotex
I’organisme (enzymes tels que la superoxyde dismutase, la catalase ou eseitiines C et E)

Une diminution de la capacité de systemes antioxydants, avec une fordiatigdants inchangée,

peut également conduire auress oxydant. La production accrue d’ERO endommage les
macromolécules biologiques (acides nucléiques, lipides, protéines) perturbant ainsi le
fonctionnement cellulaire (hyper prolifération, apoptose, mutation) (2). Ces phénomeénes de stress
oxydant interviennent dans de nombreuses pathologies (athérosclérose, maladies
neurodégénératives, cancers...) et dans les processus de vieillissement cellulaire. Ainsi, une action
délétere du stress oxydatif sur I’ADN et I’ARN cellulaire accompagnée d’inactivation enzymatique
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peut étre suspectée au niveau de la peau.

Deux mécanismes majeurs aboutissent a un stress oxydant aprés exposition aux nanoparticules
premierementyine productionl’espéces réactives oxygénées (ERO) par la nanoparticule elle-méme
du fait de ses propriétés physico-chimiques comme la réactivité de surface et la présencexde métau
de transition deuxiemement, une production accrdERD par la cellule suite au contact et/ou a

I’incorporation de nanoparticules (85).

Des expériences ont été menéewitro par Jaegeet al sur des kératinocytes HaCaT (HaCaT =
human adult low calcium, high temperature keratinocytes).

Les cellules HaCaT constituent un modele cellulaire utilisé en recherche sciengifiqaamo-
cosmétique. Ces cellules non cancéreusmss d’une lignée cellulaire de kératinocytes humains
conservent une forte capacité de prolifération et de différenciatiatro (caractére immortel). Ces
cellules offrent également des capacités de régénération tissolaiteo (“tissuin vitro") et de

transformation tumorigene.

Les résultatsile 1’équipe allemande mettent en évidence la survenue de mutations au niveau de
I’ADN mitochondrial apres internalisation et agrégation de nanoparticules deari@s cellules
HaCaT. La délétion observée, (perte de la paire de base 4977 appelée « common dedstiden »)
plus fréquente et la plus caractéristique des mutations de I’ADN mitochondrial humain. Elle est
induite par la p¥sence de grande quantité d’ERO. Les nanoparticules de TiGont donc a I’origine

d’une augmentation du taux d’ERO semblable a une exposition importante aux UVA. Cette
producaion d’ERO peut donc étre a 1’origine d’un éventuel effet cytotoxique (mort cellulaire) ou
génotoxique induit par les nanoparticules de,TiOependant, des expériences complémentaires
sont indispensables afin de confitmi@&mpact de 1’'usage quotidien de cosmétiques incluant des
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nanoparticules sur la santé humaine. Ces études doivent entre autres prendre en compte les

propriétés physicehimiques des nanoparticules, leur concentration et la durée d’exposition (86).

EMZUniRo

Figure 14: Images obtenues par microscopie électronique a transmission des kératinocytes apres
traitement par TiO,. (A): détection d’agglomérats de TiO, dans I’espace extracellulaire dans une
vésicule d’endocytose (e) et intracellulaire (i). (B) représente ’invagination de la membrane cellulaire

précédent I’étape d’endocytose (86).

Les nanoparticules de Tigpossédent par ailleurs des propriétés photo-catalytiques potentialisées
par les rayonnements UV. Cette propriété particuliére gauérer intéressante en photothérapie
anticancéreuse (limitation de la croissance tumorale, apoptose des cellules cancéreuses). Les

processus de photo-oxydation catalysée par lg 8i0été démontrés vitro. L’action conjointe du
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TiO, contenu dans les crémes solaires et des W&A a I’exposition solaire est susceptible
d’aggraver les dysfonctions de la barriere cutanégar production d’un stress oxydatif a 1’origine de

dommages au niveau de I’ADN cellulaire (49,87).

Aussi, I’équipe chinoise de Tu et al. met en évidence a plusieurs reprises une photo-toxicité dose-

dépendante du Tien présence de nitrites.

Les structures et fonctions des protéines tyrosines peuvent étre altérées par nitrationa(due a |
présence d’espéces réactives au nitrogene) entrainant des anomalies au niveau des signaux de
transduction cellulaire. Ce ménphénomeéne peut étre observé en cas d’inflammation ou de

brhlures. Les nitrites sont présents dans les fluides biologiques comme la sueur ou le sang et en

grande quantité dans les cosmétigttdzalimentation.

Les risques liés a I’application de nanoparticules de Ti@en présence de nitrite sous irradiations
UVA ont été évalués I’aide de modeéles cellulaires de kératinocytes humains (HaCaT). Les
résultats mettent en évidence une augmentation de la toxicité des nanoparticulesddeniaiere
dosedépendante et I’induction d’une nitration de la protéine cystatine A des cellules

kératinocytaires amplifiant I’apoptose cellulaire.

D’une part, ’apoptose (mort cellulaire programmeée) des kératinocytes est en lien avec la voie AIF
(Apoptosis Inducting Factor), molécule pro-apoptotique libérée par la mitochondrie, qui fait suite a
la production de monoxyde d’azote (NO).

D’autre part, les nitrites associés au Hi@ugmentent considérablement la mort de cellules cutanées
exposées aux UVA par production de radicaux libres nittedbant ’activité de la protéine a

cystatine A. Les caspases ne pouvant étre inhibées par la cystatine A, il se produit une augmentation
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de I’apoptose en raison de I’absence de régulation (88). Ces données sont rassemblées dans la

figure suivante.

UVA
2.
-v
o
@ & cystatin-A
\ % expression RNS & ROS
ROS .
l ONOO - NO
& Caspase activation
\ cysatin-A nitration () AIF transtocation
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ity o anis cystatin-A — gopendent cell
degradation death

Figure 15 : Mécanisme décrivant les réponses intracellulaires aux radicaux oxygénés et azotésiitsd

par des nitrites en présence de dioxyde de titane sous (88).

Remarque : les nanoparticules de Jifilisées dans les produits cosmétiques sont enrobées par des
substances organiques ou inorganiques et peuvent étre également dopées, afin de diminuer les effet:
du stress oxydant. De plus, des systémes antioxydants sont ajoutés dans les formulations.
Concernant le Ti@ la forme anatase est considérée comme susceptible de produire plus de stress
photo-oxydant mais les produits cosmétiques ne contiennent généralement que $®uEda

forme rutile ou d’un mélange anatase/rutile.

2.2 Inflammation

L’inflammation est un phénomene se produisant en réponse a une agression menacant 1’organisme.

Cette réponse est de type immunologique. L'inflammation est utile, car elle aide 1’organisme a
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combattre 1’agression. Cependant, I’inflammation peut étre exagérée, et alors devenir déletare
nanoparticules peuvent induire une réponse inflammatoire plus importante que celle induite par des
particules de méme forme et de méme composition chimique, mais de taille micrométrique. Cette
réponse inflammatoire est étroitement associée a la prédemcaress oxydant activant les géenes
pro-inflammatoires (85)La réaction inflammatoire s’atténue progressivementn cas d’intervention

de mécanismes de contrdle (enzymes anti-oxydantes, médiateurs anti-inflammatoires) et aboutissent
a unerésolution spontanée de I’inflammation. Dans le cas contraire, la réaction inflammatoire peut
entrainer la dysfonction de 1’organe ou elle se développe, et/ou affecter des organes a distance, a

travers la sécrétion de médiateurs solubles.

Les nanoparticules de Tie pénetrent pas facilement une barriere cutanée intacte. Cepiéndant

est prouvé que la barriere cutanée de patients atopiques est altérée par le processus inflammatoire
pouvant faciliter la pénétration des nanoparticules a travers la couche cornée.

Les nanoparticules de Ti@ontenues dans les dermo-cosmétiques et produits pharmaceutiques sont
essentiellement sous forme cristallines (anatases et rutiles), notamment dans les cremes solaires
(83). Ces cosmeétiques sont en contact direct avec la couche cornée.

La dermatite atopique se traduisant par la présence de Iésion inflammatoire clitarée)le
intéressantd’étudier I’impact d’injection transdermique du TiOsur la maladie. Pour cela,
Yanagisawaet al utilisent un modéle murin de peau atopique (souche de souris transgénique
NC/Nga). L’injection d’un allergéne, 1’extrait de mite, mime les Iésions de la dermatite atopique.

Les résultats sont évalués en fonction de scores cliniques incluant 1’état de sécheresse cutanée, la

présence de blessuresd@tedémes. L’administration intradermique d’une solution contenant les
nanoparticules de Tile trois tailles différentes (15, 50 et 100 ntientraine pas d’épaississement

ou d’inflammation significative dela peau de I’oreille des souris transgéniqués’injection
d’allergenes d’acariens quant a ellaugmente significativement 1’épaississement de la peau de
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I’oreille en comparaison a I’injection de solution nano-particulaire apres trois jouk¥expérience.
Enfin, I’administration conjointe de nanoparticules et d’allergénes augmente considérablement

I’épaississement de la couche cornée. (89).

Apres injetion d’allergénes associés au TiO,, il apparait une augmentation de D’infiltration
d’éosinophile par comparaison a I’injection d’allergenes seuls. Il en est de méme poursléaux
d’interleukines (IL4 ; IL5 ; IL13) alors quéekpression d’interférony (INFy) au niveau cutané au
contraire, diminue.

Ces résultats mettent également en évidence une augmentation signiticatiue d’histamine
suite a ’administration conjointe de nanoparticules et d’allergénes en comparaison a ’injection
d’allergénes seuls (89).

L’injection intradermique de nanoparticules de TiO, semble aggraver les lésions de dermatite
atopique supposant un dysfonctionnement de la barriére cutanée par des réponses inflammatoires,
immunitaires Th2 et la libération d’histamine.

Par extrapolation, lorsque la barriere cutanée est franchie, leest@lonc susceptibl&aggraver

les effets inflammatoires caractéristiques des allergenes cutanés dans la dermatite atopique.

L’exemple des adjuvants aluminiques met I’accent sur 1’ambivalence des nanoparticules. Maquieira

et al. confirmentin vivo (étude chez la sourist le lapin) I’'immunogénicité des nanoparticules

d’oxydes d’aluminium. La liaison covalente de nanoparticules d’oxyde d’aluminium a un haptene

(molécule de faible poids moléculaire antigénique (capable d’étre reconnue par le systeme
immunitaire) mais non immunogéractive une réponse spécifique du systeme immunitaire (90).
Cependant les données concernant le développement de myofascites a macrophages suite &
I’injection de vaccins contenant des adjuvants aluminiques étoffetds résultats concernant le
potentiel inflammatoire induit par les nanopatrticules.
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La myofascite a macrophages (MMF) est une maladie rare identifiée en 1993 et classée dans
nouvelle catégorie de syndromes nommée pour la premiére fois en 2011 sous le terme
« Autoimmune/inflammatory syndrome induced by adjuvants » (ASIA). La MMF est caractérisée
par des manifestations systémiques (asthénie, myalgie, arthralgies, fiévre...) ou locales (au niveau

du site d’injection du vaccin). Les causes spécifiques ne sont pas connues mais la maladie est le
plus souvent associée a la persistance dans le miisdfexyde d’aluminium utilisé comme
adjuvant dans les vaccins humains chez des individus ayant une susceptibilité génétique. Au niveau

du muscle, des lésions microscopiques montrent une infiltration de macrophages (91).

L’importance des études humaines sur I’absorption percutanée du TiO, est soulignée par
I’insuffisance des expériences susceptibles de fournir une approche pertinente et applicable a
I’évaluation du risque inflammatoire chez I’homme, les données disponibles concernant

esentiellement des expositions suite a I’effraction de la barriére cutanée.

2.3 Perturbation de I’homéostasie ionique cellulaire

Des étudesn vitro (projet « NANODERM ») des effets du Ti@anatase, 9 nm) sont menées sur
différentes populations cellulaires : kératinocytes humains immortalisés (HaCaT), sébocytes
humains immortalisés (SZ 95), fibroblastes murins immortalisés (NIH 3T3), culture primaire de
fibroblastes humains (HDF), mélanocytes humains et cellules dendritiques humaines. L’analyse
microscopique réveéle : une internalisation au niveau cytoplasmique duwlai® les populations

des fibroblastes, mélanocytes et cellules dendritiques par un phénoméne d’endocytose; une
augmentation du calcium intracellulaire au niveau des fibroblastes; une diminution de la
prolifération des kératinocytes, sébocytes et fibroblastes. Aprés exposition au da®
changements morphologiques (rétractations, « trous ») sont décrits au niveau de la membrane

cellulaire de fibroblastes humains (71).
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En ce sens, des analyses parrofigsceau d’ions sur une culture de kératinocytes yitro) ont été
menées au CENBG afin de déterminer si la composition chimique élémentaire des cellules cultivées
en présence de TQTIO,- P25 : 80 % anatase, 20 % rutile de diamétre compris entre 25 et 35 nm)
variait L’analyse quantitative a 1’échelle cellulaire ne révéle pas de modifications majeures dans la
distribution et la composition chimique élémentaire pour la plupart des espéces chimiques étudiées.
Indépendamment de la concentration en nanoparticules dg iTi® produit cependant une
augmentation significative de la concentration du calcium intraceulai

Il est défini et décrit qu’une augmentation de calcium intracellulaire induit la différenciation des
kératinocyte®t une modification du cytoselette d’actine (92).

L’induction précoce de la différentiation des cellules exposées au TiQ a été mise en évidence par
I’é¢tude de 1’expression de 1’involucrine. L’involucrine est une protéine exprimée essentiellement

dans les couches épineuse et granuleuse de 1’épiderme et utilisée comme marqueur d’expression

tardif de la différenciation des kératinocytes.

De plus, dans les cellules exposées aw,Ti©réseau d’actine est trés significativement modifié

avec une organisation périphérique dans les cellules. Cette organisstioypique d’une
réorganisation induite par une augmentation du calcium intracellulaire (93). Aussi, il a été constaté
une diminution de la prolifération cellulaire non associée a une mort cellulaire.

La perturbation de I’homéostasie ionique par l’augmentation de la concentration calcique
intracellulaire s’accompagnant d’une différenciation cellulaire précoce significative avec
diminution de la prolifération cellulaire (sans mort cellulaire) rend compte de la toxicité de ces

nanoparticules (94).
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2.4 Effets carcinogéenes

Concernant le potentiel cancérigéne des nanoparticules de dift@rentes études révelent des
résultats contradictoires (95,96).

Certains auteurs affirment que les nanoparticules dgco@enues dans les dermo-cosmétiques ne
traversent pas la couche cornée d’une peau saine et n’entrainent doncpas d’effets systémiques pour

la santé humaine (5).

Bien que le titane et le TiOsoient considérés comme inerte$’échelle micrométrique, il faut
néanmoins s’assurer que ces constituants sont sans danger au vue de leur utilisation cosmétique

sous forme nano-particulaire.

Le centre international de recherche sur le cancer (CdRIassé en 2006 toutes les formes de TiO
comme potentiellement cancérigénes pour les hommes (classe 2B) sur les bases des données
obtenues aprés étudie 1’inhalation de particules finement divisées chez le rat et des données
épidémiologique chez I’homme, suggérantune augmentation de I’incidence des tumeurs et

emphysemes pulmonaires (2).

Une étude a été menée par Furukaetaal afin de déterminer le potentigpromoteur de
cancérogénese cutanée des nanoparticules defdif@tionnalisées ou non, utilisées en dermo-
cosmétiques (95). expérience a été réalisée a partir de souris dont le processus de cancérogénese
cutané a été induit (par du 7,12 diméthylbetajthracene (DMBA)) et maintenu (par du 12-o-
tétradécanoylphorbol 13 acétate (TPA)). La présence de nodules par observation macroscopique
apres application de nanoparticules de ,Ti® doses croissantasest pas significative par
comparaison aux groupes témoibsaprés ces résultats, I’application cutanée de nanoparticules de

TiO2 ne conduit pas a un risque de carcinogenése cutanée.
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Moon et al. étudientl’impact des nanoparticules de Ti@ sur la croissancen vivo de tumeus
cutanées a traws la modulation de I’activité du systéme immunitaire (96). Le protocole consiste en
I’injection intrapéritonéale quotidienne chez des souris de nanoparticules dep@i@ant 28 jours
précédant I’implantation de cellules tumorales (cellules de mélanome B16F10 utilisée pour
I’analyse de la croissance tumorale in situ). Les données mettent en évidence une augmentation de
la taille des tumeurs chez les souris exposées aux nanoparticules Jdeari{jection intra-

péritonéale par comparaison aux souris « controles » (figure 16).

300 3

o Control
250 1 - O = 11032, < 25nm
—e TIO;:. < 100nm

. o :

200 1

150 1

100 1

Tumor volume (mm?)

50 -

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Days after tumor injection

Figure 16 : Evolution de la taille des tumeurs apres injection intrapéritonéale de Tis96)

L’expérience montre €également que les nanoparticules de;p€uvent perturber le développement

et la prolifération des lymphocytes B et T, diminuer la population de cellules Natural Killer (NK)
ainsi que I’activité des macrophage

Pour mémoire, les lymphocytes sont les cellules centrales du systeme immunitaire, capables de
reconnaitre spécifiguement les éléments « étrangers » et de les différencier des composants de
I’organisme. Normalement, ils ne doivent pas réagir contre les tissus de 1’organisme lui-méme. ||

existe deux types de lymphocytes : les cellules B qui produisent les anticorps et les lymphocytes
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possédant plusieurs fonctions (assistent les cellules B dans leur réponse anticorps, reconnaissent e
détruisent les cellules infectées, activent la phagocytose et contrdlent la qualité et le niveau de la
réponse immune). Brievement, les cellules Natural Killer (NK), sont quant a elles, capables de
détruire une grande variété de cellules cibles. Elles représentent ainsi une seconde ligne de défense
(97).
En se basant sur ces résultats, il est possible de suggérer que les nanoparticulesrdalfE@nt
le systétme d’immunosurveillance ont un effet indirect sur la croissance tumorale in situ. La
présence de nanoparticules de J@dtrainerait donc une diminution de la réponse immunitaire et
une augmentation de la taille des tumeurs solides comme le montre la figure n°16. Ces résultats sont
en accord avec un précédent rapport indiquant’grjection intrapéritonéale d’une suspension de
TiO, sous forme de fullerénes peut potentialiser la croissance tumorale (cellules de mélanomes)

vivo par des mécanismes de suppressions de la réponse immune (98).
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Conclusion et perspectives

Les nanopatrticules font, a ce jour, partie intégrante de notre quotidien, puisque présentes en grande
proportion dans nos produits de consommation courante et dans notre environharyentif de

ce manuscrit est double ’uvile part, informer des perspectives intéressantes et innovantes
qu’offrent les nanomatériaux du fait de leurs propriétés physico-chimiques que ce soit dans les
domaine de I’industrie ou du médical ; d’autre part, sensibiliser aux effets et interactions de ces

éléments avec les systemes biologiques.

En oncologie, d développement des nanoparticules permet aujourd’hui de proposer une thérapie
ciblée, dontl’efficacité d’action et la diminution des effets secondaires sont supérieures a la
chimiothérapie conventionnelle.

Ces thérapeutiques nouvelles se basent sur la capacité de délivrance et de ciblage sunsi
I’exploitation de caractéristiqueS propres aux nanoparticules. Dans ce contexte, certains produits
sont d’ores et déja en phase d’essais cliniques sur ’homme.

En imagerie,les nanoparticules inorganiques posseédent des caractéristiques d’absorption et de
diffraction de la lumiére qui les rendent intéressantes comme agent de contraste.

Le dévebppement de nouveaux outils comme I’émergence de traceurs ou « bio-senseurs »
fluorescentsffre aujourd’hui I’espoir d’un diagnostic précoce et non invasif du cancer.

La maitrise et I’essor de ces différentes applications en imagerie et thérapie donnent une nouvelle
impulsion aux nanotechnologies et les orientent vers le développement de nanoparticules a
fonctions multiples en vue de laectorisation d’agents de contraste combinés a un nano-

médicament.

Cettethese d’exercice aborde la toxicité des nanoparticules contenues dans les dermo-cosmétiques
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par le biais du Ti@ Ces nanoparticules utilisées entre autres comme filtres physiques anti-UV dans
les cremes solaires et susceptibles du franchissement de la barriére cutanée, seraient suspectée
d’engendrer une dynamique dans I’apparition et le développement de pathologies cutanées

(cancers).

A travers I’analyse de différents travaux de recherche, une approche de cette nanotoxicité est
proposeée.

Plusieurs voied’expositions aux nanoparticules sont possibles : la voie pulmonaire est la principale
en raison es quantités importantes de particules ultrafines présentes dans I’environnement ; la voie
digestive pal’ingestion de nanoparticules utilisées comme additifs alimentaires, excipients dans les
formes pharmaceutiques orales, adjuvants dansrtie$es d’hygiene (dentifrice) ; enfin la voie

cutanée est a considérer du faif’application quasi quotidienne de dermo-cosmeétiques.

La nanotoxicité a essentiellement été étudiéatro par différentesechniques d’imagerie associées

a des techniques de fonctionnalisation chimique des nanoparticules.

En admettant la voie transannexielle comnperte d’entrée » ala pénétration transcutanée, il est
envisageable dans certaines conditions (pratiques hygiéniques : rasage, épilation) qupues3eO
étre en contact avec les cellules vivantes du follicule pilBaxméme 1’intégrité cutanée constitue

un parametre important dans le passage des nanoparticules.

Au niveau cellulaire,’Internalisation des nanoparticules de TiO2 par les kératinocytes entraine une
augmentation significative de la concentration calcique intracellulaire. Ce taux de calcium dans la
cellule est associé a une diminution de la prolifération cellulaire en absence de mort cellulaire.
L’internalisation des nanoparticules de TiO2 provoque aussi une différentiation précoce des cellules
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kératinocytaire.

Il a aussi été mis en évidence que la pénétration des nanoparticules peut induire un strifsa oxyda
I’origine d’une toxicité cellulaire.

Enfin, 9 I’on considére que les nanoparticules de Ti@lterentle systéme d’immunosurveillance, il

n’est pas excluju’elles aient un effet indirect sur la croissance tumoralsitu.

A ce jour, il restalifficile de se prononcer quant a I’innocuité de ces éléments. Butres travaux au

cas par cas sont indispensables afin de clarifier leur impact sur la santé des hommes en raison de
leur multiplicité et des différentes voies d’exposition possibles. L’é¢tude du devenir des
nanoparticules dans notre organisme (toxicocinétique) et de leurs effets cellulaires (stress oxydatif,

cytotoxicité, génotoxicité) est essentielfén de garantir leur sécurité d’utilisation.

D’autres points non évoqués dans ce manusadititeraient de faire I’objet d’une attention
particuliére. Aijjourd’hui se pose la question du devenir de ces composés nano-particulaires dans
I’environnement. Des recherches se poursuivantl’impact de I’application de créme solaire avant

la baignade et de ’effet de cette pollution sur les écosystémes marins. Selon une étude de
I’Environmental Health Perspectives (EHP), menée par le Professeur Donavaro, les cremes solaires
utilisées ont une action délétere sur les récifs coralliens. Des expériences menées dans différentes
mers du globe (Océans Pacifique, Atlantique, Indien) soulignent que certains filtré$Vanti-
chimiques (ethylhexyl-methoxycinnamate (OMC), octocrylene (OCT), benzophenone-3 (BZ),
ethylhexylsalicylate (EHS)) entrainent le blanchiment et la mort de coraux par développement
d’infections virales détruisant la Zooxantelle, micro-algue vivant en symbiose avec le coralil,
nécessaire a son développement (99).

Une alterative afin de préserver 1’écosystéme marin serait 1’utilisation de crémes solaies avec

filtres minéraux considérées comme « bio » mais contenant des nanoparticules.
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En ce sens, une étude environnementalBimpact de ces nanoparticules a I’aide d’un organisme

multicellulaire se révéle pertinente.

De nouvelles expériences proposent une approche environnementale en labdeateifets
potentiels des nanoparticules sur un organisme multicell@emorhabditis elegan& elegans)
modele animal de laboratoire admis pour réaliser des études toxicologigies

La présence d’un stress induit par les polluants ou la désorganisation des écosystemes peu\énet

évaluéepar I’analyse de I’abondance et de la structure des nématodes (vers ronds).

C. elegansest un modéle biologique tres intéressant car il petmgbremiére approche a 1’échelle

de la cellule. lloffre la possibilité d’étudier le passage des nanoparticules par différentes voies
(ingestion, passage a travers la cuticule). De plus, les effets peuvent étre observésualenwea
cellule, des organes, mais aussi a I’échelle de I’individu (embryon, larve, adulte) et sur les
générations successives.

Ce modele grmet également d’envisager des modes d’interactions plus complexes comme la

bioaccumulation ou la bio persistance des nanoparticules.

Des tests de toxicité basés d0relegansont été développésfin d’estimer les risques éco
toxicologiques au niveau daesls et de 1’eau. [’analyse ¢lémentaire chimique par PIXE est une
technique non invasive adaptée a la détection, localisation, suivi et quantification des nanoparticules

dans cet organisme.
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Figure 17: Analyse PIXE-Tomographie (3D) deC. elegans Distribution tissulaire des éléments
chimiques (Phosphore, Soufre, Calcium). Détection et localisation des nanoparticulesTd® , (images

CENBG)

Des études ont déja démontré 1’effet toxique et délétére des nanoparticules notamment sur les
capacités reproductives d€.elegans(100). Par analogie a I’homme, C.elegans présentent
anatomiquement les différents organes susceptibles d’étre exposés aux nanoparticules avec des
conditions d’expositions similaires. De plus, leur trasparence permet un tracage facile des

nanoparticules.

En conclusion, la nanotoxicologie nécessite une analyse au cas par cas, prenant enlacompte
forme, la voie d’exposition, les vecteurs associés. Ce manuscrit témoigne que le domaine des
nanotechnologies ainsi que leur impact environmgghet sur la santé humaine s’avérent des sujets

de recherche émergeaptiisqu’ils bouleversent le principe méme de la toxicologie basée sur 1’effet

de la dose.
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Annexes

ANNEXE 1: Tableau récapitulant les méthodes de synthése des nanomatériaux (inspiré du FgpBit A

juillet 2006)
Méthode de Principe de fonctionnement | Type de nanomatériaux| Taille des
production fabriqués nanomateériaux

Méthodes physiques

Evaporation Evaporation d’un métal par Fe, Ni, Co, Cu, Al, Pd e] 20 a 100 nm
/condensation sous | chauffage puis condensation Pt.
pression inerte ou de la vapeur métallique afin | Oxydes.
réactive d’obtenir des nano-poudres
formées de particules

nanométriques dispersées.

Pyrolyse LASER Interaction en jets croisés Si, SiC, SICN, 15420 nm
entre I'émission d'un laser | SICNAIY, SiCO,
CO, et un flux de réactifs. SisNg, TIiC, TiO,,

fullerénes, suies

carbonées, etc.

Fluide supercritique | Le fluide supercritique peut | Matériaux pour la Quelgues nm a
(sans réaction étre utilisé en tant que vectorisation de quelques pm
chimique) solvant, antisolvant, principes actifs

plastifiant, nébuliseur, phase

d’émulsion, etc.

Micro-ondes Couplage avec les voies de | Nickel, argent 20 4200 nm
synthése des nanoparticules

pour permettre un chauffage
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plus rapide et plus homogen

du milieu.

Irradiation ionique

/Electronique

Plusieurs méthodes : dép6t
d'énergie par des ions lourds
rapides d'accélérateurs qui
permet la réalisation de
membranes polyméres
nanoporeuses ; irradiation dé
la mobilité ionique qui perme
d'obtenir des agrégats
métalliques insérés dans des

matrices vitreuses

Production de nanoporg
dans un matériau de
dimensions
macroscopigues ou de
nanostructures
immobilisées dans une

matrice

Recuit a basse
température de

phases amorphes «

Des nanostructures peuvent
étre obtenues a partir de

phases amorphes par

Alliages métalliques et
Intermétalliques

complexes avec trois a

Toute la gamme

nanomeétrique

massives » traitement thermique de cing éléments base Al,
recristallisation Zr, Fe.

Plasma thermique Les particules vaporisées ou| Des nanopoudres ?
fondues dans un plasma céramiques comme des
thermique sont trempées ou| carbures (TiC, TaC,
condensées sous forme de | SiC), des siliciures
particules ultra fines (MoSi,), des oxydes

dopés (TiQ) ou
complexes (HA, YIG,
pérovskites)

)

Dépobt physique en

phase vapeur

Le procédé PVD (Physical

Vapor Deposition) met en

Des dépbts de TiN,

CrN, (Ti, AN
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ceuvre 1’évaporation ou la
pulvérisation d’une cible

métallique solide.

Méthodes chimiques

Réactions en phase

vapeur

Le procédé CVD (Chemical
Vapor Deposition) permet
I’élaboration de couches
minces par réaction chimique
entre un composé volatil du
matériau a déposer et la

surface du substrat a recouvr

Matériaux de natures
trés diverses (carbures,
nitrures, oxydes, alliage

métalliques, etc.).

Quelgques nm a

guelques um

Réactions en milieu

liquide

Mise en solution de réactifs
conduisant a la formation de
nanoparticules par
modification des conditions
physico-chimiques du milieu
(pH, température,

concentration, etc.).

La plupart des métaux ¢

oxydes

Quelgues nm a
guelques

centaines de nm

Réactions en milieu

solide

Ce procédé recouvre de
nombreuses voies de syntheég
qui ont pour objet de controéle
la taille des nanoparticules.
(notamment par la taille des
produits initiaux, par la
diffusion, par des sites
réactionnels spécifiques ou p

le volume réactionnel)

La plupart des métaux ¢

oxydes

Quelques nm a

guelques um
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Techniques sol-gel

Production de nhanomatériaux
partir de saltions d’alkoxydes
ou de solutions colloidales
sous forme de monolithes, dg
nano-pigments cristallisés ou
de couches minces. Ce sont
des techniques fondées sur d
réactions de polymérisation

inorganiques.

La plupart des oxydes

Quelques nm a
guelques

centaines de nm

Fluide
supercritiqgue avec

réaction chimique

Ajustement continu des
propriétés physico-chimiques
du milieu réactionnel sur une
grande échelle par ajustemer
des parameétres pression et
température sur de petites
échelles afin de contréler la
réaction chimique et ainsi

I’élaboration du matériau

La plupart des métaux,
oxydes et quelques

nitrures

Quelgues nm a

guelques um

Méthodes

mécaniques

Mécanosynthese et
activation
mécanique de
procédés de la
métallurgie des

poudres

La mécanosynthese consiste
broyer des poudres
micrométriques (1 a 50 um) de
plusieurs alliages pour les

mélanger.

Tous les types de
matériaux (céramiques,
métalliques, polymeres

semi conducteurs)

particules de
guelques nm a
particules
microniques

nanostructurées
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Consolidation et

densification

Les techniques de
consolidation permettent
d’obtenir des pi¢ces massives

a partir de matériaux
pulvérulents (poudres
métalliques, céramiques, sen|

conducteurs et organiques).

Forte déformation

(hypercorroyage)

Raffiner lastructure d’un
matériau cristallin (métal,
céramique), jusqu’a obtenir
une taille de grains de
quelques dizaines de
nanometres. Les techniques
utilisées sont la torsion,

I’extrusion, etc
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ANNEXE 2 : Exemples de propriétéscherchées par I’utilisation de nanoparticules dans différents secteurs

d’activités (2,9)

Transport terrestre, aéronautiq Amélioration: des performances des moteurs, de la résis
et spatial mécanique et thermique des matériaux, de 1’efficacité énergétique, de la
sécurité, du confort, des matériaux autonettoyants ; Diminution d
corrosion, la pollution, du colt, consommation de carbuyr

développement de détecteurs de glace et de fissures des structurg

Electronique et communication | Développement de : mémoires haute densité, processus miniat
écrans plats a éclairement brillant et tres haute définition, polymé
composites nanostructurés permettant le développement de comy

électroniques souples et de papier électronique.

Industrie chimique et matériaux | Développement de : céramiques, pigments, poudres et catal
multifonctionnels, fils plus légers et plus résistants, inhibiteurs
corrosion, couches fonctionnelles (isolation thermique, antiadhg
antistatique), peintures, vitres et vétements auto nettoyants, men|
pour séparation de matériaux (traitement des eaux, dialyse), ou

coupe extrémement durs etc.

Santé et industries Nouvelles approches pour un diagnostic médical plus p
pharmaceutiques, biomédicales| (marqueurs fluorescents, contrastes accrus en imagerie, me
biotechnologiques et cosmétiquq caractérisation de certains paramétres) traitements mieux ciblés ¢
efficaces.
En cosmétologie : amélioration des propriétés optiques (protectior
UYV), de la tenue (crémes solaires résistantes a 1’eau), de la brillance et

de la transparence des produits, développement de nouveaux p

antirides, antivieillissement et antibactériens.

Agriculture Meilleure absorption des pesticides, fertilisants et autres subst
chimiques agricoles. Optimisation de la production animale
libération d’hormones de croissance et de vaccins sur demg

détection de pathogénes chez les animaux et les plantes.

Energie Amélioration des performances des systémes de productig
d’utilisation de 1’énergie, stockage de I’hydrogéne, nouvelle génération
de cellules photovoltaiques, production de batteries et cellulg
combustion, optimisation de [I’efficacité de [’énergie ¢éolienne,

matériaux isolants plus efficaces.
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Secteur manufacturier

Conception d’équipements pour produire et incorporer des
nanoparticules dans des produits a valeur ajoutée et assu
caractérisation et la qualité ; ingénierie de précision pour la prody
de nouvelles générations d’instruments sur mesure, nouveaux processus
et nouveaux outils pour manipuler la matiére au niveau atomiq

développement d’appareils divers.

Environnement et écologie

Réduction des émissions de polluants, dépollution des sites conta|
traitements des effluents, protection des organismes sensib
diminution des émissions de gQOrécupération et recyclage d
ressources existantes, amélioration de la décontamination ¢

recyclage des métaux.

Défense

Détecteurs d’agents chimiques et biologiques, explosifs plus puissants,
systémes furtifs, textiles légers et performants se réparant d’eux méme,
systémes de surveillance miniaturisés et systéme de guidagg

précis.

Caoutchouc et matiéres plastigy

Réduction du poids et augmentation de la performance
pneumatiques, durée de vie accrue et recyclage. Diminution

émissions sonores.

Métallurge

Amélioration des propriétés des métaux, diminution du frottement
’utilisation de lubrifiants lors de la fabrication des piéces ; outils de

coupe plus durs et plus résistants a 1’abrasion et a la corrosion,

amélioration des performances d’usinage.
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Résume :

Les nanotechnologies constituent un champ de recherche et de développement important
début du XXM siecle. Elles reposent sur la capacité a manipuler la matiére a 1’échelle du
nanométre (18m) voire de I’atome. L'utilisation des nanoparticules au niveau mondial ne ces
s’accroitre notamment sur le plan médical, environnemental et industriel. Elles permettent [g
création de nouvelles classes de matériaux aux propriétés innovantes. Ainsi, ces nanof
produites intentionnellement sont utilisées dans des produits cosmétiques et d’hygieéne, dentifrices,
additifs alimentaires, articles de sport, pneu3e plus, leurs propriétés particulieres en font
outils extrémement intéressants dans plusieurs domaines de la recherche fondamentale e
tels que l’oncologie, I’imagerie médicale, le diagnostic, I’administration de médicaments, la
fabrication de biomatériaux, ou encore la vaccination. Il est indispensable de clarifier I’impact de
ces nanoparticules sur la santé en raison de leur multiplicité et des différentes voies d’exposition
possibles. Il est a ce jour difficile de se prononcer gadtinnocuité de ces éléments, les résultats
¢tant parfois contradictoires, a I’instar des données actuelles relatives a la pénétration de la barriére
cutanée par les nanoparticules du dioxyde de titane)Tdhtenues dans les dermo-cosmétiq
L’étude du devenir des nanoparticules dans notre organisme (toxicocinétique) et de leu
cellulaires (stress oxydatif, cytotoxicité, génotoxicité) reste indispensable afin de garan
sécurité d’utilisation. Ce manuscrit propose une introduction générale aux nanotechnologies ef
leurs applications par une approche du nanomonde et 1’étude particuliere de 1’éventuelle toxicité du

TiO, contenu dans les topiques cosmétiques.

Title: Nanopatrticles and health: applications to potential risks. The example of Ti@

Mots clés: Nanoparticules, nanotoxicité, applications médicales, dermo-cosmétiques,
pénétration cutanée.

Keywords: Nanoparticles, nanotoxicity, medical applications, dermo-cosmetics,, BKin
penetration.

UFR des Sciences Pharmaceutiques
Université de Bordeaux

Pole Sciences de la santé

146, Rue Léo Saignat

33 076 Bordeaux Cedex

138



