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objectif de cet article
est de faire le point des connais-
sances sur la toxicité pulmonaire
des silices amorphes synthé-
tiques (SAS) a partir des études
disponibles chez 'homme et des
travaux expérimentaux in vivo et
in vitro. Limportance des proprié-
tés physico-chimiques des SAS dans
les mécanismes de toxicité est éga-
lement abordée. Les sources d'infor-
mation qui ont été utilisées sont
principalement les sites en ligne de
Medline-PubMed, du Centre inter-
national de recherche sur le cancer
et de I'European Chemicals Agency.
Les articles sélectionnés concernent
des SAS précipitées, colloidales ou
pyrogénées sur lesquelles ont été
réalisées des études chez 'homme
ou des études sur des modeles in
Vvivo ou in vitro.
Les silices amorphes synthétiques
(SAS) sont composées de particules
primaires d'un diametre générale-
ment inférieur a 100 nanometres
(nm). Elles sont ainsi considérées
comme des substances al'état nano-
particulaire (ou nanomatériaux)
selon l'article R. 523-12 du Code de
l'environnement.

Les SAS peuvent étre divisées en
deux types selon leur procédé de
fabrication : voie humide ou ther-
mique .Les
SAS précipitées sont obtenues par
acidification du silicate de sodium
(Na»SiOs) en conditions humides. Le
précipité gélatineux qui en résulte
est alors transformé en SAS sous
forme de poudre, de gel ou de col-
loide en fonction du séchage et du
broyage employés. Les SAS pyro-
génées sont produites sous forme
de nanopoudre par hydrolyse de
tétrachlorure de silicium (SiCly)
a une température supérieure a
1000 °C, tandis que les silices a l'arc
sont obtenues par broyage. Les SAS
précipitées et pyrogénées ont une
forme plus ou moins sphérique avec
un diametre d’'environ 10-20 nm et
sont fortement agrégées/agglomeé-
rées entre elles

. Toutes les formes de silices
amorphes synthétiques peuvent
étre modifiées en surface, physique-
ment ou chimiquement.
Les produits industriels contenant
des SAS ont été commercialisés
pour la premiere fois dans les
années 1950. En 2016, 1a production
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Figure 1:Production industrielle des SAS.

Silices amorphes
synthétiques (SAS)
( Voie humide )
SAS précipitées
SAS colloidales
Gel de silice

SAS pyrogénées

Silices a I’arc

Voie thermique

Figure 2 : Images, en microscopie électronique, de silices amorphes synthétiques (SAS).
© Département Métrologie des polluants, Laboratoire d’Analyse Inorganique et de Caractérisation des Aérosols, INRS

.

SAS précipitée en poudre

mondiale de SAS était estimée a
3,2 millions de tonnes par an [1].
D’apreés les données issues de la
déclaration des substances a I'état
nanoparticulaire mises sur le mar-
ché en France en 2018 (registre
R-Nano), les SAS sont parmi les
nanomatériaux les plus produits,
distribués ou importés avec des
quantités supérieures a 10 000
tonnes [2]. Les SAS sont utilisées
dans une grande variété d'appli-
cations industrielles, notamment
en tant qu'agents de renforce-
ment et d'épaississement dans
la fabrication des pneumatiques,

SAS précipitée colloidale

des résines et des encres. Elles se
retrouvent aussi dans les produits
cosmétiques,  pharmaceutiques
et sont utilisées comme additifs
alimentaires.

D’'un point de vue réglementaire,
les SAS, ne font pas l'objet a ce jour
dune classification européenne
harmonisée dans le cadre du regle-
ment CLP.

Il n'existe pas actuellement en
France de valeur limite d’exposi-
tion professionnelle (VLEP) spéci-
fique pour les formes nanoparti-
culaires de silice amorphe telles
que les SAS. De par leur taille

1. Silice pyrogénée
(CAS 112945-52-5),
silice synthétique
produite par

voie humide
(précipitée, gel,
CAS 7631-86-9).

SAS pyrogénée

nanométrique, elles ne peuvent
pas étre considérées comme
des poussieres réputées sans
effet spécifique (PSES), comme
le sont classiquement les silices
amorphes naturelles, dont le dia-
metre particulaire est supérieur
a 1 pm. De ce fait, l'utilisation des
VLEP existantes pour les PSES [3]
comme repere lors de l'évaluation
des risques des SAS est inadap-
tée. En Allemagne, la valeur MAK
spécifique a certaines SAS' est de
o,5mg/m3 [4]. Il convient néan-
moins de rappeler que, lors de la
caractérisation des expositions
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>GLOSSAIRE

cette base modifiée se forme
par 'oxydation de la base
guanine de ’ADN. Elle peut
entrainer des mutations

de I'ADN et, a ce titre, peut
étre considérée comme un
marqueur du stress oxydant*.

le processus par lequel des
cellules déclenchent leur
autodestruction en réponse a
un signal.

protéines dont
I'une des fonctions principales
est d’attirer les leucocytes sur
le site inflammatoire.

forme

phosphorylée de I'histone
H2AX. La formation de cassures
doubles brins de TADN
déclenche un mécanisme
cellulaire de réparation
de ’'ADN qui dépend de la
phosphorylation de I'histone
H2AX autour des sites de
cassures. Lhistone yH2AX est

couramment utilisée comme
marqueur de génotoxicité.
organite cellulaire
contenant des enzymes qui
dégradent la plupart des
macromolécules biologiques.
provient
d’une agression chimique
oxydative due a un excés de
molécules particuliérement
nocives dans la cellule. Ces
molécules, appelées espéces
réactives de 'oxygéne et de
I'azote, peuvent endommager
I'ADN et I'ARN et oxyder les
protéines et les lipides. Elles
comprennent le peroxyde
d'hydrogéne (H20,), 'oxyde
nitrique (NO), I'anion oxyde O,
le peroxyde nitrite (ONOO"),
I'acide hydrochloreux (HOCI) et
le radical hydroxyle (OH).
met en
évidence les cassures de brins
d’ADN dans le noyau des
cellules. Aprés traitement, les
cellules sont incorporées dans
un gel d'agarose. Les fragments

d'ADN sont alors séparés par
électrophorése et marqués par
fluorescence. La présence de
cassures de I’ADN se traduit
par une « queue de cométe »
figurant des fragments d’ADN
de différentes tailles.

test de mutation génique in
vivo ou in vitro sur des cellules
de mammiféres. Il est employé
pour détecter des mutations
induites par des agents
chimiques. Dans ce test, les
systémes génétiques utilisés
permettent de détecter les
mutations dans le géne codant
pour 'enzyme hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl
transférase (HPRT) [7].

mesure I'activité de la
lactate déshydrogénase
(LDH) extracellulaire, un
enzyme cytoplasmique qui
s'’échappe hors de la cellule si
la membrane de celle-ci est
altérée.

(dans la suite de I'article, tous les termes accompagnés d'un astérisque* sont définis ici)

permet de détecter

différents types d’altérations
chromosomiques. Aprés
traitement des cellules

avec un agent génotoxique

et marquage de I'ADN,
I'observation de micronoyaux
a proximité du noyau principal
traduit la présence de
fragments de chromosome ou
de chromosome entier.

la
transformation cellulaire est
le processus de conversion de
cellules normales en cellules
tumorales. Apreés traitement,
les cellules sont cultivées
en boite de pétri pendant 21
jours puis colorées. Les foyers
apparaissant dans les cultures
traitées sont constitués de
cellules transformées qui
ont proliféré de maniere
anarchique et qui sont plus
intensément colorées que les
cellules normales.

professionnelles aux nanoparti-
cules, l'expression des doses uni-
quement en concentration mas-
sique peut ne pas étre suffisante
dans le cadre de I'évaluation des
risques.

Comme les SAS peuvent étre
remises en suspension dans l'air
lors de leur production ou de leur
utilisation, la voie majeure d’expo-
sition professionnelle a ces maté-
riaux est I'inhalation [5]. Pour cette
raison, cette revue de la littérature
s'intéressera particulierement
a leurs effets pulmonaires chez
I'homme et 'animal. En revanche,
les modeles cellulaires étant
souvent dépendants des effets
toxiques recherchés, les études in
vitro décrites dans cette revue ne
concerneront pas exclusivement
des modeles pulmonaires.

ETUDES CHEZ 'HOMME

Si les données expérimentales sont
riches, comme montré ci-apres, les
données chez 'homme sont rares.
Pour combler ce manque de don-
nées, des études épidémiologiques
sont en cours et le suivilongitudinal
des populations incluses permet-
tra l'analyse des effets sanitaires
des SAS. Ainsi, une cohorte pros-
pective de travailleurs exposés a
différents nanomatériaux, dont les
SAS, a été mise en place a Taiwan
en 2012 [6]. Le suivi a 6 mois de
travailleurs manipulant des SAS a
montré que cette exposition entrai-
nait une diminution significative de
l'enzyme antioxydante glutathion
peroxydase et une augmentation
des marqueurs cardiovasculaires

(molécules d'adhésion vasculaire
et d'adhésion intercellulaire, varia-
bilité des fréquences basses car-
diaques). Au niveau de la fonction
pulmonaire, la diminution du débit
expiratoire forcé a 25 % était plus
¢levée chez les salariés exposés
par rapport aux non exposeés. Des
effets génotoxiques ont été mis
en évidence dans les lymphocytes
circulants par le test des cometes™.
Des effets épigénétiques, se tra-
duisant par une hypométhylation
globale de I'ADN des lymphocytes
chez les travailleurs exposés aux
SAS, ont été également observés. Ce
marqueur est souvent associé aux
stades précoces de la cancérogénese
bien qu'aucun effet cancérogene
n'ait été observé dans les études
épidémiologiques a ce jour [8]. Par
ailleurs, une étude transversale
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rétrospective réalisée chez des tra-
vailleurs de cinq usines exposés a
des SAS pyrogénées et précipitées,
a mis en évidence une diminution
de la capacité vitale forcée, sans
signe radiologique de silicose. La
prévalence de troubles ventilatoires
obstructifs et restrictifs chez les tra-
vailleurs était similaire a celle de
la population générale [9]. A notre
connaissance,iln’'y a pas de donnée
de toxicocinétique chez I'homme
apres exposition aux SAS par voie
respiratoire.

Un état des lieux sur les données
humaines en relation avec l'expo-
sition aux SAS a été publié en 2019
[10].

ETUDES EXPERIMENTALES

ETUDES IN VIVO

Plusieurs études de toxicité in
vivo se sont intéressées aux effets
des SAS aprés exposition par
voie pulmonaire. En effet, les SAS
sont capables de produire des
effets inflammatoires pulmonaires
comme d'autres agents particu-
laires ou fibreux le font. Les effets
cancérogenes ou liés a la cancéro-
genese tels que la génotoxicité ont
été également étudiés in vivo. Une
génotoxicité directe et indirecte
(dite secondaire) des silices cris-
tallines proposée comme méca-
nismes de leur toxicité a été éten-
due par la suite aux SAS [19]. La
génotoxicité directe nécessite que
les particules pénetrent dans le
noyau et interagissent directement
avec I'ADN, libérant des radicaux
libres qui endommagent I'ADN
ou perturbent la ségrégation des
chromosomes pendant la mitose.
La génotoxicité indirecte repose,
quant a elle, sur I'épuisement des
meécanismes antioxydants cel-
lulaires dont les conséquences
sont des dommages oxydatifs

endogenes a l'état d'équilibre, ou
des dommages oxydatifs accrus
résultant de l'activité mitochon-
driale, I'inhibition de la réparation
de I'ADN... La génotoxicité secon-
daire (uniquement in vivo) est
meédiée par des especes réactives
de l'oxygene produites par les pha-
gocytes lors de I'inflammation [20].

TOXICITE AIGUE

Une étude de toxicité aigué dans
laquelle des rats étaient exposés
par instillation endotrachéale a
3, 6 et 12 mg/kg de SAS a 3h, 24h
ou 48h avant la collecte des tis-
sus, a permis de montrer que des
SAS précipitées et pyrogénées
induisent, a toutes les doses tes-
tées, une augmentation du nombre
de granulocytes neutrophiles dans
le liquide broncho-alvéolaire (LBA)
indiquant une inflammation pul-
monaire chez les animaux expo-
sés. Dans cette étude, le test des
cometes®, réalisé sur les cellules
du poumon, du sang, de la rate, du
foie, de la moelle osseuse, des reins,
sur les cellules présentes dans le
LBA, et le test des micronoyaux®
appliqués aux cellules de la moelle
osseuse, n'ont pas montré deffet
génotoxique des SAS étudiées [16].
Ainsi, contrairement a 'hypothese
proposée, l'inflammation consta-
tée n’a pas initié un processus
génotoxique.

Lexposition par inhalation de rats a
des SAS précipitées et pyrogénées a
25 mg/m3 pendant 5 jours a conduit
a des changements histopatholo-
giques au niveau des poumons:
des accumulations intra-alvéo-
laires de macrophages et de gra-
nulocytes ont été constatées ainsi
quune hypertrophie bronchique
[12]. En revanche, des expositions
dont les conditions expérimentales
étaient identiques a l'exception de
la concentration :1 et 5 mg/m2 n'ont
pas provoqué les effets observés a
25 mg/Ims.

TOXICITE SUBCHRONIQUE ET
CHRONIQUE

Dans le cadre d'une étude de toxi-
cité subchronique, I'exposition par
inhalation de rats a différentes SAS,
pendant 13 semaines, a provoqué
une augmentation du poids des
poumons a toutes les doses tes-
tées (1, 6 et 30 mg/m3). La dose la
plus élevée (30 mg/m?) induisait
une inflammation pulmonaire,
des lésions granulomateuses, un
épaississement des parois alvéo-
laires et une fibrose [11]. Cet effet
inflammatoire des SAS a été
confirmé dans une autre étude
[J21]. Le LBA des rats exposés par
inhalation pendant 13 semaines
a une concentration élevée d'une
SAS pyrogénée a 50mg/m3
contenait un nombre de granulo-
cytes neutrophiles 200 fois supé-
rieur a celui des témoins. Par ail-
leurs, l'expression du geéne de la
chimiokine* MIP-2 était accrue,
témoignant d'une activation des
neutrophiles et par la-méme d'une
inflammation pulmonaire induite
par l'activation de ces cellules du
systeme immunitaire. De maniere
intéressante, le nombre de neu-
trophiles et l'expression de MIP-2
revenaient a des valeurs normales
huit mois apres la fin de l'exposi-
tion, indiquant que I'inflammation
pulmonaire produite par cette SAS
était réversible. De plus, le test de
cytotoxicité LDH*, réalisé sur le LBA
des rats exposés aux SAS, indiquait
un effet cytotoxique des SAS sur les
cellules pulmonaires. Par rapport
aux effets génotoxiques, le test de
mutagénese HPRT* n’avait pas mis
en évidence une augmentation
des mutations de I'ADN induite
par cette SAS dans les cellules épi-
théliales alvéolaires [21]. La encore,
I'hypothése d'une génotoxicité
potentielle des SAS n'a pas été
montrée expérimentalement.

La premiere étude de cancéroge-
neése sur une SAS (précipitée) a été
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< Tableau I

> ETUDES IN VIVO

Type i
de SAS d’exposition
PC*

18 nm 30 mg/m3 6 h/jour,
Rat Wistar PG** 12 nm 1, 6,30 mg/m3 Inhalation 5]ou!'s/ Inflammat'lon
semaine, pulmonaire
PG 12 nm 30 mg/m3 13 semaines
PC 20 250 pm (AA**) 6hriour Cytotoxicité et
Rat Wistar 1,5,25 mg/m3 Inhalation /jour, inflammation
PG 100 pm (AA) SICLIE pulmonaire
Rat Wistar PC 22 nm 477 mg/m3 Inhalation 4h, suvisur Absence d’effets
14 jours
0,5 g par jour Nodules fibreux dans les
générés dans une ganglions lymphatiques
chambre de 600 L. trachéo-bronchiques ;
Souris PC Non donnée (annees it gene- Inhalation 1an Hypertrophle G (i
ration et caractéri- lymphatique dans le
sation de I'aérosol poumon et dans les
difficilement ganglions lymphatiques
exploitables ) trachéo-bronchiques
Rat Sprague- o Instillation Cytotoxicité et inflam-
Dawley S DO Y 15 L endotrachéale = mation pulmonaire
PC 18 nm
o . Inflammation
Rat Sprague- s nm Instillation pulmonaire ; absence de
Dawley PG 17 nm Sl Sl e Lke endotrachéale S G cassures de 'ADN et de
micronoyaux
PG 24 nm
Rat Wistar PG 14nm 10X 3 mg(kg par Instlllathn 28 mois (total) Tumeurs primaires
semaine endotrachéale pulmonaires
30 x 0,5 mg/kg . . —_ i
Rat Wistar PG Ahm toutes les Instlllathn 29 mois Tumeurs primaires pul
. endotrachéale (total) monaires
2 semaines
*PC : précipitée ; PG™* : pyrogénée ; AA™* : agrégats/agglomérats
réalisée chez la souris par inhala- ont montré que des instillations ETUDES IN VITRO

tion et montrait une augmentation
des tumeurs pulmonaires (adé-
nomes et adénocarcinomes) chez
les souris exposées. Par ailleurs,
quelques nodules fibreux ont été
retrouvés dans les ganglions lym-
phatiques trachéo-bronchiques des
souris exposées. L'exposition avait
également entrainé une hypertro-
phie du tissu lymphatique dans le
poumon et dans les ganglions lym-
phatiques  trachéo-bronchiques.
Cependant, les caractérisations du
matériau et de l'aérosol étaient
incompletes, ce qui rend l'interpré-
tation des résultats difficile [14]. En
revanche, deux études chez le rat

Voie

°
ANIS

endotrachéales répétées pendant
toute leur vie d'une SAS pyrogénée
(tableau I) augmentaient linci-
dence des tumeurs primaires pul-
monaires [17,18].

les SAS,administrées par
inhalation ou par instillation endo-
trachéale chezla souris oule rat, pro-
duisent des effets inflammatoires
et cytotoxiques pulmonaires mais
pas deffets génotoxiques dans les
deux études citées. Il n'en demeure
pas moins que deux études par
instillation endotrachéale ont mon-
tré quelles pourraient induire des
effets cancérogenes a long terme au
niveau pulmonaire.

Plusieurs expérimentations étu-
diant la toxicité in vitro des SAS
précipitées et pyrogénées ont mon-
tré des effets toxiques liés au stress
oxydatif cellulaire. Celui-cia été mis
en évidence par la production d'es-
peces réactives de l'oxygene (ERO)
et de l'azote intracellulaires. Ainsi,
des SAS pyrogénées augmentent
les quantités d’ERO dans des cel-
lules fibroblastiques de poumons
humains [29] et induisent la pro-
duction d’ERO et d'oxyde nitrique
dans des macrophages alvéolaires
de souris [30]. Dans ces études, le
stress oxydant* a été aussi mis en

]

[12]

[13]

[4]

[15]

[16]

[17]

[18]
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< Tableau II

> COMPARAISON DES EFFETS IN VITRO INDUITS PAR DIFFERENTS TYPES DE SAS

Type Type - 2 . ... | Stress Pro- Transformation | ...
de SAS Cytotoxicité | Apoptose | Génotoxicité oxydant | inflammation cellulaire Références

Fibroblaste
pulmonaire de hams- 4 4 X X
ter chinois

n.a n.a [22]

n.a X n.a X

Fibroblaste de souris v n.a [23]
Fibroblaste de souris
transgénique conte-

nant I'oncogéne ras

n.a v [24]

n.a n.a n.a n.a
Précipitée
poudre

Cellule épithéliale
d’adénome
alvéolaire humain/ v v/
Cellule de carcinome

épidermique humain

n.a v n.a

n.a [25]

Macrophage

P . n.a X v
alvéolaire de souris

n.a [26]
Fibroblaste pulmo-

naire de hamster
chinois/Cellule épi- 4
théliale d’'adénome

alvéolaire humain

Précipitée

.. n.a v
colloide

n.a n.a n.a [27]

Fibroblaste pulmo-
naire de hamster v v v X
chinois

n.a n.a [22]

Fibroblaste de souris
transgénique conte-
nant I'oncogéne ras

n.a n.a n.a n.a n.a v

[24]
Pyrogénée
Cellule intestinale
d’adénocarcinome v
colique

n.a n.a b 4 n.a n.a [28]

Macrophage alvéo- v

. . n.a X v
laire de souris

n.a n.a [26]

v :positif ; X : négatif ; n.a : non analysé.

évidence par la baisse du niveau
de glutathion [31], 'augmentation
de l'activité d’enzymes anti-oxy-
dantes (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase) [29] et
la production de cytokines pro-
inflammatoires [30]. De méme, le
traitement de cellules épithéliales
d’adénomes alvéolaires humains
(cellules As49) avec une SAS pyro-
génée a augmenté l'expression de
l'interleukine-8, une protéine inter-
venant dans la réponse pro-inflam-
matoire [32]. De plus, une induc-
tion d’apoptose* liée a un stress

oxydatif a été observée dans les
cellules humaines (As49) traitées
avec une SAS précipitée [25]. En
revanche, l'effet sur le stress oxy-
dant* des SAS pourrait dépendre
de la lignée cellulaire. Ainsi, l'expo-
sition de cellules fibroblastiques
pulmonaires de hamster a des SAS
pyrogénées ou précipitées a induit
une apoptose* non accompagnée
de production d’ERO intracellu-
laires [22].

Dans l'objectif d’évaluer le poten-
tiel cancérogene des SAS, plu-
sieurs études ont évalué les effets

génotoxiques des particules dans
différentes lignées cellulaires pul-
monaires. Les SAS induisent des
cassures de brins d'ADN (évaluées
par le test des comeétes®) [22, 27, 33
a 35], la formation de micronoyaux
[36], des mutations de I'ADN [37],
la formation de la 8-hydro-2'-dé-
soxyguanosine* dans 'ADN (33, 35]
et la phosphorylation de l'histone
H2AX en histone yH2AX* [33, 36,
38]. Cependant, certaines études
ont donné des résultats négatifs :
des SAS pyrogénées et précipitées
n’induisaient pas la formation de
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micronoyaux dans une lignée cel-
lulaire fibroblastique murine [23],
ni dans des lymphocytes humains
[39]. Parmi les tests in vitro qui
permettent d'évaluer le potentiel
cancérogeéne d'un agent chimique,
le test de transformation cellulaire
est particulierement pertinent car
celle-ci peut conduire a la forma-
tion de cellules tumorales. Une
étude utilisant le test de trans-
formation des cellules Bhas 427,
qui sont des fibroblastes de souris
génétiquement modifiés conte-
nant dans leur génome l'oncogene
v-Ha-ras, a révélé que des SAS
précipitées et pyrogénées étaient
capables d'induire une transforma-
tion cellulaire [40]. Ces effets pour-
raient s'expliquer par des modifi-
cations précoces de l'expression de
genes et des voies de signalisation
impliquées dans la prolifération et
I'adhésion cellulaire, la réparation
de ADN et I'inflammation [24]. De
plus, les SAS induisent dans les cel-
lules Bhas 42 une activation de l'on-
cogene c-myc par des mécanismes
épigénetiques. Cette activation
pourrait également étre un facteur
de transformation [41]. Par ailleurs,
des silices colloidales induisent
la transformation de cellules épi-
théliales bronchiques humaines
BEAS-2B conduisant a la formation
de tumeurs chez des souris athy-
miques nude apres injection sous-
cutanée [42].

les effets in vitro
toxiques des SAS sont déterminés
par le choix du type de cellules, du
systeme de culture et des condi-
tions d'essai [43]. De maniére assez
consensuelle, les études in vitro ont
montré queles SAS peuvent induire
un stress oxydatif cellulaire qui
conduit a des phénomenes apop-
totiques. Des effets a la fois géno-
toxiques et transformants des SAS
ont été également mis en évidence
dans certaines études, alertant sur
leur potentiel cancérogene.

Compte tenu de la variabilité des
résultats reportés dans la littéra-
ture & partir dexpérimentations
in vitro, la cancérogénécité des SAS
reste & étre confirmée ou infirmée
par des études in vivo de cancéro-
génese a long terme.

PROPRIETES PHYSICO-
CHIMIQUES DES SAS ET
EFFETS TOXICOLOGIQUES
Lataille nanométrique des SAS faci-
lite leur pénétration a l'intérieur
des cellules et leur passage a tra-
vers les barrieres tissulaires natu-
relles, par exemple des alvéoles
pulmonaires vers le sang. Les dif-
férences de caractéristiques phy-
sico-chimiques entre les SAS pré-
cipitées et les SAS pyrogénées sont
dues principalement a leurs modes
de production ; elles pourraient
influencer leurs propriétés toxico-
logiques [44, 45]. Par exemple, les
SAS précipitées induisent un stress
oxydatif souvent associé a un effet
cytotoxique, tandis que les SAS
pyrogénées provoquent une cyto-
toxicité sans qu'un stress oxydatif
ne soit détecté. Plusieurs études
ont montré que les SAS pyrogénées
sont biologiquement plus réactives
que les SAS précipitées de méme
taille [26, 46]. Ces derniéres sont de
nature hydrophile, tandis que les
SAS pyrogénées sont hydrophobes
en raison de la déshydroxylation
des groupes OH de surface pen-
dant le processus de production
[45]. Cette différence de la structure
chimique a la surface des parti-
cules pourrait contribuer a diffé-
rentes activités biologiques.
Parailleurs,lesréactions chimiques
alasurface des SAS avecles milieux
biologiques dépendent de la quan-
tité et de la distribution spatiale
relatives des groupements silanols
de surface (=Si-OH ; =Si(OH,)) et
des ponts siloxanes (=Si-O-Si=) [47]
.Les cycles
siloxanes peuvent déclencher la

formation de radicaux hydroxyles
qui pourraient avoir un réle dans
la toxicité des SAS pyrogénées. Les
groupements silanols constituent
également des sites réactionnels
qui peuvent provoquer la désor-
ganisation des membranes cellu-
laires ; ils ont aussi la capacité de
rendre instables les membranes
des lysosomes* des macrophages
et des cellules épithéliales initiant
ainsi des processus pro-inflam-
matoires. La réactivité de ces diffé-
rents groupements chimiques a la
surface des SAS peut étre affectée
par les impuretés chimiques et les
enrobages recouvrant la surface
des particules en fonction du pro-
cédé de production.

FUTURES RECHERCHES

PARAMETRES PHYSICO-
CHIMIQUES ET TOXICITE

La plupart des études ont associé
les parametres toxiques a la taille
des SAS [48], tandis que quelques-
unes les ont associés a la porosité,
a la forme, a la charge de surface
et a la chimie de surface. En outre,
la mesure du diameétre hydrody-
namique des SAS montre qu'elles
sont sous forme d’'agrégats/agglo-
mérats (AA) dans les milieux de
culture cellulaire. La formation
d'AA est également observée dans
les matrices auxquelles 'homme
peut étre exposé telles que lair,
l'eau et les produits industriels. La
formation d'AA modifie non seu-
lement les caractéristiques géné-
rales des SAS, telles que la taille,
la forme et la topologie de la sur-
face, mais aussi potentiellement
leurs propriétés toxiques [49, 50].
Bien que ces dernieres années des
progres aient été réalisés dans
la caractérisation des AA de SAS,
leurs effets biologiques restent
mal connus.
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Figure 3 : Chimie de surface des silices amorphes synthétiques (SAS) [47].
a) Fonctionnalités chimiques a la surface de la silice ; b) types de silanols en fonction de leur position sur les
atomes de Si ; ¢) types de silanols en fonction de leur distance mutuelle et de leur liaison.
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MECANISMES COMMUNS

DE TOXICITE DES SAS ET DES
SILICES CRISTALLINES

Les dommages oxydatifs a I'ADN
et aux membranes cellulaires ont
été signalés comme les principaux
mécanismes de toxicité impliqués
dans les effets sur la santé des
silices cristallines de taille micro-
meétrique, mais ces effets ont été
également observés avec des SAS
précipitées. Celles-ci possedent
des silanols en surface tandis que
les SAS pyrogénées contiennent
principalement des siloxanes [45].
De plus, des études récentes ont
montré que la présence de grou-
pements chimiques de surface, tels
que les silanols, détermine davan-
tage la toxicité des silices cristal-
lines que la cristallinité en tant que
telle [51]. Ainsi, les silanols pour-
raient étre une caractéristique de
surface commune des SAS précipi-
tées et des silices cristallines, ce qui

pourrait rapprocher les activités
toxicologiques de ces deux maté-
riaux. La toxicité induite parles SAS
pyrogénées pourrait également
dépendre d'autres mécanismes
que le stress oxydatif, mais ces der-
niers ne sont pas encore identifiés
[28].

COMPARAISON ENTRE LA
GENOTOXICITE IN VITRO ET
IN VIVO

Bien que les SAS soient capables
de provoquer des cassures double
brin de 'ADN et des micronoyaux
dans des conditions in vitro, aucun
effet génotoxique de ce type n'a été
observé in vivo, méme chez des ani-
maux exposés a des doses élevées.
Ce constat pourrait étre expliqué
par le fait, comme pour les agents
chimiques en général, que les SAS
atteignent plus efficacement leurs
cibles biologiques dans des cellules
en culture que chez un animal

entier. Ainsi, un effet génotoxique
observé in vitro n'est pas toujours
transposable in vivo. Néanmoins,
les essais in vitro restent perti-
nents dans la caractérisation du
danger et le criblage d'un grand
nombre d’agents chimiques;iln’en
demeure pas moins que les agents
suspectés doivent étre testés par
une investigation complémentaire
in vivo et confrontés aux études
disponibles chez 'homme.

LIMITAT!ON DU RISQUE
ASSOCIE AUX SAS DES LEUR
CONCEPTION

Les données in vitro suggerent que
la taille et la surface spécifique
des SAS influent sur leur effet pro-
inflammatoire [48]. La charge a la
surface des particules jouerait un
role non négligeable puisque la
baisse des charges négatives dimi-
nue la réponse inflammatoire. La
porosité est un autre facteur crucial
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influencant leur interaction avec
les molécules biologiques : plus les
SAS sont poreuses, moins elles sont
capables d'induire I'hémolyse des
globules rouges [52]. Ainsi, la taille,
la surface spécifique, la réactivité
de surface et la porosité sont des
parameétres a prendre en compte
pour fabriquer des SAS muoins
toxiques et moins inflammatoires.

CONCLUSION

La production et 'utilisation impor-
tantes des SAS incitent a maitriser
le risque pour la santé encourue
par les salariés qui y sont exposés.
Des études épidémiologiques réali-
sées sur des sites de production ont
montré des altérations de certains
biomarqueurs deffet associées a
I'exposition a des SAS. Néanmoins,
les données sont peu nombreuses
et la toxicité chronique des SAS
en situation d'exposition profes-
sionnelle reste imparfaitement
caractérisée.

En revanche, il ressort des études
in vivo que les SAS pyrogénées et
précipitées peuvent induire, chez
le rat, une inflammation pulmo-
naire transitoire, sans induire de
fibrose pulmonaire contrairement
aux silices cristallines micromeé-
triques. Par ailleurs, il n'y a pas de
preuve que les SAS produisent des
effets génotoxiques chez le rat et
seulement deux études in vivo ont
montré la capacité d'une SAS pyro-
génée a augmenter l'incidence de
tumeurs pulmonaires chez le rat.
D'autres études de cancérogénese
par inhalation sont sans doute
nécessaires pour confirmer ou pas
la cancérogénicité pulmonaire des
SAS.

Les approches in vitro ont montré
que des SAS peuvent induire un
stress oxydatif, des phénomenes

apoptotiques, des effets géno-
toxiques et une transformation
cellulaire dans différents modeles.
Cependant, ces effets n’appa-
raissent pas systématiquement.
A ce jour, les données de toxicité
expérimentale sur les SAS restent
parcellaires et sont encore insuffi-
santes pour statuer sur leur danger.
Des investigations in vivo qui étu-
dient la bioaccumulation/biodis-
ponibilité des SAS permettraient
d’améliorer les connaissances sur
les effets a long terme de telles
expositions. En outre, la physico-
chimie des SAS est un parametre
dont le rdle toxique reste a préci-
ser. En effet, si les groupements
de surface tels que les silanols et
les siloxanes sont spécifiques du
processus de production des SAS,
ils semblent jouer un réle détermi-
nant dans leur toxicité. De plus, la
formation d'agrégats/agglomérats
qui est un processus dynamique
dans les milieux physiologiques
pourrait également modifier leur
toxicité. Par conséquent, une
connaissance précise des liens
entre les parametres physico-
chimiques et la toxicité permet-
trait une conception de SAS poten-
tiellement moins dangereuse pour
la santé, a la lumiere de I'approche
safer by design.

Bien que les SAS ne fassent pas
l'objet d'une réglementation euro-
péenne pour classer les risques
inhérents a leurs effets sur la santé,
quelques études chez les travail-
leurs suggerent quelles ne sont
pas sans danger pour la santé. Les
études expérimentales ont aussi
démontré qu'elles peuvent provo-
quer des effets nocifs a court ou
a long terme, probablement liés
a leur nature nanoparticulaire et
a leur chimie de surface. Leffet
canceérogene des SAS reste a étre
élucidé, notamment en réalisant
d’autres études de cancérogeneése

chez l'animal de laboratoire par
voie respiratoire.

Dans ce contexte, il est nécessaire
de rester vigilant sur les mesures
de prévention a mettre en ceuvre.

o Les nanoparticules de silice amorphes
synthétiques (SAS) existent principalement
sous formes précipitées et pyrogénées.

o Elles sont produites en grandes quantités
depuis plusieurs décennies et sont
utilisées dans de nombreuses applications
industrielles.

o Les données épidémiologiques restent
insuffisantes pour évaluer le risque des SAS
pour la santé humaine.

o Les SAS peuvent induire par voie
respiratoire des effets inflammatoires
pulmonaires transitoires chez le rat.

o Une SAS pyrogénée a augmenteé l'incidence
des tumeurs pulmonaires chez le rat.

o Les SAS peuvent induire du stress oxydatif,
de I'apoptose’, des effets génotoxiques et

la transformation cellulaire sur des lignées
cellulaires.

o La toxicité des SAS dépendrait, en plus de
leur taille nanomeétrique, de la structure et
de la composition chimique de leur surface.

o Aujourd’hui, il n'est pas encore possible
d'établir un lien entre les propriétés
physico-chimiques des différents SAS et
leur biodisponibilité et leur toxicité chez
'lhomme.

>>-
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