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PRINCIPAUX RESULTATS : SUBSTANCES ET PRODUITS CHIMIQUES

La présence de nanotubes de carbone
dams 'environnement présente-t-elle
un risque pour notre sonté ?

> DAN ELGRABLI, GHISLAINE LACROIX

Par leur petite taille, un milliardieme de metre, les
nanoparticules conferent des propriétés nouvel-
les aux matériaux existants. Par exemple, des
matériaux réputés isolants se transforment en
conducteurs d"électricité, de tres fines particules
possedent une forte résistance mécanique...

Ainsi, plusieurs secteurs industriels tels que la
cosmétologie, la micro-électronique, le batiment,
I'automnobile ont déja des produits issus des nano-
technologies. La population risque donc d'étre
exposée. Lors du Grenelle de I'Environnement, il a
été décidé de demander aux pouvoirs publics de
réaliser un bilan coGts/avantages systématique
de la mise sur le marché de produits contenant
des nanoparticules ou nanomatériaux. A partir
des résultats des études en cours, des dispositions
seront prises pour renforcer 'information et la
protection des salariés et de la population.

Ces particules étant susceptibles de se trouver en
suspension dans |air, une des principales voies
d’exposition a considérer dans notre environ-
nement est |a voie respiratoire. C'est dans ce
contexte que nous réalisons |'étude de Ia toxicité
de nanoparticules manufacturées et en particulier
I'étude de nanotubes de carbone (NTC) introduits
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dans l'appareil respiratoire. Cette particule, de
quelques nanometres de diametre et de quel-
ques micrometres de long, possede la forme d'un
cheveu (voir photo 1) et est pressentie pour de
nombreuses applications en électronique (tran-
sistor optique, microprocesseur...), aéronautique
(revetements des fusées ou combinaison des
astronautes), médecine (vecteur de médicament,
molécules daide au diagnostic de pathologies)...
Ainsi, de nombreuses questions se posent. Les
nanoparticules induisent-elles une réponse inflam-
matoire ou un stress oxydant ? Alterent-elles ou
détruisent-elles les cellules pulmonaires ? Quel est
le devenir de ces particules dans le corps ? Fran-
chissent-elles la barriere épithéliale pulmonaire ?
En quelle quantité ? Migrent-elles vers d'autres
compartiments biologiques ? Ont-elles la capa-
cité daffecter le systéeme nerveux, immunitaire,
cardiovasculaire, reproducteur ? Ce sont quelques-
unes des questions auxquelles les travaux en
cours au sein de I'INERIS tentent dapporter des
réponses.

MATERIELS ET METHODES

« Préparation de la suspension de NTC

En présence dalbumine de veau feetal, différen-
tes solutions contenant des NTC (0, 0,007, 0,07,
0,7 mg/ml) ont été produites par faible sonica-
tion selon la méthode précédemment décriter21.

« Exposition des animaux

Des rats ont été instillés par voie intratrachéale
avec une unique dose de 0, 1, 10 ou 100 pg de
NTC a partir des solutions produites. Les animaux
ont été suivis jusque six mois apres I'exposition
et différents parametres biologiques ont été
évalués (voir paragraphes suivants).

« Capacité respiratoire

A différents temps (1, 7, 30, 90 et 180 jours)
apres l'instillation de NTC, I'analyse de nombreux
parameétres respiratoires (temps inspiratoire,



temps expiratoire, temps de relaxation, volume
courant, Penh comme indicateur de la broncho-
constriction...) a été réalisée a I'aide d'un pléthys-
mographe.

« Anatomopathologie

A chaque temps et chaque dose, les poumons
des rats ont été extraits, coupés, colorés et
observés a I'aide d'un microscope pour déceler
d’éventuelles modifications pathologiques du
poumon telles qu'un granulome ou une fibrose.
Afin de confirmer les observations, une partie du
poumon a été utilisée pour mesurer les varia-
tions du taux de collagéne, un biomarqueur de
la fibrose.

« Inflammation et stress oxydant

L'étude de l'inflammation et du stress oxydant

a été effectuée par la quantification de biomar-
queurs spécifiques. Plus précisément, la variation
des taux d’ARNm des interleukines IL1a, IL1B,
IL2, IL4, IL6 et de I'lFNy et du TNFa. a été quanti-
fiée en biologie moléculaire par PCR quantitative
et au niveau protéique par ELISA selon la techno-
logie Luminex.

« Etude de la biodistribution et clairance

Afin de suivre le NTC étudié au sein de l'orga-
nisme, Ianalyse de la liaison entre le nickel (Ni)
(catalyseur de la production du NTC et présent

a hauteur de 0,5 %) et le NTC a été réalisée par
microscopie électronique 8 transmission couplée
par une sonde EDX.

La présence de NTC dans de nombreux organes
(foie, reins, rate, cceur, cerveau, poumon, testicu-
les, ganglions, thymus) a été quantifiée par ICP-
OES afin de déterminer la localisation des NTC et
un éventuel passage de la barriere pulmonaire.

RESULTATS ET DISCUSSION

Des rats ont été instillés par une dose unique

de 0, 1,10 ou 100 pg de NTC. Apres 1, 7, 30, 90
et 180 jours, aucune modification des capacités
respiratoires n'a été observée. De méme, aucune

variation des taux d’expression des biomarqueurs
de l'inflammation, du stress oxydant ou de for-
mations anatomopathologiques n'a été notéesl.
Les premiéres études portant sur la toxicité des
NTC par instillation intratrachéale ont montré Ia
formation de fibrose et granulomes ainsi que
I'induction de marqueurs biologiques de I'inflam-
mation et du stress oxydantt sl Cependant,
deux récents travaux réalisés par inhalation,
nont pas permis d'observer d'inflammation ou
de formation de granulomests 7. Une hypothése
pouvant expliquer ces différences a été avancée
et repose sur le fait que les NTC sont hydropho-
bes et donc difficiles a remettre en suspension.
Ainsi, il est possible de supposer que, lors des
précédentes études réalisées par instillation, de
gros agglomeérats, normalement non respirables,
sont parvenus de facon forcée au poumon pro-
fond, engendrant inflammation et formation de
granulomes. A I'INERIS, une méthode permettant
la production d'une suspension de NTC ayant une
relative bonne dispersion a été mise au point.
Plus de 80 % des agglomérats de NTC produits
ont une taille respirable (inférieure a 10 pm). Par
conséquent, les résultats semblent étre en accord
avec cette hypothése et ceux obtenus lors des
études par inhalation.

Par ailleurs, il a été montré que le Ni restait lié
au NTC dans l'organisme et donc qu'il était un
bon traceur des NTC dans l'organisme 1. Ainsi, on
a pu observer que les NTC restent présents pen-
dant au moins 1 mois dans le poumon puis sont
éliminés par un long mécanisme (37 % et 16 %
des NTC sont encore présents a 3 et 6 mois). Afin
de comprendre le devenir de ces particules dans
I'organisme, on a recherché leur présence dans
de nombreux organes. Les résultats obtenus ont
montré que les NTC ne semblent pas passer |a
barriere pulmonaire et sont éliminés directement
au sein du poumon. L'analyse de la modification
chimique et physique des NTC présents pendant
15 jours dans des poumons de rats ainsi que
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PRINCIPAUX RESULTATS : SUBSTANCES ET PRODUITS CHIMIQUES

I'étude de différents phénomeénes biologiques et
notamment de la phagocytose et de Iapoptose,
a permis de proposer un mécanisme hypothé-
tique conduisant a la clairance pulmonaire des
NTCoo [| semblerait quapres avoir été instillés
ou inhalés, les NTC soient phagocytés par les
macrophages alvéolaires puis modifiés chimique-
ment et clivés. Le macrophage entrerait alors en

apoptose et un second pool de cellules poursui-
vrait ensuite I'élimination des NTC en phagocy-
tant les résidus des cellules apoptotiques et les
NTC partiellement dégradés.

La présence de nanotubes dans le poumon a été
associée avec l'induction des cytochromes P450
1A1 et 2E1 suggérant un role possible de ces
enzymes dans la clairance.

DD. SUMMARY (b e e e e e e e e e e e

Carbon nanotubes (CNT) are single or multi-cylindrical graphene structures that possess diame-
ters of a few nanometers, while the length can be up to a few nanometers. These could have
unusual toxicological properties, in that they share intermediate morphological characteristics of
both fibers and nanoparticles. Due to their interesting mechanical and electrical properties, they
are more and more used in various industries and it is thus urgent to assess their potential toxi-
city. Several studies performed by intratracheal instillation showed that carbon nanotubes (CNT)
induced pulmonary fibrosis, granulomas or inflammation. But, recently, two inhalation studies did
not observed such pathological phenomena and suggest that granulomas could be due to the ins-
tillation of unbreathable agglomerates. In a previous study, we have described a simple method
(using albumin as dispersing agent) which produced solutions containing more than 80% of
agglomerate of breathable size. We report here results from intratracheal instillation of rats by 0,
1, 10 or 100 pg of multi-walled CNT (MWCNT) dispersed with albumin. After 1, 7, 30, 90, and 180
days, no inflammation, fibrosis and granuloma formation were detected. The respiratory function
of animals was also unmodified. Only a dose-dependant apoptosis of alveolar macrophages was
noted. These result underline the importance of controlling MWCNT agglomerate size when expo-
sing animals, through appropriate dispersion methods. This study also showed that MWCNT can
be eliminated and do not significantly cross the pulmonary barrier but are still present in lungs 6
months after a unique instillation. MWCNT appeared to be cleaved in the lung. Long-time presence
of MWCNT in the lung was associated with lung induction of cytochrome P450 1A1 and 2E1 mRNA
suggesting a possible role of these enzymes in MWCNT clearance. These results provide the first
data of CNT biopersistance and clearance at 6 months after respiratory administration.





