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AVANT-PROPOS

Les connaissances et les pratiques dans le domaine de la santé sont en constante évolution
grace aux technologies nouvelles et émergentes, qui améliorent la qualité du diagnostic et des soins
aux patients. Cependant, ce foisonnement d’innovations n’est pas nécessairement aisé a suivre pour

tous.

L’Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé (Afssaps) exerce la mission de
veille et de sécurité sanitaire des produits de santé. Elle a notamment en charge de procéder a
I'évaluation des bénéfices et des risques liés a I'utilisation des dispositifs médicaux, en particulier en

élaborant des recommandations.

L’objectif principal de telles recommandations a visée de sécurité sanitaire est de fournir aux
fabricants, aux professionnels de santé et aux patients/utilisateurs une synthése des connaissances
scientifiques et de l'opinion d’experts sur un théme précis. Elles constituent ainsi une aide a la
décision en définissant ce qui est approprié, ce qui ne I'est pas ou ne l'est plus, et ce qui reste

incertain ou controversé.

Les recommandations sur I'évaluation biologique des dispositifs médicaux contenant des
nanomatériaux contenues dans ce document ont été élaborées par un groupe d’experts scientifiques
multidisciplinaires, créé et nommé au Bulletin officiel Santé-Protection sociale — Solidarité n°2010/11
du 15 décembre 2010 par décisions du directeur général de I'Afssaps le 13 octobre 2010 (cf.

Annexe I).
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RESUME

L'essor des technologies a ['échelle nanométrique, les nanotechnologies, permet le
développement d’applications innovantes. De nombreux dispositifs médicaux contenant des
nanomatériaux sont en cours de développement et certains sont déja commercialisés. Cependant, les
matériaux sous forme nanométrique étant peu explorés et leurs propriétés étant parfois différentes de
celles de leurs homologues massifs (i.e. sans dimension nanométrique), leur risque sur la santé est

encore mal connu.

Partant de ce constat, 'Afssaps est désireuse de savoir si les méthodes d’évaluation
conventionnelles sont adéquates pour appréhender correctement les risques liés a l'utilisation des
dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux. Elle a donc mis en place en 2010 un groupe de
travail constitué d’experts multidisciplinaires ayant pour missions de réaliser un état des
connaissances sur les dispositifs médicaux incorporant des nanomatériaux et leur évaluation
biologique ainsi que de proposer des recommandations a destination des fabricants développant ce
type de dispositif médical. Les travaux de ce groupe sont colligés dans le rapport intitulé « Evaluation

biologique des dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux ».

La premiére partie de ce rapport dresse un panorama des avancées apportées par les
nanomatériaux et leur utilisation dans des dispositifs médicaux déja sur le marché et ceux en
développement. La seconde partie expose les principales connaissances actuelles sur les effets
biologiques des nanomatériaux. La troisieme partie est consacrée au cadre réglementaire et normatif
en vigueur pour examiner son adéquation avec les dispositifs médicaux contenant des
nanomatériaux. Enfin, sur la base de ces analyses, le rapport fournit des recommandations a
destination des fabricants de dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux pour évaluer au
mieux les risques biologiques, durant le cycle de vie du dispositif médical : de la conception au

recyclage aprés usage, en passant par son utilisation.

En conclusion, les référentiels normatifs sont adaptés pour I'évaluation biologique des
dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux. Toutefois, des adaptations au cas par cas sont
nécessaires pour prendre en compte la spécificitt des nanomatériaux. En premier lieu, il est
nécessaire de démontrer comme dans toute évaluation d'un dispositif médical le rapport
bénéfices/risques favorable. Plus spécifiquement, il est demandé d’argumenter ['utilité de I'ajout des
nanomatériaux dans le dispositif médical (bénéfices supérieurs aux risques éventuellement induits).
En deuxieme lieu, les recommandations rédigées par I'Afssaps apportent un support aux fabricants de
dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux. Ces recommandations abordent notamment la
transparence de linformation, lidentification et la caractérisation des matériaux utilisés et les

précautions dans I'évaluation des risques biologiques.

Le monde des nanotechnologies en constante évolution constitue un réel défi pour les scientifiques
comme pour les autorités nationales de régulation. Pour faire avancer la connaissance et I'innovation
tout en garantissant une meilleure maitrise des risques, les actions coordonnées multidisciplinaires et

internationales doivent continuer a étre menées afin d’améliorer la qualité et la sécurité des produits a
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'usage des professionnels de santé et des patients. L'Afssaps porte une attention spécifique sur les

nouveaux dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux mis sur le marché frangais.
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INTRODUCTION

L’essor des technologies a [I'échelle nanométrique, les nanotechnologies, permet le
développement d’applications innovantes. En effet, les propriétés physico-chimiques et biologiques
particuliéres des nanomatériaux sont exploitées dans de nombreux domaines comme I'électronique,
I'énergie, la cosmétologie, la médecine ou la pharmacie. Ces nanomatériaux, trés divers et
prometteurs, pourraient avoir un impact considérable dans le domaine des dispositifs médicaux, sur le

diagnostic, la thérapie et la prévention des maladies.

De nombreux dispositifs médicaux sont en cours de développement et certains sont déja
commercialisés. Cependant, les matériaux sous forme nanométrique étant peu explorés et leurs
propriétés étant parfois différentes de celles de leurs homologues massifs (i.e. sans dimension
nanométrique), leur risque sur la santé est encore mal connu. Par conséquent, la présente
préoccupation de I'Afssaps est de savoir si les méthodes d’évaluation conventionnelles sont
adéquates pour appréhender correctement les risques liés a I'utilisation des dispositifs médicaux

contenant des nanomatériaux.

L'objet de ce travail est d’établir des recommandations a destination des fabricants pour
analyser et évaluer les risques biologiques des dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux. Le
champ d’application concerne tous les dispositifs médicaux (incluant également les dispositifs
médicaux implantables actifs et les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro), qui contiennent des
nanomatériaux et susceptibles d’étre en contact avec le corps du patient ou de I'utilisateur. Ce rapport
souhaite ainsi apporter des éléments de réflexion pour I'évaluation du rapport bénéfices/risques dans
un cadre de sécurité sanitaire. |l s’appuie sur une synthése des connaissances scientifiques actuelles

sur les propriétés et comportements biologiques des nanomatériaux.

L’analyse bibliographique et de I'état du marché des dispositifs médicaux contenant des
nanomatériaux s’est arrétée en novembre 2010. La premiére partie du rapport dresse un panorama
des avancées apportées par les nanomatériaux et leur utilisation dans des dispositifs médicaux déja
sur le marché et ceux en développement. La seconde partie expose les principales connaissances
actuelles sur les effets biologiques des nanomatériaux. La troisieme partie est consacrée au cadre
réglementaire et normatif en vigueur pour examiner son adéquation avec les dispositifs médicaux
contenant des nanomatériaux. Enfin, sur la base de cette analyse, le rapport fournit des
recommandations a destination des fabricants de dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux
pour analyser et évaluer au mieux les risques biologiques, durant le cycle de vie du dispositif médical :

de la conception au recyclage aprés usage, en passant par son utilisation.

Seule la problématique liée aux dispositifs médicaux contenant des nanomatériaux a été

étudiée dans ce travail. Les conséquences sanitaires d’'une exposition aux nanomatériaux d’origine
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professionnelle, industrielle, alimentaire, cosmétique ou environnementale ne sont pas abordées. Les
risques sont inhérents a une application bien définie et ne sont ni transposables, ni extrapolables d’'un

contexte a un autre : il faut les considérer au cas par cas.
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l. Etat de I'art sur les nanomatériaux utilisés dans les
dispositifs médicaux

Le préfixe nano, du grec vavoo signifiant nain, désigne le milliardiéme de I'unité de base : le
nanometre est donc le milliardieme du métre (‘IO'9 m ou nm). Dés 1959, le physicien Richard Feynman
a introduit le concept de la nanotechnologie dans son discours intitulé « There’s plenty of room at the
bottom »*, envisageant la manipulation de la matiére a I'’échelle des molécules et les atomes comme
des objets macroscopiques. Les nanotechnologies prennent leur envol dés les années 1980,
notamment avec l'invention de deux instruments de microscopie optique permettant d’observer et
d’interagir avec la matiere a I'échelle atomique ou subatomique : le microscope a effet tunnel (STM)
en 1981 et le microscope a force atomique (AFM) deux ans aprés. Quelques années auparavant, les
chercheurs ont déja commencé a exploiter des changements de propriétés physico-chimiques a
I'échelle nanométrique par rapport au macroscopique, pour créer des matériaux nouveaux, plus
performants, multifonctionnels... Certains nanomatériaux sont utilisés dés I'Antiquité pour leurs
propriétés particuliéres, mais c’est a 'aube du XXI° siécle que les productions industrielles se sont
diversifiées dans la nature chimique des nanomatériaux fabriqués, avec les fullerénes et la

miniaturisation des composants électroniques.

Parmi les secteurs impliqués dans les nanotechnologies comme I'énergie, 'automobile, le
batiment, I'habillement, la cosmétique ou 'alimentation, le monde de la Santé fonde de grands espoirs
sur l'apport des nanomatériaux et des dispositifs nanométriques pour révolutionner ce champ. La
nanomédecine promet des changements fondamentaux sur la prévention, le diagnostic et le
traitement des pathologies, avec des nanosystémes a actions ciblées et complexes de réparation ou
de traitement au niveau cellulaire. Des applications sont développées, entre autres, en chirurgie, dans
le diagnostic, dans le traitement des cancers, I'imagerie moléculaire, les dispositifs médicaux et
l'ingénierie tissulaire. De nombreux dispositifs issus de la recherche en nanotechnologie sont en cours

de développement et quelques uns sont déja commercialisés.

I.LA. Terminologie

La définition exacte des termes employés pour décrire la technologie et les matériaux utilisés

a I'échelle nanométrique fait encore débat au niveau scientifique, industriel et juridique dans le Monde.

Nl y a beaucoup de place en bas
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Néanmoins, la définition communément admise désigne comme matériaux a I'échelle nanométrique
les matériaux dont au moins une des dimensions est comprise entre 1 et 100 nm et avec la notion de
nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques, spécifiques a cette petite échelle. Au
moment de la rédaction de ce rapport, étant donné qu’il N’y a pas encore de consensus international
clair sur les terminologies, nous nous référons dans ce document aux définitions données par
I'Organisation Internationale de Normalisation (ISO),Z. Par conséquent, pour une bonne
compréhension du présent document, nous rappelons ci-dessous ce que nous entendons dans les

différents termes utilisés.
e Echelle nanométrique

D’apres les définitions de I'lSO, I’échelle nanométrique désigne la gamme de taille allant
d’environ 1 & 100 nm.? Il convient de préciser que les frontieres sont approximatives, indiquant une
gamme de taille typiquement, mais non exclusivement entre 1 et 100 nm. La taille limite inférieure a
été introduite pour éviter que ne soient assimilés a des nano-objets ou nanostructures un atome
individuel ou un petit groupe d’atomes. De méme, bien que dépassant I'échelle des 100 nm, certains
objets sont considérés comme des nano-objets, si leurs caractéristiques sont différentes de celles

extrapolées du méme objet a une échelle plus grande.
e Nanotechnologie

La nanotechnologie désigne la manipulation et le contréle de la matiére et des procédés a
I’échelle nanométrique, pour exploiter les phénomeénes et propriétés liés a cette dimension, distincts
de ceux d’atomes individuels, de molécules ou de matériaux macroscopiques. La terminologie

« manipulation et contréle » inclut la synthése de matériau.

Les nanotechnologies impliquent donc la fabrication de structures, de dispositifs et de

systémes a partir de procédés permettant de structurer la matiére a I'échelle nanométrique.
e Nanomatériau

Au sein des nanotechnologies, les nanomatériaux occupent une place centrale. Les
nanomatériaux sont des matériaux dont au moins une des dimensions externes est a I'échelle
nanométrique (nano-objets, ou possédent une structure interne ou une surface structurée a I'échelle
nanométrique (matériaux nanostructurés) et présentent une ou plusieurs nouvelles propriétés
physiques, chimiques et biologiques spécifiques a cette petite échelle. Ce terme générique inclut les

nano-objets et les matériaux nanostructurés.

Il est utile de différencier les nanomatériaux naturels et non intentionnels de ceux
manufacturés. Les nanomatériaux manufacturés sont fabriqués par 'homme dans un cadre
industriel ou de recherche. En revanche, les nanomatériaux naturels peuvent étre des
nanoparticules ou agrégats nanométriques provenant du cosmos, des volcans, des incendies de
foréts, de certains minéraux comme les argiles ou de la dégradation des squelettes d’animaux. Les
nanomatériaux non intentionnels d’origine anthropique désignent les nanoparticules

atmosphériques ou particules ultrafines émises par le trafic automobile, les incinérateurs, dans les
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fumées d’usine ...Elles peuvent également se former secondairement dans I'atmosphére a partir des

polluants organiques volatiles.

On désigne par nanomatériaux libres les nanomatériaux qui ne sont pas encapsulés ou liés

de telle maniére qu’ils ne peuvent pas étre libérés dans des organes, tissus ou cellules de I'utilisateur.

Les matériaux nano-renforcés incorporent dans leurs matrices des nano-objets pour
apporter une nouvelle fonctionnalité ou modifier les propriétés physiques et mécaniques. C’est le cas
par exemple des nanocomposites qui sont utilisés pour renforcer la résistance a l'usure dans des

utilisations de renforts.
o Matériau nanostructuré

Un matériau nanostructuré est un matériau possédant une structure surfacique ou interne a
I’échelle nanométrique et qui posséde une ou plusieurs nouvelles propriétés physiques, chimiques et

biologiques spécifiques a cette petite échelle. Un exemple est le matériau dont les surfaces

contiennent des pores nanométriques est un matériau nanostructuré.

Il est possible de nano-structurer les surfaces des matériaux par incision, par lithographie, par
inclusion de nanoparticules, ou par un revétement d’épaisseur nanométrique... Ces revétements sont

généralement obtenus par dépbts physique ou chimique (plasma, électrochimie, ablation laser, ...).

e Nano-objet

Un nano-objet est un matériau avec une, deux ou trois dimensions externes a I'échelle

nanométrique. La morphologie des nano-objets est variée.

Une nanoparticule est un nano-objet ayant ses trois dimensions externes a [I'échelle
nanométrique. Les nanoparticules ne sont pas toutes des sphéres, mais peuvent avoir des formes

d’aiguilles, de batonnets allongés, des structures a ressort, etc.

Les nano-objets avec deux dimensions externes a I'échelle nanométrique, et la troisieme
nettement plus grande, sont par exemple des nanofibres, nanotubes, nanofilaments ou

nanobatonnets.

Les nano-objets dont une dimension externe est a I'échelle nanométrique et dont les deux
autres dimensions sont nettement plus grandes, sont typiquement des nanofilms, nanocouches ou

nanorevétements.
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I.B. Particularités de la dimension nanométrique

Les propriétés d’'un matériau dépendent de sa structure et de la composition chimique. Mais le
passage a I'échelle nanométrique peut engendrer des modifications des caractéristiques physico-
chimiques importantes. En dessous d'une certaine dimension, il y a possibilité de changement d’une
ou plusieurs propriétés physico-chimiques : point de fusion, propriétés magnétiques, électriques,

optiques, etc. La variation peut parfois étre brutale comme le superparamagnétisme.

|.B.1. Effets de surface dominants

Une conséquence directe de la réduction de la taille est lI'augmentation du ratio
surface/volume. Plus un objet est petit, plus sa surface externe est importante par rapport a son
volume.® Une sphére solide d’argent pesant 10 g posséde une surface externe d’environ 5 cm?, alors
que pour la méme masse, des nanoparticules de 10 nm de diamétre totalisent une surface externe de
pratiquement 600 m? soit une augmentation de la surface d’échange d'un facteur de 106. Un
microcristal (1um) de fer présente moins de 1% de ses atomes a la surface, alors qu'un nanocristal
(1nm) en posséde plus de 90% a sa surface.* Par conséquent, la surface spécifique (surface externe

par unité de masse), qui est la surface réelle d’échange, est plus grande pour les nano-objets.

Les nanomatériaux sont souvent caractérisés par un cceur cristallisé et ordonné, avec une
surface désordonnée localement, voire amorphe. Comme la proportion d’atomes a la surface d’'un
nano-objet est importante, le réseau cristallin subit des contraintes qui conduisent a des déformations
et des réarrangements d’atomes. Cette configuration modifie donc les phénoménes se produisant au
niveau de la surface externe, notamment I'adsorption, I'absorption et la fixation d’espéces chimiques
extérieures. Cette réactivité chimique particuliere des nanoparticules est d’ailleurs largement exploitée

dans la catalyse chimique et également dans les applications biologiques.

[.B.2. Agglomération et agrégation

L’instabilité thermodynamique de la surface des nano-objets rend ces derniéeres trés réactives.
L’énergie de surface élevée et la haute dispersion intrinséques des nanoparticules contribuent aux

5a, 5b-d

phénomeénes d’agglomération et d’agrégation souvent observés pour ces matériaux. De tels

comportements ont été bien connus et étudiés surtout dans le domaine des colloides.

L’agglomérat est une association de particules liées par des forces faibles (Van der Waals,
électrostatiques ou tension superficielle), les particules étant adjacentes entre elles. La morphologie
des agglomérats n’est pas une propriété du nanomatériau mais le fruit d’'un état temporaire d’équilibre

dynamique entre les effets de dispersion et d’agglomération dans une suspension ou un aérosol.

L’agrégat quant a Iui est une nanoparticule hétérogene dans laquelle les différents
constituants sont reliés par des liaisons fortes (type covalente). Il peut étre le fruit d’'une fusion entre
plusieurs nanoparticules primaires ; le régime d'agrégation conditionne la forme finale de I'agrégat

(compacité, dimensions...) et son interaction avec le milieu dans lequel il se trouve (ex. : pénétration

Afssaps - Février 2011 13/117



dans le systéme respiratoire et dans les cellules). L’ensemble de ces informations peut se révéler

déterminant dans I'évaluation biologique des dispositifs contenant des nanomatériaux.’®

I.B.3. Effets de taille sur les propriétés thermodynamiques

Avec la diminution de la taille, si celle-ci est en dessous du germe critique, le cristal devient
instable. Il se produit alors soit un changement de structure cristallographique, soit un accroissement
du volume.” L'augmentation du rapport surface/volume entraine I'apparition d’une pression vers
l'intérieur de la sphére et induit des changements des propriétés thermodynamiques du matériau
comme un abaissement du point de fusion, une diminution de la chaleur latente et un élargissement
du domaine de coexistence des phases. Afin de minimiser I'énergie totale, on peut observer une
baisse de la température de changement de phase solide-liquide avec la taile.® Par exemple, la
température de fusion de I'or passe de 1000°C environ pour des nanoparticules de 10 nm, a environ
500°C pour des nanoparticules de 2 nm. Cette chute est particulierement abrupte pour les
nanoparticules plus petites que 5 nm. Cependant, pour les nanoparticules incorporées dans une
matrice, le point de fusion peut augmenter ou baisser selon la force d’interaction entre les

nanoparticules et la matrice.

I.B.4. Effets de taille sur les propriétés mécaniques

Dans certains cas, la diminution de la taille des grains peut conduire a des produits allégés en
masse tout en conservant les mémes propriétés physiques et mécaniques par rapport aux matériaux
conventionnels massifs, voire en les améliorant.’ Par exemple, le cuivre formé de nanocristaux de 6
nm est cing fois plus résistant aux déformations mécaniques que des microcristaux de 50 ym, car la

faible taille limite les imperfections structurales internes (dislocations, impuretés...)."

Historiquement, les matériaux nanostructurés ont été utilisés depuis des siécles, mais leur
développement a connu un tournant a partir des années 1980, grace aux microscopes qui permettent
de révéler les microstructures fines. Le développement industriel et médical autour des métaux
nanostructurés se porte essentiellement sur le cuivre, le nickel, le zinc, I'aluminium, le fer, 'argent, I'or

et le titane.

Si ces métaux gagnent en résistance a I'usure mécanique, en dureté et en rigidité grace aux
nanostructures ; en revanche, ils perdent souvent en ductilité (capacité a tolérer des déformations
sans se rompre).9 Or d’aprés la loi Hall-Petch appliquée aux matériaux conventionnels, la contrainte a
partir de laquelle un matériau cristallin se déforme de maniére irréversible est inversement
proportionnelle a la taille des grains : plus les grains sont petits, plus le matériau peut se déformer,
grace aux phénomeénes de dislocation (déplacement d’infimes défauts de sa structure cristalline).
Cependant, il a été remarqué que certains matériaux nanocristallins avaient des comportements
mécaniques qui dévient de cette relation, voire présentent un effet Hall-Petch négatif. En effet, au-

dessous d’'une trentaine de nanométres, le volume des joints de grains n’est plus négligeable et
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d’autres phénoménes physiques se déroulant dans I'espace intergranulaire deviennent prédominants,

aux dépends des dislocations.

[.B.5. Effets quantiques

Lorsque les dimensions des nhanomatériaux deviennent comparables a une grandeur physique
caractéristique du systeme, par exemple le rayon de Bohr de I'exciton (distance entre I'électron et son
trou), la longueur d’'onde des électrons au niveau de Fermi ou la longueur d’échange dans les
matériaux magnétiques, leurs propriétés physico-chimiques individuelles (électriques, optiques et
magnétiques) sont radicalement différentes de celles du matériau massif. Des phénomeénes
quantiques apparaissent et sont prédominants principalement pour des tailles au dessous d’une

dizaine de nanomeétres.®

En particulier, pour des systémes avec des électrons délocalisés comme les métaux ou les
semi-conducteurs, le mouvement des excitons peut se trouver tellement confiné que les bandes
d’énergie disparaissent au profit de niveaux d’énergie discrets donnant lieu a des propriétés
quantiques.12 C’est typiquement le cas des quantum dots (points quantiques), ou le mouvement des

électrons dans les trois dimensions est restreint par le confinement quantique.

Les propriétés quantiques dépendent de la taille du matériau au sein de [I'échelle
nanométrique. Sous les rayons ultra-violets (UV), les quantum dots de séléniure de cadmium
changent de couleur en fonction de leur dimension : les grains verts pour 3 nm passent au jaune pour
4 nm, puis au rouge pour 5 nm.? Les propriétés optiques de ces nanocristaux peuvent étre exploitées
dans des applications d'imagerie médicale. Leur avantage par rapport aux molécules
fluorescentes est multiple : plus brillants et plus stables pour une imagerie dynamique, un spectre
large permettant I'excitation par une grande variété de sources, des raies de fluorescence ajustables

en fonction de la taille des nanocristaux, etc.

Lorsque les éléments magnétiques sont suffisamment petits (inférieurs a environ 15 nm), on
observe une transformation d’'un comportement ferromagnétique en superparamagnétique.13 La
structure multi-domaines (domaines de "Weiss") qui caractérise les aimants et qui permet de
minimiser I'énergie magnétique globale est incapable de se former. La nanoparticule devient donc
monodomaine, c'est-a-dire que les spins portés par les atomes constitutifs de cette nanoparticule sont
orientés dans une méme direction. Un moment magnétique permanent apparait et la nanoparticule
peut étre considérée alors comme un monodomaine magnétique. Un champ magnétique extérieur
peut aligner les moments portés par une distribution de nanoparticules, augmentant de fagon
considérable le champ magnétique global et la viscosité du milieu en quelques millisecondes. Lorsque
ce champ s'annule, l'agitation thermique redistribue, de maniére aléatoire, 'ensemble de ces moments
magnétiques sans aucune rétention de magnétisme.'* Le comportement est alors similaire au
paramagnétisme des atomes mais le moment porté par les nanoparticules est beaucoup plus grand
que le spin atomique, d'ou le nom de superparamagnétisme. Cette propriété magnétique unique a

permis par exemple le développement des SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxide ou Oxyde de Fer
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Super Paramagnétique) pour des applications médicales comme le traitement par hyper’(hermie,15

I'imagerie ou le diagnostic.

|.B.6. Effets de la structure cristalline

Si des nanoparticules ou des nanocomposites sont incorporés dans un matériau pour le
renforcer et ne sont que des accessoires, d’autres matériaux exhibent des propriétés mécaniques et
chimiques intrinséques intéressantes. Faisant partie de la famille des fullerénes, les nanotubes de
carbone ont des propriétés qui n’existent pas dans la nature : 100 fois plus résistants et 6 fois plus
légers que l'acier, plus durs que le diamant. Dotés d’'une excellente stabilité thermique et chimique,
certains nanotubes sont méme conducteurs ou semi-conducteurs. Ces nanomatériaux tubulaires sont
formés d’atomes de carbone disposés en structure réguliére type graphéne. La forme la plus simple
est le SWCNT (Single-walled carbon nanotubes ou nanotubes de carbone mono-feuillet), consistant
en un seul feuillet enroulé d’'un diamétre d’environ 0,4 nm et d’'une longueur pouvant atteindre le
micromeétre. Sous une forme plus complexe, ces nanotubes sont formés de cylindres
multiconcentriques de carbone d'un diamétre compris entre 2 et 100 nm (Multi-walled carbon

nanotubes, nanotubes de carbone mono-feuillet ou MWCNT).

[.B.7. Echelle nanométrique et échelle biologique

Afin d’améliorer I'interaction des matériaux avec les milieux biologiques pour des applications
médicales, on cherche de plus en plus a mimer les systémes biologiques en nanostructurant le
matériau. La dimension nanométrique des particules minérales naturelles garantirait une robustesse

optimale du matériau et s’accommoderait au mieux des défauts naturels.'®

En effet, la nature semble tirer profit des structures nanométriques pour produire des
systémes biologiques performants. Un bon exemple est la composition de I'os naturel, qui est souvent
décrit schématiquement comme un composite d’origine biologique a renforts fibrillaires, dans lequel
des inclusions solides de 10 a 50 nm sont intégrées dans une matrice protéinique molle. De
composition minérale proche de I'os naturel (calcium et phosphate), I'hydroxyapatite synthétique,
souvent utilisée comme substitut osseux, posséde une excellente ostéoconduction (propriété passive
du matériau a recevoir la repousse osseuse) a I'échelle macroscopique. Toutefois, elle ne peut étre
complétement résorbée, surtout si elle est fortement cristallisée et pure et reste donc a long terme
dans l'organisme en tant qu’implant. L’abaissement de la taille des particules d’hydroxyapatite a
'échelle nanométrigue a pour conséquence de rendre ces nanoparticules synthétiques

biorésorbables."”

De plus, comme vu précédemment, plus il y a d’atomes a la surface exposée, plus la surface

d’échange avec les éléments extérieurs est grande. Cette particularité des nanomatériaux se réveéle
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fort utile pour des applications biologiques. En effet, lorsqu’on introduit un matériau dans un milieu
biologique, la premiére étape est I'adsorption rapide des protéines du sérum ou de tout autre
environnement biologique sur la surface du matériau. Ces protéines vont alors adopter des
conformations différentes selon des propriétés physico-chimiques de la surface (ex.: hydrophobie,
rugosité, topographie, réactivité chimique...). Le type, la quantité et la conformation adoptée par les
protéines plasmatiques déterminent ensuite leurs interactions avec les récepteurs des membranes

cellulaires, permettant ainsi I'adhésion et la prolifération ou non des cellules a la surface du

matériau.'®® &

L’interaction entre les protéines et les nanomatériaux devrait étre influencée uniquement par
les propriétés surfaciques uniques intrinseéques aux nano-objets, comme une surface spécifique plus
importante, une rugosité ou une topographie finement structurées, des distributions électroniques
modifiées... Une telle surface pourrait par exemple fournir une plus grande quantité de sites
disponibles pour I'adsorption des protéines et favoriser 'adhésion et la prolifération des cellules. Ainsi,
il a été montré que les surfaces de titane nanostructurées des implants orthopédiques augmentent

significativement I'adhésion des ostéoblastes par rapport aux surfaces non traitées.'® % 2021

Certains auteurs émettent I'hypothése que l'augmentation de colonisation des surfaces
nanostructurées par les ostéoblastes serait due a la similitude entre les dimensions nhanométriques de

20, 21

ces nanomatériaux et la taille des protéines. I a été montré que la vitronectine, une protéine

spécifique du sérum, qui s’adsorbe plus sur des céramiques nanostructurées que des céramiques

conventionnelles, favorise I'adhésion des ostéoblastes. '®

Le méme comportement a été remarqué
avec la fibronectine, une autre protéine du plasma sanguin et de la matrice extracellulaire qui favorise
également la prolifération des ostéoblastes.?’ Ainsi, les céramiques nanoporeuses présentent une
meilleure biocompatibilité que les céramiques classiques. Une observation similaire a été également
faite avec des métaux, des polyméres et des composites nanostructurés. Webster et al. vont méme
plus loin, en postulant que la topographie de dimension nanométrique d’'une surface est suffisante

pour favoriser 'adhésion des ostéoblastes, indépendamment de la chimie de surface.?’

Les nanomatériaux exhibent des propriétés uniques qui peuvent étre mises a profit dans le
domaine de la santé. Les matériaux synthétiques, mimant de mieux en mieux les systémes
biologiques jusqu’aux détails nanométriques, permettraient d’améliorer leur biocompatibilité. De plus,
compte-tenu de leur taille, des nanoparticules devraient pouvoir circuler et pénétrer dans nombre de
cellules, atteignant éventuellement de maniére ciblée des endroits de I'organisme, méme s’ils sont
réputés difficiles d’acces avec les technologies actuelles. Néanmoins, les nanoparticules demeurent
des corps étrangers susceptibles d’étre traités comme tels et éliminés par les mécanismes de
protection de lorganisme. Les nanotechnologies offrent I'espoir d’'une médecine idéale et
personnalisée : des nanosondes intelligentes et multifonctionnelles seraient capables de détecter tres

tét les cellules anormales a l'origine du développement des maladies, détruire ces cellules ou

dispenser au moment voulu la dose exacte du médicament approprié au patient, voire de transmettre
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les données médicales en temps réel au médecin pour une surveillance au plus prés de I'évolution de

la maladie.

I.C. Dispositifs médicaux contenant des nanomateériaux

La nanomédecine est une des applications des nanotechnologies les plus prometteuses. Elle
exploite dans le domaine de la santé, les nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques
liées a une structuration a I’échelle nanométrique des nanomatériaux. Nous nous intéressons dans ce
rapport spécifiquement aux dispositifs médicaux. La directive 93/42/CEE consolidée® définit un
« dispositif médical comme tout instrument, appareil, équipement, logiciel, matiére ou autre article,
utilisé seul ou en association, ainsi que tout accessoire, y compris le logiciel destiné par le fabricant a
étre utilisé spécifiquement a des fins diagnostiques et/ou thérapeutiques, et nécessaire pour le bon

fonctionnement de celui-ci, destiné par le fabricant a étre utilisé chez 'homme a des fins de :
- diagnostic, prévention, contréle, traitement ou atténuation d’'une maladie,

- diagnostic, contrble, traitement, atténuation ou compensation d’une blessure ou d’'un

handicap,
- étude ou remplacement ou modification de I'anatomie ou d’un processus physiologique,

- maitrise de la conception,

- et dont l'action principale voulue dans ou sur le corps humain n’est pas obtenue par des
moyens pharmacologiques ou immunologiques ni par métabolisme, mais dont la fonction peut étre

assistée par de tels moyens. »

A titre d’exemple, on peut citer des fils de suture, des seringues, des prothéses de hanche,
des cceurs artificiels, des hémodialyseurs, des scanners, des pacemakers, des réactifs de

laboratoires, etc.

Dans cette partie, des exemples d’applications médicales sont détaillés, afin d’avoir une idée
de I'utilisation des nanomatériaux dans les dispositifs médicaux déja commercialisés ou en cours de
développement. lls sont aussi présentés dans '’Annexe Il de ce rapport. Cet état des lieux n’a pas
I'ambition d’étre un inventaire exhaustif, mais désire montrer que les nanotechnologies dans le cas
des dispositifs médicaux touchent un large spectre d’applications médicales, allant du matériel
médical traditionnel a des appareils électroniques biomimétiques sophistiqués, en passant par des
implants orthopédiques, dentaires ou cardiovasculaires.?®> Nous nous limitons aux dispositifs médicaux
et n'aborderons pas les applications dans la vectorisation des médicaments (ex. des nanoparticules
de polymeére) ou les agents de contraste en imagerie médicale qui ne sont pas des dispositifs

médicaux.
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|.C.1. Matériel médical

Une meilleure résistance et robustesse des matériaux grace a la nanostructure séduisent
nombre d’industriels, qui y voient des constituants intéressants pour lindustrie aérospatiale,

I'armement, I'équipement sportif ou pour les dispositifs médicaux.
e Aiguilles pour injection intradermique, sous-cutanée

Les fabricants ont innové ces dernieres décennies pour améliorer les dispositifs médicaux
d’administration de meédicaments. Bénéficiant des techniques de miniaturisation développées en
électronique, la taille des aiguilles hypodermiques a ainsi considérablement diminué, atteignant
maintenant le micrometre. Les micro-aiguilles sont congues pour étre les plus petites et les plus
aiguisées possibles. L'objectif est qu’elles pénétrent peu en profondeur dans la peau, avec pour

conséquence une diminution des lésions tissulaires et de la sensation de douleur.

Souvent constituée de métal (nickel, titane, or...), silicone ou polyméres biodégradables, cette
nouvelle génération de systemes d'injection se présente sous la forme d'une matrice de micro-
aiguilles, ne faisant que quelques centaines de micrometres de longueur et dont le diamétre de la
pointe peut étre submicronique. De part leur dimension légérement supérieure a I'échelle
nanomeétrique, ces systemes d’injection ne font pas partie a proprement parler des nanotechnologies.
Néanmoins, ces dispositifs sont utiles pour administrer des micro- ou nano-doses de médicaments,
d’insuline ou de vaccins, en transdermique ou méme dans la cornée. Leurs applications pourraient

s’étendre aussi aux systémes de diagnostic et de surveillance des parametres biologiques du patient.

Les dispositifs en phase de commercialisation ou en développement avancé sont par exemple
MicroPyramid™ de NANOPASS TECHNOLOGIES (Israél) pour l'injection de vaccins et d’insuline,
MicroTrans™ de VALERITAS (USA), Macroflux™ de ZOSANO PHARMA (USA), NanoJect™ de
DEBIOTECH (Suisse), Pyraderm™ d’APOGEE TECHNOLOGY (USA). Les fabricants plutét
intéressés par des dispositifs pour la surveillance et le diagnostic sont, entre autres, KUMETRIX
(USA) pour la mesure du taux de glucose chez les diabétiques et MICRONIT MICROFLUIDICS (Pays-
Bas).

e Soins des plaies

A I'époque du médecin grec Hippocrate, I'argent était utilisé pour ses propriétés germicides.
Le nitrate d’argent entrait dans la composition de nombreux traitements dont les maladies
infectieuses, avant d’étre supplanté par des particules d’argent métalliques colloidaux a la fin du
XIX® sigcle. La découverte des antibiotiques dont la pénicilline fit tomber I'argent dans I'oubli, avant
que ce dernier ne renoue de nouveau avec le succés ces vingt derniéres années en raison de son
large spectre d’activité antimicrobienne, antifongique et antivirale offrant une alternative aux
antibiotiques. On trouve de 'argent dans des gels, créemes, poudres ou émulsions, mais surtout dans
des pansements. Utilisés sur des plaies graves comme des brilures, ces pansements différent par la

composition, la vitesse de libération et le mode d’action de I'entité active.?
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Le mécanisme d’action exact de I'argent est a ce jour encore mal connu ; on remarque qu’a la
fois les ions d’argent et les nanoparticules d’argent métallique ont des actions antimicrobiennes en

a, 25b

milieu aqueux.25 Des éléments plus précis sur le mécanisme d’action et la toxicité sont

développés dans la partie I1.B.2. de ce rapport.

Les premiers pansements a base d’argent contiennent des sels d’argent (ex : Actisorb™ de
SYSTAGENIX - USA, Arglaes™ et SilvaSorb® de MEDLINE INDUSTRIES - USA, Urgotul SSD® des
LABORATOIRES URGO - France), mais peu de pansements avec des nanocristaux d’argent
métallique sont commercialisés. Les pansements contenant des nanoparticules d’argent métallique
les plus connus sont Silverlon™ d’ARGENTUM MEDICAL (USA) et Acticoat® de SMITH & NEPHEW
(Royaume-Uni). Le contact du pansement avec de l'eau stérile ou I'exsudat permettrait la
solubilisation et/ou l'ionisation de I'argent métallique. Indiqué pour des plaies graves, Acticoat® utilise
la technologie Silcryst™. L’avantage de la forme métallique par rapport au sel d’argent serait la

vitesse de libération du principe actif plus rapide®® ***

et plus soutenue. A titre de comparaison, le
nitrate d’argent est tout de suite libéré en milieu biologique et son efficacité ne dure que 2 heures,
alors que I'Acticoat™ reste efficace jusqu'a 7 jours.29 En présence d’'un milieu aqueux (ex. : plaie),
pour Silverlon™ toutes les nanoparticules d’argent métallique seraient hydrolysées sous forme d’ions
Ag’, alors que le pansement Acticoat® relarguerait I'argent sous forme Ag” et Ago. Afin d’expliquer la
longue durée d'efficacité d'Acticoat, Dunn et al. ont émis I'hypothése que I'argent sous forme Ag0
serait moins rapidement désactivé par les contre-ions chlorure ou par des particules organiques du

milieu biologique que les ions Ag*. %

e Textiles médicaux

L’'usage de l'argent en tant qu’agent antimicrobien s’est également étendu aux textiles et
autres équipements médicaux nécessaires dans des environnements a atmosphére contrélée comme
les salles opératoires : masques, blouses, bandages... Les nanoparticules d’argent peuvent étre
incorporées dans les fibres de textile par immersion dans une solution colloidale d’argent, ou par
fonte-tissage du polymére avec des nanoparticules d’argent ou encore par pulvérisation des
nanoparticules. Cependant, pour étre efficaces, il faut que les particules d’argent soient présentes a la
surface des fibres et I'efficacité peut diminuer au fil des lavages. On trouve des masques chirurgicaux
contenant des nanoparticules d’argent NanoFense™ commercialisés par APPLIED NANOSCIENCE
(USA) filtrant des virus grippaux ou d’autres masques fabriqués par SCOUTBURG (Taiwan). Le
fabricant coréen HYOSUNG propose des textiles a effet antimicrobien permanent sous le nom de
Mipan® Magic Silver Nano. De maniére générale, il est difficile d’'identifier la forme de 'argent dans

ces produits (métallique ou ionique, nanoparticule ou revétement nano ou micrométrique ?).

Les propriétés d’autres oxydes de métaux sont aussi exploitées. Les nanoparticules d’oxyde
de magnésium présenteraient aussi des activités antibactériennes.®® C’est pourquoi elles sont
intégrées dans le systeme de filtration du masque NanoMask® du fabricant EMERGENCY
FILTRATION PRODUCTS (USA), qui arréterait les contaminants viraux et bactériens.

e Nanosondes et nanorobots en développement
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Des projets de dispositifs médicaux invasifs actifs nanométriques en ébauche font appel a des
capteurs ultra-sensibles,®’ des moteurs et générateurs autonomes,* des bras pour manipuler avec
précision et des ordinateurs moléculaires. Les composants de ces dispositifs seraient biocompatibles
et méme biorésorbables.** Ces nanorobots seraient capables de sonder 'organisme et les cellules a
la recherche d’éventuelles maladies, d’éliminer ou réparer directement les cellules malades tout en

préservant les cellules saines (théranostique).*

La médecine passerait ainsi de [I'échelle
macroscopique a celle micro/nanoscopique des systémes biologiques.35 Cependant, ces dispositifs

sont extrémement complexes a mettre au point et demeurent encore a I'état de concept.

[.C.2. Produits dentaires et orthopédiques

Le marché des implants orthopédiques et dentaires est en pleine expansion, notamment en
raison du vieillissement de la population. Les matériaux utilisés pour fabriquer des implants peuvent

étre répartis en quatre catégories : les métaux, les céramiques, les polyméres et les composites.

e Composites pour restauration dentaire

Un composite de restauration dentaire contient généralement une résine photopolymérisable,
des charges particulaires de renfort, des additifs et des pigments de couleur. Les résines sont
classiquement des polymeéres de type bis-GMA, TEDMA et TEGDMA, de viscosité résultante variable.
Les charges de renforcement sont constituées de particules trés fines, de tailles différentes comprises
entre 0,01 et 50 ym, pour augmenter les propriétés mécaniques du composite. En effet, une bonne
distribution de taille des particules permettrait une optimisation de I'occupation de I'espace,
empéchant la contraction des polyméres du composite, qui peut atteindre jusqu'a 20% du volume.*
Les plus grosses particules proviennent des cristaux de quartz broyés et les plus fines sont des

nanoparticules de 10-100 nm, faites souvent en oxydes de silicium ou de zirconium.

L'utilisation des nanoparticules comme charges particulaires de renfort a été amorcée en 1950
avec la commercialisation d’'une gamme de poudres Aerosil® par DEGUSSA (Allemagne). Ces
nanoparticules ont tendance a s’agglomérer. C’est pourquoi, depuis les années 2000, les fabricants
ont chacun développé une méthodologie pour emprisonner ces nanoparticules dans une matrice de
polymére, afin de les isoler les unes des autres et obtenir une meilleure distribution des tailles.
D’aprés ces industriels, I'avantage de ces nanoparticules par rapport aux agrégats des poudres
Aerosil® serait un meilleur taux de charge et une légére amélioration des propriétés mécaniques et

rhéologiques.

On trouve un certain nombre de composites pour restauration dentaire contenant des
nanoparticules. Le fabricant 3M ESPE (USA) posséde plusieurs gammes de produits dentaires, allant
des nanocomposites de restauration photopolymérisable Filtek™ Supreme, au systéme adhésif auto-
mordangant Adper™ Scotchbond™ SE contenant des nano-charges de zircone silanisées, en

passant par le matériau nano-ionomere Ketac™ N100. En France, d’autres composites sont
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commercialisés, comme le Kappalux Nano des PRODUITS DENTAIRES PIERRE ROLLAND
(France). On rencontre également des produits de restauration dentaire allemands, a linstar du
Grandio® de VOCO (Allemagne) ou japonais, comme I'Optiglaze de GC CORPORATION (Japon).

e Produits pour comblement osseux

Les produits de substitut osseux ont souvent des indications a la fois en chirurgie
orthopédique et dentaire. La phase minérale naturelle de I'os et des dents étant composée de calcium
et de phosphate, des matériaux synthétiques de composition chimique similaire sont proposés, tels
que I'hydroxyapatite ([Cas(PO4)s(OH).]) et le phosphate de calcium ([Ca3z(PO4).]).

Des études ont montré que ces nanoparticules forment une couche minérale qui favoriserait la
réparation de I'émail dentaire, mais pourraient aussi avoir un effet antibactérien a la surface
dentaire.”” Ainsi, des produits dentaires comme des dentifrices ou des rince-bouches, qui ne sont pas

forcément des dispositifs médicaux, contiennent des nanoparticules.

En orthopédie, lorsqu'un apport de tissus osseux est nécessaire, la greffe d’os autologue est
la technique de référence. Lorsque celle-ci est insuffisante qualitativement ou quantitativement, des
substituts synthétiques de 'os sont utilisés en alternative ou en association avec l'autogreffe. Leur
utilisation permet de diminuer ou d’éviter les risques de morbidité liés au prélévement osseux
autologue, essentiellement d’origine iliaque. L’hydroxyapatite faiblement cristallisée et le phosphate de
calcium (B-TCP) favorisent la repousse osseuse en apportant in situ la matiere premiére pour la
reconstruction de I'os naturel. Les nanoparticules de B-TCP et d’hydroxyapatite faiblement cristallisées

sont facilement résorbables, contrairement a I'hydroxyapatite fortement cristallisée et pure.

Le gel d’hydroxyapatite est un mélange faiblement cristallisé de nanocristaux d’hydroxyapatite
et d’eau. La surface spécifique du matériau est augmentée, grace a la forme nanocristalline : 100 m?/g
contre 1 m?/g pour une poudre d’hydroxyapatite synthétique classique. Ainsi, au niveau clinique, le
contact avec le tissu receveur serait plus important et augmenterait ainsi la réactivité et la vitesse de

résorption.

Parmi les produits commercialisés a base d’hydroxyapatite nanoparticulaire, il existe des gels
injectables pour comblement osseux Nanogel® de TEKNIMED (France) et Nanostim™ encore
commercialisé sous le nom de Ostim® de AAP BIOMATIERALS (Allemagne) distribué par
MEDTRONIC en France. Ces gels ne possédent pas de propriétés mécaniques, car ils ne durcissent
pas. S’ils sont utilisés dans une zone de stabilité osseuse, il faut alors ajouter des procédés
traditionnels d’ostéosynthése. De méme, le substitut osseux PerOssal® d’AAP BIOMATERIALS
(Allemagne) est fabriqué a partir de nanocristaux d’hydroxyapatite tels que ceux utilisés dans le
Nanostim®. Par contre, le produit de greffe d’os FortrOss® de PIONEER SURGICAL TECHNOLOGY
(USA) combine les nanoparticules d’hydroxyapatite de la technologie NanOss® avec la matrice
ostéoconductive E-Matrix. D’autres produits sont plutét a base de phosphate de calcium comme le

matériau de comblement de I'os spongieux Vitoss® Scaffold d’ORTHOVITA (USA). La porosité
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nanométrique de ce dernier assurerait un remodelage rapide de l'os. Tous ces produits ont des

indications a la fois en chirurgie orthopédique et dentaire.

L'utilisation de nanoparticules d’argent aux propriétés antimicrobiennes dans des ciments

osseux sont aussi a I'étude.*®
e Implants métalliques nanostructurés

Les implants sont posés pour une durée potentiellement longue, mais malgré tout limitée. Les
prothéses de hanche ont par exemple une durée de vie d’environ 10-15 ans.? Les alliages
métalliques sont choisis pour leurs bonnes propriétés mécaniques et leur résistance a la corrosion.
Cependant, des descellements progressifs des implants avec l'os naturel ont été observés,
particulierement lorsqu’ils sont cimentés. Ces complications, nécessitant une ré-intervention

chirurgicale, ont été souvent attribuées aux défauts d’interface implant/os naturel.

Pour améliorer l'intégration de I'implant dans l'os, les matériaux peuvent subir un traitement de
surface, soit chimique, soit topographique. L’objectif est d’induire une formation des tissus rapide,
guidée et contr6lée autour de la prothése orthopédique ou de limplant dentaire. La matrice
extracellulaire formée aurait idéalement la composition, la structure et les propriétés biomécaniques
les plus proches possibles de celles de I'os natif, afin d’assurer un ancrage stable des matériaux

prothétiques.

Nous avons vu précédemment que des surfaces nanostructurées mimant la structure
nanométrique de l'os naturel permettent de favoriser 'adhésion et la différenciation des cellules
osseuses in vitro. Ainsi, SYBRON IMPLANT SOLUTIONS (USA) propose des implants constitués de
titane pur, sans contamination chimique, mais qui auraient une bonne ostéointégration grace a la
topographie nanométrique de la surface nanoporeuse Puretex®. De méme, limplant dentaire
Nanolmplant® de TIMPLANT (République Tcheque), en titane nanostructuré, apporterait des

avantages mécaniques et une colonisation plus rapide par les fibroblastes.

Si pour certains, la topographie nanométrique de la surface d’'un implant est un critére
suffisant pour favoriser la prolifération des ostéoblastes et donc la reminéralisation de I'0s,?" d’autres
chercheurs ont tenté de développer des implants avec des surfaces nanométriques bioactives pour
promouvoir I'adhésion cellulaire et la croissance osseuse. Des revétements en hydroxyapatite ou en
phosphate de calcium contribueraient a la recalcification de I'os naturel autour de I'implant, a la fois
grace a la topographie nanométrique et au réservoir de matiére premiére. C’est le choix du fabricant
DOT (Allemagne) qui commercialise le revétement microporeux Bonit®, composé de nanocristaux
d’hydroxyapatite. Ce revétement est par exemple utilisé dans les prothéses orthopédiques Nanos™
commercialisées par SMITH&NEPHEW (Royaume-Uni) et dans les prothéses articulaires Symax™ de
STRYKER (France). Les implants NanoTite™ de BIOMET 3i contiennent, eux, des nanocristaux de

phosphate de calcium.

Des études sont menées sur l'intérét que pourrait apporter dans le domaine médical différents
revétements, qu'ils soient en céramique nanoporeux (ex.: Debiostent™ en développement chez

DEBIOTECH, Suisse), qu’ils incorporent des nanoparticules d’argent pour leurs propriétés
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antiseptiques ou qu’ils soient constitués de polyméres biomimétiques en structure ou/et incorporant

des protéines.
e Prothése externe de genou

Les avancées en technologie prothétique concernent aussi la bionique avec des améliorations
significatives des prothéses externes de genou, en termes de mobilité, d'efficacité énergétique et de
démarche naturelle. Le genou monoaxial Rheo Knee d'OSSUR (Islande) permet au patient amputé
d’avoir des amplitudes articulaires souples et naturelles grace a un controle fin via le fluide magnéto-
rhéologique. Extérieur au corps du patient, ce fluide comporte des particules de fer de 100 nm a 1 ym
dans une huile, qui réagissent instantanément au champ magnétique appliqué en fonction du
mouvement voulu. Les particules s’organisent alors en chaine, opposant une résistance minimale

pour donner de la fluidité et de la souplesse a la démarche.

I.C.3. Dispositifs cardiovasculaires
e Stents

L’insuffisance coronarienne, liée a des rétrécissements du réseau vasculaire (sténoses), peut
étre traitée en pratiquant une angioplastie coronaire avec implantation d’'un dispositif permettant de
maintenir le vaisseau dilaté, appelé endoprothése ou stent. Les stents coronaires sont souvent des
structures métalliques ou de polymére. Il existe des stents nus et des stents incorporant des
molécules bioactives (dit « actifs »). Malgré d’excellents résultats, une des principales complications
de la technique est la resténose intra-stent. Elle survient essentiellement par une réaction
d’hyperplasie intimale de cellules musculaires lisses dans la paroi du vaisseau sanguin et un dépét
d'une matrice extracellulaire.’® Les stents nus métalliques sont aussi associés au risque de
développer des thromboses. La recherche actuelle tente donc de trouver des solutions plus efficaces

et de plus longue durée.

On peut tout d’abord chercher a diminuer le risque thrombotique en modifiant le matériau
utilisé.*® Ainsi, des fabricants ont cherché a corriger le défaut de contact entre le stent et les cellules
en proposant des revétements nanométriques en polymeére ou en céramique nanoporeux sur stent nu
(ex.: ALCOVE SURFACE, Allemagne). CELONOVA BIOSCIENCES (Canada) optimise son stent
coronaire Catania™, fait en alliage de cobalt et de chrome, en le recouvrant d’'un revétement d’une
cinquantaine de nanomeétres de polymére Polyzene®-F. La surface du stent traitée par Polyzene®-F
serait hémocompatible et favoriserait une cicatrisation rapide et totale des vaisseaux. Elle permettrait
aussi de réduire l'activation plaquettaire péri- et post-opératoire et contribuerait a empécher les

réactions inflammatoires des tissus a I'origine de la resténose.

Parmi les stents actifs, pour lesquels on cherche a diminuer le risque de resténose, le stent
VestaSync™ de MIV THERAPEUTICS (Canada) posséde un revétement ultrafin en hydroxyapatite,

avec une porosité de 100-500 nm, contre 14-15 um dans les revétements poreux conventionnels.*’ Le
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fabricant engage actuellement des études cliniques (en fin de phase Il a ce jour) pour évaluer

I'efficacité du dispositif en vue d’obtenir un marquage CE.
e Cathéters

Naturellement, I'idée d’incorporer des principes actifs ne s’applique pas uniquement aux
stents, mais est également utilisée pour d’autres dispositifs médicaux. En particulier, le fabricant
ACRYMED (USA) propose des revétements incorporant des nanoparticules d’argent (technologie
SilvaGard™). Il a été intégré dans le cathéter pour anesthésie ON-Q® SilverSoaker™ déja
commercialisé aux Etat-Unis. L'utilisation de nanoparticules d’argent aux propriétés antimicrobiennes
pour d’autres dispositifs médicaux invasifs comme les cathéters veineux centraux sont en

développement (en essai clinique).*®

Les procédures médicales, de plus en plus sophistiquées, requierent souvent des dispositifs
et des outils adaptés, comme par exemple des cathéters ou des ballonnets aux parois ultrafines et
lisses. Les renforts conventionnels des matériaux sont trop volumineux pour permettre la fabrication
des objets aussi fins. |l s’agirait donc de trouver des renforts de plus petites tailles: des
nanoparticules d’argile, de céramique, de silice ou des nanotubes de carbone. Ces nanorenforts
incorporés dans une matrice de polymére apporteraient aux nanocomposites de polymeére des
propriétés mécaniques améliorées,*? dont une plus grande rigidité sans qu’il y ait friabilité, comme il

est nécessaire dans les cathéters.
e Greffons vasculaires synthétiques

L’électrofilage (electrospinning) est un procédé de création des nano ou micro-fibres de
polymére en utilisant les forces électrostatiques pour obtenir des « textiles » innovants. Lorsque la
tension électrique appliquée entre la buse de filage et une contre-électrode est suffisamment élevée,
la solution de polymére est étirée et forme un jet trés fin vers la contre-électrode. Les applications de
ce domaine de recherche sont entre autres des implants ou la médecine régénérative.® Les
possibilités sont nombreuses, car on peut faire varier la taille et le nombre de pores, incorporer des
molécules bioactives ou des nanoparticules dans le matériau final, en jouant sur la solution de
polymére ou la contre-électrode, qui peut étre liquide. La densité du « textile » final peut étre modulée
pour mimer la structure tissulaire humaine, avec des applications implantables pour 'os, le cartilage et

le systéeme vasculaire.

Le fabricant NICAST (Israél) a obtenu le marquage CE en 2008 pour un greffon d’accés
vasculaire auto-obturateur AVflo™, fait en textile électrofilé. Il devrait lancer cette année sur le marché
européen une version perfectionnée du greffon et un treillis herniaire intra-abdominal NovaMesh™,

aussi constitué de nanotissu de polymére électrofilé.

D’autres chercheurs développent également des artéres artificielles avec des matériaux de
polyméres nanométriques mimant les vaisseaux sanguins naturels. Une équipe anglaise est sur le
point de mener des études cliniques avec un greffon vasculaire de polymére comportant a sa surface
des nanocages d’UCL-NanoBio™, formant un nanocomposite de polymere breveté.** Ces nanocages

stimuleraient la prolifération des cellules endothéliales circulantes, ce qui contribuerait a la réparation
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du vaisseau sanguin endommagé. Une compagnie russe (ROSKARDIOINVEST) cherche a
développer des valves cardiaques artificielles nanostructurées, qui seraient moins résistantes aux flux

sanguins et diminueraient le risque de thromboses.

[.C.4. Chirurgie
e Instruments chirurgicaux

L’utilisation des nanotechnologies dans le domaine de la chirurgie vise essentiellement a
rendre I'acte moins invasif. Pour ce faire, on peut tout d’abord améliorer les instruments et le matériel
existants. Par exemple, l'incision faite par les scalpels a revétement de diamant est plus fine et
précise, grace a un plus faible coefficient de friction. L’avantage de la couche nanométrique de
diamant est sa faible adhérence physique aux matériaux et tissus pour une pénétration plus facile.
Son inertie chimique et biologique assurerait une grande longévité au matériau. La rugosité de la
surface de la lame commercialisée par GFD GESELLSCHAFT FUR DIAMANTPRODUKTE MBH
(Allemagne) n’est que de 20-40 nm environ. Ce type d’instruments chirurgicaux pourrait améliorer la

chirurgie ophtalmologique ou la neurochirurgie.

D’autres fabricants cherchent a améliorer le matériau comme AB SANDVIK MATERIALS
TECHNOLOGY (Suéde) qui a développé un acier inoxydable contenant des nanocristaux de ce métal
mesurant une dizaine de nanométres. Ce nouveau métal est utilisé pour faire des aiguilles de suture
par exemple (aiguilles Sandvik Bioline 1RK91™). || combinerait une bonne résistance avec une bonne
ductilité (diminution du risque de rupture de l'aiguille). Enfin, la recherche se penche aussi sur le
développement de couteaux nanométriques en composé dur de silicium (20 nm de rayon de

courbure) ou en nanotubes de carbone, capables de faire des ablations au niveau des cellules.*
e Neurochirurgie

Des cathéters de drainage du liquide céphalo-rachidien, internes ou externes, peuvent étre a
I'origine d’infections bactériennes qui parfois se propagent rapidement dans le cerveau et autour des
méninges. L’utilisation de cathéters imprégnés de nanoparticules d’argent permettrait d’éviter ces
complications infectieuses. *® Une étude clinique randomisée est attendue pour confirmer les résultats

d’'une étude pilote.
e Chirurgie de précision nanométrique

Grace aux nanotechnologies, la chirurgie atteint désormais un niveau supplémentaire de
précision.47 Des lasers femtosecondes peuvent réaliser des chirurgies au niveau des cellules (par
exemple sur des cellules neuronales) ou des chromosomes. Les rayons lasers peuvent aussi servir a
piéger, mouvoir et manipuler des cellules, des organelles ou des molécules biologiques, protéines ou
ADN. Sous l'action de la lumiére laser, les groupes chimiques de ces nanopinces réagissent en
fermant ou en ouvrant la pince qu'ils forment en absorbant des photons de différentes longueurs

d'onde.
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e Nano-dispositifs chirurgicaux

Les progrés de miniaturisation en électronique permettent d’envisager des améliorations dans
le domaine médical, grace notamment au développement des MEMS/NEMS (systémes micro/nano-
électromécaniques) de plus en plus sophistiqués. Des nano-outils seraient capables d’assister les
chirurgiens, en permettant des manipulations au niveau nanométrique ou en fournissant des données
biologiques grace a des capteurs. Ces nano-outils seraient controlés par 'Homme a laide
d‘ordinateurs pour proposer et/ou effectuer une chirurgie la moins invasive possible. Par exemple,
I'appareil chirurgical MAKO d’ORTHOSENSOR (USA) livre aux chirurgiens de I'Hopital Holy Cross
aux Etats-Unis des données précises sur 'implantation orthopédique personnalisée du genou, grace a

ses nanocapteurs.

[.C.5. Nanotechnologies dans le traitement des cancers

Les traitements traditionnels contre les cancers sont la chirurgie, la chimiothérapie,
limmunothérapie et la radiothérapie. La thermothérapie est une alternative a ces traitements en cas
d’échec ou en raison des effets secondaires. Cette technique consiste a chauffer les cellules
tumorales, qui sont plus sensibles a la chaleur que les cellules saines." La chaleur est obtenue grace
a une source d’énergie externe, basée sur des micro-ondes, des ultra-sons, des appareils optiques ou
un champ magnétique ou électrique créé entre des antennes. Le principal défaut des techniques
d’hyperthermie classiques est ’hétérogénéité de la distribution de la chaleur dans les tissus, ce qui est

a l'origine de nombreux effets secondaires.

L’utilisation de nanoparticules dans la thermothérapie des cancers semble apporter un réel
bénéfice, grace a la synergie avec certains traitements classiques. Cette technique est trés
performante pour détruire les tumeurs, tout en limitant les effets sur les organes et tissus sains. Ces
nanoparticules permettraient le traitement de tumeurs dont la localisation ou la sévérité rend les
traitements médicamenteux peu efficaces et la chirurgie délicate. A court terme, la durée de survie
peut augmenter et les effets indésirables rester limités grace a I'action localisée des nanoparticules.

Actuellement, trois dispositifs de ce type sont les plus avancés dans le développement :

- la thérapie Nano-cancer de MAGFORCE NANOTECHNOLOGIES (Allemagne), qui vient
d’obtenir le marquage CE en 2010,

- NanoXray de NANOBIOTIX (France) qui s’appréte a passer en phase d’étude clinique,
- AuroShell de NANOSPECTRA BIOSCIENCES (USA) également en études cliniques.

Les nanoparticules de MAGFORCE NANOTECHNOLOGIES sont des oxydes de fer
superparamagnétiques de 15 nm environ recouvertes d’aminosilanes et sont activables par un champ
magnétique externe. Elles sont indiquées dans le glioblastome multiple,48 mais le fabricant allemand
cherche a étendre I'indication & d’autres types de cancer. Les nanoparticules de NANOBIOTIX sont
en oxyde d’hafnium et sont activées par rayons X pour des traitements de sarcomes des tissus mous

aux extrémités. Quant aux nanoparticules de silice recouvertes dor de NANOSPECTRA
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BIOSCIENCES, elles ont 150 nm de diamétre. Elles sont activées par une lumiére laser et pourraient

étre utilisées contre les tumeurs solides du cerveau et du cou.*®

Brachysil™ de PSIVIDA (Australie) est un dispositif médical en évaluation clinique pour le
traitement du cancer de la prostate. |l contient plus précisément des microparticules de 30 um de
silicium mais avec des pores nanométriques nommées BioSilicon incorporant du phosphore radioactif
2P Ce traitement est congu pour délivrer localement des doses ciblées de [B-radiation, aprés la

biodégradation de la coque en silicium.

Le systeme NanoKnife™ d’ANGIODYNAMICS (USA) est une nouvelle technique d’ablation de
tumeurs reposant sur I’électroporationJr irréversible de cellules cancéreuses (marquage CE obtenu en
2009). Des pulsations électriques sont créées entre des sondes positionnées au niveau de la Iésion.
Elles ont pour conséquence de provoquer des pores nanométriques dans les membranes cellulaires

et de provoquer la mort de ces cellules.

D’autres dispositifs d’hyperthermie, faits de matériaux différents et/ou utilisant d’autres
sources d’énergie, sont en cours de développement mais encore au stade de recherche fondamentale
ou s’apparentent plus a des médicaments, étant liés a des principes actifs ou a des protéines

spécifiques de certains récepteurs de cellules tumorales.

I.C.6. Dispositifs médicaux implantables actifs
e Organes artificiels

Les progres technologiques, tels que [I'électronique, appliqués a la médecine, rendent
réalisable I'idée de remplacer les organes complexes du corps humains comme le coeur par des
organes artificiels. Un consortium multidisciplinaire de chercheurs américains a réussi récemment a
fabriquer un rein artificiel contenant un filtre composé de milliers de membranes siliconées
nanoporeuses permettant de d'arréter sélectivement les toxines.*® Les nanopores seraient

suffisamment denses et de forme adéquate pour ne pas altérer le flux sanguin.

Des nouveaux stimulateurs cardiaques ou de nouvelles audioprothéses bénéficient également
des avancées en nano-€lectronique, avec des nanocapteurs sensoriels capables de stocker et de
transmettre rapidement des données pour une plus grande réactivité. Les éléments nano-

électroniques composants ces dispositifs sont encapsulés et donc sans contact avec I'organisme.

e Protheses rétiniennes

T Technique de création de pores dans les membranes cellulaires par des chocs électriques.
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Pour le traitement de la cécité causée par les rétinopathies pigmentaires, des chercheurs
développent des implants rétiniens a partir d’éléments nano-électroniques. L'implant est constitué
d’'une puce d’électrodes attachée a la rétine, en épi-rétinal ou sub-rétinal. Les électrodes conduisent
I'information acquise par une caméra externe jusqu'a la rétine pour fournir au patient une forme de

vision rudimentaire.

Plusieurs projets sont en cours, en Allemagne, au Japon, aux Etats-Unis, en Australie et en
France. Les chercheurs de RETINA IMPLANT (Allemagne) lancent actuellement une deuxieme étude
clinique sur leur nouvelle prothése rétinienne améliorée. Le dispositif le plus abouti est I’ArgusT'vI aux
Etats-Unis, développé par SECOND SIGHT MEDICAL PRODUCTS (USA), en phase clinique et en
cours de marquage CE. Le dispositif médical ArgusT'\’I comporte une série d’électrodes de platine sur
une plaque en silicium. Les difficultés a résoudre pour la mise au point de ces systémes prothétiques
sont d’'empécher les interférences entre les électrodes et la résolution de I'image restituée. Comme
cette derniére dépend grandement du nombre d’électrodes, certains proposent des électrodes 3D

pour réduire les interférences.

Concernant la biocompatibilité du systéme, les parties non-biocompatibles ou électroniques
du dispositif sont protégées par une coque protectrice. Cependant, d’autres fabricants cherchent a
remplacer cette protection encombrante par un film ultrafin de nanoparticules de diamant (d’environ 5
nm de diamétre), biocompatible et inerte dans des milieux corrosifs.”! Par exemple, I'Institut de la
Vision et le CEA (Commissariat a 'Energie Atomique) ont choisi d’utiliser une couche de diamant
dopé nanostructurée pour améliorer la biocompatibilité et les performances des électrodes de

stimulation rétinienne.

I.C.7. Dispositifs de diagnostic et de surveillance en continu

Des équipes de recherche et de développement tentent de mettre au point des applications
pour la surveillance de I'état physiopathologique du patient ou des outils permettant le suivi du

malade.®?

Certains fabricants proposent des dispositifs de diagnostic pour le diabéte de type | en
analysant l'air exhalé du patient. Une équipe américaine du MIT (Massachuset Institute of
Technology) a congu un dispositif de surveillance de la glycémie in vivo, mis en place sous la peau.”
Le dispositif repose sur des nanotubes de carbone qui fluorescent en fonction de la quantité de
glucose dans le sang. Les chercheurs doivent maintenant trouver une « encre » dans laquelle
mélanger ces nanotubes pour créer une sorte de « tatouage », qui permettrait de surveiller en continu

la glycémie.

NANOSPHERE (USA) propose le dispositif Verigene comportant des nanoparticules d’or pour
réaliser des tests génétiques et pharmacogénétiques. On peut également imaginer des capteurs
incorporés dans les implants, qui seraient capables de suivre en temps réel l'interaction du matériau

avec le milieu biologique, en fournissant des données sur la prolifération ou non des cellules sur la
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surface de I'implant et quels types de cellule. Le médecin pourrait alors suivre la biocompatibilité des

implants in situ (au niveau cellulaire).

Les DMDIV (dispositifs médicaux de diagnostic in vitro) deviennent plus sophistiqués avec les
biopuces génétiques et protéiniques et les lab-on-chip (laboratoires sur puces) pour des détections de

précision moléculaire.

[.D. Bilan

Cet apercu nous montre que l'utilisation des nanotechnologies dans le monde des dispositifs
médicaux est multiple et ouvre des perspectives intéressantes. Certains dispositifs issus des
nanotechnologies sont déja commercialisés et de nombreux autres sont en développement, dans des
domaines tels que l'orthopédie, la chirurgie, la cancérologie, les spécialités cardiovasculaires ou
dentaires. Des progrés peuvent aussi survenir dans des applications plus communes comme les
produits de soins, les textiles médicaux et les instruments médicaux, pour une amélioration médicale
globale. Les futurs nanodispositifs ou nanosondes pourraient bouleverser le monde des dispositifs
médicaux actifs et les dispositifs de diagnostic in vitro. Ce bref exposé n’a pas l'objectif d’étre
exhaustif, mais ambitionne de donner une idée du foisonnement et des possibilités qu’offrent les

nanotechnologies, en se limitant aux dispositifs médicaux.

D’ailleurs, nous assistons progressivement avec les avancées technologiques a un glissement
des frontiéres entre les médicaments et les dispositifs médicaux. La frontiere devient de plus en plus
ténue, avec notamment les nanoparticules dans le traitement des cancers ou les dispositifs
implantables de suivi de la glycémie. La classification n’est plus forcément évidente et requiert un

examen approfondi du mode d’action précis (principal ou accessoire).

Enfin, parmi les perspectives présentées, nombreuses sont celles encore a I'état de recherche
précoce, souvent au stade de démonstrations de faisabilité. Des prototypes attendent toujours d’étre
perfectionnés en laboratoire et dans les essais précliniques, avant de pouvoir étre transformés en
dispositifs médicaux réalistes et commercialisables. Néanmoins, les nanotechnologies sont
véritablement des outils importants pour I'avenir de la médecine, améliorant I'existant mais aussi
créant de nouveaux dispositifs plus intelligents, plus perfectionnés et plus biocompatibles. Elles offrent
des possibilités qui pourraient pallier les limites actuelles des prises en charge des maladies, pour

permettre au final une meilleure qualité de vie au patient, voire un allongement de la durée de vie.
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Il. Evaluation biologique des nanomatériaux

L’'essor des nanotechnologies souléve [I'enthousiasme sur de multiples possibilités
d’application, mais suscite également des préoccupations sur leurs impacts biologiques potentiels. En
effet, les propriétés uniques de nanomatériaux, qui ont permis de proposer des applications
exceptionnelles, permettraient & ces nanomatériaux d’atteindre des lieux jusqu’alors inaccessibles
dans les organismes vivants, avec une réactivité différente des matériaux conventionnels. C’est
précisément leur petite taille, leur grande surface spécifique et leur réactivité accrue qui leur
permettent de se lier a des éléments biologiques avec plus d’efficacité et qui font craindre des

conséquences notables en termes de toxicité.

Les exemples de toxicité abordés dans ce rapport proviennent des études sur des
nanomatériaux utilisés dans divers applications et environnements (médicaments, cosmétologie,
pollution, etc.). lls ne refletent pas forcément la réalité des dispositifs médicaux, les études sur les
effets toxiques des nanomatériaux étant bien plus fournies pour les nanoparticules ou les nanotubes
que pour les autres types de nanomatériaux (comme les matériaux nanostructurés). lls ne sont pas

forcément extrapolables non plus.

[ILA. Etat des connaissances sur la toxicité des nanomatériaux

Le risque pour ’lHomme d’un produit est la combinaison du danger intrinséque du produit et
de I'exposition humaine a ce produit. Selon les études en cours, bien qu’insuffisamment nombreuses
et parfois contradictoires, il est généralement admis que la toxicité d’'un composé nanométrique serait
différente de son homologue conventionnel, différente ne signifiant pas nécessairement supérieure.
Par exemple, certains travaux spécifiques publiés indiquent que des nanoparticules de CuO sont
effectivement plus génotoxiques que les microparticules. Par contre, d’autres travaux indiquent que
dans certains cas, les nanoparticules de TiO, sont moins génotoxiques que leurs homologues

54 54

micrométriques. La toxicité des nanoparticules de TiO, sera détaillée dans la partie I1.B.3.

Afin de mieux cerner les risques de toxicité, nous allons présenter un état des lieux sur les
effets biologiques potentiels des nanomatériaux. Cependant, ce rapport n’a pas pour objectif de
collecter et d’évaluer de maniére exhaustive toutes les études de toxicologie des nanomatériaux
menées jusqu’a présent. Il fera uniquement référence aux points clés des connaissances a ce jour sur
la question. Pour plus de détails, le lecteur est invité a consulter des rapports et revues scientifiques

faits sur le sujet.>*®
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[ILA.1.Interactions entre nanomatériaux et systemes biologiques

Tout d’abord, lorsqu’'un nanomatériau se trouve exposé a un milieu biologique, son
comportement résulte de différents facteurs et ne dépend pas uniquement de ses caractéristiques
intrinséques. En effet, les nano-objets au contact d’'un environnement biologique sont immédiatement
recouverts d'une « couronne » dynamique de protéines (« corona »), de composition variable.”® La
majorité des études portant sur I'adsorption de protéines a la surface des nanoparticules a utilisé le
plasma ou le sérum (composé d’environ 3700 protéines),”’ comme modeéles de fluide biologique.
Elles se sont intéressées aux effets de I'adsorption des protéines plasmatiques sur la reconnaissance
cellulaire, notamment par les macrophages. Des études portent également sur les interactions avec le
mucus et le surfactant pulmonaire. La biodistribution des nano-objets et les réponses cellulaires qui en

découlent dépendent de l'interaction entre les protéines d’'un milieu biologique et les nano-objets.

Toutefois, ces deux modéles de fluide biologique in vitro refletent mal les situations in vivo. En
effet, la chélation des ions divalents (comme le calcium) en général par des ions citrate additionnés au
plasma afin de bloquer le développement de la cascade de la coagulation, bloque également
I'activation amplifiée du systéme du complément (défense immunitaire non spécifique). L'addition de
doses contrblées d’ions calcium permet d’évaluer les phénoménes amplifiés de la coagulation lors du
contact avec une surface de matériau. De méme, dans le sérum, I'absence essentielle du fibrinogéne
supprime tout effet lié a cette protéine, alors que I'addition de doses contrdlées d’ions calcium et
magnésium permet d’évaluer I'activation amplifiée du complément. Il en résulte que l'activation rapide
et simultanée in vivo de ces deux systemes amplifiés, lors du contact avec une surface de matériau,

ne peut pas étre observée in vitro.
e Cinétique de liaison des protéines sur des nano-objets

La composition de la couronne de protéines adsorbées sur des nano-objets a un temps donné
dépend des concentrations et de la cinétique d’adsorption des protéines présentes dans les fluides
biologiques. Il est important de déterminer quelles protéines sont adsorbées sur la surface des
nanomatériaux, mais également de comprendre les affinités de liaison et les stoechiométries mises en
jeu. Ainsi, I'affinité d’'une protéine pour la surface d’'un nano-objet difféere de son affinité pour ce méme
matériau massif (effet de la taille, de l'aire disponible et de la courbure de la nanoparticule).58 De plus,
le complexe nano-objet/protéines adsorbées est susceptible d’évoluer au cours du temps: les
protéines présentes en fortes concentrations vont ainsi s’adsorber trés rapidement et occuper la
surface des nano-objets, mais par la suite ces protéines peuvent se dissocier du matériau et étre
remplacées par des protéines présentes en plus faibles concentrations mais de plus fortes affinités
(effet Vroman).

A titre d’exemple, I'albumine s’adsorbe ainsi trés rapidement sur différents types de nano-
objets (lipides, polystyréne, PEG-PHDCA...), puis la quantité d’albumine adsorbée se stabilise voire
diminue pour étre remplacée par d’autres protéines comme le fibrinogéne, les apolipoprotéines, les

protéines C3 du systéme du complément, les IgG, etc.”® *°

e L’adsorption des protéines dépend des propriétés des nanomatériaux
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Des propriétés intrinséques aux nano-objets influencent I'adsorption des protéines
plasmatiques. Il a été observé qu’elle tend & augmenter avec le potentiel z&ta du nano-objet, qui

58b, 60

reflete sa charge de surface, sans variation du profil des protéines adsorbées.

L’hydrophobie de la surface d’un nano-objet influence non seulement la quantité de protéines
adsorbées, mais également le type de protéines. De facon générale, les nano-objets hydrophobes,
adsorbant plus de protéines plasmatiques que les nano-objets hydrophiles, sont opsonisés plus

rapidement (capturés par le systéme immunitaire pour étre phagocytés) .%%* &'

Pour certains auteurs, les propriétés de surface (charge et hydrophobie) sont dailleurs
probablement plus importantes pour l'adsorption des protéines que la composition méme du
nanomatériau (type de matériau, forme, taille). Toutefois, cette derniére ne peut pas étre négligée, car
de nombreux composés, chimiquement différents, diffusent en surface des nanomatériaux modifiant
ainsi la physico-chimie de leur surface. On peut également noter que la structure des protéines, leur
stabilité, leur activité ou fonctionnalité peuvent étre modifiées suite a leur adsorption sur un

nanomatériau.’® 52

La présence de nanostructures sur des surfaces détermine également I'adsorption des
protéines sur ces matériaux.®® Par exemple, la concentration et la conformation de fibronectine
adsorbée sur des surfaces de tantale nanostructurées, different en fonction de la topographie des
nanostructures.®* En particulier, les séquences RGD contenues dans la fibronectine et nécessaires
pour la reconnaissance cellulaire, ne présentent pas la méme accessibilité aux cellules selon les
surfaces nanostructurées. L'organisation des nanostructures sur les matériaux est également décisive
pour I'adsorption des protéines et les réactions cellulaires. Les densités de greffage et les longueurs
de «nanobrosses» de polyméres (PDMA, PNIPAM) influent 'adsorption des protéines : plus les
surfaces présentent de fortes densités de greffage des brosses et plus celles-ci sont longues, moins
les protéines plasmatiques s’adsorbent.®® Ces effets des nanobrosses ont été prévus dans un modéle
théorique de brosses de poly(oxyéthylene) (PEO) greffées sur une surface et démontrés
expérimentalement au moyen de nanoparticules a cceur poly(lactide-glycolide) (PLGA) et couronne
PEO‘GG, 67, 68

Les propriétés de surface des nanomatériaux sont ainsi capitales pour l'adsorption des

protéines.69

e [’adsorption des protéines influence la biodistribution des nano-objets et

la réponse cellulaire
L’adsorption des protéines sur les nano-objets, influencée par les propriétés de ces derniers,
peut modifier leur taille et leur charge de surface. Ces facteurs sont donc susceptibles d’avoir des

conséquences sur linternalisation des nano-objets dans les cellules, la réponse cellulaire, ainsi que

leur distribution dans I’organisme.70
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Le phénoméne d’adsorption compétitive des protéines sur un nanomatériau joue un réle
important dans I'activation amplifi€e du complément. En effet, les nanomatériaux, des corps étrangers
activant potentiellement ce systéme, sont captés en quelques minutes par les macrophages situés

dans les organes du Systéme des Phagocytes Mononucléés (SPM) tels que le foie et la rate.

Ainsi I'adsorption d’opsonines comme les IgG, les protéines du complément et le fibrinogene
favorise la phagocytose et I'élimination des nano-objets de la circulation. Ces éléments sont ensuite
séquestrés dans les organes du systéme réticulo-endothélial et concentrés dans le foie et la rate.”®
Inversement, I'albumine adsorbée a la surface des nanoparticules semble prolonger leur présence

® et peut diminuer la réponse inflammatoire.” Toutefois, la présence d’albumine

dans le sang58
adsorbée a la surface de nanoparticules de PLA ne prolonge pas toujours leur présence dans le

sang.”®

Concernant la nanostructure de surface, il a été montré que la densité de greffage de brosses,
en influengant la nature des protéines adsorbées, peut avoir des conséquences variables sur la
coagulation sanguine et I'activation plaquettaire : les surfaces greffées a forte densité par des brosses
de PDMA n’activent pas les plaquettes, alors que ces surfaces greffées par les mémes brosses mais

a plus faible densité induisent la coagulation et I'activation plaquettaire.“;a

D’autres effets de nanostructures de surface ont été démontrés sur des nanoparticules a coeur
poly(cyanoacrylate d’alkyle) (PACA) et couronne constituées de polysaccharides (dextrane,
chitosane...) soit en brosses, soit en boucles. Alors que 'augmentation de la longueur des brosses
diminuait lactivation du complément de sérum humain en présence des nanoparticules,
I'augmentation de la longueur des boucles augmentait cette activation.”* Dans ce cas, I'adsorption des

protéines plasmatiques était sans relation avec I'activation du complément.

De méme pour les matériaux de surface nanostructurée, la quantité et le type de protéines
adsorbées sont essentiels pour I'adhésion des cellules, leur migration et leur différenciation.’® Par
exemple, Yang et al. ont remarqué que des surfaces de titane de rugosité nanométrique adsorbaient
mieux et en plus grande quantité la fibronectine que I'albumine. L’adhésion des ostéoblastes est plus

favorisée sur des surfaces de titane recouvertes de fibronectine plutét que d’albumine.”

[ILA.2. Toxicocinétique et biodistribution

Les connaissances « macro/micro » ne sont pas forcément transposables a I'échelle « nano »,
notamment pour le devenir des nanomatériaux dans I'organisme. Les phénomenes d’absorption, de
distribution, de métabolisme et d’élimination (ADME) semblent différer par rapport aux substances
chimiques classiques. Par conséquent, les études de toxico-cinétique sont indispensables pour
évaluer les risques toxicologiques qui peuvent survenir lors de l'utilisation du dispositif médical
contenant des nanomatériaux. Quatre facteurs influencent notamment cette étude toxico-cinétique : la

voie d’administration, la taille de I'objet, I'état de la surface (charge, chimie) et 'espéce animale.

Dans le cadre de I'utilisation d’un dispositif médical, les nanomatériaux peuvent pénétrer dans

I'appareil respiratoire pour des DM d’abord respiratoire ou ORL, dans I'appareil digestif pour des DM
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d’abord digestif, a travers la peau pour les DM d’abord cutané ou percutané, pour se retrouver
finalement dans le sang. lls peuvent également s’y trouver directement pour les DM invasifs de type
chirurgical qui incluent notamment les implants. Ensuite, véhiculés par le sang, ils peuvent se
retrouver dans le foie et dans des organes « cibles » pouvant stocker les nano-objets. lls peuvent étre
identifiés dans les urines, soit par l'utilisation d’'un DM d’abord génito-urinaire, soit par élimination.
Enfin, ils peuvent étre éliminés dans les féces selon leurs caractéristiques physico-chimiques (cf.

Figure 1).

Comme nous voyons sur le schéma ci-dessous (Figure 1), certaines voies de transport ont été
démontrées dans des publications, mais d’autres restent a I'état d’hypothése. La quantification des
transferts de nanomatériaux, leur accumulation et rétention dans les organes et tissus cibles

demeurent en grande partie des inconnues.>*®

DM invasifs de type DM d’abord ORL ou respiratoire DM d’abord cutané

. . H H
— Voie confirmée chirurgicaux DM d’abord digestif ou percutané
="=% Voie hypothétique (dont les implants) / \
Absorption: | Tractus respiratoire | Tractus gastro- Y

iti DM d’abord ' intestinal Peau
exposition et (DAY orC : 4 estina . :
voies d'entrée genlto-lirlnalre 5 G : ;

Distribution
et
Métabolisme

Autres sites : cceur,
moelle osseuse,
organes reproducteurs,
placenta, muscle,...

3 Y Sudation,

Urine Feces exfoliation

Figure 1. Bio-cinétique et distribution possible des nanomatériaux incorporés dans des

dispositifs médicaux.
Les fleches pleines représentent les voies confirmées par des études, les fleches pointillées les voies hypothétiques.
DM : dispositif médical, SNC : Systéme Nerveux Central - Figure adaptée & partir d’'Oberdérster et al. *

Elimination

e Absorption par la peau

La peau saine est généralement une barriere physique efficace contre les agressions
environnementales. Elle est structurée en trois couches principales : I'épiderme, le derme et la couche
sous-cutanée. La majorité des produits chimiques est arrétée par la couche externe de I'épiderme, la

couche cornée.
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C’est effectivement le cas pour les nanoparticules de TiO, d’aprés de nombreuses études in
vitro et in vivo, qui montrent une pénétration limitée a la couche cornée d’une peau saine.>®® > 76
Notamment, une étude in vivo récente a montré que la pénétration des nanoparticules de TiO, est non
significative sur la peau saine de porcs.77 Ces nanoparticules utilisées dans les produits commerciaux

%¢ Elles sont souvent

sont généralement de la forme rutile, moins réactives que la forme anatase.
enrobées d’une couche de silice ou d’alumine, qui est fonctionnalisée pour plus de stabilité. Or ces
nanoparticules primaires de 10-30 nm ont tendance a s’agglomérer entre elles pour former des

agrégats de plusieurs microns.

Pour prendre un autre exemple, les nanoparticules d’argent, des études in vitro sur peaux
humaines ont montré une faible absorption a travers la peau intacte alors que dans le cas d’une peau
Iésée, la pénétration systémique des nanoparticules d’argent est possible,78 voire importante, la

barriere étant endommagée.

D’autres études montrent que la pénétration des particules nanométriques peut étre plus
profonde pour celles de trés petite taille (< 10 nm),79 le risque d’absorption étant la-aussi d’autant plus

important pour des peaux abimées (ex. : brQlées, |ésées ou psoriasiques).

De plus, il a été montré que la flexion mécanique de la peau peut également faciliter
grandement la pénétration des nanoparticules de fullerene’ et des microparticules de béryllium.80
Par contre, si des nanoparticules ont pu étre détectées dans les follicules pileux, leur passage a

travers la peau n’a pas été décelé.®'

La durée d’exposition semble jouer aussi sur I'absorption cutanée. En effet, Wu et al. ont
récemment montré que la pénétration des nanoparticules de TiO, (4 et 60 nm) n’allait pas au-dela des
couches profondes de I'épiderme des porcs, suite a une exposition cutanée jusqu’a 30 jours.
Cependant, une exposition plus importante chez des souris nudes pouvait induire une toxicité
chronique importante, avec génération des radicaux libres et appauvrissement en collagéne.79° Aprés
60 jours, les nanoparticules avaient franchi la barriere dermique, atteint différents tissus et provoqué

des lésions pathologiques dans des organes majeurs, comme le foie.

e Absorption par le poumon

Le dépdt des nano-objets dans le tractus respiratoire dépend de nombreux facteurs dont la
taille, la force d’inhalation et la structure des voies aériennes. La toxico-cinétique de cette voie
d’entrée a été largement étudiée dans le cadre de la sécurité sanitaire environnementale (pollution
atmosphérique) et des travailleurs. En se basant sur des modéles mathématiques et ceux de la
Commission Internationale sur la Protection Radiologique, prés de 90% des nanoparticules de moins
de 100 nm inhalées seraient déposées dans le tractus respiratoire, dont une partie est arrétée dans
les voies respiratoires supérieures et environ 50% diffusent dans la région alvéolaire, alors que la
proportion de particules de 100 nm a 1uym pénétrant dans les voies respiratoires supérieures est
moindre.®? Les nanoparticules de moins de 10 nm s’arréteraient au niveau des voies respiratoires

supérieures.
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Les nano-objets présents dans les voies respiratoires sont principalement pris en charge par
la clairance muco-ciliaire pour étre expectorés ou transférés vers le tractus gastro-intestinal afin d’'étre

éliminés dans les féces.>

D’autres, solubles, se dissoudraient dans le mucus qui baigne I'épithélium
et passeraient dans la circulation sanguine et lymphatique, puis seraient distribués dans d’autres
organes comme les reins pour élimination. Au niveau alvéolaire, la clairance se fait par les
macrophages alvéolaires résidents. S’ils ne sont pas épurés, les nanomatériaux insolubles vont
s’accumuler et surcharger les mécanismes de défense pulmonaire, voire migrer trés partiellement a
travers la barriere pulmonaire. Leur bio-persistance peut avoir des conséquences néfastes
d’inflammation, de toxicité chronique et des risques cancérigénes comme ce qui a été remarqué avec
les fibres d’amiante. Or il a ét¢ montré que les nanotubes de carbone, de structure fibrillaire
semblable, ne sont que trés lentement éliminés des poumons des rongeurs étudiés : 81% sont encore
décelés 60 jours apres I’exposition.83 Les études récentes sur diverses nanoparticules radiomarquées
et des nanotubes de carbone aprés inhalation chez le rat montrent qu’environ 1% des nano-objets
inhalées pourraient migrer au niveau systémique et s’accumuler dans divers organes dont le foie et la

r.ate_84, 85, 86

e Absorption orale

L'origine des nanomatériaux dans le tractus gastro-intestinal peut venir des dispositifs
médicaux d’abord digestif, mais aussi de la migration des nano-objets inhalées ou encore des produits
dentaires. Plusieurs études ont montré que les micro- et nanoparticules sont absorbées dans le
tractus digestif principalement a travers les plaques de Peyer du petit intestin et a travers les
entérocytes intestinaux.®” Il semblerait que la taille et la charge des nanomatériaux influencent le taux
d’absorption. Dans le cas des nanoparticules d’or, plus elles sont petites, meilleure est leur absorption
gastro-intestinale et elles sont distribuées dans un plus grand nombre d’organes.88 De méme, les
nanoparticules de polystyréne chargées positivement seraient plus efficacement absorbées que celles
qui sont neutres, tandis que celles qui sont chargées négativement diffuseraient a travers la couche

de mucus et viendraient interagir avec les cellules épithéliales.®

Il semblerait que les nanoparticules ingérées soient rapidement éliminées : 98% dans les
feces en 48h et le reste dans I'urine.*® Certaines études indiqueraient aussi une migration partielle
dans la circulation sanguine, les ganglions lymphatiques et une distribution systémique dans des
organes comme le foie et les reins. En effet, les débris provenant des prothéses dentaires ou des
composites90 absorbés par voie orale peuvent s’accumuler dans ces organes, conduisant a des effets
sur la santé, comme de la fiévre, un enflement de la rate et du foie, la suppression de la circulation
biliaire et une défaillance rénale aigué. Ces symptdmes ont été observés au bout d’'un an aprés la

pose des bridges dentaires en céramique et ont disparu lorsque les prothéses ont été enlevées.”
e Distribution systémique et métabolisme

Se trouvant directement dans la circulation sanguine ou indirectement, les nanomatériaux
peuvent étre opsonisés, reconnus par le systéme réticulo-endothélial et phagocytés par les

macrophages en vue de leur élimination de la circulation. lls sont ensuite distribués dans différents
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organes, comme la rate, le foie et le rein.® On peut en détecter aussi dans le coeur, les poumons ou
la moelle osseuse. La migration dans le Systéme Nerveux Central (SNC) est également envisageable
Des enzymes, comme des protéases ou des métallothionéines, dans les organes pourraient intervenir

dans le métabolisme des nano-objets métalliques.87

La fonctionnalisation des surfaces des nanomatériaux prend ici une importance particuliere,
car elle influence la bio-distribution et la cinétique. Par exemple, une enveloppe de polymeére de PEG
(polyéthyléne glycol) empécherait en partie leur capture par le foie et la rate®® et prolongerait leur

présence dans la circulation.®® %

De méme que I'état de surface, la taille et la forme déterminent le
devenir des nanomatériaux dans l'organisme. Notamment, certains chercheurs ont montré que la
biodistribution la plus large est observée pour les plus petites nanoparticules d’or (10 nm).92 D’autres
ont trouvé que la biodistribution est similaire, mais que la biopersistance et le taux de transfert

différent selon la taille des nanoparticules de polystyr(‘ene.95
e Elimination

L’élimination des nanomatériaux est encore trés mal connue et dépend essentiellement de la
voie d’exposition et des paramétres physico-chimiques du matériau étudié (taille, état de surface...).
Les nanomatériaux ingérés ou inhalés sont principalement éliminés dans les matiéres fécales, comme

toutes les substances étrangéres entrées par ces voies.

Pour les nanomatériaux présents dans la circulation systémique, on cite souvent la voie
classique d’élimination rénale, comme c’est la cas pour les fullerénes et les nanotubes de carbone.*
Une autre voie a été suggérée pour les nanoparticules de polystyréne, le foie avec excrétion dans la
bile.”” C’est une voie d’excrétion connue en pharmacologie, mais qui reste a étre confirmée pour les

nano-objets.

L’élimination des quantum dots est en revanche trés difficle a déterminer, malgré une
biodistribution bien caractérisée grace a leur fluorescence. En effet, les études d’élimination sont
contradictoires, les résultats dépendant largement des enrobages et de la taille des nanoparticules.®
Néanmoins, une étude décrit que 133 jours aprés leur injection intraveineuse, il est toujours possible

d’en détecter dans les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse des souris.?’

La biopersistance des nanomatériaux fait craindre, pour certains d’entre eux, un risque de
toxicité chronique, voire de développement de cancers. Cependant, pour le moment, rares sont les

données sur les conséquences de 'accumulation des nanomatériaux dans 'organisme.

[I.LA.3.Cytotoxicité

Lorsque les cellules sont exposées a des éléments qu’elles peuvent phagocyter et qu’elles
n’éliminent pas, elles initient une réponse qui peut se caractériser par la sécrétion de facteurs de
linflammation tels que des cytokines pro-inflammatoires. Ceci entraine une réaction inflammatoire
mettant en jeu le systéme immunitaire qui peut faire intervenir les lymphocytes B ou les macrophages

dans le cadre d'une réponse d’hypersensibilit¢ retardée. Ces réponses sont associées a des
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modifications dans I'expression de différents génes dont les génes de l'inflammation, de I'apoptose ou
de contrdle du cycle cellulaire. Elles peuvent également étre responsables de Iésions de I'’ADN faisant

craindre des risques de génotoxicité et de cancérogénicité.

De nombreuses études de cytotoxicité ont été conduites pour évaluer le potentiel toxique de
nanomatériaux, mais aucun consensus ne s’est encore dégagé actuellement, en raison des
variabilités des méthodes expérimentales, des lignées cellulaires choisies et tout simplement des
nanomatériaux étudiés.®® En effet, les effets cytotoxiques different selon la taille, la forme, la
composition chimique et I'état de surface du nanomatériau. De plus, il est conseillé d’étre vigilant sur
l'interprétation des résultats des tests de cytotoxicité en fonction du temps d’exposition, une exposition
longue pouvant naturellement entrainer un effet plus cytotoxique. Toutefois, la cytotoxicité des
nanomatériaux est conditionnée par deux choses : la capacité d’étre internalisés par les cellules et la

capacité d’induire une cytotoxicité (par stress oxydatif, apoptose...).

Tout comme les nano-organismes (tels que les virus), les nano-objets sont capables de
pénétrer a l'intérieur de cellules et d’interagir avec les espéces biologiques intracellulaires.*® La voie
classique d’internalisation est 'endocytose, en particulier pour les agglomérats de nanoparticules qui
se retrouvent alors dans des vésicules cytoplasmiques.100 Certains auteurs ont aussi proposé que les
nanoparticules, de quelques nanométres, puissent pénétrer dans les cellules a travers des canaux
ioniques ou des pores membranaires et d’autres, que le passage de nanoparticules puisse aussi
s’effectuer passivement, par diffusion et interaction entre la surface des nanomatériaux avec la

101

membrane cellulaire, sans formation de vésicules. ~ Les interactions peuvent étre de type Van der

Waals, électrostatique, stérique ou tensions superficielles. Ce type d’internalisation présente un risque
car les nanomatériaux peuvent se déplacer librement a lintérieur de la cellule, rencontrant
directement les protéines cytoplasmiques et les organelles. L'internalisation cellulaire par diffusion est

observée pour les petites nanoparticules, notamment si elles sont lipophiles (ex : 25-50 nm'®).

La localisation des nano-objets dans la cellule dépend souvent de leur taille. Les
microparticules se retrouvent dans de larges vacuoles cytoplasmiques, tandis que les nano-objets,
plus petits, se situent plutét dans de petites vésicules ou sont libres dans le cytoplasme.55f Cependant
ces derniers ont tendance a s’agglomérer dans les cellules et sont finalement regroupés dans des
vacuoles cytoplasmiques, eux aussi. La présence de nanoparticules dans les mitochondries a
également été décrite, méme si elle est rare.'® A lintérieur des cellules, les nanomatériaux peuvent
interagir avec les composants biologiques et perturber les fonctions cellulaires. Le niveau de dose
peut également influencer la distribution intracellulaire des nanoparticules. En effet, Yang et al. (2010)
ont montré que si les lysosomes sont les organites cibles, les nanotubes de carbone monofeuillets
(SWCNTs) sont également internalisés dans les mitochondries a fortes doses (80% lysosomes/20 %

mitochondries & partir de 400 mg/kg per os chez la souris male). '

Les nanotubes de carbone, quantum dots, les fullerénes ou les nanoparticules d’or ou de TiO,
seraient capables d’'induire I'apoptose.®® ' D’autres nanomatériaux peuvent interagir avec le noyau,

provoquer des lésions de ’ADN ou des mutations.
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Néanmoins, concernant les mécanismes de cytotoxicité, le principal mécanisme des
nanomatériaux concerne leur capacité a induire le stress oxydatif par la formation des radicaux libres
comme les especes réactives de I'oxygene (ROS), menant a I'activation des voies de signalisation
sensibles aux potentiels redox.” Le processus déclenché culminerait dans la production de cytokines
et chemokines impliquées dans des réponses pro-inflammatoires. A force d’accumulation, les organes

du systéme réticulo-endothélial seraient endommagés a terme.

Les sources de radicaux libres sont multiples. La surface des nanomatériaux, pouvant étre
trés réactive, est le théatre de nombreuses réactions chimiques qui se produisent entre le
nanomatériau et les especes environnantes. Certains matériaux sont composés de métaux de
transition, qui, ionisés, sont des catalyseurs de réactions, produisant des radicaux libres ou des ROS
(réactions type Fenton ou Haber-Weiss). Les radicaux libres proviendraient également de la réponse
phagocytaire classique des cellules face a un corps étranger. On retrouve aussi une augmentation
des lésions oxydatives résultant de la perturbation de I'activité mitochondriale (chaine de transport des

électrons).’®

Les nanomatériaux semblent générer plus de radicaux libres et de ROS que leurs
homologues de plus grande taille, probablement & cause de leur surface spécifique plus grande.107
Méme si pour certains nanomatériaux non solubles, le réle de la taille a été démontré dans les
mécanismes de cytotoxicité, il est encore trop tdét pour déterminer si la cytotoxicité observée des
nanomatériaux est aussi due a une toxicité, basée sur la composition chimique (comme la libération
d’'ions qui sont les métabolites actifs ou des réactions catalysées avec les éléments de surface). Il
existe encore trop peu de données comparables et fiables et les méthodes analytiques et
expérimentales ne sont pas suffisantes pour conclure. En effet, des chercheurs ont montré que

quelques nanomatériaux interférent avec la lecture de certains tests de cytotoxicité.*® '

IILA.4.Immunotoxicologie, hypersensibilité retardée et irritation

Lorsqu’un organisme est agressé, il existe deux types de mécanisme de défense : spécifique
ou non-spécifique. La réponse non-spécifique est immédiate et apparait rapidement aprés I'agression.
C’est par exemple le cas des réactions d’irritation qui surviennent dés le premier contact. En
revanche, la réaction spécifique ne se manifeste qu'aprés plusieurs expositions. L’hypersensibilité
retardée est notamment une réaction allergique spécifique qui requiert une sensibilisation au préalable
du malade a I'agent allergéne. La réponse nécessite plusieurs contacts avec I'agent allergéne et fait

intervenir le systéme immunitaire.

Le systeme immunitaire est par définition le gardien de I'organisme contre les agressions qui
viendraient perturber son bon fonctionnement. Ce systéme est a la fois trés complexe et trés finement
régulé : il fait intervenir de nombreux composants tant humoraux (cytokines, chimiokines,
complément, anticorps etc.) que cellulaires (cellules dendritiques, lymphocytes T et B, etc.), et toute
perturbation pourra aussi bien entrainer une stimulation qu’une répression en fonction des éléments

impliqués.
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Les recherches en immunotoxicité des nanomatériaux sont plutdét centrées sur les
nanoparticules et les principaux résultats vont étre détaillés ci-dessous. Les nanoparticules
manufacturés peuvent étre classées en deux grandes familles, celles qui sont fabriquées pour étre
« furtives » et donc pour passer inapercues du systéme immunitaire et celles qui doivent cibler des

éléments cellulaires qui risquent d’entrainer une interférence avec ce systéme.
e « Furtivité » des nano-objets

Nous pouvons parler de furtivité lorsque les nanoparticules sont confondues avec les
éléments du « Soi » ou de fagon plus générale lorsqu’elles ne sont pas identifiées par les mécanismes
de défense ; cette absence de reconnaissance est sans conteste un enjeu majeur dans I'élaboration
des nanoparticules. Les caractéristiques physiques de ces nano-objets (taille, forme, charge de
surface, caractéere hydrophile / hydrophobe) vont conditionner la compatibilité avec le systeme
immunitaire. Des polymeéres tels que le poly-éthyléne-glycol (PEG) ont souvent été utilisés pour
recouvrir les nanoparticules afin de leur conférer un caractére hydrophile, qui les rend invisibles au

109

systeme immunitaire. — La furtivité est conférée par I'effet de répulsion stérique par une couronne de

polymere hydrophile, comme expliqué ci-dessus. C’est le cas pour le PEG (ou PEO) en brosse ou en

"0 ainsi que pour des polysaccharides en brosses longues uniquement. ' Cependant, ces

boucles
constructions ont parfois conduit a la production d’anticorps anti-PEG,""? ce qui a pour effet une
élimination plus rapide des complexes PEG-nanoparticules de I’organisme113 et un risque de réponse

inflammatoire ou anaphylactique.

Par ailleurs, de nombreuses protéines sériques peuvent se fixer sur les nanoparticules et
entrainer une modification de leur traitement par les cellules immunitaire (interaction avec des
récepteurs spécifiques), ce qui peut induire un détournement complet des nanoparticules de leur

objectif initial.
e Nanoparticules et réponse immunitaire

L’'impact d’'une nanoparticule sur le systéme immunitaire peut se faire a de nombreux niveaux.
Il peut se traduire par des inflammations, perturber des réactions allergiques, voire des réactions auto-

immunes."™

Cela dépendra du caractére antigénique propre du nano-objet, de son pouvoir adjuvant
ou inflammatoire ou de sa capacité a activer le systtme du complément. Suivant les cas, la résultante
de ces interactions sera une amplification ou une inhibition de la réponse immunitaire, les

nanoparticules seront alors considérées comme immunostimulantes ou immunosuppressives.
e Nanoparticules et antigénicité

L’établissement d’'une réponse immune spécifique se traduit par la production d’anticorps
et/ou de cellules qui vont reconnaitre I'élément étranger. Or, jusqu’a maintenant trés peu de travaux
ont montré que les particules pouvaient induire une réponse immunitaire qui leur soit spécifique. Des
anticorps anti-C;q ou Cgq fulleréne ont été décrits mais ces résultats n’ont pas pu étre reproduits méme

en présence d’adjuvants forts.""®

e Effet adjuvant
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Un adjuvant est un élément capable de stimuler la réponse immunitaire induite par un
antigéne donné. De nombreuses publications démontrent la capacité adjuvante des nano-objets116 :
par exemple, de petites molécules attachées a des nanoparticules d’or induisent une réponse
(synthése d’anticorps spécifiques) plus forte qu’en présence d’adjuvant classique et ce avec moins

d'antigéne.""’

L'origine de ce phénomene n’est pas clairement définie et peut sans doute étre fonction
de la nanoparticule et de I'antigéne considéré. La nature et 'amplitude de la réponse immunitaire varie
en fonction de plusieurs parameétres : temps de présence dans I'organisme de I'antigéne, endocytose
par les cellules immunitaires, activation de ces mémes cellules. Or les nano-objets peuvent avoir une
action sur chacune de ces variables : ils peuvent avoir un temps de rétention dans les tissus bien plus
long que les protéines, ils peuvent étre internalisées par les cellules immunitaires en forte quantité et
rester dans ces cellules, ils peuvent également induire une réponse inflammatoire qui entraine une
activation des cellules, ce qui favorise l'induction de la réponse immunitaire. Cependant, la
contrepartie de cet effet amplificateur est que les nano-objets peuvent induire des déréglements
importants comme des réactions allergiques: il a été montré que les nanotubes de carbone

augmentent I'allergie a I'ovalbumine via I'induction de réponses inflammatoires aigués.""®

e Effet inflammatoire

La mise en place d’'une réponse immunitaire et notamment son orientation vers les voies Th1,
Th2, Th17 ou Treg fait intervenir de nombreux parameétres dont les cytokines qui ont un role
primordial. Or la sécrétion de ces molécules est en partie contr6lée par I'état inflammatoire des
cellules : plusieurs travaux ont montré que différents parameétres physiques des nano-objets pouvaient
intervenir :

la charge (des liposomes cationiques induisent l'activation de cellules, mais pas les

liposomes anioniques)'"

la taille (des particules de polystyréne inférieures @ 100 nm ont un effet beaucoup plus
stimulant sur la production d’anticorps que celles dont la taille est supérieure a 500 nm). Des réponses
Th1 ou Th2 semblent avoir été induites respectivement par des nanoparticules de PLGA de 80 nm et
plus ou par des dendrimeres (macromolécules constituées de monomeéres qui s'associent selon un
processus arborescent autour d'un cceur central plurifonctionnel) de 5 nm."'?° Cependant dans ces
différents cas, le fait que les auteurs aient utilisé des réactifs différents peut également avoir un effet
sur la réponse induite puisque méme les contaminants des préparations des nanoparticules peuvent
avoir une influence sur les réponses obtenues. La modification chimique de la surface des particules
leur permet d’interagir avec des récepteurs membranaires (TLRs, récepteurs du complément,
récepteur MARCO, etc.) comme le feraient des pathogénes et entraine un ciblage des particules vers
les cellules impliquées dans la réponse immunitaire comme les cellules dendritiques.120 La réaction
inflammatoire peut également provenir du stress oxydatif induit par les nanoparticules formées
d’'oxydes métalliques 2 suivant leur potentiel oxydant, ces matériaux ont des impacts potentiellement

importants depuis I'inflammation jusqu’a la cytotoxicité ou la génotoxicité.'??

e Internalisation par les cellules immunitaires
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Les cellules impliquées dans I'induction des réponses immunitaires (cellules dendritiques et a
un moindre degré les macrophages) ont une tres forte capacité d’internalisation. Non seulement ces
cellules expriment a leur surface plusieurs récepteurs internalisables aprés fixation de leur ligand,
mais en plus, elles sont capables de phagocytose, c’est-a-dire qu’elles peuvent internaliser des
ligands dont la taille peut atteindre plus de 500 nm. Si la présence des nanoparticules a l'intérieur des
cellules est largement documentée par de nombreuses publications, le processus d’internalisation
n'est pas clairement établi dans la majeure partie des cas et change sans doute en fonction des
particules. La fixation de protéines sériques sur les nanoparticules peut servir a
l'internalisation comme cela a été montré pour la fétuine :"" de nombreux récepteurs cellulaires ont été

impliqués : récepteurs pour les fragments Fc des immunoglobulines (fullerénes),'

124

récepteurs du

complément (nano-capsules lipidiques de 10 a 100 nm),
125

récepteurs au mannose pour des
particules de chitosan. “” D’une part, l'internalisation augmente avec le potentiel zéta ; d’autre part, la
forte taille de certaines particules ou agglomérats favorise la phagocytose.126 Or linternalisation des
nano-objets par les cellules immunitaires pourraient potentiellement perturber le bon fonctionnement

de ces cellules et donc du systéme immunitaire.
e Immunosuppression

Bien que la majeure partie des études réalisées avec les nanoparticules insistent sur les
aspects inflammatoires, il existe quelques exemples qui montrent que des nano-objets pourraient
également induire une immunosuppression : les nanotubes de carbone pourraient catalyser la
synthése de TGF-B par les macrophages avec pour conséquence un blocage des lymphocytes B."
Des nano-objets sont parfois utilisés pour vectoriser des immunosuppresseurs stéroidiens (traitement
de l'arthrite) ou pour le traitement d’auto-immunité (transport de collagéne pour le traitement d’arthrite

115

rhumatoide), ° mais ils peuvent également avoir une activité immunotolérante : des peptides sous

forme de dendriméres peuvent bloquer une encéphalomyélite allergique.128
e Nanomatériaux et hypersensibilité

La capacité des nanomatériaux a induire une réaction d’hypersensibilit¢ aprés un contact
dépend d’'abord de son aptitude a traverser la barriere, comme la peau, et a interagir avec des
protéines. C’est généralement le complexe nano-objet / protéine qui est reconnu par le systéme
immunitaire et qui est donc essentiel pour la sensibilisation. Nous avons déja évoqué des expériences
qui montrent que les nano-objets peuvent servir de vecteur aussi bien pour induire que pour réduire
des réactions allergiques dirigées contre des protéines. Par contre, il 'y a pas de preuve claire en
faveur d’hypersensibilité résultant de la seule présence des nano-objets et qui soit dirigée contre
ceux-ci. Cependant, les nanoparticules de nickel font exception car il semble que, dans ce cas, les
ions nickel issus de la solubilisation de la particule sont a I'origine de la réaction inflammatoire*® en

réagissant avec des récepteurs (TLR4)."*

De facon plus générale, certains auteurs pensent méme
que la toxicité observée en présence de nanoparticules pourrait étre due a leur solubilisation dans les
milieux biologiques ou dans les cellules, les ions résultant étant en fait plus toxiques que les

nanoparticules dont ils sont issus."®'
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e Potentiel irritant

L’application topique des nanomatériaux sur la peau a en général conduit in vivo a des

76b

réactions d’irritation faibles a modérées.”™ Les études sur les nanoparticules d’'oxydes métalliques,

utilisées dans les produits cosmétiques et les crémes solaires, ont montré un faible potentiel irritant.>®
De méme, certaines études sur des nanotubes de carbone semblent indiquer qu’ils ne provoqueraient

33 Dailleurs cette absence de réaction d'irritation contraste

pas d'irritation dermique’? ou oculaire.
avec les réactions de dermatites de contact bien connues, observées avec des fibres de carbone

macroscopiques de structure similaire.”**

II.LA.5.Hémocompatibilité

Dans les normes en vigueur pour I'évaluation biologique des dispositifs médicaux (normes de
la série NF ISO 10993), 'hémocompatibilité doit étre évaluée pour les dispositifs médicaux implantés
ou communiquant avec I'extérieur, en contact direct ou indirect avec le sang. De plus, la propension
des nano-objets a accéder a la circulation sanguine et a interagir avec les éléments biologiques
accentue d’autant plus l'importance de cette étude.’ Or toute surface artificielle est habituellement
reconnue par I'organisme comme un « Non-Soi » et déclenche alors des réactions de défense non-
spécifique du sang, affectant des éléments cellulaires (polynucléaires, érythrocytes, plaquettes..), des
protéines plasmatiques (ex : systéme du complément) et des médiateurs chimiques. Ces réactions
conduisent entre autres a des effets de coagulation, de fibrinolyse. Enfin, I'activation plaquettaire et la
génération de thrombine sont deux phénoménes synergiques pouvant entrainer une thrombose, signe

de la non-hémocompatibilité des matériaux dans le systéme cardio-vasculaire.

Radomski et al. ont montré que les nanotubes de carbone et des nanoparticules de carbone
mixtes peuvent induire I'agrégation des plaquettes in vitro et accélérer la thrombose vasculaire dans
un modeéle de rats ayant une thrombose, comme c’est le cas avec les particules fines et ultrafines de
pollution urbaine."® Cependant I'absence d'information sur les caractéristiques des nanomatériaux
étudiés limite la portée de ces données. En étudiant linfluence de différents paramétres des
nanoparticules de polystyréne sur ’hémocompatibilité, Mayer et al. ont observé que la taille semble
jouer un role important.’® En effet, les plus petites nanoparticules (20-30 nm) induisent I'hémolyse et
linflammation. Par contre, ces auteurs ne peuvent conclure quant a une influence de la charge
surfacique, observation par ailleurs partagée par d’autres chercheurs concernant l'internalisation par

les érythrocytes des nanoparticules en polystyréne, or et TiO,."*" ¥

Bien que les recherches sur 'lhémocompatibilité des nanomatériaux soient relativement peu

nombreuses, on peut néanmoins distinguer deux mécanismes® *°% 1% ;

- Mécanisme direct : en provoquant un épaississement du sang, en bloquant des vaisseaux,
en endommageant les parois vasculaires ou encore en créant une réaction inflammatoire localisée

comme une plaque d’athérome qui réduirait 'écoulement du sang ;
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- Mécanisme indirect : en provoquant la libération de médiateurs chimiques inflammatoires qui
diffusent dans le sang et induisent des réactions inflammatoires localisées dans les vaisseaux des

organes touchés.

A Tlinverse, d’autres expériences sur des nanoparticules de vectorisation, comme les
nanoparticules a base d’alcool/polysorbate ou de gadolinium, ont plutét montré leur hémocompatibilité
avec des effets mineurs sur le fonctionnement des plaquettes.138 C’est pourquoi, en I'état actuel, les
données contradictoires et limitées ne permettent pas encore de statuer sur un éventuel effet toxique
des nanomatériaux sur le systéme vasculaire, contrairement aux particules ultrafines des pollutions

dont la relation a été clairement établie avec les maladies cardio-vasculaires."®

[ILA.6.Toxicité systémique

Dans cette partie, nous allons aborder la toxicité systémique des nanomatériaux au cours du
temps, c’est-a-dire la toxicité aigué (24h), subaigué (24h a 28 jours), subchronique (90 jours par ex.)
et chronique (généralement 6-12 mois). Dans les études publiées, I'identification des organes cibles
est souvent négligée et la caractérisation des nanomatériaux étudiés est relativement limitée.”® On
peut néanmoins retenir de ces études préliminaires un effet toxique systémique faible a modéré, aux

doses et voies administrées. '

Les organes les plus souvent touchés appartiennent au systéme réticulo-endothélial, incluant
le foie et la rate, en accord avec 'observation fréquente de la capture des nanomatériaux par ce
systéme. Le rein est un autre organe habituellement touché, puisqu’il a été identifié¢ dans certaines
études de toxico-cinétique comme la voie d’élimination primaire pour de nombreux nanomatériaux
dont les nanotubes de carbone et les fullerénes."" L'accumulation de certains nanomatériaux dans
les lysosomes fait craindre leur dysfonctionnement.76b La biopersistance des nanomatériaux non
solubles pourrait conduire entre autres a des modifications de la perméabilité lysosomale et des
activités enzymatiques, a l'induction de I'apoptose des macrophages. Et in vitro, il a été montré que
les quantum dots participeraient a I'activation des mécanismes d’autophagie.”? L'autophagie est un
processus de dégradation d'une partie du cytoplasme de la cellule par ses propres lysosomes,

pouvant contribuer a la mort cellulaire mais aussi représenter un mécanisme de défense cellulaire.

Grace a leurs propriétés optiques et électriques uniques, les quantum dots fluorescents ont
montré leur utilité principalement en tant qu'agents d’'imagerie et leurs applications devraient se
multiplier dans les années a venir. Cependant, 'engouement pour ce nouveau nanomatériau est
quelque peu obscurci par leur potentiel toxique, en particulier pour les quantum dots qui contiennent
du cadmium. En effet, les quantum dots sont souvent constitués d’'un noyau métallique de cadmium-
sélénium, entouré par une premiére enveloppe pour les rendre biocompatibles et éventuellement une
enveloppe secondaire fonctionnalisée pour un ciblage ou une modification de leurs propriétés bio-
cinétiques. Or les inquiétudes concernent la stabilité de cette structure noyau-enveloppe. Si
d’aventure le noyau métallique devait étre exposé, les ions cadmium sont connus pour provoquer des

effets toxiques aigus et chroniques sur les vertébrés et posent de réels problemes environnementaux
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et sanitaires.®® Les quantum dots sont un excellent exemple de linfluence de la taille et I'état de
surface sur la toxicité systémique des nanomatériaux, car il est possible de suivre leur biodistribution.
Dans une étude de toxicité aigué in vivo, Geys et al. ont montré qu’a haute dose, les quantum dots de
CdSe/ZnS avec une fonctionnalisation carboxylique induisaient plus de thromboses pulmonaires que

ceux avec des amines.'*®

Les premiéres études de toxicité se sont concentrées sur les effets locaux, essentiellement
pulmonaires et dermiques, avec des conditions expérimentales différentes et des caractérisations
parfois insuffisantes des nanomatériaux étudiés. C’est pourquoi, il n’est pas aisé de généraliser et de
prédire le profil de toxicité. Le probléme est d’autant plus préoccupant pour les nanomatériaux, a
cause de leur capacité de migration dans l'organisme et la possibilité d’atteindre des organes
jusqu’alors peu accessibles (comme le cerveau). Ainsi il y a un réel besoin de compléter les
connaissances sur la toxicité systémique des nanomatériaux, notamment a long terme, avec des

méthodes analytiques et des protocoles validés.

IILA.7.Génotoxicité

Dans les normes en vigueur pour I'évaluation biologique des dispositifs médicaux (normes de
la série NF ISO 10993), I'analyse de la génotoxicité d’'un dispositif médical est une étape-clé dans son
évaluation des risques biologiques, car les dommages sur ’ADN peuvent étre a I'origine de cancers,
mais également avoir des impacts sur le systéme reproductif et le développement feetal. Il a été

55j, 100-102

montré que certains nanomatériaux peuvent traverser les membranes cellulaires et par la

suite, pénétrer aussi dans les noyaux des cellules. Leur passage peut se faire par diffusion ou

4 Une autre

transport actif a travers la membrane nucléaire qui posséde des pores nanométriques.
possibilité de contact direct des nano-objets accumulés dans les cellules avec 'ADN se produit au
moment de la division cellulaire, quand lI'enveloppe nucléaire disparait. Les effets génotoxiques
primaires des matériaux conventionnels suivent un mécanisme direct ou indirect, mais des effets
génotoxiques secondaires peuvent également survenir, voire des effets indirects (ce dernier point est

discuté plus en détail dans la partie 11.B.3).
e Effets primaires directs

Les nanomatériaux ont des dimensions similaires aux constituants cellulaires et nucléaires. Le
diamétre d’'un nucléosome est de 10 nm et celui des microtubules est de 25 nm. A titre de
comparaison, les brins d’ADN ont une longueur de I'ordre du micrometre et un diamétre de quelques
nanomeétres, similairement aux nanotubes de carbone. Il est donc envisageable que les
nanoparticules pénétrent dans le noyau et interagissent directement avec I'ADN et les protéines
nucléaires. Les nano-objets peuvent produire des radicaux libres par réaction avec les constituants
cellulaires de méme échelle et induire des lésions de 'ADN ou perturber la ségrégation des
chromosomes pendant la mitose (potentiel aneugene). Le processus de division cellulaire en serait

C

potentiellement perturbé et le trafic cellulaire désorganisé.55 Notamment, la présence des

nanoparticules de silice dans le noyau a conduit a la formation d’agrégats de protéines
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intranucléaires, qui ont ensuite entrainé l'inhibition de la réplication, de la transcription et de la

prolifération cellulaire.*®
e Effets primaires indirects

L’effet génotoxique peut également provenir d’'un mécanisme indirect, impliquant soit un effet
pro-oxydant, soit une inhibition de la réparation de I’ADN. Lorsque I'état d’équilibre redox fragile entre
les antioxydants et les espéces réactives de I'oxygene (ROS, Reactive Oxygene Species) est rompu,
le phénoméne de stress oxydatif est déclenché. Les lésions oxydatives endogénes de 'ADN ou celles
en rapport avec la chaine respiratoire mitochondriale augmentent, conduisant a la production de ROS
et a l'arrét de la synthése d’ATP. Les nanoparticules d’oxydes métalliques sont particuliérement
concernées par ces phénomeénes, car les ions métalliques libérés sont susceptibles de catalyser la

conversion des molécules métaboliques en radicaux libres.

La deuxieme conséquence de l'effet génotoxique primaire indirect concerne la réparation de
'ADN. Or, I'échec du processus de réparation pourrait mener a des effets mutagénes et
cancérigenes. Lorsque 'ADN est endommagé, une protéine effectrice clé, la p53, est activée. Si les
Iésions sont trop importantes, la protéine p53 déclenche alors I'apoptose de la cellule. L’activité de

cette protéine est donc un bon indicateur de I'effet génotoxique.

C’est ainsi qu’Ahamed et al. ont déterminé I'effet génotoxique des nanoparticules d’argent, qui
induisent une augmentation de I'expression de p53 dans des fibroblastes et des cellules souches
embryonnaires.147 Ces résultats indiqueraient que I'exposition a des nanoparticules d’argent pourrait
conduire a des dommages de I'ADN. Il a en effet ét¢ montré que les nanoparticules d’argent

pouvaient pénétrer dans le noyau.'*®

AshaRani et al. ont proposé un mécanisme de type primaire
indirect. Les lésions a 'ADN observées seraient liées notamment au dysfonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale, a une augmentation de la quantité de ROS. Cependant, pour le moment,
la capacité des nanoparticules d’argent a promouvoir le stress oxydatif est encore discutée et le
mécanisme de leur génotoxicité reste mal connu."*® De maniére générale, actuellement, il est toujours
difficile de déterminer si les nanoparticules étudiées (de tout type) interagissent directement avec

I’ADN ou non.™°
e Effets secondaires

L’endocytose et/ou la phagocytose des nano-objets peuvent aussi conduire a des lésions
additionnelles et secondaires de 'ADN. Ces effets secondaires principalement liés a I'inflammation
proviennent du stress oxydatif et de la réponse inflammatoire, déclenchés par les nano-objets. Les
especes radicalaires formées, tels que les radicaux hydroxyles, peuvent réagir avec les acides gras
polyinsaturés initiant ainsi une peroxydation lipidique, qui peut conduire a la formation d’adduits a
I’ADN. Les lésions de 'ADN prennent aussi la forme de fragmentation chromosomique et de points de
mutations.

Si la taille et la chimie de surface influencent la réponse biologique, la composition chimique

149

semblerait également jouer un rdle important dans le degré de la réponse résultante. ™ Dans une

étude in vitro publiée par Papageorgiou et al., les nanoparticules de cobalt-chrome suivraient un
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mécanisme génotoxique différent de leurs homologues microparticulaires sur les fibroblastes.
Iésions d’ADN plus importantes observées seraient probablement dues a des effets secondaires liés a

des phénoménes inflammatoires.

L'inflammation peut induire la production d'acide hypochloreux par lintermédiaire de la
myélopéroxydase des polynucléaires neutrophiles. Or, les ions hypochloreux sont des inhibiteurs de la
réparation de I'ADN par le mécanisme d'excision resynthése en particulier en bloquant I'expression de

certains génes impliqués dans ce mécanisme. '*?
e Evaluation de la génotoxicité des nanoparticules

On dénote actuellement des divergences dans les conclusions des publications, qui rendent
leur interprétation difficile.>®® % 149150 153 piysieurs raisons permettent d’expliquer ces différences.
Généralement, dans de nombreuses études de toxicité publiées jusqu’'a présent, le manque de
précision dans la caractérisation physico-chimique des nanomatériaux étudiés et les différences entre
les conditions expérimentales (ex. : unités, doses...) rendent les comparaisons ardues. Ainsi, plus en
génotoxicité qu’ailleurs, on remarque des exemples de résultats apparemment contradictoires sur les
mémes nanomatériaux.™®'® L’évaluation de la génotoxicité est rendue difficile par la diversité des

méthodes expérimentales employées.

C’est pourquoi, il est fortement conseillé de bien caractériser les nanomatériaux étudiés, de
choisir les lignées cellulaires et les protocoles les plus adaptés a I'objectif de I'étude, car les modéles
inappropriés peuvent générer des résultats non pertinents et non extrapolables a ’'Homme. Sans un
contrdle rigoureux des parameétres expérimentaux, il serait difficile d’identifier les facteurs influengant
la toxicité observée. Pourtant, il serait fort utile de distinguer si la génotoxicité des nanomatériaux
observée est propre a I'élément chimique ou a la dimension nanométrique. Pour le cobalt, une étude

attribue I'effet génotoxique observé aux ions provenant des nanoparticules métalliques.154

[I.LA.8.Cancérogénicité

Bien qu'’il existe un certain nombre d’études montrant la capacité des nanomatériaux a induire
des lésions de I'ADN, peu de données sont disponibles sur leur potentiel cancérigéne. Une étude
comparant les nanomatériaux avec leurs homologues conventionnels (matériaux massifs) a montré
que les métaux de dimension nanométrique induisent un effet cancérigéne, alors que les matériaux
massifs ne provoquent qu’une réaction inflammatoire chronique de type granulomateuse, typique

contre un corps étranger.'®

Un processus de génotoxicité ainsi qu’'une inflammation chronique peuvent aboutir a terme a

un effet cancérigéne. Le spectre des effets cancérigénes des matériaux fibrillaires persistants comme

'amiante cause des inquiétudes quant aux nanotubes de carbone de structure similaire.>®® '

Effectivement, certains chercheurs ont montré sur des souris que des nanotubes de carbone
multifeuillets longs peuvent induire des mésothéliomes dans la cavité abdominale (péritoine, tissu

157

comparable a la plévre).” Tous ces auteurs ont insist¢é notamment sur l'importance de la bio-
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persistance et la taille des nanotubes de carbone étudiés dans le phénoméne cancérigéne, tout
comme pour I'amiante. C’est d’ailleurs une explication avancée par Muller et al., qui n’ont pas réussi a
prouver un effet cancérigene in vivo aprés 2 ans d’étude : les nanotubes de carbone multifeuillets

%8 Une discussion

utilisés dans I'expérience ne seraient pas assez longs pour induire des tumeurs.
plus détaillée sur les effets toxiques et cancérigénes potentiels des nanotubes de carbone sera

détaillée ultérieurement (partie 11.B.1).

C’est le méme phénomene qui expliquerait également la cancérogénicité des nanoparticules
de pollution inhalées, faiblement toxiques mais peu solubles (ex. TiO,).”* '*° La surcharge pulmonaire
et l'inflammation chronique due a la biopersistance pourrait conduire a la formation de tumeurs. Les
mécanismes possibles incluent des Iésions de 'ADN et la production de ROS accompagnant les

phénoménes d’inflammation.

[ILA.9.Toxicité sur lareproduction et le développement

Les connaissances actuelles sur la toxicité des nanomatériaux sur la reproduction et le

développement foetal sont trés restreintes.'®

Les dommages a I'ADN peuvent introduire des
mutations, pouvant également contribuer a perturber la reproduction et le développement des
générations suivantes. De plus, la grande mobilité des nanoparticules permettrait leur passage dans

les organes reproducteurs et a travers la barriére placentaire.

Des chercheurs ont suivi des nanoparticules d’or radiomarquées injectées chez des rats
femelles en gestation. Certains scientifiques ont pu détecter dans les foetus une trés faible quantité de
nanoparticules d’un diamétre de 5 et 30 nm (0,005-0,018% de la dose injectée)."®’ Mais d’autres n’ont
pas décelé le passage de nanoparticules radiomarquées162 ou de nanoparticules non radiomarquées
de 4 et 40 nm."®

Une étude in vitro sur des nanoparticules de polystyréne a cependant montré un passage
possible a travers le placenta, selon la taille des nanoparticules.164 De méme, les quantum dots
pouvaient aussi traverser cette barriere, méme avec un revétement en silicium ou en PEG.' Les
nanoparticules de TiO, injectées en sous-cutané chez des souris femelles ont provoqué chez les
souriceaux des perturbations de la spermatogenése, des changements histologiques de leurs
testicules et des modifications de I'expression des génes du cerveau.'® Des nanotubes de carbone
injectés par voie intraveineuse dans la queue de souris males adultes ont provoqué des dommages
réversibles sur les testicules et généré des ROS, sans pour autant changer les concentrations

hormonales, ni la fertilité des rongeurs.'®’

Ainsi, les effets sont trés variables d’un type de nanomatériau a un autre'®. Par conséquent,
on ne peut pas généraliser les résultats des études menée sur un type de nanomatériau a tous les
nanomatériaux déja utilisées dans des dispositifs médicaux (ou ailleurs).160 Trés peu d’études ont
démontré un effet tératogéne ou reprotoxique, malgré un nombre croissant d’études montrant un

passage possible des nanoparticules a travers la barriere placentaire. Les quelques effets
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reprotoxiques observés actuellement semblent étre relativement mineurs ou peu concluants, mais le

risque n’en est pas pour autant écarté.

I1.LA.10. Neurotoxicité

Le Systeme Nerveux Central (SNC) est imperméable a un grand nombre de molécules, grace
a la barriere qui sépare les vaisseaux sanguins de I'espace extracellulaire du tissu nerveux (barriere
hémato-encéphalique). Cette barriere protectrice est constituée essentiellement de cellules
endothéliales, liées entre elles par des jonctions serrées qui empéchent la diffusion des molécules,
méme de petite taille, comme les ions. De plus, 'accés au tissu cérébral est régi par plusieurs
systemes actifs de transport sélectif, notamment les canaux ioniques. La barriere hémato-
encéphalique n’est donc pas uniquement un obstacle physique s’opposant passivement au passage
des substances indésirables, mais est un filtre extrémement sélectif, limitant 'accés aux molécules

treés Iipophiles.87
e Risque d’exposition du SNC aux nano-objets

La neurotoxicité des métaux a notamment attiré 'attention sur le risque présenté par des
nano-objets. Tout d’abord, aprés implantation dans le cerveau d’'un DM contenant des nanomatériaux,
il peut exister un risque d’accumulation de substances potentiellement dangereuses a terme pour le
patient, le cerveau étant un milieu clos ne laissant que peu de substances entrer et sortir. D’autre part,
les débris contenant des nanoparticules d’'usure de dispositifs médicaux implantés (hors cerveau)
peuvent se trouver dans la circulation sanguine et font craindre leur migration possible jusqu’au

cerveau et voire entrainer un risque de neurotoxicité.
e Capacité des nanoparticules a franchir la barriére hémato-encéphalique

Sous les conditions normales, le passage des nano-objets a travers la barriére hémato-
encéphalique est faible.%® 104 168 Cependant, une perturbation de cette barriére ou des systémes de
transports sélectifs en cas de maladies ou de malformations génétiques de cette barriére pourrait
permettre cette pénétration. En particulier sa perméabilité aux nano-objets est augmentée in vivo dans
le cas de certaines situations physiopathologiques, comme I'hyperthermie, aggravant méme le

processus pathologique. '*

Les nanoparticules d’or d’'une dizaine de nanométres, de part leur grande mobilité, seraient
plus facilement transportées a travers la barriére, par diffusion passive ou par endocytose médiée par

des transporteurs, y compris les systéemes actifs de transport sélectif.¥% 7°

Des nanomatériaux peuvent également se frayer eux-méme le passage en altérant la barriéere.
En effet, les propriétés de surface particuliéres des nanoparticules, en particulier métalliques,
pourraient aussi leur permettre d’interagir avec les membranes des cellules épithéliales de la barriere
hémato-encéphalique et provoquer leur altération et la dégénération neuronale."" Il est intéressant de
noter que dans cette étude in vivo, les nanoparticules de cuivre et d’argent étaient plus toxiques que

les nanoparticules d’aluminium, pourtant de méme taille (50-60 nm). En termes mécanistiques,
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d’aprés les études in vitro, il semblerait que les dommages portés a la barriére par les nanoparticules
seraient liés a leur capacité a déclencher le stress oxydatif, de générer des espéces réactives de

I'oxygéne et de provoquer l'inflammation et certaines pathologies neurodégénératives.75
e Acceés direct des nanoparticules inhalées

Par contre, pour les nanoparticules inhalées, il existe une autre voie d’accés au SNC, plus
directe. Des études in vivo ont montré que les nanoparticules déposées sur I'épithélium olfactif et
nasal peuvent subir une migration vers le SNC, via le nerf olfactif et accéder directement au cerveau,
mais ce mécanisme restant encore a étre confirmé chez I'homme.'”?> Malgré la différence
physiologique et anatomique entre le rat et 'lhomme, le systéme olfactif des rats étant bien plus
développé, la possibilité de pénétration au cerveau humain des nanoparticules inhalées par voie

olfactive ne peut étre écartée.”®
e Risque neurotoxique des nanoparticules

Bien que les conséquences pathologiques d’'une migration et accumulation des nano-objets
dans le cerveau sont encore mal connues, on pourrait néanmoins envisager la possibilité de formation
d’cedémes cérébraux pouvant mener a des Iésions cérébrales et des pathologies neurologiques. Par
ailleurs, si la capacité des nanoparticules a entrer dans le SNC inquiéte, elle est également porteuse
d’espoir car c’'est également une voie d’exploration pour la vectorisation de traitements vers cet

organe difficilement accessible pour traiter des maladies neurologiques.173

II.B. Etat des connaissances sur I’évaluation toxicologique de
certains nanomatériaux

Plusieurs nanomatériaux sont utilisables dans les dispositifs médicaux (nanoparticules d’or,
nanodiamant, silice nanométrique, oxydes de fer, hydroxyapatite nanométrique, titane nanométrique,
etc.). Toutefois, nous avons choisi volontairement de développer I'évaluation toxicologique que pour

trois d’entre eux :
- les nanotubes de carbone (dont l'utilisation dans les DM est en cours de développement),
- les nanoparticules d’argent (qui sont utilisées dans des DM commercialisés),

- les nanoparticules issues de débris d'usure et de dégradation de dispositifs médicaux.

[1.B.1.Nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone bénéficient d’'une attention particuliére au regard de leur toxicité
potentielle, & cause de leurs propriétés biologiques uniques, qui sont en méme temps aussi a l'origine
des fortes potentialités du nanomatériau en médecine. Pour le moment, I'utilisation des nanotubes de
carbone dans les dispositifs médicaux est au stade du développement. A notre connaissance, il n'y a

pas encore de dispositif médical commercialisé.
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Un nanotube de carbone (NTC) est composé d’'un ou de plusieurs feuillets de graphéne roulés
les uns sur les autres pour former une structure cylindrique. Les nanotubes de carbone s’averent étre
intéressants en médecine pour leur rapport longueur sur diamétre relativement important. En effet, de
dimensions similaires aux brins d’ADN, les nanotubes de carbones peuvent interagir plus
efficacement avec les matériaux biologiques, car opérant a la méme échelle. Les surfaces de ces
NTC peuvent facilement étre fonctionnalisées pour moduler leur comportement biologique, améliorer
leur biocompatibilité et aussi pour des applications potentielles dans les traitements anti-infectieux (en

développement).’™

Les propriétés physico-chimiques particulieres des nanotubes de carbone
permettent d’envisager leur utilisation dans la reconnaissance et la détection moléculaire & haute
sensibilité. En particulier, leur forte absorbance optique en fait de bons candidats pour le traitement du
cancer. En conséquence, comme pour tout produit de santé, les risques des effets toxiques doivent

étre évalués a la lumiére des bénéfices potentiels.

Cependant, a cause de leur forte ressemblance fibrillaire avec I'amiante, les risques
toxicologiques des nanotubes de carbone sont I'objet de préoccupations.ws Bien que des résultats
préliminaires ont montré que certains NTC utilisés actuellement pouvaient induire une toxicité par voie
respiratoire dans les conditions expérimentales étudiées, il est difficile d’établir un consensus clair sur
leur toxicité, a cause des différences dans les matériaux et dans les conditions opératoires des

travaux publiés.'”®® 17>

Certaines études ont montré que les NTC peuvent provoquer une réaction granulomateuse et
une inflammation pulmonaire, voire des fibroses pulmonaires.®® '*’® ®'76 Cette toxicité pulmonaire
aurait également des incidences cardiovasculaires.”” Au niveau cellulaire, Porter et al. ont observé
par microscopie électronique a transmission et confocale l'internalisation des nanotubes de carbone
monofeuillets SWCNT."® La cytotoxicité des NTC proviendrait du stress oxydatif pouvant entrainer
une génotoxicité.179 Enfin, c’est surtout la biopersistance de ces nanomatériaux dans les poumonsm’
180 qui inquiéte, car elle pourrait, tout comme I'amiante, étre a 'origine de mésothéliomes observés par

157a, b

certains chercheurs. A l'inverse de ces données de toxicité, d’autres travaux ont montré que les

181

NTC seraient tolérés localement apres instillation intra-trachéale chez des rats ~' et non cancérigénes

aprés injection par voie intrapéritonéale.”®

Il semblerait que la toxicité dépende des caractéristiques intrinséques des NTC, comme la
longueur, la forme'® et I'état d’agrégation.”® Les NTC courts seraient phagocytés par des
macrophages et seraient plus facilement éliminés que les fibres longues et ne présenteraient donc

pas de toxicite.”"®

Par exemple, Mdller et al. ont montré que plus de 80% des nanotubes de carbone
multi-feuillets (MWCNT) de 5,9 um en longueur sont encore présents dans les tissus pulmonaires des
rats aprés deux mois, contre 36% pour les MWCNT de 700 nm. 8 Concernant I'état d’agrégation, les
SWCNT dispersés, administrés par voie intra-trachéale, ne provoqueraient pas de réactions
granulomateuses, contrairement aux SWCNT agrégés.183 Les résultats de toxicité dépendraient
également de la différence physico-chimique entre les nanotubes de carbone étudiés (fonctionnalisés

ou non).%®
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La contradiction des résultats des différentes études peut aussi provenir de la disparité des
conditions expérimentales.86 Certaines doses administrées ont été critiquées car trop élevées et peu

réalistes cliniquement.184

De plus, il est important de garder a I'esprit que certaines expériences ont
été réalisées sur des nanotubes de carbones sous forme d’agrégats et qu’ils ont été administrés par
inhalation intra-trachéale ou instillation pharyngée non naturelle. Ces agrégats, du fait de leur taille
importante, n'auraient pas été respirables. Ainsi, les résultats expérimentaux de toxicité ne reflétent

pas forcément I'exposition par voie respiratoire en situation réelle.”®

De plus, il semblerait que certains résultats de toxicité soient faussés et d’autres dépendraient
des procédés de fabrication des NTC.% D’une part, les nanotubes de carbone interagiraient avec
certains agents colorimétriques des tests de toxicité utilisés comme le MTT, donnant des faux

positifs.'*

D’autre part, méme si des chercheurs testent la cytotoxicité des nanotubes de carbone par
d’autres méthodes non colorimétriques, leurs résultats de toxicité seraient tempérés par la possibilité
de contamination métallique, qui amplifierait la cytotoxicité observée.'® Kagan et al. ont postulé que
les résidus de fer utilisés comme catalyseur dans la production des NTC augmenteraient le stress
oxydatif, en comparant la réponse inflammatoire des macrophages entre des nanotubes de carbone
SWCNT contaminés et des SWCNT purifiés.'® Il est a noter que I'induction de mésothéliomes a été

observée sur des nanotubes de carbone bruts, non purifiés.'’® °

Il semble que les défauts surfaciques
pourraient aussi étre a I'origine d’effets toxiques pulmonaires observés.'®

%N j| semble exister un

Au vu des résultats préliminaires de toxicité, bien que contradictoires,
risque d’effet toxique pulmonaire de type « fibre » similaire a 'amiante pour les nanotubes de carbone,
avec des incidences possibles de génotoxicité et de cancérogénicité dues a linflammation
pulmonaire. Les études expérimentales sont indicatrices d’'un danger, mais le risque cancérogéne
pour 'Homme ne peut étre considéré comme démontré, compte tenu des limitations
expérimentales.188 Tous les nanotubes de carbone inhalés ne provoquent pas forcément les
symptdmes semblables a I'amiante. La taille et la forme sont des parameétres importants dans la
toxicité, en plus des impuretés et des défauts surfaciques. Actuellement, on ne peut tirer de
conclusion définitive en matiére de caractérisation du potentiel toxique étant donné la grande variété

physico-chimique des nanotubes de carbone étudiés.'®

Les études de toxicité des nanotubes de carbone sont peu nhombreuses pour d’autres voies

d’exposition. Les articles publiés montrent plutdt 'innocuité du nanomatériau, en particulier par contact

189

dermique132 et par voie intraveineuse. Des dommages réversibles ont été rapportés sur les

167

testicules des rats sans toutefois affecter leur fertilité. ™' Des études in vitro confirment notamment

l'absence d’effets toxiques des nanotubes de carbone hautement purifiés sur des cellules

cardiaques'®®, sur les ostéoblastes et fibroblastes.'"

Bien que le foie semble étre un site
d’accumulation préférentiel,175a I'essentiel des nanotubes de carbones mono-feuillets, administrés par
injection intraveineuse et suivis par radiomarquage® ou fluorescence'®, seraient éliminés rapidement

par la voie rénale.
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Par conséquent, il faut rester prudent lors de linterprétation des résultats et identifier
précisément les facteurs responsables de la toxicité observée, dans le cadre de I'utilisation prévue du
nanomatériau, tout en se gardant des faux positifs. Il reste encore de nombreuses lacunes dans la
connaissance de la toxicité des nanotubes de carbone, surtout dans les cas d’exposition par d’autres

voies plus fréquemment rencontrées pour les dispositifs médicaux que la voie pulmonaire.

Néanmoins, les NTC pourraient présenter de réels intéréts pour des applications en
médecine. Les bénéfices liés a leur utilisation devront dans ce cas étre évalués versus les risques

potentiels.

[I.B.2.Nanoparticules d’argent

L’argent est utilisé depuis I'Antiquité, en particulier dans les produits de santé et présente de
maniére générale peu de risques pour 'Homme, que I'exposition soit par voie respiratoire, orale,

cutanée ou intraveineuse. > 1%

Les ions argent, issus de la dissolution de I'argent métallique en milieu biologique, seraient
responsables de l'activité bactéricide®® et sembleraient étre biologiquement plus actifs que I'argent
métallique.® ' Le mécanisme d’action exact est encore mal connu a ce jour, mais il semble que les
ions se lient facilement aux protéines et aux résidus d’acides aminés, interagissent avec les
membranes des cellules et peuvent dénaturer irréversiblement les bactéries et les virus, d’ou leur
utilité en tant qu’agent anti-infectieux et antiviral. L’activité bactéricide des nanoparticules d’argent
dépendrait de |a taille et de la forme, puisque l'interaction de ces nanoparticules avec les membranes

194

bactériennes est influencée par leur surface spécifique. ™ Les nanoparticules de moins de 10 nm

194a

seraient les plus réactives, ~ tout comme les formes triangulaires tronquées.

Certaines études montrent que les nanoparticules d’argent métallique auraient une action anti-
inflammatoire, notamment en induisant sélectivement I'apoptose des cellules en inflammation, et
favoriseraient aussi la cicatrisation des plaies195, alors que les ions d’argent, eux, n’‘auraient pas
d’activité anti-inflammatoire. L’existence ou non d'un revétement de surface (coating) sur la
nanoparticule d’argent modifie aussi sa vitesse de solubilisation et ses propriétés biologiques. Des
recherches plus fondamentales sur les mécanismes d’action des nanoparticules d’argent ont révélé le
potentiel de ce nanomatériau a favoriser le stress oxydatif, pouvant aboutir a I'apoptose. En
interagissant avec les protéines et les enzymes possédant des groupements thiol, les nanoparticules

d'argent peuvent perturber le fonctionnement des mitochondries.'*

Elles induiraient également des
Iésions a 'ADN, suggérant une génotoxicité, mais les données actuelles ne sont pas suffisamment
solides pour Iaffirmer.*® En comparant l'activité des nanoparticules (13 nm) avec les microparticules
(2-3 ym) d’argent, une étude in vivo suggére que le passage de la dimension micrométrique a

nanométrique contribuerait a une plus forte induction d’apoptose.’®’
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Les effets indésirables comme I'allergie ou I'intoxication par I'argent (argyrisme), sont connus
et maitrisés. Phénoméne rare, 'argyrisme est d0 a une exposition prolongée par ingestion et
inhalation, conduisant a des dépdts d’argent dans la peau (argyrie) qui donnent une coloration bleue a
la peau et aux muqueuses secondaires ou dans I'ceil (argyrose). Généralement, les ions d’argent,
issus de lionisation de l'argent métallique dans des milieux comme les liquides corporels ou les
exsudats tissulaires, sont facilement absorbés par I'organisme, se retrouvent rapidement dans la

circulation systémique, avant d’étre éliminés par le foie et les reins.

Si la toxicité des nanoparticules d’argent métallique par voie pulmonaire et par voie orale est
documentée, moins d